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RESUMO

Corantes antimicrobianos como verde malaquita, violeta de genciana e azul de metileno
sdo micropoluentes ambientais cuja andlise constituem grandes desafios analiticos
devido as baixas concentragées monitoradas e a complexidade das matrizes. Apesar das
proibicdes, estes corantes continuam sendo utilizados de forma irregular na aquicultura
na prevengao de infecgbes. O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento
de métodos analiticos eficientes, propondo o uso de técnicas simples, rapidas, acessiveis
e com alta frequéncia analitica. Para isso, foram empregadas no preparo de amostra a
técnica de eletroextragao multifasica, e na determinagao analitica, empregou-se analise
de imagem digital e espectrofotometria associadas com ferramentas quimiométricas. Na
primeira aplicacao, o silicato de magnésio foi utilizado na eletroextracdo multifasica e
mostrou-se crucial para integragao desta técnica com a analise de imagem digital, sendo,
portanto, uma alternativa adequada para analise de compostos catibnicos por ser um
material custo-efetivo, de facil manuseio e com carga residual negativa. Além disso, foi
proposto um método de discriminagdo usando PLS-DA, distinguindo eficazmente
amostras contaminadas e ndo contaminadas mesmo em niveis extremamente baixos
(0,2 ug L") em uma matriz complexa de agua superficial (lago), sendo obtido sensibilidade
acima de 95% e especificidade proxima de 90% para os conjuntos treinamento e teste.
Na segunda aplicagcéo, pontas de papel odontolégico e um sistema de eletroextragéo
automatizado possibilitou um aumento da praticidade e reprodutibilidade da técnica.
Adicionalmente, foi proposto um método de classificacdo one-class por meio de um
modelo DD-SIMCA utilizando tanto dados espectrofotométricos quanto dados de imagem
digital. Os dados espectrofotométricos apresentaram bom desempenho, sendo obtido
uma sensibilidade de 0,96 (treinamento) e 1 (teste), além de especificidade de 0,94.
Adicionalmente, para os dados espectrofotométricos os erros de classificagao ficaram
limitados a menor concentragdo testada (2 ug L-'). O modelo com dados de imagem
digital, por sua vez, obteve melhor desempenho, alcan¢cando sensibilidade de 0,96
(treinamento) e 1 (teste) além de especificidade de 1. Em conclusdo, os modelos obtidos
sdo simples, rapidos e promissores para triagem de contaminagdo por corantes

antimicrobianos em matrizes de agua superficial.

Palavras-chave: extracio assistida por campo elétrico; corantes trifeniimetanos; azul de
metileno; DD-SIMCA; PLS-DA; quimica verde.



ABSTRACT

Antimicrobial dyes such as malachite green, gentian violet, and methylene blue are
environmental micropollutants whose analysis presents significant analytical challenges
due to low monitored concentrations and matrix complexity. Despite prohibitions, these
dyes continue to be irregularly used in aquaculture for infection prevention. The present
study aimed to develop efficient analytical methods, proposing the use of simple, rapid,
accessible techniques with high analytical frequency. To achieve this, multiphase
electroextraction was employed in sample preparation, while for analytical determination
was utilized digital image analysis and spectrophotometry associated with chemometric
tools. In the first application, magnesium silicate was employed in multiphase
electroextraction, proving pivotal for its integration with digital image analysis, therefore
being a suitable alternative for the analysis of cationic compounds as it is cost-effective,
easy to handle, and known to have a negative residual charge. Furthermore, a
discrimination method using PLS-DA was proposed, effectively distinguishing between
contaminated and uncontaminated samples, even at extremely low levels (0.2 ug L)
within complex surface water matrices, obtaining a remarkable accuracy rate exceeding
95%. In the second application, dental paper points and an automated electroextraction
system facilitated increased practicality and reproducibility of the technique. Additionally, a
one-class classification method was proposed using a DD-SIMCA model, utilizing both
spectrophotometric and digital image data. Spectrophotometric data exhibited great
performance, obtaining a sensitivity of 0.96 (training) and 1 (test), in addition to a specificity
of 0.94, where the classification errors was confined to the lowest tested concentration
(2 ug L"). Conversely, the model incorporating digital image data outperformed, achieving
sensitivity of 0.96 (training) and 1 (testing), along with a specificity of 1. In conclusion, the
obtained models are simple, rapid, and promising for screening antimicrobial dye

contamination in surface water matrices.

Keywords: electric field-assisted extraction; triphenylmethane dyes; DD-SIMCA; PLS-DA,;
methylene blue; green chemistry.
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1. INTRODUGAO

O crescimento continuo da contaminacdo dos recursos hidricos por
substancias quimicas potencialmente perigosas se deve sobretudo ao avancgo
industrial. Neste contexto, deve ser destacado alguns corantes usados primariamente
como agentes colorantes na industria téxtil, mas que sdo também extensamente
aplicados ilegalmente na aquicultura devido a efetividade antimicrobiana (Tkaczyk et
al., 2020; Chequer et al 2013). As matrizes ambientais sdo complexas, o que torna
desafiador a anadlise quimica de contaminantes e micropoluentes. Por isso, o
desenvolvimento de métodos analiticos seletivos, sensiveis e com baixo impacto
ambiental é essencial para um monitoramento ambiental eficaz, embora esse
processo represente um grande desafio para a ciéncia analitica (Rathi et al., 2021).

Quanto a etapa do preparo de amostra, apesar das técnicas tradicionais serem
indiscutivelmente eficientes, elas apresentam limitagdes importantes, entre elas, baixa
seletividade, etapas laboriosas, longo tempo de analise, elevado consumo de
solventes e amostras, e muitas vezes, um custo elevado (Campos et al., 2015). Na
etapa da determinagao analitica, por sua vez, dificuldades também sao encontradas,
pois na maioria das vezes, esta etapa envolve equipamentos com custo elevado e de
dificil manutencéo e operagdo. Diante dessas desvantagens, ha uma necessidade
premente de alternativas mais simples, rapidas e acessiveis e que ao mesmo tempo
oferegam eficiéncia e robustez, seja no preparo de amostra ou na etapa de analise.

Independente das limitagcbes das técnicas analiticas, estas podem ser
minimizadas empregando-se estratégias de preparo de amostras. Nessa etapa busca-
se extrair ou purificar a substancia de interesse, eliminando o efeito dos interferentes,
além de pré-concentrar essa substancia ou torna-la adequada a analise. O sucesso
no cumprimento desses objetivos possibilita a obtencdo de um método analitico mais
seletivo, sensivel e adequado aos propésitos de uso. O surgimento de novos
procedimentos de preparo de amostras, empregando novas tecnologias de extracao
e pré-concentracdo tem possibilitado superar parte dessas limitacbes. Dentre as
estratégias esta o desenvolvimento de novos materiais com maior potencial extrativo
ou o uso de forgas auxiliares ao processo de extragao (Nazario et al., 2017).

Nos ultimos anos, o uso de procedimentos de extragao assistidos por campos

elétricos tem ganhado importancia, com destaque para a eletroextragdo em
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membrana (EME) (Drouin et al., 2019; Pedersen-Bjergaard, 2019), bem como outras
modalidades de eletroextragao (EE) (Raterink et al., 2013; Orlando et al., 2019; Oedit
et al., 2020; Oedit et al., 2021; He et al., 2021). Essas técnicas baseiam-se na
aplicacdo de um campo elétrico entre duas fases, uma doadora (amostra) e uma
aceptora, promovendo a migragao eletroforética seletiva das espécies carregadas,
levando ao aumento da cinética de transferéncia dos analitos.

Além de inovagdes no preparo de amostras, pesquisas tém sido direcionadas
para novos métodos de determinagdo analitica empregando analise de imagens
digitais (AID), muito exploradas nas ultimas décadas (Capitan-Vallvey et al., 2015).
Essas técnicas buscam extrair informagdes quimicas a partir de imagens digitais
capturadas por diferentes dispositivos, incluindo cameras digitais e scanners. Entre as
principais vantagens estdo os resultados com acuracia e robustez aceitaveis, apos
analises simples e rapidas utilizando equipamentos de baixo custo e acessiveis.
Aliado a isso, os dados multivariados obtidos a partir das imagens digitais podem ser
analisados por ferramentas quimiométricas (Prats-Montalban et al., 2011). Essa
combinagao tem sido muito explorada nos ultimos anos abrindo caminhos para um
novo campo de desenvolvimento analitico também conhecido como analise
multivariada de imagens na qual diferentes métodos quimiométricos podem ser
empregados na construgcao de diferentes modelos, sejam eles de classificacdo
(qualitativos) ou de regresséao (quantitativos) (Ferreira et al. 2015).

O presente trabalho apresenta grandes contribui¢gdes para o desenvolvimento
analitico, com especial destaque para o uso da técnica de eletroextragcdo multifases
(EEMP) na etapa de preparo de amostra, sendo avaliado um novo material para fase
aceptora baseado em solido particulado de silicato de magnésio, além de serem
propostos e avaliados novos modos de aplicacdo da técnica. Particularmente, este
trabalho apresenta um impacto direto na area de quimica ambiental, por meio do
desenvolvimento de métodos analiticos empregando técnicas de analise de imagens
digitais associadas a ferramentas quimiométricas para classificagcdo de amostras de
agua superficial contaminadas com corantes antimicrobianos.

Como mencionado anteriormente, a complexidade das matrizes ambientais
exige constante inovagao em procedimentos de preparo de amostras, bem como em
técnicas de determinagao analitica, de modo a superar os desafios analiticos

associados a analise quimica nessas matrizes.



20

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Contaminantes e micropoluentes em agua superficial

Ao longo das ultimas décadas houve um crescimento da poluigdo em recursos
hidricos, sobretudo devido ao desenvolvimento econdémico e industrial, juntamente
com o avango tecnoldgico no setor da agricultura e pecuaria. Estes fatores conduzem
a elevada ocorréncia de contaminantes e poluentes potencialmente perigosos cuja
presencga e persisténcia nos ecossistemas naturais geram preocupagao crescente do
ponto de vista ambiental e de saude publica (Rathi et al., 2021; Schreiner et al., 2020).
Em particular, os micropoluentes de agua superficial exigem especial atengéo,
considerando suas baixas concentragdes (ug L' ou ng L") e o maior risco a saude
humana.

Dentre os principais exemplos de contaminantes e poluentes persistentes no
ambiente estdo os corantes, produtos farmacéuticos e de higiene pessoal, metais
pesados, fertilizantes e pesticidas. A contaminagdo ambiental por estes compostos se
origina sobretudo dos efluentes domésticos e industriais, além de outros segmentos
incluindo agricultura e pecuaria. Considerando que contaminantes ambientais tém
sido encontrados em agua superficial e em organismos aquaticos, existe um risco
ambiental e sanitario envolvido. Desse modo, o monitoramento da presenca desses
compostos nos ecossistemas aquaticos é necessario, visando a avaliacdo dos riscos
associados e a aplicacdo de medidas que garantam a qualidade da agua para
consumo € para preservagao da vida aquatica (Rathi et al., 2021).

As matrizes ambientais sdo complexas e por isso a analise quimica dos
micropoluentes nessas matrizes é desafiador. Porém, o monitoramento ambiental &
essencial para identificacdo e quantificacdo dos contaminantes bem como para
avaliagcdo do cumprimento dos limites maximos exigidos pelos érgdos sanitarios e
ambientais para esses compostos (Tkaczyk et al., 2020; Pérez-Fernandez et al.,
2017).

2.2. Corantes como contaminantes em agua ambiental

Corantes sado substancias organicas naturais ou sintéticas capazes de

adicionar ou alterar a cor de um substrato, sendo classificadas de acordo com sua



21

estrutura quimica em diferentes classes tais como antraquinonas, ftalocianinas, azo,
indigo, nitrosos, tiazina, triarilmetanos, xantenos, entre outros. Eles sdo amplamente
usados como colorantes nos setores téxtil, cosmético, alimenticio, de impressao e de
papeis. Alguns corantes sao também usados na medicina humana e veterinaria, seja
como agente colorante em histologia, microbiologia e diagnostico, seja como
antisséptico tépico ou antimicrobiano de uso veterinario (Tkaczyk et al., 2020; Rathi et
al., 2021).

Apds o surgimento do primeiro corante sintético (mauveina por William H.
Perkin — 1857) e a obtencdo de azo compostos (Peter Griess — 1858) iniciou-se a
partir de 1861 a producdo de corantes em larga escala. Neste cenario, os corantes
azo representam a classe mais amplamente utilizada (cerca de 65% do total de
corantes fabricados mundialmente), seguido pela classe das antraquinonas e dos
triariimetanos (Zanoni & Yamanaka, 2016). A produgdo em larga escala e a
diversidade de areas de aplicagdo, tem contribuido para a contaminagdo do
ecossistema aquatico e do solo, sendo descritos a presenca de corantes em agua
superficial e subterrdnea, sedimentos e em espécies aquaticas (Rathi et al., 2021).

Assim, estes corantes tém sido encontrados no meio ambiente representando
um risco ambiental e de saude, uma vez que, apresentam toxicidade comprovada para
a biota aquatica, prejudicam o equilibrio desse ecossistema, além de apresentarem
efeitos toxicos, carcinogénicos, alergénicos e dermatolégicos, conforme descrito na
literatura para diversos corantes (Tkaczyk et al., 2020; Chequer et al., 2013).

As principais fontes de contaminag&o por corantes em agua ambiental incluem:
(i) Industrias téxteis, de couro e papel; (ii) corantes antimicrobianos usados na
aquicultura; (iii) descarte de corantes em esgoto doméstico, incluindo corantes
presentes em produtos farmacéuticos, tinturas de cabelo, cosméticos e outros
produtos quimicos de uso doméstico; e (iv) descarte inadequado de residuos de
corantes em aterros sanitarios e lixdes (Tkaczyk et al., 2020).

A principal fonte de contaminacéao direta do ecossistema aquatico por corantes
corresponde a industria téxtil, de couro e papel, as quais sdo responsaveis pela
geragado de cerca de 200.000 toneladas de efluentes contendo corantes por ano
(Ogugbue & Sawidis; 2011). Sobretudo devido a ineficiéncia do processo de
tingimento, estima-se que 10 — 50% dos corantes usados sao perdidos e descartados
como efluentes (Zaharia & Suteu, 2012). Uma vez que a legislacdo exige das
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industrias apenas a descolorizagdo dos efluentes gerados antes de langa-los nos
corpos d’agua, os procedimentos de tratamento utilizados ndo removem totalmente
os corantes presentes. Adicionalmente, a maioria dos corantes empregados sao
resistentes a luz, temperatura, sabdes, detergentes, agua sanitaria e outros produtos
quimicos, sendo ainda resistentes a biodegradacao, e, portanto, persistem também
no meio ambiente por longos periodos (Chequer et al., 2013).

Outra fonte potencial de contaminacéao direta por corantes em agua ambiental
€ a aquicultura, o qual representa um segmento de produgcdo de alimentos em
continuo crescimento especialmente pela ampliagdo do sistema de cultivo intensivo.
Alguns corantes apresentam alta efetividade antimicrobiana, dentre eles incluem
verde malaquita (VM), cristal violeta (CV, também conhecido como violeta genciana —
VG), verde brilhante (VB) e azul de metileno (AM). Por esse motivo, sdo largamente
empregados ilegalmente na aquicultura para prevengéao e tratamento de infecgbes por
parasitas, fungos e bactérias, embora o uso destes compostos seja aprovado apenas
para peixes ornamentais, mas proibidos na producédo de pescados para consumo
humano (Lopes-Gutiérrez et al., 2013).

Poucas opgbes terapéuticas sado regulamentadas para uso na aquicultura,
sendo que no Brasil apenas o florfenicol e a oxitetraciclina sdo aprovados, enquanto
substancias como o cloranfenicol, os nitrofuranos e os corantes antimicrobianos séo
proibidos (MAPA, 2019; FAO, 2005; Shiogiri et al., 2015).

2.3. Corantes antimicrobianos usados na aquicultura

Segundo a Organizagao das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentagao
(FAO), a aquicultura é considerada um setor estratégico para alimentagdo da
populagdo mundial, que segue em crescimento sobretudo devido a alta produtividade,
o baixo impacto ambiental e a geracédo de alimentos saudaveis e nutritivos. Estima-se
que a producao global de pescados atingiu cerca de 179 milhdes de toneladas em
2018 (Kresic et al., 2020; FAO, 2020). Por outro lado, a busca continua por ampliar a
producdo de pescados na aquicultura promove a implementacao de sistemas de
cultivo intensivo ou superintensivo onde o excesso de peixes por metro cubico,
juntamente com o manejo muitas vezes inadequado, favorece a disseminagao de

doencgas infecciosas.
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Entre os corantes de importancia ambiental, destacam-se aqueles
considerados corantes antimicrobianos, que incluem os da classe trifenilmetanos, tais
como VM, VG e VB, juntamente com o AM (classe fenotiazina). Estes corantes séo
originalmente utilizados como agentes colorantes na industria de papeis, 13, seda,
algodao e couro, tendo comegado a ser usados na aquicultura a partir da década de
1930 com a descoberta das suas propriedades antimicrobianas (Lopez-Gutiérrez et
al., 2013).

O VM foi o primeiro corante a ser utilizado na aquicultura, introduzido em 1933,
devido a sua alta efetividade como ectoparasiticida, antifungico e antisséptico.
Posteriormente, passaram a ser empregados outros corantes da classe
trifenilmetanos tais como VG e VB, que também apresentam eficacia como
antimicrobiano, antifungico e antiparasitario no tratamento e prevencéao de infeccgdes.
Por fim, o corante AM tem sido utilizado na aquicultura como agente desinfetante no
tratamento e prevencédo de saprolegniose (doenga fungica) e doengas parasitarias
(Wang et al., 2020; Xu et al., 2012).

Apos serem absorvidos no organismo do peixe, os corantes VM e o VG sao
extensivamente metabolizados gerando os seus respectivos metabdlitos que sao
substancias apolares e incolores: leuco verde malaquita (LVM) e leuco cristal violeta
(LVG), ambos capazes de se acumular nos tecidos adiposos dos peixes por meses.
Xu et al., (2012) relatam que o AM também produz metabdlitos apds absorgao pelo
peixe, sendo eles, o azure A, azure B e azure C (Xu et al., 2012; Hashimoto et al.,
2012).



24

Na Figura 1 € apresentado as estruturas quimicas desses compostos e na

Tabela 1 sdo apresentadas algumas das suas informacdes fisico-quimicas.

| ‘ | :
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! i | |
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g G N A l;\
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.

Verde Brilhante (VB)

Figura 1: Estrutura quimica dos principais corantes antimicrobianos usados em aquicultura.

A substancias com * representam os principais metabdlitos. Fonte: PubChem 2021
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Tabela 1: Alguns dados fisico-quimicos dos principais corantes antimicrobianos usados em

aquicultura, bem como de alguns de seus metabdlitos

. )\méx
Substancia CAS 2 Formula = oy 0 moltz logP pKa
molecular
(nm)
_ . 617
C23H2s5N2 . pKal = 4,08;
VM 2437-29-8 CoHO4 418,0 0,62 pKa2 = 3.47
LVM 129-73-7 C23H26N2 330,47 5,72 pKa = 5,46 262
e pKal =5,31;
VG 548-62-9 C2sH30N3Cl 407,98 0,59 pKa2 = 8.64 590
LVG 603-48-5 C2sHa1N3 373,5 5,06 pKal =5,93 260
VB 633-03-4 C27H34N204S 482,6 2,71 pKa = 5,36 627
oa pKal =5,5;
AM 61-73-4 C16H18CIN3S 319,8 0,75 pKa2 = 6.0 664

MM: massa molar; logP: coeficiente de particao 6leo:agua; pKa: constante de dissociagao
acida; Amax. comprimento de onda de maxima absorgdo; 'ChemAxon; 2PubChem,

3Chemicalbook; “Sigmaaldrich; *Lookchem.

Conforme apresentado na Figura 2, os eventos de notificacbes no Sistema de
Alerta Rapido para Géneros Alimenticios e Alimentos para Animais (RASFF) da Uniao
Europeia (UE) no periodo 2001-2021 mostram que os corantes antimicrobianos
representam mais de 50% das notificagbes superando outros grupos de
antimicrobianos, indicando que estes compostos ainda sdo muito utilizados sobretudo
devido a alta efetividade antimicrobiana, facil acesso e baixo custo (Guardone et al.,
2022; Loépez-Gutiérrez et al., 2013).
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Eventos notificagdo EC (2001 — 2021)

aminoglicosideos

. 2%
sulfonamida e outros

potencializadores ~ tetraciclinas 6%
5% 3%

Quinolonas e
fluoroquinolonas

i \\l\
o - trifenilmetanos
51%

Anfenicois
7%

Figura 2: Eventos de notificacdo no RASFF da Unidao Europeia 2001-2021. Dados obtidos a
partir de Guardone et al., (2022).

2.3.1. Evidéncias toxicologicas

A partir das inumeras evidéncias toxicologicas apresentadas na literatura para os
corantes descritos na Tabela 1, estas substancias foram proibidas na aquicultura em
diversos paises, entre eles, Estados Unidos, Canada, Japao, paises da Uniao
Europeia e Brasil (Xu et al., 2018; Hashimoto et al., 2011; Andersen et al., 2009). Para
o VM, os estudos toxicologicos em animais evidenciaram anomalias reprodutivas em
células de coelhos e peixes, e danos em diversos 6rgaos como figado, baco, pulmao,
rim e coracao. Adicionalmente, também foram observados efeito téxico em células de
mamiferos, além de efeitos mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos. Para o VG,
os estudos toxicolégicos indicaram genotoxicidade, enquanto para o VB, foram
observados irritagdo e necrose de pele, além de irritacdo no trato gastrointestinal e
respiratério quando a exposi¢ao ocorre por inalagao ou ingestao (Sristava et al., 2004;
Stammati et al., 2005; Hashimoto et al., 2011; Lépez-Gutiérrez et al., 2013).

2.3.2. Limites estabelecidos na legislagéo

As evidéncias da toxicidade e mutagenicidade dos corantes antimicrobianos

levaram a proibigdo do seu uso em cultivo de peixes e a proposigao de legislagdes
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importantes para protecdo da saude do consumidor. Nos Estados Unidos, o FDA
(Food and Drug Administration), além do banimento do uso dos corantes VM e VG em
cultivo de peixes para consumo humano, definiu um nivel minimo de sensibilidade de
1 ng-g~"! para os métodos analiticos com fins regulatérios em matriz de pescados. Nos
paises da Unido Europeia, por outro lado, definiu-se, para os métodos analiticos, um
limite minimo de desempenho requerido de 2 ng-g~! para a soma de VM e LVM em
tecidos de peixes (Chen & Miao, 2010; Council Regulation EU — 2377/90).

No Brasil, o Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) publica anualmente
uma Instrugdo Normativa (IN) indicando os Limites Maximos de Residuos (LMR) para
diferentes contaminantes atendendo aos programas setoriais incluidos no plano,
sendo eles carne, pescados, ovos, leite e mel (Brasil, 2019). Nessa instrugcéo
normativa, as substancias permitidas para uso possuem no LMR o limite de referéncia
para tomada de acbes, enquanto para as substancias proibidas, onde ndo ha LMR
estabelecido, define-se apenas o limite minimo de desempenho requerido (LMDR)
para o método analitico. Para VM, o Brasil segue a legislagdo europeia e define o
LMDR para a soma VM e LVM como 2 ng g~', e 0 mesmo limite é definido para a soma
VG e LVG (Brasil, 2019).

O corante VM é considerado um contaminante com persisténcia ambiental,
mas apesar disso, ndo estdo bem estabelecidos os limites aceitaveis dessa
substancia no ambiente para a protecdo da vida humana e aquatica. Na Uniao
Europeia trata-se de uma substancia banida para uso em aquicultura, mas a
legislacdo da comissao europeia se restringe a area de alimentos. Por outro lado, ha
regulamentacdes especificas de alguns paises que permitem inferir os limites
adequados a seguranga ambiental. Por exemplo, na Irlanda foi estabelecido o limite
de 100 pug L' em efluentes de cultivo de peixes, enquanto o limite para agua extraida
para consumo foi estabelecido como aceitdvel quando abaixo de 1 ug L.
Adicionalmente, o limite maximo recomendado para protecdo da vida aquatica de
agua doce foi estabelecido em 0,5 ug L' pelo centro de pesquisa em agua do
departamento ambiental do Reino Unido (Safarik & Safarikova, 2002; Zhu et al., 2016).
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2.3.3. Técnicas de analise de corantes antimicrobianos em agua supetrficial

Considerando que ndo sao conhecidos niveis considerados seguros para 0s
corantes, torna-se fundamental a proposi¢do de métodos de analise visando a
obtencgao de baixos limites de detecg¢ao e quantificacdo (Hashimoto et al., 2011).

Muitos métodos tém sido publicados nas ultimas décadas para analise dos
corantes antimicrobianos em diferentes matrizes, sendo a cromatografia liquida de
alta e ultra eficiéncia (High and Ultra-high Performance Liquid Chromatography —
HPLC e UHPLC, respectivamente) e a espectrofotometria na regido do visivel as
principais técnicas utilizadas (Tabela 2). Outras técnicas destacadas sdo a
espectroscopia Raman amplificada por superficie (SERS), bem como técnicas
eletroquimicas e imunoensaios. A vantagem da cromatografia liquida em relagao as
outras técnicas € a sua eficiéncia e versatilidade, podendo ser acoplada a diversos
sistemas de detecgado, tais como espectrofotométricos (canal simples, duplo ou
arranjo de fotodiodos — DAD), detector de fluorescéncia e a espectrometria de
massas, sendo essa ultima, indiscutivelmente a mais importante e amplamente
utilizada, especialmente no modo sequencial (MS/MS) devido a sua eficiéncia,
sensibilidade, seletividade, além da capacidade de confirmacao estrutural, sobretudo
com o uso da espectrometria de massas de alta resolugdo (HRMS — High Resolution
Mass Spectrometry) (Zhou et al., 2019; Lopes-Gutiérrez et al.; 2012).

Embora observe-se uma expansao do uso de espectroscopia Raman na
analise de corantes, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
sequencial se destaca entre os métodos de determinacdo, sendo ainda muito
utilizada. Além disso, a técnica LC-MS/MS foi também recomendada pela comissao
europeia para métodos confirmatoérios quantitativos para analise dessa classe de
compostos em amostras de peixes (Hurtaud-Pessel et al., 2011; Hurtaud-Pessel et al.,
2013; Andersen et al., 2015; Andersen et al., 2018; Hashimoto et al., 2011).



Tabela 2: Tabela de métodos analiticos para analise de corantes e metabolitos em matrizes de agua superficial
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~ . ixa li LD L
Instrumentacéao Analitos Amostras Preparo de amostras Fa(lﬁg I.|rL1ia)1r Q Ref.
, (g-L™) (ug-L™)
HPLC-UV-Vis VM Agua de aquicultura e TC-IL-DLLME 0,25-20 0,086 . 119
efluente
UV-Vis VM Agua de lago VA-DLLME-DES 10-350 2 - 84
. Agua de aquacultura e
UV-Vis VM . . SS-LPME 30-182 16.3 545 101
agua de torneira
UV-Vis VM, AM Agua de torneira, agua de UA-SPE 70 — 550 16.5 - 90
cultivo de peixe e efluente
HPLC-Vis VM, VG Agua dg lago, de_ rio e de MSPE—F,e3_O4/nanopart|cuIas 0.5—-200 0.091 - 118
cultivo de peixes de Oxido de grafeno
UV-Vis VM Agua ambiental USA-DSPME 20 - 4000 1.386 - 22
UV-Vis VM, VG Agua de tg;’:ee"a e eflu- MCPE 60 — 600 4.1 13.6 29
UPLC-MS/MS VM Efluente Biomassa des';?g'”a'ce'“'ose 1- 1000 0.1 0.4 45
UV-Vis VM Agua de rio Nano-alumina-MIP-SPE 2-1750 0.655 - 57
UV-Vis VM, VG Agua de lago CPE 9.9-800 2.9 - 6
UPLC-DAD-MS/MS VM Agua de lago EEMP 05-5 0,014 0,095 103
AID AM Agua de torneira e de rio PP-HF-EE 5-100 5 10 61

** UV-Vis: Espectrofotdmetro no ultravioleta visivel; HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Performance; UPLC-MS/MS: Cromatografia Liquida de Ultra Performance acoplado a
espectrometria de massas sequencial; VM: Verde Malaquita; VG: Violeta Genciana; AM: Azul de Metileno; VA-DLLME-DES: Microextragédo Liquido-Liquido Dispersiva Assistida
por Vortex com solvente eutético profundo; SS-LPME: Microextracdo em Fase Liquida baseado em Solvente Supramolecular; MSPE: Extragdo em Fase Solida Magnética; USA-
DSPME: Microextragdo em Fase Solida Dispersiva Assistida por Ultrassom; UA-SPE: Extragcdo em Fase Solida Assistida por Ultrassom; MCPE: Microextragcdo em Ponto de
Nuvem; MIP-SPE: Extracao em Fase Sdlida com Polimero Molecularmente Impresso; CPE: Extragdo em Ponto de Nuvem; D-SPE: Extracdo em Fase Sdlida Dispersiva; PP-
HF-EE: Eletroextragdo com pontas de papel em fibra oca (Hollow Fiber); EEMP: Eletroextragdo multifasica de grandes volumes; TC—IL: liquido iénico controle temperatura.
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Devido a complexidade das matrizes, a etapa de preparo de amostras € de
fundamental importancia para a analise. Esta etapa tem o objetivo de extrair e pré-
concentrar os analitos e, de forma seletiva, remover os interferentes da amostra,
tornando-a mais limpa (cleanup) e compativel com o instrumental analitico. Os novos
desafios da ciéncia analitica e a grande demanda por novos meétodos exigem a
constante evolucdo dos procedimentos de preparo de amostras, ampliando o poder
de cleanup e pré-concentragdo e alcangando maior simplicidade, rapidez e
praticidade, além de agredir minimamente o meio ambiente (Huang et al., 2022).

Além da eficiéncia, as caracteristicas de baixo custo, rapidez e atendimento
aos principios da quimica verde sdo também desejaveis e, por isso, muitas outras
técnicas estdo sendo desenvolvidas sobretudo na diregdo da miniaturizacdo e
automacao das técnicas classicas (Zhou et al., 2019).

Os principais métodos de analise de corantes em matrizes ambientais baseiam-
se nos procedimentos classicos de preparo de amostras como extracao liquido-liquido
(Liquid-Liquid Extraction — LLE) e extracao em fase sodlida (Solid Phase Extraction —
SPE). Considerando a eficiéncia reconhecida desses procedimentos, especialmente
o potencial de pré-concentragéo e limpeza (cleanup) da SPE, s&o ainda amplamente
empregadas na analise de diferentes corantes como VM, LVM (Mitrowska et al., 2008;
Khan et al., 2019), VG, LVG (Schuetze et al., 2008) e AM (Khan et al., 2014) em agua
superficial.

Os procedimentos derivados das referéncias citadas acima também séao
descritas na literatura para analise de corantes, dentre elas estdo a extracdo em fase
soélida dispersiva (Dispersive Solid Phase Extraction — d-SPE) (Razi-Asrami et al.,
2017), extracao em fase sélida magnética (Magnetic solid phase extraction — MSPE)
(Mosevi et al., 2018), microextragao liquido-liquido dispersiva (Dispersive liquid-liquid
microextraction — DLLME) (Dadfarnia et al., 2016), microextragcdo em fase liquida
(LPME - Liquid phase microextraction) (Uzcan et al., 2019) entre outras. Além disso,
sao descritas modificagdes nas técnicas citadas através da incorporagao de diferentes
materiais recém desenvolvidos, tais como compostos de nanotubos de carbono,
oxidos de grafeno, polimeros molecularmente impressos, entre outros (Zhou et al.,
2018).

Adicionalmente, procedimentos de preparo de amostras que envolvem 0 uso

de forcas auxiliares como ultrassom, aquecimento, radiacdo eletromagnética e
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campos elétricos tém ganhado grande destaque por proporcionar varias vantagens ao
processo extrativo incluindo eficiéncia, seletividade, limpeza e menor tempo de
extragao (Campos et al., 2015).

Recentemente, o nosso grupo de pesquisa do Departamento de Quimica na
UFMG propbs novos procedimentos de extracdo assistidos por campos elétricos
empregados na analise de corantes em diferentes matrizes, especificamente na
analise de violeta genciana em tecido de peixe (tilapia) e de VM em agua de criagao
de tilapia. Nesses métodos, a eletroextragdao multifasica (MPEE) apresentou alta
eficiéncia e baixos limites de deteccdo e quantificagdo, mesmo sendo matrizes
complexas (Orlando et al., 2019; Orlando et al., 2024, Viana et al., 2021).

2.4. [ExtragoOes assistidas por campos elétricos no preparo de amostras

Os procedimentos de extracdo assistidos por campos elétricos, comumente
denominadas eletroextracdo, baseiam-se na aplicagdo de um campo elétrico entre
duas fases, uma doadora (amostra) e uma aceptora, promovendo a migracao
eletroforética seletiva das espécies carregadas, levando ao aumento da cinética de
transferéncia dos analitos. Algumas modalidades empregam um solvente imiscivel em
agua como fase intermediaria entre as fases doadora e aceptora aquosas. A
seletividade pode ser ajustada pela diregao e magnitude do campo elétrico, do pH e
da forca ibnica da amostra, bem como pelas caracteristicas fisico-quimicas do
solvente imiscivel. O uso de campos elétricos, portanto, oferece vantagens
importantes como maior eficiéncia, seletividade, cleanup e um menor tempo de
extragao (Campos et al., 2015; Raterink et al., 2013).

O interesse cientifico nessa area cresceu significativamente a partir do trabalho
de Pedersen-Bjergaard & Rasmussen (2006), com a eletroextragdo em membrana
(Electromembrane Extraction — EME). AEME é uma técnica de microextragcao onde o
campo elétrico é aplicado entre duas fases liquidas separadas por uma membrana
liquida suportada (supported liquid membrane — SLM) nas paredes de uma fibra oca
de polipropileno. A configuracdo da EME é semelhante aquela da microextragédo em
fase liquida em fibra oca (Hollow Fiber Liquid Phase Microextraction — HF-LPME),

exceto pela presencga dos eletrodos (Figura 3A).
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A partir da EME classica, houve um grande avango nessa area, levando ao
surgimento de diversas outras modalidades de extragao assistida por campo elétrico,
consolidando-as como eficientes, versateis e repletas de aplicagbes (Martins et al.,
2023). Entre as diversas modalidades destacam-se: EME planar (Xu et al., 2008),
EME simultadnea (Bansheer et al., 2010), EME pulsado (Rezazadeh et al., 2012), ,
EME nano (Payan et al., 2013), eletroextragdo 3-fases (Raterink et al., 2013), EME
paralela (Eibak et al., 2014), y-EME (Kuban & Bocek et al., 2014), EME em gel (Tabani
et al., 2017) e EEMP (Orlando et al., 2019).

O surgimento das modalidades de eletroextragdo com membranas liquidas
livres (com duas ou trés fases) modificou significativamente a configuragdo das
técnicas de eletroextragao ao propor a remog¢ao da membrana polimérica que suporta
o liquido imiscivel e conduzindo ao uso do solvente na forma livre (conhecida como
membrana liquida livre ou como filtro orgénico) (Raterink et al., 2013; Kuban & Bocek
et al., 2014; Slampova, A.; Kuban et al., 2020; Slampova, A.; Kuban et al., 2021;
Slampova, A.; Kuban et al., 2023).

Na proposta da eletroextragao trés fases proposta por Raterink et al. (2013), os
autores utilizaram a mistura acetato de etila/acetato de metila (3:2) como solvente
organico que separou a fase doadora aquosa (amostra) de uma gota pendente de
fase aceptora também aquosa suspensa por uma ponteira condutora. A extracao de
aminoacidos acetilados (carnitinas) foi realizada aplicando uma diferenca de potencial
de 140 V por trés minutos entre fases doadora e aceptora e os analitos concentrados

foram analisados diretamente em espectrémetro de massas (Figura 3B).

A + - B ) Ponta de uma ponteira condutora
Eletrodos - -
T ‘4"_—}ﬂv
SLM - | I . Fase aceptora aquosa (gota)
|| Filtro orgénico

Fase aceptora

—

Fase doadora |

Fase aquosa doadora

Barra magnetica — o

Figura 3: Esquema ilustrativo de (A) técnica de EME e (B) do sistema de eletroextragao trés fases.
Fonte: Adaptado de Pedersen-Bjergaard & Rasmussen (2006) e de RATERINK et al. (2013).
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Recentemente, uma nova variedade de preparo de amostras auxiliada por
campos elétricos e denominada de EEMP foi proposta por Orlando et al. (2019). Este
trabalho ampliou o leque de possibilidades para a evolugdo das técnicas de
eletroextracao através da introdu¢ao do conceito de suporte sélido poroso como fase
aceptora. Os autores utilizaram uma ponta de papel odontolégico conectado a um
eletrodo como um suporte da fase aceptora que imobiliza uma solucao eletrolitica e é
mergulhado em um solvente organico que separa as fases aquosas aceptora e
doadora (Figura 4A). Uma diferenga de potencial € aplicada entre as fases doadora
e aceptora promovendo a migragao dos analitos através do filtro organico em dire¢cao
ao suporte solido, sendo posteriormente, dessorvidos e analisados. O dispositivo de
eletroextracdo multifasico desenvolvido apresentou diversas vantagens, como por
exemplo, a capacidade de multiplas extragdes simultdneas (66 pogos), a alta
estabilidade quimica e fisica do suporte solido da fase aceptora, inclusive na aplicagcao
de altas voltagens, além de uma ampla area superficial para pré-concentragdao dos
analitos. O sistema foi aplicado na extracdo dos compostos basicos cocaina e
lidocaina (em saliva) e do corante antimicrobiano violeta genciana (em tecido de
peixe), mostrando uma alta capacidade de limpeza e pré-concentragdo, sendo,
portanto, uma excelente alternativa para analise de amostras complexas (Orlando et
al., 2019; Souza et al., 2020).

Posteriormente, a EEMP foi adaptada para analise de grandes volumes de
amostra (Figura 4B). Além das vantagens ja mencionadas, o novo sistema
implementa um sistema de agitacdo magnética e acondiciona o material sorvente da
fase aceptora em ponteira de micropipeta, possibilitando multiplas variagbes do
material utilizado (Viana et al., 2021; Orlando et al., 2024). Na aplicagdo da técnica
um meétodo foi validado para andlise do corante VM em agua de criagado de peixe,
sendo obtido baixos limites de detecgdo e quantificagdo (ordem de 14 —96 ng L") e
auséncia de efeito de matriz na determinagéo por UHPLC-DAD (Viana et al., 2021).
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Figura 4: llustracdo esquematica do sistema de EEMP para (A) pequenos volumes e (B)
grandes volumes. Fonte Adaptado de Orlando et al. (2019) e Viana (2021).

2.4.1. Parametros que influenciam na eletroextragdo

A transferéncia de massa na eletroextragdo envolve a migragao direcionada e
seletiva dos analitos carregados de uma fase doadora para uma fase aceptora, ambas
conectadas a eletrodos que promovem a passagem de corrente elétrica. Em algumas
modalidades essa migracao ocorre através de uma ou mais fases intermediarias. A
fase doadora corresponde a matriz aquosa da amostra que esta sendo analisada onde
os analitos estdo inicialmente presentes e pode ser acrescida de solvente organico,
eletrélitos ou tampdes conforme a necessidade. Desse modo, os analitos migram em
direcdo a fase aceptora que sera posteriormente analisada (Campos et al.; 2015;
Yamini, 2014; Wuethrich, 2016).

As técnicas classicas de extracdo e suas variagdes miniaturizadas como a
extragao liquido-liquido se fundamentam no principio da particdo. Para as técnicas de
eletroextragao, por outro lado, o mecanismo completo de transferéncia de massa
ainda estao sendo intensamente estudados e grandes esforgos tém sido feitos para
compreender os principios fundamentais (Huang et al., 2016).

Sabe-se que trés fendbmenos ocorrem na extragao assistida por campo elétrico,
sendo eles, difusdo, conveccado e eletromigracdo, sendo essa ultima a de maior
contribuicdo. Por isso, dois modelos tém sido propostos para descrever a
transferéncia de massa em técnicas de eletroextragcao, sendo eles, o modelo estatico

e o modelo dependente do tempo (Huang et al., 2016).
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No modelo estatico, supde-se que na extragcdo em EME o comportamento seja
similar ao que ocorre na migragao iontoforética de farmacos através de membranas
cuténeas, de modo que o fluxo Ji de ions através da SLM obedega ao modelo tedrico
previsto pela equacao de Nernst-Planck (Gjelstad, Rasmussen & Pedersen-Bjergaard,
2007; Yamini et al., 2014) (Equacao 1).

Di 1) X—-1 s
]iz_Tx(l-i_lnX)X(X—e‘ﬂ)x(ci_cioXe )
Equacao 1

Na Equacgéo 1, D; corresponde ao coeficiente de difusdo do ion na SLM; Jé
uma fungao do potencial elétrico aplicado (Equacgéo 2); /1 é a espessura da SLM; Cf
é a concentragéo do ion na interface fase doadora-SLM; Cio é a concentragdo desse
ion na interface SLM-fase aceptora; e X é o balanco de ions (razdo entre as
concentragbes totais de ions na fase doadora e aceptora). Na Equagdo 2, Z;
corresponde a carga do ion; Fé a constante de Faraday; 4¢ é a diferenca de potencial

através da SLM; R é a constante universal dos gases e T é a temperatura.

_ z;.FAg
~ R.T
Equacao 2

O modelo estatico se mostra muito util em diversas situagdes, pois ele permite
explicar e prever diversos aspectos da transferéncia de massa em eletroextragcao.
Porém, sabe-se que o tempo desempenha uma influéncia significativa na
transferéncia de massa nessas técnicas e por isso, um modelo cinético simples tem
sido proposto e estudado, no qual é avaliado a dependéncia do tempo no transporte
através da SLM como mostra as Equagao 3 — 5 (Seip et al., 2013; Huang et al., 2016).

No modelo dependente do tempo assume-se alguns pressupostos: (1) ha um
tempo lag (tiag) que corresponde ao tempo de residéncia do analito na SLM; (2) o

transporte através da SLM corresponde a etapa limitante da velocidade; (3) a
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convecgao (agitacdo) do sistema é suficiente para ndo ser um fator limitante; (4) o
transporte através da SLM é unidirecional e com um tempo suficientemente longo,
todo o analito presente na amostra podera ser recuperado na fase aceptora (Seip et
al., 2013; Huang et al., 2016).

VpCp, — Cp,(®) Vp + KVy)

Cy, (D) = 7 parat = ty,,
A
Equacao 3
—A, PP4
Cp,(t) = C), exp <# t)
Vp
Equacao 4

Z,;F
kg = exp(ﬁ (A5 e - A‘M?))
Equacao 5
Como mostrado na Equagéo 3, C4i(t) equivale a concentragéo do analito 7 na

fase aceptora no tempo (f), sendo igual a zero no tempo ¢ < tiag € podendo ser

calculada pela diferenga entre a quantidade de matéria do analito originalmente

presente na fase doadora e a quantidade presentes nas fases doadora e na SLM apés

o tempo & Nessa Equagéo 3, Cp;(t) corresponde a concentragdo do analito 7na fase
doadora em fungdo do tempo & o termo Ci corresponde a concentragao inicial do
analito 7na fase doadora, enquanto os termos Vp, Vae Vm correspondem aos volumes
de fase doadora, aceptora e SLM, respectivamente. O termo Cpi(t), como mostrado
na Equacdo 4 depende da area superficial da SLM (4) e da constante de
permeabilidade do analito na SLM (PP™A). Na Equagdo 5, K*;corresponde ao

coeficiente de distribuicdo do analito e sera afetada pela diferenga de potencial

aplicada (4w °@) e da carga do analito 7 (Z;). O termo F corresponde a constante de
Faraday; Ré a constante dos gases; T'é a temperatura e o termo 4w °¢: © por fim, esta

relacionado a hidrofobicidade do analito 7.

Ambos os modelos tedricos (estatico e dependente do tempo) apontam para a

contribuicdo de diferentes parametros sobre a eficiéncia da eletroextragdo e
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conduzem a conclusdes similares. Por exemplo, os efeitos da espessura da SLM e do
coeficiente de difusdo mostrados na Equagao 1 (modelo estatico) sdo contemplados
no termo coeficiente de permeabilidade da Equagao 4 (modelo tempo-dependente),
além disso, a diferenca de potencial, ajustado pela voltagem aplicada, sera uma
contribui¢cdo significativa para a extensao da extracao (Huang et al., 2016).

Os modelos tedricos sdo de suma relevancia para a compreensao do
comportamento geral das extragdes assistidas por campos elétricos, porém, deve-se
sempre ressaltar que tais modelos assumem alguns pressupostos que nem sempre
sdo verdadeiros na aplicagcdo experimental. De um modo geral tempo e voltagem
influenciam de forma diretamente proporcional a eficiéncia de extragao, contudo,
resultados experimentais mostram que essa correlagao € verdadeira apenas até um
certo limite, acima do qual, maiores tempo e voltagem diminuirdo a eficiéncia, além
disso, esses parametros se limitam mutualmente (Marothu et al., 2013; Seidi et al.,
2011).

Como discutido anteriormente na analise das equacdes tedricas, o coeficiente
de difusdo ou permeabilidade do ion na SLM se relaciona com a afinidade do analito
pelo solvente que compde a membrana e por isso, afeta diretamente o tempo de
residéncia do analito na SLM e consequentemente a cinética da extragao. Portanto, a
migracao através da SLM corresponde a etapa limitante de toda eletroextracdo, de
modo que, a composi¢cao da membrana dependera das caracteristicas fisico-quimicas
do analito e devera ser cuidadosamente otimizada para alcangar maiores niveis de
eficiéncia de extracdo (Drouin et al., 2019).

Algumas propriedades fisico-quimicas sao desejaveis para o solvente da SLM,
entre elas, baixa viscosidade; baixa solubilidade em agua; baixa pressao de vapor e
baixa condutividade elétrica. A afinidade do analito pelo solvente e o nivel de
solvatagao serao os parametros primordiais, sendo em geral, descrito na literatura que
analitos basicos sdo mais bem extraidos por solventes com maior numero de sitios
aceptores de prétons capazes de solvata-los, sendo o solvente 2-nitrofenil octil éter
(NPOE) o principal exemplo. Por outro lado, analitos acidos sao descritos serem
melhor extraidos utilizando solvente com sitios doadores de prétons como alcoois
alifaticos, sendo o 1-octanol o mais utilizado. O solvente NPOE é considerado solvente
mais eficiente na extragao de analito basicos polares (Log P < 2), tendo sua eficiéncia
diminuida para analitos nao polares (Log P > 2). Nesse ultimo caso, tém sido
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reportados a adicdo de substancias carreadoras pela formagao de pares ionicos,
tendo como por exemplos o di(2-etilhexil-fosfato) (DEPH) e o tris(2etilhexil-fosfato)
(TEHP) (Yamini et al., 2014; Drouin et al., 2019; Huang et al., 2016).

Observagdes experimentais tém evidenciado que o pH das fases aceptora e
doadora é um parametro relevante para eficiéncia da eletroextracao, influenciando
também na estabilidade do sistema (RAHMANI et al., 2016). A otimizagdo do pH tem
como obijetivo principal deslocar o equilibrio acido-base e obter a forma ionizada dos
analitos, contudo, a adicao de eletrdlitos no sistema modifica também o balango idnico
que, por sua vez, também influencia na eficiéncia de extracdo como visto na
Equacao 1. O aumento na concentragédo de eletrdlitos afeta ainda a magnitude da
corrente elétrica que atravessa o sistema, sendo reconhecido que niveis muito
elevados estdo associados a ocorréncia de eletrdlise na superficie dos eletrodos
Equagdao 6 — 7, gerando consequentemente algumas instabilidades, incluindo
deslocamento de pH, formacéo de bolhas e aquecimento por efeito Joule. O perfil de
corrente elétrica, portanto, deve ser monitorado a fim de controlar essas instabilidades
(DAVARANI et al., 2012; RAHMANI et al., 2016).

2H,0 (1) » 0,(g) + 4H* (aq) + 4e~ (anodo)
Equacao 6

2H,0 () + 2e~ —» 20H (aq) + H, (g) (catodo)
Equacao 7

O deslocamento de pH nas fases doadora e aceptora devido as reacdes de
eletrélise pode levar a formagao da forma nao ionizada do analito. Desse modo, o
efeito na fase doadora sera a auséncia de migragao, enquanto na fase aceptora sera
o retorno do analito para a SLM, em ambos os casos diminuindo a eficiéncia de
extracdo. O uso de tampdes, em detrimento de acidos e bases fortes, € uma
alternativa para evitar deslocamento significativo de pH e por isso pode contribuir para
a eficiéncia de extragéo, desde que o aumento na magnitude da corrente elétrica néo
provoque outras instabilidades como aquecimento Joule (Pedersen-Bjergaard et al.,
2017; Huang et al., 2017; Kuban & Bocek et al. 2015).
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2.5. Analise de Imagens digitais

O aparecimento, desaparecimento ou mudanga de cor sdo muito uteis na
pesquisa quimica a fim de identificar, classificar, separar e quantificar compostos, além
de caracterizar solugdes e reagdes quimicas. A area da ciéncia voltada para
caracterizacao e quantificagdo das cores é conhecida como colorimetria (Fan et al.,
2021; Diniz et al., 2019; Capitan-Vallvey et al., 2015).

A analise colorimétrica instrumental através de equipamentos tais como
colorimetros e espectrofotdmetros sdo amplamente utilizados na analise quimica
gracas a sua precisao e robustez, porém apresentam custos relativamente elevados.

Nas ultimas décadas, técnicas de analise de imagens digitais (AID) tém sido
exploradas como alternativa para analise colorimétrica e reunem um conjunto de
ferramentas que buscam extrair informagdes quimicas a partir de imagens digitais
capturadas por diferentes dispositivos, incluindo cameras digitais, scanners,
smartphones, microscopios eletronicos, webcam, entre outros. As técnicas de AID tém
permitido alcangar resultados com alta acuracia e robustez através de analises
simples e rapidas utilizando equipamentos de baixo custo e acessiveis (Fan et al.,
2021; Costa et al., 2015; Barbosa et al., 2017).

As imagens digitais sdo constituidas de um grid regular em 2-dimensdes
formadas por pixels, que é a menor unidade de uma imagem. Os dispositivos de
aquisicao capturam imagens por meio de sensores que, por sua vez, sao constituidos
por muitas células, onde cada célula corresponde a um pixel da imagem. Os sensores
mais utilizados sdo CMOS (Complementary Metal Oxide Semiconductors) e CCD
(Charge Coupled Devices). As células do sensor agem como elementos sensiveis a
luz, convertendo sinal luminoso em uma resposta elétrica, de modo que a combinacao
de todas as respostas de um sensor € digitalizada para formacéo da imagem (Solana-
Altabella et al., 2018; Capitan-Vallvey et al., 2015).

Em um pixel colorido de uma imagem digital, as cores primarias sdo também
chamadas de componentes (canais) de cor e podem assumir valores de intensidade
conforme a profundidade de bits. A profundidade de cor (ou profundidade de “bits”) &
um parametro importante para a definicao da qualidade de uma imagem e representa
a quantidade de “bits” usadas para especificar uma cor em uma imagem. Assim, esse

parametro define quantas cores unicas estdo disponiveis em uma paleta de cores
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(Capitan-Vallvey et al., 2015; Mchugh, 2021). As imagens obtidas de cameras digitais
e scanners possuem 8-bits por canal, ou seja, utilizam oito numeros 0’'s e 1's para
especificar suas cores, de modo que sao possiveis 28 combinagdes diferentes, isto &,
256 valores de intensidade para cada cor primaria. Considerando que cada pixel
apresenta os trés canais de cor, esses dispositivos possuem 24-bits por pixel e isso
representa 283 ou 16.777.216 cores diferentes, sendo esses sistemas chamados de
“true color’ (cores reais) (Mchugh, 2021).

Para as imagens digitais, as cores sao especificadas de forma padronizada
através de sistemas conhecidos como espaco de cor, que representam um espaco
ortogonal de coordenadas cartesianas em trés dimensdes onde cada cor é
representada por um ponto unico. Existem diversos espagos de cor conhecidos, entre
eles estdo RGB (Red-Green-Blue), HSV (Hue-Saturation-Intensity), escala de cinza
(grayscale system) e CMYK (Cyan-Magenta-Yellow-Key), sendo o espaco RGB o
sistema mais utilizado (Costa et al., 2015).

A maioria dos espagos de cor estdo embasadas na teoria tricromatica de
Young-Helmholtz, na qual é definida que qualquer cor pode ser obtida a partir da
combinacgao de trés cores primarias. Em um sistema aditivo, como no espacgo de cor
RGB, essas cores primarias sao vermelho, verde e azul e a soma dessas cores
formam o branco. No sistema RGB, os valores de intensidade para cada canal
correspondem a coordenadas cartesianas de espaco de cor aditivo que variam de [0,
0, 0] (preto) ao [28- 1, 28- 1, 28- 1] (branco) (Figura 5) (Capitan-Vallvey et al., 2015).

A B

Branco
(255, 255, 255)

Figura 5: Representagdo grafica dos espacos de cor (A) aditivo RGB (B) Espago de
distribuicdo de cores RGB. Fonte: https://www.stt.eesc.usp.br/andre/palestras/CEFET-
MG/01_Intro.html
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A possibilidade de conversdo de sinais coletados a partir de sensores de
imagens em dados quimicos tém aberto um novo campo de estratégias e
oportunidades em quimica analitica, de modo que o uso de imagens digitais como
método analitico tem se destacado no meio cientifico. A principal forma de extrair
informagdes de uma imagem é através dos histogramas de cor, 0s quais representam
a frequéncia de distribuicdo dos pixels de uma regido de interesse (ROl — region of
interest) selecionada na imagem em funcao da intensidade em um determinado canal
do espago de cor (Costa et al.,, 2015). Portanto, o histograma de uma amostra
representa um vetor de dados multivariados, sendo entdo passiveis de analise por
meio de técnicas quimiométricas.

A aplicagao da quimiometria ao processamento de imagens digitais deu origem
a analise multivariada de imagens (MIA - Multivariate Image Analysis) e a regressao
multivariada de imagens (MIR - Multivariate Images Regression) (Prats-Montalban et
al., 2011; Lied et al., 2000; Geladi & Grahn, 1996). O numero de trabalhos envolvendo
analise quimica a partir de imagens digitais cresceu significativamente nos ultimos 15
anos, evidenciando o potencial desse novo campo de desenvolvimento analitico
(Capitan-Vallvey et al., 2015).

A Figura 6 resume as principais etapas na analise digital de imagens, sendo
elas, aquisicao das imagens, a definicdo do espago de cor, a quantificacdo da cor em
software de processamento de imagem e, por fim, o tratamento e analise estatistica

para obtencao de informagdes (Fan et al., 2021).

(a) (b) (c) (d) (e)

Figura 6: Fluxo do processo de analise de imagens digitais. (a) dispositivos de aquisigao; (b)

espacgos de cor; (c) software de imagens; (d) histogramas; (e) informagdes analiticas. (Adobe
Photoshop®, Imaged, PhotoFiltre e Matlab®)
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2.6. Analises quimiométricas

O avango tecnolégico dos instrumentais analiticos ao longo das ultimas
décadas é notavel seja no nivel de hardware ou software. O interfaceamento desses
instrumentais com computadores possibilitou alcangar um patamar sofisticado nas
medi¢cdes analiticas possibilitando a obtengdo de medidas de numerosas variaveis
simultaneamente a partir de uma unica amostra. Assim, juntamente com o avancgo
instrumental, a quantidade de dados obtidas aumentou consideravelmente, exigindo
que novas ferramentas fossem desenvolvidas para analisar essa grande quantidade
de dados. Neste cenario, a quimiometria se desenvolveu com o objetivo de otimizar a
extragao de informagdes relevantes a partir de dados quimicos multivariados fazendo
uso de ferramentas matematicas, estatisticas e computacionais para esse fim
(FERREIRA et al. 1999). Desse modo, uma definigcdo formal da quimiometria pode ser

dada como: “... uma disciplina quimica que emprega métodos matematicos e
estatisticos para planejar ou selecionar experimentos de forma otimizada e para
fornecer o maximo de informacdo quimica com a analise dos dados obtidos”
(VANDEGINSTE apud. FERREIRA et al. 1999).

A primeira etapa de uma analise quimiométrica corresponde a organizagao e
preparagao dos dados, visando especialmente organizar, visualizar e pré-processa-
los previamente a etapa de analise. A etapa seguinte consiste muitas vezes em uma
analise exploratéria desses dados através de métodos de reconhecimento de padrdes
nao supervisionados tais como a analise de componentes principais (Principal
Components Analysis — PCA) e o agrupamento por métodos hierarquicos (Hierarquic
Components Analysis — HCA), sendo a PCA especialmente importante, uma vez que
representa a base fundamental da quimiometria e muito utilizado na construgao de
diferentes modelos sejam eles de calibracdo ou de classificagao (Ferreira et al., 2015).
Posteriormente, métodos quimiométricos mais especificos podem ser empregados na
construgao de modelos de classificagdo (qualitativos) ou de regressao (quantitativos).

Existem também os métodos supervisionados de reconhecimento de padroes
que sao utilizados na construgcao de modelos de classificacao, entre eles destaca-se
o método do k-ésimo vizinho mais préximo (KNN) e a modelagem independente e
flexivel por analogia de classe (SIMCA - Soft Independent Modelling of Class
Analogy), além do método de analise discriminante (PLS-DA) no qual o grande
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potencial do modelo de regressdao PLS é aplicado também em modelos de

classificagdo (Ferreira et al., 2015).

2.6.1. Analise discriminante pelo método dos quadrados minimos parciais —
PLS-DA

Os métodos quimiométricos de reconhecimento de padrbes séo divididos em
supervisionado e nao supervisionado. Os métodos supervisionados requerem
conhecimento prévio das amostras e qual classe pertencem para definir as diretrizes
do modelo necessarias para classificar as amostras. O PLS-DA € um método de
classificagao supervisionado, ou seja, a informagao sobre a qual classe pertence cada
amostra € conhecida. Na construgdo do modelo, € utilizada a técnica de regressao
multivariada por minimos quadrados parciais (PLS), onde se busca relacionar a
resposta instrumental (matriz X — variaveis independentes) com a propriedade de
interesse (matriz Y ou vetor y — variaveis dependentes). Porém no PLS-DA, o vetory
ou matriz Y contém uma propriedade categorica que relaciona o pertencimento ou ndo
a uma determinada classe (Barker & Rayens 2003).

Portanto, o vetor y ou matriz Y contém apenas numeros “0” ou “1”, sendo
geralmente atribuido o valor “1” para indicar o pertencimento a classe e o valor “0”
para indicar que nao pertence a classe. Se as variaveis dependentes y compde um
vetor, uma unica classe sera modelada e, porisso, € empregado o PLS7-DA. Por outro
lado, se houver uma matriz Y, mais de uma classe esta sendo modelada e por isso
pode-se usar o modo PLS2-DA (para modelar todas as classes simultaneamente) ou
o PLS1-DA (para modelar uma classe por vez) (Ferreira et al., 2015).

Algoritmos apropriados sao utilizados para decompor as matrizes X e Y
conforme mostrados na Equacgao 8 e Equagao 9. Onde, T e U sdo os escores (as
coordenadas das amostras na projecao das variaveis latentes), P e Q sdo os pesos
(coeficientes da combinacgao linear das variaveis originais) e Rx e Ry s&o os residuos
das matrizes X e Y, respectivamente. Diversos algoritmos estao disponiveis, sendo o
algoritmo dos quadrados minimos parciais iterativos nao lineares (non linear iterative

partial least squares — NIPALS) um dos mais utilizados (Santana et al., 2020).
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X=T-PT + Rx Y=UQ"+Ry
Equacéo 8 Equacéo 9

Para realizar essa construgédo, primeiramente o conjunto total de amostras é
dividido em dois subconjuntos, sendo eles o treinamento e teste. Para realizar essa
separagao € necessario aplicar um método sistematico capaz de discriminar as
amostras mais representativas do conjunto total. Alguns algoritmos sao utilizados para
essa finalidade, sendo o algoritmo Kennard-Stone um dos mais utilizados, sendo
capaz de obter uma separagao contendo a maior variabilidade dentro do conjunto total
de amostras (Kennard & Stone, 1965). Na PLS-DA, o algoritmo deve ser aplicado a
cada classe individualmente.

Uma das etapas cruciais da construgdo do modelo PLS-DA é a definicao do
numero apropriado de variaveis latentes (VL). Quantidade insuficiente de VL implica
em subajuste do modelo, de modo que informagdes relevantes ficaram fora da
modelagem. Um numero excessivo de VL, por outro lado, resulta em sobreajuste, e
nesse caso, informagcbes nao importantes, tais como ruidos espectrais sao
incorporados no modelo. Em ambos os casos, a calibragao incorreta pode resultar em
erros de classificagdo das amostras na etapa de validagao (Santana et al., 2020).

A escolha do numero adequado de VL é feita através de um processo de
validagao cruzada, no qual parte das amostras do conjunto de treinamento sao
separadas em um conjunto de validagao interna, sendo entdo construidos varios
modelos para diferentes numeros de VL. Em geral, quando o numero de amostras é
pequeno, a estratégia mais comum ¢é usar o leave-one-out, onde uma amostra do
conjunto do treinamento € removida por vez e constroi-se, com as demais, o0 modelo
de discriminacédo que € usado para prever a amostra retirada. O processo é repetido
até que todas as amostras de treinamento tenham sido previstas. Por outro lado,
quando o conjunto de amostras € grande € recomendado a retirada de blocos de
amostras para formar o conjunto de validacao interna, e estratégias como blocos
continuos, subconjuntos aleatérios ou venetian blinds podem ser usadas para retirada
dos blocos de amostras. Do mesmo modo, as amostras restantes sao usadas na
construgéo de modelos para prever o conjunto de amostras que foi retirado, repetindo
0 processo até que todas as amostras tenham sido previstas. Na PLS-DA, o numero
de VL sera aquele que minimiza o percentual de erros de classificagdo para cada
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classe na validagéo cruzada (Cross Validation Classification Error — CVCE) (Santana
et al., 2020).

Os valores previstos pelo modelo PLS-DA nao serao exatamente “0” e “1” mas
valores aproximados e, portanto, é necessario estabelecer um valor limite (threshold)
para atribuir ou ndo o pertencimento de uma amostra a uma classe modelada. Esse
valor de limiar (threshold) pode ser estimado através da curva ROC (Receiver
Operating Characteristic), ou com base na estatistica bayesiana, visando minimizar
erros de classificacao.

A identificacdo de amostras anémalas (outliers) € avaliada, por meio da
estatistica Q (residuos) e T? (Hotelling) nos conjuntos de treinamento e teste ao nivel
de confianga de 95%. Onde Q representa os residuos da soma quadratica, ou seja, a
parte do bloco X que nao foi modelada pela PLS-DA enquanto o T2 de Hotelling
corresponde a distancia de cada amostra ao centro dos dados. Valores elevados de
Q e T? ao nivel de 95% de confiancga indicam que a amostra é um outlier e deve ser
removido, respeitando o limite de remocgao de até 2/9 do numero total de amostras
(Horwitz, 1995; Thompson, Ellison & Wood, 2002).

Para avaliagdo do modelo, as amostras externas (conjunto teste) que nao
foram utilizadas na etapa de treinamento serdo empregadas na validagédo do modelo
e figuras de mérito sdo calculadas para estimar a qualidade do modelo construido.
Para isso, € utilizado as tabelas de contingéncia, o qual relaciona o resultado previsto
pelo modelo com os respectivos resultados de referéncia, como mostrado Tabela 3.
Onde as amostras corretamente classificadas correspondem ao verdadeiro positivo
(VP) e ao verdadeiro negativo (VN) enquanto as amostras classificadas erroneamente

sdo chamadas de falso positivo (FP) ou falso negativo (FN).

Tabela 3: Exemplo de tabela de contingéncia para duas classes

Previsto pelo modelo

Tabela de contingéncia

Classe 1 Classe 0
Classe 1 VP FP (Erro tipo I)
Referéncia
Classe 0 FN (Erro tipo I1) VN

Fonte: Adaptado de Santana et al., 2020.
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A partir das tabelas de contingéncia, parametros que refletem a qualidade da
classificagdo das amostras podem ser calculados. Entre eles, estdo a sensibilidade
(SENS) e a especificidade (SPEC). A sensibilidade é calculada como a razao entre os
resultados verdadeiros positivos e o total de amostras positivas, enquanto a
especificidade, por sua vez, € calculada como a razio entre os resultados verdadeiros

negativos e o total de amostras negativas.

VP
SENS = b ¥ PN SPEC= YN TFP
Equacéao 10 Equacéo 11

Um parametro global que combine a sensibilidade e especificidade pode ser

calculado conforme a Equagao 12 e recebe o nome de acuracia ou eficiéncia (EFIC).
VP +VN
VP+ VN + FP + FN
Equacao 12

EFIC =

Outra estratégia de avaliagao da eficiéncia global do método de classificagcao é
o coeficiente de correlacdo de Mathew (MCC — Mathew’s Correlation Coefficient)
calculado como mostrado na Equagao 13. Esse parametro fornece uma visao geral
da eficiéncia de classificacdo do modelo pois inclui simultaneamente as taxas de
verdadeiro positivos e verdadeiros negativos. Os valores de MCC variam na faixa
entre —1 e 1, onde 1 corresponde a uma classificagao perfeita, sendo esse parametro
considerado uma extrapolacdo do coeficiente de correlacdo de Pearson para

aplicagao em meétodos qualitativos.

B VN xVP —FN X FP Equacéao 13
J(VP +FP)(VP + FN)(VN + FP)(VN + FN)

MCC
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2.6.2. Modelagem independente e flexivel por analogia de classe baseada em
dados — DD-SIMCA

Além dos métodos de analise discriminante, outra abordagem supervisionada
de reconhecimento de padrbes € o método da modelagem de classe, também
conhecida como classificagao one-class, na qual o modelo é construido utilizando
informagdes exclusivamente da classe alvo (Rodionova et al., 2016).

Comparativamente, os métodos de analise discriminante dividem o espacgo das
variaveis em tantas regides quantas forem as categorias (classes) de objetos em
estudo no conjunto treinamento, de modo que cada amostra € atribuida a uma unica
classe. Na modelagem de classe, por outro lado, € estabelecido um limite ou fronteira
para cada classe individualmente delimitando uma sub-regido do espacgo das variaveis
onde as amostras que pertencem a uma determinada classe se agrupam, de modo
qgue, é possivel para uma amostra em estudo pertencer a uma, nenhuma ou multiplas
classes modeladas (Vitale et al., 2023).

Nesse contexto, a classe alvo que esta sendo modelada corresponde a classe
da qual tem-se o interesse de conhecer as propriedades que caracterizam seus
membros. Essas propriedades, obtidas por técnicas espectroscopicas,
cromatograficas, eletroanaliticas ou quaisquer outras técnicas analiticas, permitem
obter uma matriz de dados ou fingerprint que é caracteristica dos objetos desta classe
alvo. A partir disto, todos os objetos que n&o pertencam a esta classe sao
considerados objetos estranhos que podem pertencer a alguma das diferentes classes
alternativas ou mesmo nao pertencer a nenhuma classe especifica. Diferentemente
dos métodos de analise discriminante, as classes alternativas ou objetos estranhos
nao sado usados na modelagem da classe alvo (Rodionova et al., 2016).

Entre os métodos de modelagem de classe (one-class) mais populares e mais
amplamente utilizados na quimiometria esta o SIMCA (Soft Independent Modeling of
Class Analogy), proposto originalmente por Wold (1977), bem como suas principais
variagdes, entre elas simple (sim-SIMCA) (Albano et al., 1978 apud. Pomerantsev &
Rodionova, 2020), alternative (alt-SIMCA) (Eigenvector Research, 2022 apud.
Pomerantsev & Rodionova, 2020), Combined Index (CI-SIMCA) (Yue & Qin, 2001) e
o data driven (DD-SIMCA) (Pomerantsev, 2008; Pomerantsev & Rodionova, 2020).
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No método SIMCA, a classe alvo € modelada individualmente a partir de um
conjunto de treinamento por meio de analise de componentes principais (PCA). Todas
as versoes do SIMCA possuem a mesma sequéncia de etapas: (i) organizagdo dos
dados do conjunto treinamento; (ii) decomposi¢cao e analise PCA desse conjunto de
dados; (iii) definicdo de uma regra de tomada de deciséo; (iv) otimizacdo dos
parametros do modelo SIMCA; (v) validagdo do modelo SIMCA. A etapa iii € uma etapa
critica e corresponde a principal diferengca entre as diferentes versées do SIMCA
(Pomerantsev & Rodionova, 2020; Vitale et al., 2023).

Na etapa de analise PCA, tem-se a matriz X (/:J), contendo os dados das “/”
amostras do conjunto treinamento e suas respectivas medidas das “J” variaveis. Esta
matriz, apds o pré-tratamento (i.e., centrado na média ou auto escalamento) é
decomposta conforme a Equagao 14 a seguir utilizando um algoritmo apropriado, tal
como, por exemplo, a decomposicdo em valores singulares (Singular Values
Decomposition — SVD).

X =TPT+E
Equacao 14

Onde T (IxA), P(JxA) e E (I x J) correspondem as matrizes de escores, pesos
e residuos, respectivamente e “A” corresponde ao numero de componentes principais
incluidas. No método SIMCA, duas medidas estatisticas de distdncias métricas sao
fundamentais na construgdo da modelagem da classe, sendo a primeira delas a
estatistica de Hotelling (H, T? ou estatistica D), também chamada de distancia de
escores (Score Distance — SD), e a segunda medida estatistica, estatistica Q, também
conhecida como distancia ortogonal (Orthogonal Distance — OD).

O calculo dessas distancias é feito através da Equacgao 15 e Equagao 16 a
seguir, onde xT (7 x J) representa o vetor de medidas de uma amostra e a matriz A =
T'T = diag(\1, ..., M) representa a diagonal com elementos Aa, que, por sua vez,
correspondem aos autovalores da matriz XT™X dispostos em ordem decrescente
(Pomerantsev & Rodionova, 2020; Vitale et al., 2023).

SD = x PA~1PTxT Equacéo 15
oD = ||xT(1 — PPT)||? Equacéo 16
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A medida SD representa o quadrado da distdncia Mahalanobis a partir do
centro do modelo até a projecdo da amostra x no subespago das CP. Enquanto o OD
representa o quadrado da distancia euclidiana de uma amostra até o subespaco das
CP.

O método DD-SIMCA, proposto por Pomerantsev (2008), € descrito com
detalhes em diversos trabalhos (Pomerantsev & Rodionova, 2014; Zontov et al., 2017,
Pomerantsev & Rodionova, 2020; Vitale et al., 2023). Nessa variante do SIMCA, é
calculada uma soma ponderada das medidas de SD e OD, a qual é conhecida como
full distance (FD) (Equagao 17).

H Q

Equacao 17

Onde, NH e Ng representam o nimero de graus de liberdade (GL) Ho e Qo séo
fatores de escalamento, sendo os GL calculados como se segue na Equagao 18 a
sequir.

Ly = ZZ—U,U = Uy, U = {H ou Q}
S%u
Equacao 18

Onde U e s? correspondem a média aritmética e a variancia, respectivamente
das medidas de H ou Q.

Como mostrado na Equagao 17, a medida FD segue uma distribuicado Chi
quadrada (x?) com GL = Ly + Lq. Esta medida sera comparada com o valor critico
(FDq.) calculado como mostrado na Equagao 19 a seguir e a regra de decisao sera

dada como na Equacgao 20.

FDo = x (@ L)L = Ly+ Ly Equacéo 19
FD < FD, Equacéo 20

Ap6s a construcdo do modelo, novas amostras podem ser avaliadas e
representadas em um grafico de area de aceitagdo plotado no espaco distancia

ortogonal vs distancia de escores definido para um dado valor de o (significancia do
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modelo). As amostras testadas ser&o classificadas como regulares, isto €, pertencem
a classe alvo e se encontram dentro da area de aceitacdo, ou como extremos, 0s
quais nado pertencem a classe alvo e se encontram fora da area de aceitagao
(Figura 7).

14

Figura 7: Exemplo de grafico de area de aceitagdo para um modelo construido com DD-

SIMCA,; circulos cheios: amostras pertencentes a classe alvo; circulo vazio: amostra extremo.

2.6.2.1. Otimizagdo do método DD-SIMCA

Uma etapa importante da modelagem de classe € a otimizagdo do modelo,
sendo possivel utilizar duas abordagens de otimizagdo: a abordagem rigorosa
(rigorous approach) e a abordagem compativel (compliant approach). A analise
rigorosa utiliza apenas as informagdes da classificagdo de amostras da classe alvo
para avaliacdo do modelo, enquanto na analise compativel, as informacdes da classe
nao alvo também sao utilizadas para essa otimizacao (Rodionova et al., 2016).

Nesse contexto, nos modelos de classificagdo one-class, a sensibilidade e a
especificidade também sado parametros muito importante na analise de performance
dos modelos. De maneira similar ao que foi discutido anteriormente na sessao sobre
PLS-DA, no método de modelagem de classe SIMCA, a sensibilidade (SENS)
representa a fracdo de amostras da classe alvo que foram corretamente classificadas
como tal e que corresponde a taxa de verdadeiro positivo, de modo que seu
complementar (erro do tipo |, a) é a taxa de falso negativo. Analogamente, a
especificidade (SPEC) representa a fragdo de amostras nao pertencente a classe alvo
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e que foram corretamente identificadas como amostras estranhas, correspondendo
assim a taxa de verdadeiros negativos e seu complementar (erro do tipo Il, B),
portanto, é a taxa de falso positivo. A eficiéncia global dos métodos de classificagao
one-class € obtida a partir da média geométrica da sensibilidade e especificidade
(Radionova et al., 2016).

E importante considerar que o parametro da sensibilidade pode ser calculado
para diferentes conjuntos de amostras tais como conjunto treinamento (SENS_T),
conjunto teste (SENS V) e conjunto de validagdo cruzada (cross-validation,
SENS_CV). Para alguns métodos one-class, p.ex. o DD-SIMCA, na construgéo do
modelo é possivel definir previamente um valor de a para ser usado na estimacgao do
valor de corte (threshold), sendo avaliado em seguida a sensibilidade do modelo no
conjunto de treinamento. E importante destacar que a sensibilidade obtida deve ser
comparada com a configurado a priori. Os parametros SENS T e SENS_V séao
analogos aos parametros de raiz quadrada do erro médio quadrado de calibragao
(Root Mean Square error of calibration — RMSEC) e previsao (Root Mean Square error
of prediction — RMSEP) calculados nos métodos de calibragdo multivariada
(Radionova et al., 2016).

Em concluséo, verifica-se que a otimizacdo do modelo de classificacdo one-
class pode ser realizado por uma abordagem rigorosa (rigorous) ou compativel
(compliant). No primeiro caso, a condi¢gao 6tima é alcancada utilizando apenas o erro
tipo I, a, ou sensibilidade estimada como 1 — a, sendo que o a configurado a priori
deve ser comparado com o a calculado a posteriori. No segundo caso, é utilizado
informagdes sobre as classes alternativas (ndo-alvo) para avaliar a performance do
modelo, sendo estimado o erro do tipo I, B, para cada classe alternativa considerada,
ou o correspondente valor de especificidade, estimado como 1 — 3, sendo a condigao
otima estimada pela analise de ambos a e B e o modelo de maxima eficiéncia é

escolhido, conforme a Equagao 21 (Malyjurek et al., 2020).

EFIC = VSENS x SPEC
Equacgao 21



52

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Desenvolver, otimizar e aplicar diferentes modalidades de EEMP de grandes
volumes na determinagdo de corantes antimicrobianos em amostra de agua de lago
empregando a técnica de analise de imagens digitais e espectrofotometria UV-Vis

associada a ferramentas quimiométricas.

3.2. Objetivos especificos

o Otimizar o uso de florisil como fase aceptora da EEMP para possibilitar

analise direta de corante por imagem digital;

o Implementar o uso de pontas de papel odontolégico como fase aceptora em
sistema automatizado de eletroextragdo multifasica ajustado para reposigao

continua da solugéo eletrolitica durante a extracao;

o Aplicar o modo de eletroextracdao dindmica com movimentacdo da fase

aceptora durante a extragao.

o Desenvolver método screening de discriminagdo para monitoramento de
amostras de agua superficial (lago) contaminadas por VM usando imagem

digital por scanner de mesa e modelo quimiométrico por PLS-DA;

o Desenvolver método de screening para classificagcdo de amostras de agua
superficial (lago) contaminadas por multiplos corantes (VM, VG e AM)
usando espectrofotdbmetro UV-Vis e imagem digital através de modelo

quimiométrico por DD-SIMCA;
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4. EXPERIMENTAL

4.1. Reagentes e solventes

Foram utilizados os solventes organicos acetonitrila (Supelco, Merck —
Alemanha), metanol (J.T. Baker — EUA), n-octanol (Neon — Brasil) e acido acético
(Synth — Brasil), todos grau HPLC. Foram utilizados reagentes de grau analitico ou
superior, sendo eles, acido citrico (Neon — Brasil), fosfato de sédio bibasico (Synth —
Brasil) e 2,3-dicloro-5,6-diciano-p-benzoquinona (DDQ, Sigma Aldrich — Alemanha).
Foram utilizados os compostos dos corantes, sendo eles, oxalato de verde malaquita
(Sigma Aldrich — Alemanha), azul de metileno (Synth — Brasil) e violeta genciana (VG)
(Synth — Brasil). Todas as solu¢des foram preparadas em agua ultrapura obtida do

sistema Milli-Q Simplicity 185 purification system (Millipore — Molsheim, Franga).

4.2. Materiais e equipamentos

Silicato de magnésio em po6 (Florisil; Aldrich Chemical Company®; Milwaukee,
WIS, EUA) e papel cromatografico (Whatman® GE Healthcare companies®,
Amersham, UK), usados como material sorvente da fase aceptora da eletroextragao.

Ponta de papel odontolégico n°60 (cones odontoldgicos #60) da marca
Dentsply®, (Rio de Janeiro; Brasil), usado como suporte sélido da fase aceptora da
eletroextragao; ponteiras de micropipeta 1000 uL; pinga metalica.

Dispositivo de eletroextracdo multifasica; dispositivo automatizado de
eletroextragcdo multifasica, fonte de eletroforese KASVI modelo K33-300V, multimetro
Tekpower modelo TP4000ZC com um comunicador RS-232 (EUA) conectado ao
microcomputador; Computador Pentium (Intel), sistema operacional Microsoft
Windows XP, aquisicdo de dados software Multi Meter Interface, entrada RS-232;
balanga analitica Shimadzu ATX 224; agitador Vértex ZXClassic VELP Scientifica;
banho ultrassom ULTRAsonikTM, marca Ney; pHmetro da marca JKI modelo JK-
PHM-005, agitador rotatério (Kacil, HM01), peneiras granulométricas; almofariz de
agata; scanner de mesa Canon Scan Lide 110, Mac book (Apple; EUA).

espectrofotometro UV/Vis Agilent Technologies Cary 60.
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4.3. Preparo das solugoes

As solugdes-estoque dos corantes VM, VG e AM foram preparadas na
concentragdo 100 mg-L~! pela dissolugdo dos respectivos solidos em acetonitrila.
Solugdes intermediarias de cada corante na concentragdo 1 mg-L~' foram preparadas
pela diluicdo das respectivas solugdes estoques.

Todas essas solugdes foram armazenadas em congelador a -4 °C protegidas
da luz. Nessas condi¢cdes as solugdes-estoque permanecem estaveis por até 6
meses, enquanto as solugdes intermediarias ficaram estaveis por até 2 semanas.

A solugdo do oxidante DDQ 0,01 mol-L" foi preparada pela dissolugdo do
reagente soélido em acetonitrila, sendo posteriormente armazenada em 4 °C por até 1
més. A solugao de trabalho de DDQ foi preparado no momento do uso pela diluigao
da solugdo estoque para obter uma concentragao igual a 0,001 mol-L~". Solugdo de
acido acético 0,5 mol-L~" foi preparada a partir do acido acético glacial concentrado
pela diluicdo com agua deionizada.

O tampao foi preparado pela mistura de solugao Mcllvaine com acetonitrila na
proporcao 1:1 (v/v; 50%). A solugdo Mcllvaine foi preparada a partir de solugdes de
(A) acido citrico (0,1 mol-L~") e (B) fosfato de sédio dibasico (0,2 mol-L-') preparadas
individualmente em agua ultrapura e misturadas na proporgao 5,70 mL de A para cada
14,30 mL de B (Vogel, 2005). Esse tampéao sera designado ao longo do texto de
tampao pH 3,4 quando preparado com agua deionizada e de tampao matrizado,
quando preparado em agua superficial (lago).

Para a primeira aplicagédo deste trabalho, as solugbes de trabalho de VM em
tampéo pH 3,4 ou tampdo matrizado nas concentragdes de 0,5 a 5 pg-L™", foram
preparadas no momento do uso a partir da diluicdo das solu¢des estoque padrao
descritas acima. Para a segunda aplicagao deste trabalho, as solugbes de trabalho

dos corantes foram preparadas diretamente na matriz de agua de lago.
4.4. Preparo das amostras de agua superficial de lago

Os métodos propostos no presente trabalho foram desenvolvidos e aplicados
na determinacéo dos corantes VM, VG e AM em amostras de agua de lago fortificadas.

Para esse proposito, frascos de vidro previamente lavados foram utilizados para coleta
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de cerca de 5 litros de amostras de agua superficial em lago localizado em bairro da
regional Pampulha em Belo Horizonte, Minas Gerais (Coordenadas 19° 53' 7" S 44°
0" 3" W). Apdés a coleta, as amostras foram transportadas ao laboratério e
imediatamente armazenadas em condi¢des refrigeradas (4 °C) para minimizar
qualquer alteragcdo na composicdo. Previamente as extragcdes, as amostras foram
submetidas a um pré-tratamento por meio de centrifugacdo (4000 rpm por 20 min)
para remogao de material particulado e material organico suspenso.

Para evitar efeito de diluicao, a propria amostra de agua de lago foi usada no
preparo do tampao Mcllvaine por meio da adigdo de quantidades adequadas de acido
citrico e fosfato de sodio dibasico, sendo o pH ajustado posteriormente para 3,4
usando solugdo HCI ou NaOH 0,1 mol L~". Apds o preparo da amostra tamponada, 5
mL da solugdo amostra foram pipetados para o frasco de extragao e misturados com

5 mL de acetonitrila.

4.5. Sistema de eletroextragdao multifasica e extragoes das amostras

Para a primeira aplicagcado deste trabalho (analise do corante VM em agua de
lago) empregou-se na etapa de preparo de amostra o dispositivo multipogos de EEMP
de grandes volumes (INPI n° BR1020190178612) desenvolvido por Orlando e
colaboradores (2017; 2019) e construido similarmente como descrito por Viana et al.,
(2021), com capacidade de analise de até 30 mL de amostra e multiplas extracbes
simultaneas (até 10).

Uma visdo detalhada desse dispositivo € apresentada na Figura 8. As
condicdes 6timas para extragao dos corantes, tais como, pH, volume de acetonitrila,
filtro organico, voltagem e tempo de extracdo foram destacados em trabalhos
anteriores (Orlando et al., 2019; Viana et al., 2021). Um potencial elétrico (200 V for
25 minutos) foi aplicado entre as fases doadora (amostra) e a fase aceptora (suporte
solido que suporta uma solugéo de eletrdlito — acido acético 0,5 mol L"), sendo essas

fases separadas por um filtro organico (n-octanol, 3 mL).
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Tampa do frasco de

amostra.

Ponteira de micropipeta
Eletrodo fase aceptora

La de aco

Sorvente

Filtro orgénico
Eletrodo da amostra

77 Amostra

Figura 8: Configuracao do sistema de EEMP de grandes volumes. (A) Visao detalhada da

unidade de extragao; (B) Mesa multipocos de eletroextracao.

Para o suporte soélido da fase aceptora, dois materiais sorventes foram
testados, sendo eles, silicato de magnésio (Florisil; 0,05 g) e papel cromatografico (0,2
g). Na Figura 9 é apresentado as etapas para compactagao do papel cromatografico
e florisil, sendo muito semelhante a compactacdo de ambos os materiais, exceto o
fato do florisil ser umedecido com solu¢ao aceptora previamente a compactacao.

Fez-se a compactagdo do material sorvente (Florisil ou papel cromatografico)
na ponta da ponteira de micropipeta de polipropileno (1000 uL de capacidade) (Figura
9a), adicionou-se solucao de eletrdlito no suporte solido (sorvente) (Figura 9b) e entao
conectou-se o eletrodo superior ao material, utilizando 1a de ago para ampliar o contato
elétrico (Figura 9d,e). Finalmente, toda a unidade de extragéo foi acoplada a tampa

do frasco de amostra onde também foi acoplado o eletrodo inserido na amostra.
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(a) (b) (c) (d) (e)

Figura 9: Procedimento de montagem da ponteira com material sorvente; (a) corte da ponta
da ponteira; (b) compactacao do suporte sélido; (c) adicao de solu¢ado aceptora ao material;

(d) adicao de contato elétrico; (e) adicao de eletrodo inferior.

Durante as extragbes, os frascos de amostra, constituidos de tubos de
polietileno (Falcon), foram posicionados na mesa de extragdo multipogos. Em seguida
foram adicionados a estes tubos 10 mL de amostra (VM; 0.05 — 5 ug L") preparadas
na mistura tampao pH 3,4:acetonitrila (1:1, v/v) preparado com agua deionizada
(durante os testes iniciais) ou agua superficial de lago (durante o desenvolvimento do
método), adicionando-se em seguida 3 mL de n-octanol (filtro organico). Finalmente,
acoplou-se a tampa ao frasco, de modo a posicionar a ponta da ponteira de
micropipeta dentro do filtro organico e o eletrodo inferior dentro da fase doadora.

O potencial elétrico foi aplicado através de uma fonte de eletroforese conectada
em um multimetro que operou como amperimetro e as medidas de corrente elétrica

foram realizadas e enviadas para um microcomputador para monitoramento e registro.

4.6. Sistema automatizado de eletroextragcao multifasica

Para a segunda aplicagédo deste trabalho (anédlise simultdnea de corantes em
agua superficial por espectrofotometria UV-Vis e imagem digital), um sistema de
eletroextracdo multifasica automatizado (EEMPA) (Figura 10C) desenvolvido em
laboratério foi utilizado na etapa de preparo de amostra (INPI aditivo de patente n°
BR1320220135168). A Figura 10A e Figura 10B representam a fonte de eletroforese e
o gabinete de comandos, respectivamente. Esse dispositivo foi construido conforme
descrito por Boratto (2023). O EEMPA também é capaz de analisar grandes volumes
de amostra (até 45 mL) além de realizar multiplas analises simultaneas (até 12).
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O dispositivo MPEEA contém um conjunto inferior que consiste em um porta
amostras multipocos removivel construido através de impressao 3D e que possibilita
a analise simultanea de até 12 frascos de amostras. O sistema MPEEA contém ainda
um conjunto superior que consiste em uma base superior removivel contendo 12

suportes para o encaixe de ponteiras de micropipetas, além de 12 conjuntos de

eletrodos superiores e inferiores, conforme mostra a Figura 10C.

Figura 10: Dispositivo de Eletroextragdo Multifasica Automatizado. Fonte: Boratto (2023). (A)

fonte de eletroforese; (B) gabinete do sistema; (C) sistema de eletroextragcao automatizado.

O conjunto inferior € encaixado sobre uma base inferior do sistema
automatizado sendo os frascos posicionados acima de um sistema de imas que
possibilita 0 uso de agitagdo magnética durante as extragdes. O conjunto superior, por
sua vez, é acoplado a uma mesa de movimentacdo automatizada (eixo Z) contendo
um motor de passo, cujo movimento vertical € controlado por software escrito em
linguagem C++ com auxilio do programa Arduino IDE. Neste trabalho, o cédigo foi
modificado para possibilitar a aplicacdo de uma eletroextragdo com movimento
durante a aplicagdo do campo elétrico (eletroextragado dinamica).

O codigo do software foi escrito em laboratério como descrito no trabalho de
Boratto (2023) e contém fungbes especificas para controlar cada operagao unitaria,
configurar as condigdes de extragao (input), bem como exibir em uma tela LED

algumas de mensagens emitidas pelo sistema (output). Os comandos para executar
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cada fungéo do codigo podem ser acionados por botdes e chaves presentes na parte
externa do gabinete do sistema como mostrado na Figura 10B.

Para realizar as extracdes, foi realizada a montagem conforme mostrado na
Figura 11, na qual o frasco de amostra foi preenchido com a amostra (solugao
doadora) e com o solvente usado como filtro organico. A fase aceptora, constituida
por pontas de papel sorvente embebida em solugao de eletrdlitos, foi alocada na ponta
de ponteiras de micropipetas vedando a extremidade inferior, de modo que a parte da
ponta de papel que se encontra no interior da ponteira de micropipeta esteja em
contato com um excesso da solucio de eletrdlito.

Uma vez que todas as ponteiras montadas como descrito acima sao colocadas
no conjunto superior, este é acoplado ao eixo Z do sistema. Por fim, a montagem do
sistema multifasico é finalizada por meio do movimento automatico do motor de passo
gue posiciona a ponta de papel sorvente de modo que a parte localizada externamente

a ponteira esteja posicionada no filtro organico (Figura 11).

tj <+«—— Ponteira de micropipeta

Eletrodo da FA

4T Solugao de eletrdlito
< Ponta de papel sorvente
F— <+— Filtro organico

A

Eletrodo da amostra

<+—  Amostra (fase doadora)

Figura 11: Esquema ilustrativo do sistema de eletroextracédo multifasica automatizado

Uma fonte de potencial externa foi conectada ao gabinete do dispositivo de
MPEEA para aplicagédo do potencial durante as extragées (Figura 10A). A corrente
elétrica foi monitorada e registrada por meio de multimetro conectado a

microcomputador.
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5. ELETROEXTRAGAO MULTIFASICA DE VERDE MALAQUITA EM AGUA
SUPERFICIAL DE LAGO E SUA DETERMINAGAO USANDO IMAGENS
DIGITAIS E FERRAMENTAS QUIMIOMETRICAS

5.1. Consideragoes gerais

Para fins de protecdo da saude humana e ambiental é fundamental a
proposicdo de métodos analiticos sensiveis, seletivos e robustos para o
monitoramento da contaminacdo dos recursos hidricos por micropoluentes. Porém
esse processo continua sendo desafiador devido a complexidade das matrizes
ambientais e aos rigorosos limites que devem ser atendidos.

O avango tecnologico e o aprimoramento dos instrumentais analiticos
modernos contribuiram para ampliar poderosamente a sensibilidade das técnicas
analiticas. Apesar disso, esses sistemas sao frequentemente caros para aquisicao e
manuteng¢ao além de necessitarem de analistas qualificados para opera-los. Além
disso, para que a maioria dos métodos alcancem o desempenho desejado é
necessaria uma etapa de preparo de amostra eficiente. Esforgcos tém sido
empreendidos nessa area visando superar as limitagdes das técnicas classicas, que
embora comprovadamente eficientes, apresentam etapas laboriosas, demoradas e
com grande consumo de solventes.

Visando superar esses problemas e simplificar a instrumentagao analitica, duas
abordagens tém sido exploradas, sendo uma da fase de preparo de amostras e outra
da fase de determinagdo analitica, tendo ambas como objetivos, a obtencdo de
métodos simples, rapidos, de baixo custo, com alta frequéncia analitica e que gerem
resultados confiaveis. A primeira estratégia, envolve técnicas de extragao assistidas
por campos elétricos, conhecidas como eletroextragdo (EE). Nessas técnicas, o
campo elétrico atua como forga motriz auxiliar que promove a eletromigragao dos
analitos ibnicos, ampliando a capacidade extrativa bem como a velocidade de
extragdo. Além disso, substancias aniénicas e catibnicas podem ser seletivamente
extraidas modulando a polaridade dos eletrodos, do mesmo modo que esta
seletividade também pode ser modulada por meio do solvente organico colocado entre

as fases doadora (amostra) e aceptora.
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A segunda estratégia, envolve uma determinagdo analitica baseada na analise
de dados coletados a partir de imagem digitais (AID). Essas técnicas permitem a
obtengdo de resultados com elevada acuracia e robustez por meio do uso de
equipamentos baratos e acessiveis como celulares, cameras digitais e scanners. A
combinagao dessas duas estratégias possibilita obter métodos sensiveis, seletivos,
robustos e custo-efetivos por meio do uso de dispositivos acessiveis e facil utilizacio.

Como apresentado na Tabela 4, alguns trabalhos tém explorado a combinagao
dessas estratégias no desenvolvimento de métodos analiticos para diferentes
aplicacdes, porém, € possivel notar que é uma tendéncia ainda recente na literatura.
O nosso grupo de pesquisa, por meio da eletroextracdo multifasica, tém explorado o
potencial da técnica de analise de imagens digitais na analise de corantes em
diferentes matrizes (biolégicas, ambiental e alimentos), tendo sido obtidos bons
resultados (Souza et al., 2023; Orlando et al., 2019; Orlando et al., 2024).

Tabela 4: Diferentes aplicagées envolvendo a combinagdo de eletroextracdo e analise de

imagens digitais

Analito

Matriz

Ref.

Cobre (1)
Violeta Genciana
Azul de metileno

Acido salicilico

Cromo (VI), Niquel (Il) e Co-
bre (1)

Ciprofloxacino
Doxorrubicina
Cromo (VI)
Eritrosina e Cristal Violeta

Cobre (I1)

Agua de poco e de efluente
Musculo de peixe
Agua de torneira

Medicamento e plasma

Agua de torneira, de nascente e
de rio

Sangue
Saliva
Agua de torneira e efluente

Agua de torneira e efluente

Agua, solo e alimento (tomate e
batata)

Khan et al., 2020
Orlando et al., 2019
Orlando et al., 2024
Rezaei et al., 2023
Rezaei et al., 2024

Seidi et al., 2019

Souza et al., 2023

Zarghampour et al.,
2020
Zarghampour et al.,
2023

Zaroudi et al., 2023
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Como discutido anteriormente, corantes antimicrobianos como os
trifenilmetanos (VM, VG) e fenotiazidico AM s&o ampla e ilegalmente usados na
aquicultura, sendo o VM reconhecidamente o mais utilizado. Além dos efluentes da
aquicultura, os efluentes de industrias téxtil também sao fontes de contaminacao dos
ecossistemas aquaticos, onde eles sao persistentes e ndo sdo removidos de forma
eficiente pelas estagdes de tratamento de efluentes ou de agua potavel.

Para analise de corantes, o desenvolvimento de métodos empregando
imagens digitais é facilitado devido as suas propriedades coloridas, embora, como
ilustrado na Tabela 4, analitos incolores incluindo alguns ions metalicos possam ser
analisados dessa forma desde que sejam previamente tratados em alguma reagéo
colorimétrica para formagao de cor.

Alguns poucos trabalhos tém analisado VM por imagem digital (Apolonio et al.,
2020; Duan et al., 2023; Qashqai et al., 2023), porém nenhum deles exploram o
potencial das ferramentas quimiométricas para a analise e interpretacéo analitica dos
dados de imagem. Mesmo para outros corantes, poucos trabalhos fazem uso dessa
combinacgao (Reile et al., 2020). Para outras formas mais convencionais de detecg¢ao
de sinal multivariado (Espectroscopias como Raman, Raman ampliado por superficie
— SERS, Infravermelho Proximo — NIR, Ultravioleta-Visivel e Fluorescéncia), corantes
tém sido analisados por meios de técnicas quimiométricas de classificagao para

deteccao de contaminagao ou adulteracao, sobretudo em alimentos (Tabela 5).



Tabela 5: Analise de corantes por técnicas quimiométricas de classificacao
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Corantes Matriz Deteccéo Técnica Quimiométrica Ref.
Sudam | e Ver- L Castell et
melho Congo Paprica NIR OPLS-DA al., 2024
Sudam I, 11, Il . . Di Anibal

T Pimentas UV-Vis PLS-DA; KNN; SIMCA et al.,

v

2009
Di Anibal

Sudam | Pimentas Fluorescéncia PLS-DA etal.,

2015
Haughei

Sudam | Pimenta em po Raman PCA e PLS-DA et al.,

2015

Sudam I, Ro-

daminaB e . He et al.,

Verde Mala- Peixe SERS D-PLS 2015

quita

Corante,s_ poli- Oleo d_e gerge- RGB DD-SIMCA Liu et al.,

fenois lim 2022
Reile et al

Sudam | Ketchup RGB LDA 2020

* NIR: Near Infrared; OPLS-DA: Orthogonal Partial Least Square Discriminant Analysis;

KNN: K Nearest Neighbor; SIMCA: Soft Independent Modeling of Class Analogy; PCA:
Principal Component Analysis; D-PLS: Discriminant Partial Least Square; DD-SIMCA: Data

Driven Soft Independent Modeling of Class Analogy; LDA: Linear Discriminant Analysis.

Portanto, a combinacio das técnicas de AID com ferramentas quimiométricas
de classificagdo oferece uma estratégia de grande potencial para detecgdo de
contaminantes em matrizes complexas. Desse modo, neste trabalho, buscou-se
explorar essa alternativa, propondo um método de analise de VM em agua superficial
de lago por meio das técnicas inovadoras, eficientes e de baixo custo descritas acima,
a saber: EEMP seguido de determinagao por analise de imagem digital (AID) e técnica

quimiométrica de classificagcao (PLS-DA).
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5.2. Materiais e Métodos

5.2.1. Eletroextragdo das amostras

As solugdes de trabalho de VM em concentragdes de 0,5 — 5 ug-L™" foram
preparadas no momento do uso a partir da diluicdo em tampao matrizado das solugdes
estoque padrao descritas anteriormente. Um potencial elétrico (200 V por 25 minutos)
foi aplicado entre as fases doadora (amostra) e a fase aceptora (suporte sélido que
suporta uma solugdo de eletrolito — acido acético 0,5 mol L"), sendo essas fases
separadas por um filtro organico (n-octanol, 3 mL). Mais detalhes do procedimento de
eletroextragcado para primeira aplicacdo foram dados na secgao 4.1.3. (Sistema de

eletroextracdo multifasica de grandes volumes).

5.2.2. Andlise de imagens digitais

Apos a eletroextragdo, as ponteiras contendo o analito VM extraido foram
direcionadas para a analise de imagens digitais, que consiste basicamente em trés
etapas, sendo elas, (1) a aquisi¢do de imagens digitais das pontas das ponteiras; (2)
a decomposicao das imagens em histogramas de cor e, por fim, (3) analise dos dados
quimiométricos.

Para aquisigdo das imagens, as ponteiras contendo o suporte solido da fase
aceptora foram fixadas temporariamente em Iaminas de vidro com o auxilio de pistola
de cola quente de silicone a fim de preservar o corante VM extraido por longos
periodos durante a manipulacdo, prevenindo, assim, a perda do po de silicato de
magneésio contendo o corante (Figura 12A). Apds ser destacado da lamina de vidro,
as ponteiras foram posicionadas verticalmente sobre um scanner de mesa Canon
Scan Lide 110, cobertos com um aparato para bloqueio da luz externa (Figura 12B) e
as imagens foram entdo capturadas e salvas no formato TIF com resolugéo 600 dpi
(Figura 12C).
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Figura 12: Fixagdo de ponteira de micropipeta com cola quente de silicone e aquisigdo de
imagem em scanner de mesa; (A) Ponteiras fixas em lamina de vidro; (B) Aquisicao de

imagem em scanner de mesa; (C) Imagem adquirida.

A decomposicdo das imagens foi realizada utilizado o software de dominio
publico ImagedJ v. 1.53k para Windows (64-bits) Java 1.8.0_172, desenvolvido pelo
National Institutes of Health, USA. As imagens foram processadas nesse software
selecionando a regiao de interesse (ROl — region of interest) com area circular com
diametro de 30 pixels na imagem obtida em scanner para gerar os histogramas para

cada componente de cor do sistema de cor RGB.

5.2.3. Analise quimiométrica e classificagdo supervisionada por PLS-DA

Na etapa de analises quimiométricas dos dados, para construcdo do modelo,
oito niveis de concentragdo na faixa 0,05 — 0,5 yg L', além das amostras branco,
foram incluidos e analisados em 20 replicatas: branco, 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,3 e
0,5 ug L='. Os modelos foram construidos empregando o software MATLAB®, versao
7.13 (MathWorks, Natick, USA), acoplado com o pacote PLS Toolbox, versao 8.92

(Eigenvector Technologies, Manson, USA).
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Para construcdo dos modelos PLS-DA, as amostras foram divididas em dois
grupos, sendo eles, o conjunto de treinamento e o conjunto de teste contendo cada
um 2/3 e 1/3 das amostras, respectivamente. Para garantir uma distribuigdo
representativa e uniforme das amostras em cada grupo, foi utilizado o algoritmo
Kennard-Stone. O bloco X, das variaveis independentes, continha os histogramas de
cada amostra, enquanto o bloco Y consistia em uma matriz de “0” e “1” de acordo com
o pertencimento ou ndo da amostra a uma classe especifica. O método da curva ROC
foi utilizado para obtengao dos valores de threshold. Apos a decomposi¢ao dos blocos
X e Y, o numero de VL foi escolhido com base no menor valor de CVCE calculado a
partir de validagdo cruzada usando subconjuntos aleatérios. Amostras anémalas
(outliers) foram removidos pelo método da alavanca e do residuo Q, sendo a cada
remogao, as amostras remanescentes foram novamente avaliadas e novas amostras
an6malas removidas respeitando o limite maximo de 2/9 de amostras removidas.

Os modelos construidos foram avaliados e o0 seu desempenho monitorados por
meio de Figuras de Meérito (FOM — Figures of Merit) apropriadas, sendo elas,
sensibilidade (SENS), especificidade (SPEC) e o coeficiente de correlacdo de Mathew
(MCC).
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5.3. Resultados e Discussao

5.3.1. Otimizagao do suporte sélido da fase aceptora

Algumas condi¢des experimentais da eletroextracdo de VM e outros corantes
catidnicos em solug¢des aquosas foram otimizados em trabalhos prévios do grupo de
pesquisa (Viana, 2019; Orlando et al, 2019) e foram estabelecidos como ponto de
partida para o presente trabalho. Entre as condigdes do setup inicial estao n-octanol
como filtro organico, acido acético 0,5 mol-L~' como solugdo aceptora, tampéo
Mcllvaine:acetonitrila (1:1, v:v) como solvente da fase doadora, voltagem de 200 V e
tempo de 25 minutos.

Na avaliagdo comparativa de papel cromatografico e Florisil como possiveis
materiais para o suporte sélido da fase aceptora, como apresentado na Figura 13,
observou-se que no papel cromatografico, o corante VM se espalha por todo o
material, de modo que, ao atingir a fase aceptora, o analito continua o processo de
migracao eletroforética em direcdo ao eletrodo. Ao empregar Florisil, por outro lado,

observa-se uma intensa concentracdo do corante no inicio do material.

Figura 13: Perfil visual da extragdo de VM a partir solugdo aquosa usando diferentes suportes
solidos para a fase aceptora; (A) papel cromatografico; (B) florisil. Fase doadora: 15 mL VM
20 ug-L™" em tampao pH 3,4; filtro organico: 3 mL n-octanol; fase aceptora: acido acético 0,5
mol-L"; potencial: 200 V; tempo: 25 min.



68

Para compreender estes diferentes perfis de migragdo do corante em papel
cromatografico e Florisil € necessario analisar a composigédo quimica destes materiais.
O papel cromatografico € um material poroso constituido essencialmente por fibras de
celulose (polimero de moléculas de glicose), é altamente hidrofilico e possui grande
superficie sortiva e, por isso, € capaz de atuar como suporte da solugao aquosa da
fase aceptora e de conduzir corrente elétrica durante a extracédo. O florisil, por sua
vez, € um solido particulado constituido de silicato de magnésio, sendo também
altamente hidrofilico e com alta superficie de contato na sua forma pulverizada.
Embora ambos os materiais sejam altamente hidrofilicos e apresentem grande area
superficial, os grupos silanois negativamente carregados presentes no Florisil
promovem uma forte interacao eletrostatica com o corante VM catiénico, enquanto no
papel cromatografico, as interagdes do corante com os sitios hidrofilicos da celulose
sao relativamente mais fracas. Desse modo, para a fase aceptora constituida por
Florisil, quando o corante VM atinge essa fase, ocorre forte adsor¢ao por interagao
eletrostatica entre o analito e esse material e, por isso, ndo ha continuidade do
processo de eletromigracao em dire¢ao ao eletrodo, ao contrario do que ocorre para
o papel cromatografico.

Como mostrado na Figura 14, apesar das diferencas fisico-quimicas, os dois
materiais apresentaram perfil de corrente elétrica estaveis e com mesma magnitude
(em torno de 0,2 mA), ou seja, os materiais tiveram desempenho similares quanto a

estabilidade da corrente e capacidade de extragao.
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Figura 14: Perfil de corrente elétrica para cada suporte de fase aceptora; Florisil (cinza) e
papel cromatografico (amarelo). Fase doadora: VM 20 ug-L-1 em tampdo pH 3,4; filtro
organico: 3 mL n-octanol; solucdo aceptora: solugdo acido acético 0,5 mi-L-1; potencial

elétrico: 200 V; tempo: 25 min; média de duplicata.

Considerando o objetivo do presente trabalho de analisar o corante VM por
técnica de analise de imagem digital, € desejado que o analito colorido se concentre
em uma area do material sorvente para a qual a imagem digital sera capturada. Nesse
sentido, o Florisil se mostrou mais adequado para a técnica de analise proposta e, por
isso, foi o material escolhido como suporte sélido da fase aceptora para extracao de
VM nas etapas seguintes.

Foi realizada a comparacgao entre Florisil antes e apds redug¢ao do tamanho de
particula por trituragdo. Foi observado que a reducdo do tamanho das particulas de
Florisil melhora a compactacdo do material na ponteira quando comparado a forma
nao triturada. Para o perfil de corrente elétrica (Figura 15) de ambas as formas do
material, observa-se que nao houve diferenca significativa na magnitude da corrente
elétrica para os diferentes tamanho de particula avaliados, evidenciando que mesmo
com a maior area de superficie do sistema com particulas mais finas, a quantidade de
solugédo eletrolitica (aceptora) recobrindo a superficie das particulas permanece
constante e, consequentemente, resulta em niveis comparaveis de passagem de
corrente elétrica. E importante ressaltar que o perfil de corrente desejado para um
sistema de eletroextracdo deve apresentar estabilidade ao longo do tempo de

extracdo além disso deve ser suficientemente alta para maximizar a extragao do
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analito e, ao mesmo tempo, suficientemente baixa para evitar ocorréncia de
instabilidades comuns em condi¢des de corrente elétrica elevadas, tais como
eletrélise na superficie do eletrodo, aquecimento por efeito Joule, formagao de bolhas

de gas e alteragao do valor de pH (Yamini et al., 2014).
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Figura 15: Perfil de corrente da eletroextracao (n = 2) utilizando o florisil forma comum > 250
um (cinza) e forma triturada 106 — 90 um (preto). Fase doadora: VM 2 ug-L™' em tamp&o pH
3,4; filtro organico: 3 mL n-octanol; solugdo aceptora: solugdo acido acético 0,5 ml-L™,
potencial elétrico: 200 V; tempo: 25 min; média de duplicata.

5.3.2. Analise de imagem digital e modelo quimiométrico

Aintensidade da cor de uma imagem do material que contém analitos coloridos
pode ser associada a sua concentragcdo em um espaco de cor como o RGB. Neste
sistema de cores aditivas, cada componente de cor (R, G e B) pode assumir valores
na faixa de 0 a 255, e o branco é formado nas coordenadas (255, 255, 255) de um
espaco tridimensional cartesiano ortogonal.

Na Figura 16, € apresentado o resultado da obtengao das imagens RGB através
da decomposigao (split) da imagem original (Figura 16a) em trés imagens contendo as
informagdes dos canais R (Figura 16b), G (Figura 16c) e B (Figura 16d)
individualmente. E possivel observar que o canal R apresenta alto contraste, enquanto

observa-se transparéncia a luz para os canais G e B.
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A formacédo da cor esta diretamente relacionada com o fendmeno da
reflexdo/absorcdo da luz branca composta pela radiagcdo eletromagnética com
comprimento de onda na regido do visivel (400 — 700 nm), sendo a cor observada
oriunda da combinacdo da radiagcdo de todos os comprimentos de onda nao
absorvidos, isto &, refletidos. Desse modo, o alto contraste observado na imagem do
componente de cor R indica que a maior parte da luz dessa regido do espectro &
refletida, ao passo que para os componentes G e B, a luz nessa regido € absorvida
pelo material. Conclui-se assim, que o componente R apresenta maior sensibilidade
pois nele é obtida a maior resposta analitica (luz refletida). Por isso, o componente R

foi escolhido para a sequéncia das analises.

original

Figura 16: Imagens RGB para o corante VM (apds extragao) obtidas a partir do split em canais

individuais; (a) imagem original; (b) canal R; (c) canal G; (d) canal B.

5.3.3. Construgédo do modelo PLS-DA

Conforme mencionado acima, a partir de uma imagem capturada, a intensidade da
cor de uma regiao de interesse (ROI) pode ser relacionada a concentragéo do analito
e assim informagdes quantitativas podem ser obtidas a partir dos dados da imagem.

A Figura 17 mostra o resultado da recuperacao apos eletroextracdo de VM a partir de

amostras de agua fortificadas a 0,5 — 2 ug L.
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Figura 17: Intensidade de cor observada depois da extragao de diferentes concentragdes de
VM; (A) 0,5 ug L% (B) 1,0 ug L™ (C) 2,0 g L.

A reprodutibilidade do processo de extragao é outro parametro critico em uma
analise quimica, e pode ser avaliada utilizando os histogramas obtidos a partir das
imagens das diferentes replicatas de analise. Na Figura 18, observa-se a
reprodutibilidade de uma extracado por meio dos histogramas individuais de diferentes
replicatas de uma extragéo no nivel 0,5 ug L~'. Observa-se grande similaridade entre
os histogramas obtidos para diferentes replicatas, o que evidencia a reprodutibilidade

do processo de extracao.
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Figura 18: Histogramas do canal R extraidas de ROI de imagens (n = 4) apos eletroextracao

de amostras de agua superficial fortificadas em 0,5 ug L' de VM.
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A partir da Figura 17, pode-se concluir que para altas concentracoes
(> 1 yg L™, a diferenga na intensidade de cor é visualmente identificada com
facilidade, sendo essa evidéncia ainda mais acentuada quando observamos os
histogramas de distribuicao de frequéncia normalizada. Como mostrado na Figura 19,
o padrao de distribuigcdo é bem diferente em concentragbes acima de 0,5 ug L~!, mas
muito proximas abaixo dessa concentragdo, sendo os niveis branco e 0,25 ug L™
estado quase totalmente sobrepostas.

Por outro lado, para amostras com concentragbes mais baixas do analito
(< 1 pg L"), a associagéo da intensidade da cor com a concentragéo é dificil e uma
analise qualitativa ou semiquantitativa torna-se mais apropriada especialmente

quando sao utilizadas abordagens assistidas por ferramentas quimiométricas.
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Figura 19: Histogramas obtidos a partir das imagens capturadas apos extracdo de VM a partir

de agua superficial em diferentes concentragées.

Considerando o numero de niveis analisados (branco; 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,3
e 0,5 yg L"), observou-se um problema de balanceamento do modelo. O
balanceamento dos dados refere-se a distribuicdo das amostras em diferentes classes
ou categorias dentro do conjunto de dados. Sabendo que quando o conjunto de dados
nao esta balanceado, isto €, uma das classes apresentam maior numero de amostras
que as outras, o modelo tende a apresentar erros na dire¢ao da classe maijoritaria,

prejudicando, assim, a performance das classes minoritarias. Conjuntos de dados
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balanceados sdo de suma importancia para obtencdo de modelos quimiométricos
confiaveis e robustos.

Nesse contexto, técnicas como amostragem sintética adaptativa (ADASYN)
permite balancear o conjunto de dados por meio da criagao de amostras sintéticas, de
modo que pontos adicionais sdo adicionados a classe minoritaria baseado no nivel de
desbalanceamento. O algoritmo ADASYN atua na fronteira entre as classes
majoritaria e minoritaria, gerando novas amostras pela atribuicao de diferentes pesos
as amostras da classe minoritaria. Desse modo, o uso da técnica ADASYN possibilita
melhorar a capacidade do modelo fazer predicbes precisas, ampliando,
consequentemente, a confiabilidade dos resultados analiticos (He et al., 2008; Hao et
al., 2023).

A partir das amostras analisadas, obtidas conforme descrito na sesséo “5.2.1”,
dois grupos foram formados, sendo um grupo contendo amostras com o0s niveis
menores que 0,2 ug L' (Grupo 1: niveis brancos; 0,05; 0,1 e 0,15 ug L") e o outro
grupo contendo amostras nos niveis maior ou igual a 0,2 ug L= (Grupo 2: niveis 0,2;
0,3 e 0,5 yg L"). As amostras do Grupo 1 foram consideradas amostras “nao
contaminadas” e para elas foram atribuidas o numero “1” no modelo quimiométrico,
as amostras do Grupo 2, por sua vez, foram consideradas como “contaminadas” e
receberam a atribuicdo “0” na constru¢gao do modelo. Uma vez que, foram realizadas
cerca de 20 replicatas para cada nivel de concentragao, obteve-se 80 amostras no
Grupo 1 e 60 amostras no Grupo 2. Fazendo o balanceamento dos grupos, 20
amostras sintéticas foram adicionadas ao grupo minoritario, resultando em dois
grupos devidamente balanceados (80 amostras cada).

Para construgcdo do modelo PLS-DA, as 160 amostras foram divididas em dois
subconjuntos de dados, sendo eles, o conjunto treinamento e o conjunto teste numa
propor¢ao de aproximadamente dois tergos/um tergo. Utilizando o algoritmo Kennard-
Stone para distribuir as amostras no subconjunto treinamento a partir das duas
classes de amostras (contaminadas e nao contaminadas) e obteve-se 108 amostras
no conjunto treinamento, sendo as 52 amostras restantes foram alocadas no
subconjunto teste.

A selegao do numero 6timo de variaveis latentes (VL) foi realizada utilizando a
abordagem da validagao cruzada com subconjunto aleatério sendo usados 5 splits e
20 iteragdes. O melhor modelo PLS-DA foi escolhido usando a validagao cruzada com
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a menor classificagdo de erro (CVCE). Apos detecgéo de outliers, o modelo PLS-DA
com 3 VL foi escolhido, cobrindo 69,2 % da variancia espectral (bloco X) e 80,8% da
variancia no bloco Y. A remocéao de outliers foi realizada pelo método da alavanca e Q
espectral em 95% de confianca. E permitido a remogéo de 2/9 (22,2%) de outliers em
cada subconjunto. Uma amostra foi removida do conjunto treinamento (0,93 % do
conjunto de dados) e 4 amostras foram removidas do conjunto teste (5,76 % dos
dados).

Os resultados do modelo PLS-DA estdo apresentados na Tabela 6 € Tabela 7,
bem como no grafico de valores preditos para cada y individual € mostrado na
Figura 20. O threshold obtido pelo método da curva ROC foi de 0,42, ou seja, cada
amostra com valor y maior que 0,42 foi classificada como “ndo contaminada” e cada

amostra com valor y menor que 0,42 foi considerada “contaminada”.
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Figura 20: Valor predito de Y para o modelo PLS-DA distinguindo amostras de agua
contaminadas (i.e., fortificadas com VM 2 0,20 ug L") e ndo contaminadas (i.e., amostras
brancas ou fortificadas com VM < 0,20 ug L™") com o valor limite indicado pela linha tracejada.
Circulos cheios = amostras ndo contaminadas no conjunto treinamento; circulos vazios =
amostras ndo contaminadas no conjunto teste; quadrados cheios = amostras contaminadas

no conjunto treinamento; quadrados vazios = amostras contaminadas no conjunto teste.

Como mostrado na Tabela 6, no conjunto treinamento, apenas uma amostra
contaminada foi classificada incorretamente como nao contaminada, enquanto quatro

amostras ndo contaminadas foram incorretamente classificadas como contaminadas.
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O conjunto teste, por sua vez, apresentou resultados similares, sendo uma amostra
contaminada e trés ndo contaminadas foram classificadas erroneamente. E
importante ressaltar que as amostras proximas do threshold, bem como aquelas
classificadas incorretamente pertenciam aos niveis de concentragéo préximos de 0,15
— 0,2 pyg L', ou seja, proximo ao nivel estabelecido como limite entre as classes
contaminada (VM 2= 0,20 ug L") e ndo contaminada (VM < 0,20 ug L~"). O modelo
proposto apresentou excelentes parametros de desempenho qualitativo conforme

evidenciado pelas figuras de mérito (FOM) mostradas na Tabela 7.

Tabela 6: Matriz de contingéncia para ambos os conjuntos treinamento e teste do modelo
PLS-DA proposto

Conjunto Treinamento Conjunto Teste

ca NCP C NC
Predito como C 53 4 22 3
Predito como NC 1 49 1 22

a amostra contaminada. ® amostra ndo contaminada.

Tabela 7: Figuras de mérito qualitativo (FOM) para ambos os conjuntos treinamento e teste

para do modelo PLS-DA proposto

FOM Conjunto Treinamento Conjunto Teste
SEN? 0,98 0,96
SPE® 0,92 0,88
MCcC¢ 0,90 0,85

3 sensibilidade. ? especificidade. ¢ coeficiente de correlacdo de Mathews.

Os parametros de SENS e SPEC representam uma avaliacao da capacidade
do método de identificar amostras verdadeiro positivo e verdadeiro negativo,
respectivamente. Os resultados indicaram que para ambos os conjuntos (treinamento
e teste), a sensibilidade foi acima de 95%, indicando alta capacidade do modelo de
identificar amostras contaminadas. Do mesmo modo, a especificidade do modelo foi
proxima de 90% para os dois conjuntos. Esses resultados evidenciam o modelo

proposto apresenta grande potencial para ser usado como método de screening,
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considerando sua alta capacidade de identificar tanto amostras contaminadas quanto
nao contaminadas.

Outro parametro de desempenho relevante mostrado na Tabela 7 € o
coeficiente de correlacdo de Mathew (MCC — Mathew’s Correlation Coefficient). Esse
parametro fornece uma visao geral da eficiéncia de classificagdo do modelo pois inclui
simultaneamente as taxas de verdadeiro positivos e verdadeiros negativos. Os valores
de MCC variam na faixa entre —1 e 1, onde 1 corresponde a uma classificagao perfeita.
Para o modelo proposto, foram obtidos valores de MCC de 90% e 85% para os
conjuntos treinamento e teste, respectivamente, indicando uma alta correlagéo entre
as classificacdes e as classes reais.

Adicionalmente aos modelos quimiométricos construidos, outras ferramentas
muito relevantes para analise e interpretacdo dos resultados s&o os vetores
informativos, uma vez que estes permitem correlacionar os dados quimicos fornecidos
pelo instrumental analitico com o proprio modelo quimiométrico obtido. Desse modo,
torna-se possivel avaliar a importancia de cada variavel na discriminagao das classes.

Diferentemente das técnicas analiticas classicas, como técnicas
espectroscopicas ou espectrometria de massas, onde os vetores informativos sao
prontamente relacionados com a composi¢ao das amostras, nas técnicas AID, a Unica
relagcao possivel entre estes vetores e as classes € a intensidade de cor.

Os principais vetores informativos utilizados sdo o VIP scores (Variable
Importance in Projection) (Figura 21A) e os coeficientes de regressao Figura 21B.
Apesar de ambos os vetores informativos permitirem avaliar a importancia relativa das
variaveis e a significancia de cada uma delas na capacidade de predi¢ao do modelo,

eles atuam de forma ligeiramente diferente.
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Figura 21: Graficos com interpretagao informativa de vetores do modelo PLS-DA distinguindo
amostras de agua de lago contaminadas e ndo contaminadas por VM; (A) vetor de regressao
e (B) VIP escores. As regides destacadas indicam os canais que contribuiram mais
significativamente para a classificagdo de amostras contaminadas (linha preta) e amostras

ndo contaminadas (linha cinza).

Especificamente, o VIP score quantifica a contribuicdo geral de cada variavel
ao logo de todos os componentes do modelo, levando em consideragdo tanto a
importancia individual quanto sua covariancia com as outras variaveis. Desse modo,
variaveis com altos valores de VIP scores contribuem significativamente para o
potencial preditivo do modelo. Na Figura 21A, é possivel observar duas regides com
alta contribuicdo para o modelo PLS-DA obtido, sendo eles, a faixa de canais 160-
170, responsavel pela previsdo de amostras contaminadas e a faixa 190-200, que

contribuiram para classificagcdo das amostras nao contaminadas.
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Os coeficientes de regressdo, por sua vez, atuam como indicadores
guantitativos da contribuicdo das diferentes variaveis na classificacdo das amostras.
Este coeficiente mensura simultaneamente a magnitude e a diregdo das contribui¢cdes
das variaveis sobre o resultado observado. De modo que, valores positivos indicam
que o aumento da variavel resulta no aumento do resultado previsto, enquanto valores
negativos implicam na relagéo contraria. Na Figura 21B, coeficientes negativos foram
obtidos para os canais menores (entre 135 e 185, com pico em 171), indicando que
estes sao principalmente relacionados a classe “0”, ou seja, as amostras
‘contaminadas”, estando conforme com o que era esperado pois esse grupo de
amostras apresentam cores mais intensas devido as maiores concentragdes de VM.
Por outro lado, os canais acima de 185 (com pico em 193) apresentam coeficientes
de regressao positivos e estao relacionados primariamente a classe “1” de amostras
“nao contaminadas”, isto €, aquelas que contém menores concentragdes de VM.

Em comparacdo com outros métodos apresentados na literatura, conforme
apresentado na Tabela 2, apenas poucos estudos alcangaram niveis de discriminagao
comparaveis com o obtido no presente método, embora utilizem técnicas mais
sofisticadas de analise, tais como HPLC-UV-Vis, UHPLS-MS/MS, UV-Vis e
espectroscopia Raman, evidenciando assim, o potencial do modelo desenvolvido para

analise de screening do corante VM em amostras ambientais.

5.4. Conclusodes parciais

Na presente aplicagdo, um novo material de suporte para a fase aceptora foi
implementado na EEMP sendo composto de silicato de magnésio, de modo que este
material desempenhou um papel fundamental na associagcao da eletroextracdo com
técnicas de analise de imagens digitais. O silicato de magnésio apresenta carga
residual negativa sendo assim uma alternativa de material custo-efetivo para analise
de analitos catiénicos, além de ser de facil manipulagéo.

A presencga de cargas negativas ocasionou uma forte interagao eletrostatica
com VM e por isso possibilitou a concentragdo do corante na sua superficie de modo
a facilitar a aquisicdo de imagens de alto contraste e com excelente reprodutibilidade

entre replicatas. Além disso, um perfil de corrente elétrica estavel durante a aplicacao
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do campo indicou que o silicato de magnésio € adequado como suporte de fase
aceptora em EEMP.

A aplicagao do modelo de classificagcdo PLS-DA associado com a analise de
imagem digital possibilitou discriminar amostras contaminadas e nao contaminadas
ao nivel de confianga de 95% mesmo em niveis extremamente baixos (0,2 ug L~=') em
uma matriz complexa como agua superficial, além de apresentar um curto tempo de
analise (cerca de 45 min montagem, extracdo e analise), multiplas analises
simultaneas (até 10 extragbes) e com facil execugédo. Desse modo, o método proposto
empregando eletroextracdo multifasico associado com AID-PLS-DA representa uma
alternativa promissora para analise de screening custo-efetivo no monitoramento de

corantes em agua superficial.
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6. ANALISE SIMULTANEA DE MULTIPLOS CORANTES EM AGUA SUPERFICIAL
USANDO IMAGENS DIGITAIS E DADOS UV-VIS ASSOCIADOS A
FERRAMENTAS QUIMIOMETRICAS

6.1. Consideragoes gerais

Ha uma preocupacéo global com a contaminagado ambiental por corantes, como
discutido anteriormente, de modo que a quantidade de publicagdes cientificas
incluindo novos métodos de analise tém crescido anualmente conforme pesquisa no
Web of Science (2024) pelos termos associados a este tema. Indubitavelmente, os
meétodos de analise individual de corantes sdo muito relevantes considerando cada
contexto de aplicagao e sobretudo pela inovagéo seja nos procedimentos de preparo
de amostra ou nas técnicas de determinagdo analitica. E importante destacar que
embora o VM seja o principal alvo devido ao seu uso mais disseminado na aquicultura,
ele ndo é o unico, sendo necessario que os outros corantes também sejam analisados.
Neste cenario, em situacdes reais € mais comum a presenca de mais de um corante
presentes como contaminantes ambientais e por isso, métodos de analise simultanea
de corantes sao extremamente relevantes para o monitoramento ambiental mais
efetivo destes contaminantes.

Por outro lado, uma vez que todos estes corantes apresentam absorcao na
regido do visivel, € inevitavel que haja sobreposicdo dos seus espectros de absorgao
em algumas faixas espectrais, sendo muito variavel o percentual dessa sobreposicao.
Desse modo, a analise simultanea de corantes requer uma separagao prévia dos
analitos por técnicas de separagdo como a cromatografia, por exemplo. Atualmente,
porém, ha uma tendéncia pela busca de métodos que permitam uma discriminagao
“‘matematica” por meio de ferramentas quimiométricas, especialmente os métodos de
calibracdo multivariada, que possibilitam ajustar modelos de regressao para cada
analito mesmo que haja acentuada sobreposi¢ao dos dados espectrais. O uso dessas
ferramentas e estratégias sao muito relevantes pois contribuem para proposicédo de
métodos mais acessiveis e que reduzam gastos com solventes organicos. Na
Tabela 8, sdo resumidos alguns métodos de analise simultadnea de corantes por meio

de técnicas de calibragdo multivariada, bem como seus desempenhos.



Tabela 8: Métodos de calibragao multivariada para analise simultanea de corantes
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Analitos Matriz Quimiometria  Determinacao preparo de amostra LD (uL7") Ref.
Separagdao magnética (nano-
. o . h & Zolghar-
VM e VB agua PLS UV-Vis compésito polimérico mag- - Bagtas. & Zolghar
" nein, 2017
nético)
, . , . LD:9-15 Razi-Asrami et al.,
VM e VG agua PLS UV-Vis d-SPE (6xido de grafeno) LQ 30 - 50 2017
. . LD: 750 .
VM, VG e AM agua PLS e ANN UV-Vis - LQ: 2230; Karim et al., 2016
VM e VG 4gua PLS UV-Vis LLE, pre-concentracao por LD:9 - 17 Yu et al, 2015
evaporagao /ressuspensao
. . ~ LD (VM): 901,43
AM e VM agua MLR, PCR e PLS UV-Vis Adsorcao LD (AM): 100106 Issa et al., 2013
. . . LD (VM): 2,9
VM e VG agua PLS UV-Vis Extracdo em ponto de nuvem LD (VG): 4,8 Anetal, 2010
VG e VB agua PLS UV-Vis Adsorcao - Ashrafi et al., 2018
LD (VM): 67
VM, VG e AM agua PCR e PLS UV-Vis SPE LD (VG): 28 Al-Degs et al, 2010
LD (AM): 48

LD: limite de detecgao; VM: verde malaquita; VB: verde brilhante; VG: violeta genciana; AM: azul de metileno; PLS: Partial Least Square;

ANN: Array of Neural Network; MLR: Multiple Linear Regression; PCR: Principal Component Regression.
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Apesar da importancia das técnicas quimiométricas de calibragdo multivariada
para analise simultdnea de corantes, ndao tém sido propostos métodos envolvendo o
uso das ferramentas quimiométricas de discriminagédo ou classificagdo multivariada
como estratégia de analise de multiplos corantes. Considerando um contexto de
analise de monitoramento ambiental, a detec¢ao eficiente e rapida de contaminantes
por meio de métodos de screening sdo muito relevantes, uma vez que essa estratégia
possibilita reduzir consideravelmente a quantidade de amostras que precisam ser
analisadas por técnicas instrumentais sofisticadas que demandam maior custo e
tempo de analise, além apresentarem maior gasto de solventes, de modo que estas
técnicas ficariam reservadas apenas para confirmagao de amostras potencialmente
contaminadas.

Nesse contexto, para construgdo dos modelos, o emprego de técnicas
espectrofotométricas como o UV-Vis para obtencdo de dados multivariados
representa uma reducao consideravel nos custos de analise, além da facilidade para
treinamento dos analistas. Adicionalmente, como vem sendo discutido neste trabalho,
técnicas de AID podem contribuir ainda mais com esse aspecto, uma vez que as
imagens dos corantes proporcionam dados multivariados de histogramas de cor que
sao altamente qualificados para constru¢ao de modelos quimiométricos robustos.

Portanto, verifica-se que métodos de screening podem contribuir
profundamente com o monitoramento ambiental rapido e eficiente de micropoluentes
como os corantes antimicrobianos e, apesar disso, ndo tem sido explorado na
literatura propostas de métodos de classificacdo multivariada para esse fim. Neste
trabalho, buscou-se desenvolver um método de classificagdo one-class (DD-SIMCA)
por meio de dados multivariados obtidos por espectrofotometria na regiao do UV-Vis
e imagem digital para rapida detec¢do de contaminagdo por multiplos corantes em
agua superficial. O potencial da EEMP e da AID-DD-SIMCA foi explorado para
obtencdo de um método eficiente (alta sensibilidade e especificidade) em baixos

niveis de concentragao.
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6.2. Materiais e Métodos

2.1.1. Eletroextragdo das amostras

Para a extracdo da mistura de corantes, as amostras foram preparadas
diretamente em agua superficial de lago (matriz). Foram adicionadas ao frasco de
amostras o volume de 20 mL de amostras brancas (matriz) ou amostras fortificadas
com misturas dos corantes VM, VG e AM em diferentes propor¢des preparadas
conforme mostrado na Tabela A — Apéndice. As ponteiras contendo os cones
odontoldgicos foram montadas usando 200 pL de solugao de acido acético 0,5 M como
eletrdlito na fase aceptora. Apos a adigao de 3 mL de n-octanol (filtro orgénico), as
ponteiras contendo os cones odontolégicos foram inseridas e o potencial de 300 V foi
aplicado por 3 min.

Para garantir que a distancia da ponta do cone fosse constante em relagdo a
fase doadora, e considerando a diferenca de tamanho das diferentes unidades e lotes
dos cones papel, a extensao da porgao externa, isto é, a porgéo voltada para fora da
ponteira foi fixada em 1,5 cm.

Para esta aplicagdo do presente trabalho, foi empregado o modo de
“eletroextragcao sob movimentagao”, ou “eletroextragao dindmica” no qual o motor de
passo foi configurado para mergulhar os cones na fase doadora repetidamente por
um curto intervalo de tempo (500 milissegundos) até uma certa altura de mergulho
(480 passos). Neste modo de eletroextracdo, os cones sédo inicialmente imersos na
fase orgéanica para formar um filme ao redor desse suporte sélido que imobiliza a
solucao de eletrdlitos, em seguida eles sao deslocados em 480 passos tocando a fase
doadora, ap6s 500 milissegundos ele retorna ao ponto inicial na fase organica,
permanecendo por 500 milissegundos de modo a restabelecer o filme organico. Esse

processo se repete até o final da eletroextragao.

2.1.2. Analise de imagens digitais

Apos as extragdes, os cones odontologicos foram retirados do sistema de
eletroextracdo mantidos sob protecado da luz e esperou-se 2-3 minutos para secar
naturalmente. As imagens foram obtidas por meio de scanner de mesa. Para obtengao

de imagens scanner, os cones foram posicionados no vidro do scanner e um fundo
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preto foi adicionado sobre eles, sendo entdo as imagens adquiridas em uma resolugéo
de 600 dpi e salvas no formato “.TIFF”. Apos a aquisigao das imagens, foi adicionado
sobre cada cone 20 uL do oxidante DDQ por gotejamento e ap6s secar novamente o0s
cones por cerca de 2-3 minutos, o processo de aquisicao das imagens foi repetido.

ApOs a obtengao das imagens, uma ROI com dimensdes de 60 x 30 pixels foi
recortada da ponta de todos os cones de cada experimento utilizando o software
Photofiltre7. A decomposi¢cdo das imagens e obtengao dos histogramas de cor foi
realizada utilizando uma rotina de automacdo no MATLAB® software, versao 7.13
(MathWorks, Natick, USA) a partir de uma area retangular com dimensdes 50 x 15
pixels da regido de interesse (ROl — region of interest) conforme mostrado na
Figura 22, sendo os histogramas obtidos para cada componente do sistema de cor
RGB.

Figura 22: Area retangular demarcada da regigo de interesse ROI

Os modelos foram construidos em MATLAB® software, versdao 7.13
(MathWorks, Natick, USA), acoplado com o pacote DDSGUI versdo 1.2 (Zontov,
Pomerantsev & Rodionova, 2008), bem como o pacote PLS Toolbox, versao 8.92

(Eigenvector Technologies, Manson, USA).

2.1.3. Analise de espectrofotometria UV-Vis

As amostras também foram analisadas por espectrofotometria UV-Vis. Para
isso, apos a eletroextracdo das misturas de corantes, bem como das amostras
brancas, um segmento de 1,5 cm da porgéo inferior do cone odontoldgico, foi cortado
e submetido ao processo de dessorcido. Para essa etapa, o segmento recortado do
cone foi imerso em microtubo eppendorf (3 mL) contendo 1 mL de solugéo de
dessorgao, composta por uma mistura de metanol, acetonitrila e acido acético na
proporcao 2:2:1 (v/v), conforme descrito por Miranda (2020). Os microtubos foram

colocados em banho ultrassom por 1 minuto seguido de agitagao rotatéria por 15
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minutos. Apds dessorgao, a solucéo obtida foi analisada em espectrofotdmetro UV-Vis
para obtencao dos espectros de absorbancia na faixa 500 a 700 nm de comprimento

de onda com resolucédo de 5 nm.

2.1.4. Classificagdo supervisionada por DD-SIMCA

Na construcdo do modelo DD-SIMCA, 37 amostras brancas foram utilizadas na
modelagem de classe e para estimar o erro tipo |, a, ou correspondente sensibilidade
1 — a (SENS). Um total de 105 fortificadas com diferentes misturas, cujas proporgdes
sdo apresentadas na Tabela A — Apéndice, foram utilizadas para estimar o erro tipo
II, B ou a correspondente especificidade 1 — 3 (SPEC).

As matrizes de dados X obtidas por histogramas das imagens digitais
capturadas em scanner ou por espectros de espectrofotometro UV-Vis foram usados
na construcao de modelos de classificacdo supervisionado SIMCA usando o software
MATLAB®, versao 7.13 (MathWorks, Natick, USA), acoplado com o pacote DD-SIMCA
versao 1.2 (Zontov, Pomerantsev & Rodionova, 2008), bem como o pacote PLS
Toolbox, verséo 8.92 (Eigenvector Technologies, Manson, USA).

Assim como no método PLS-DA apresentado anteriormente, as amostras
foram divididas em dois grupos (treinamento e teste) usando o algoritmo Kennard-
Stone para garantir uma distribuicdo representativa e uniforme das amostras em cada
grupo. O bloco X, das variaveis independentes, continha os histogramas de cor ou os
espectros UV-Vis de cada amostra. Para otimizacdo do modelo, foram avaliadas
diferentes combinacgdes para erro tipo | configurado a priori (a= 0,01 ou a= 0,05), bem
como do numero de CP, sendo que para todos os modelos avaliados, a area de

aceitacao foi calculada considerando uma distribuicdo Chi quadrado e um nivel de

significancia para detecgéo de outlier configurado como o = 0,01.
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2.2. Resultados e Discussao

As condigdes empregadas na eletroextragao dos corantes estao baseadas em
trabalhos anteriores do grupo (Orlando et al., 2019; Boratto, 2023). A modalidade de
eletroextracdo empregada envolveu o uso de pontas de papel odontolégico (cone
odontologico) em uma configuragao baseada no trabalho de Orlando e colaboradores
(2024), porém com algumas modificagbes como mostrado na Figura 11. Nesta
configuragcado adaptada, nao foi empregada membranas ocas porosas uma vez que a
estratégia foi usar o filtro organico livre. Como descrito por Orlando (2024), a ponta de
papel foi encaixada diretamente em ponteiras de micropipetas vedando sua
extremidade inferior, de modo que os cones odontolégicos, embebidos em solugéo
aceptora, estivessem em contato com um excesso de solugao de eletrolitos contidos
no interior dessa ponteira. Essa estratégia promove o suprimento de eletrolitos na fase
aceptora contornando assim algumas limitagdes como uma possivel secagem da
solucao de eletrdlitos presente no suporte solido na fase aceptora, e uma adequada
estabilizacdo do meio mesmo com correntes elétricas mais elevadas. Isso é
especialmente importante durante a aplicagdo do campo elétrico devido ao efeito de
aquecimento promovido pela passagem de corrente elétrica e a eletrdlise da agua.

O dispositivo de EEMP empregado possui um sistema automatizado que
possibilita o posicionamento da fase aceptora no interior do filtro organico. Esse
sistema (Figura 10) foi construido conforme descrito por Boratto (2023) e no aditivo de
patente INPI n° BR1320220135168. Uma importante inovacao incorporada ao sistema
descrito por Boratto (2023) foi a implementacdo de um modo de eletroextragao sob
movimentagdo, no qual o brago automatizado foi programado para realizar
movimentos constantes do suporte de ponteiras para cima e para baixo durante a
etapa de extracdo. Essa estratégia foi denominada de eletroextragdo dinamica.

O uso da eletroextracdo dindmica confere grandes vantagens ao processo,
sobretudo quanto a capacidade extrativa. Considerando que a resisténcia total do
sistema é proporcional a espessura do filtro organico, ao fazer o suporte da fase
aceptora tocar a fase doadora, a espessura da camada de filtro organico que separa
a ponta do papel odontoldgico e a fase doadora, bem como a resisténcia através do
sistema a passagem de corrente elétrica se reduz consideravelmente. Por outro lado,

esse contato deve acontecer em um intervalo de tempo reduzido, de modo que o filme
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organico formado ao redor do suporte da fase aceptora ndo se desfaga por completo
e assim a seletividade seja perdida. Esse aspecto é de fundamental importancia, uma
vez que, o filme organico formado ao redor do cone é responsavel por sustentar uma
resisténcia elétrica suficiente para manter a integridade do sistema evitando a
ocorréncia de eletrolise e suas consequéncias no sistema, a saber: o
superaquecimento, formacéo de gas, degradagao dos analitos.

Na Figura 23A e B, observa-se que tanto os espectros de absorbancia dos
corantes puros quanto os histogramas individuais dos corantes apresentam grande
sobreposig¢ao dos seus dados, do mesmo modo que, visualmente, a ponta de papel
odontolégico mostra uma tonalidade unica apds a extragdo da mistura de corantes.
Essas observagdes indicam, portanto, que a identificagcdo dessas amostras como

contaminadas necessita de uma abordagem multivariada.
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Figura 23: Resultados para analise simultanea dos corantes VM, VG e AM. (A) Espectros UV-
Vis e (B) histogramas de cor de imagem dos trés corantes individuais puros; (C) analise visual
da ponta de papel odontoldgico contendo mistura de corantes; (D) contraste das extragdes de
amostras fortificadas e amostras brancas; (E) espectros UV-Vis para amostras fortificadas

(azuis) e branca (cinza) das misturas de corantes em diferentes faixas de concentragoes.

Adicionalmente, conforme mostra a Figura 23D, as diferentes propor¢des de
misturas dos corantes VM, VG e AM mostradas na Tabela A — Apéndice, resulta em
diferentes intensidades de cor na ponta dos cones apds a eletroextracdo e que se
distingue significativamente das amostras brancas, isto €, nao fortificadas. Do mesmo

modo, esse aspecto é refletido nos espectros de absor¢ao no UV-Vis medidos apds
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dessorcao dos corantes, porém em concentragdes mais baixas ha uma similaridade
com os espectros de amostras brancas (Figura 23E). Considerando todos esses
aspectos, portanto, no presente trabalho o método quimiométrico DD-SIMCA foi
utilizado na anadlise das matrizes de dados obtidas por espectrofotometria e por

analise de imagem digital.

2.2.1. Modelo DD-SIMCA para os dados espectrofotométricos

Modelos DD-SIMCA foram construidos a partir dos dados dos espectros UV-
Vis de todas as amostras brancas e fortificadas. Conforme explicado anteriormente,
uma vez que apenas as amostras da classe alvo sao utilizadas na modelagem de
classe, os modelos foram construidos utilizando apenas as amostras brancas, isto &,
amostras de tamp&o matrizado nao fortificadas com os corantes. Para a construgao
dos modelos foi utilizado o pacote livre DDSGUI v. 1.2 (Zontov, Pomerantsev &
Rodionova, 2008) acoplado ao ambiente MATLAB®, sendo que os resultados obtidos
sao resumidos na Tabela 9.

Como discutido anteriormente, na abordagem rigorosa (“rigorous”) sé&o
consideradas apenas informagdes sobre a classe alvo usada para modelagem, de
modo que apenas a sensibilidade € utilizada como critério de otimizacgao.
Considerando essa abordagem o melhor resultado foi obtido nos modelos construidos
com valor de a = 0,01, cuja sensibilidade foi igual a 1. Por outro lado, ao considerar a
especificidade na otimizagdo como sugere a abordagem compativel (“compliant’),
melhores resultados s&o obtidos nos modelos construidos com a = 0,05, onde 0 ganho
em especificidade acontece a custa de uma leve perda de sensibilidade. Isso pode
ser explicado, considerando que o valor de a configurado previamente nos parametros
do modelo representa o risco assumido de rejei¢cao errbnea de amostras que pertence
a classe alvo.

E importante destacar que a calculado a posteriori precisa estar em
conformidade com o a configurado a priori, de modo que o erro de classificacéo de
uma amostra alvo do conjunto de treinamento ndo € um problema em si, mas é
resultado de um risco de erro assumido previamente de forma controlada (Radionova
et al., 2016). Convém ressaltar ainda que a interpretagdo de qual dos parametros é
mais importante, sensibilidade ou especificidade, dependera do propdsito de uso do
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método. Um método de screening, como o que é proposto no presente trabalho, a
especificidade merece maior atengdo, uma vez que, amostras contaminadas poderao

ser confirmadas posteriormente por meio de métodos instrumentais mais sensiveis.
Os gréficos de area de aceitagédo para 4 CP e a = 0,05 sao apresentados na

Figura 24A, B.
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Figura 24: Grafico de area de aceitagao para os dados espectrofotométricos para4 CP e a =
0,05, (A) amostras brancas conjunto treinamento (circulos azuis) e validacdo (quadrados
azuis); (B) amostras fortificadas (circulos vermelhos). Sao apresentadas amostras

classificadas erroneamente (circulos vermelhas ou azuis ndo preenchidas).



Tabela 9: Resultados da espectrofotometria UV-Vis no método DD-SIMCA
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Espectrofotometria a = 0,01 a = 0,05
Sensibilidade
n° de CP « calculado SENS T SENS V n° de CP «a calculado SENS T SENS V
2 CP 0 1 1 2 CP 0,04 0,96 1
3CP 0 1 1 3CP 0,08 0,92 1
4 CP 0 1 1 4 CP 0,04 0,96 1
Especificidade
n° de CP B calculado SPEC Falso positivo n° de CP B calculado SPEC Falso positivo
2 CP 0,09 0,91 9 2 CP 0,07 0,93 7
3CP 0,1 0,9 11 3CP 0,05 0,95 5
4CP 0,1 0,9 10 4 CP 0,06 0,94 6
Eficiéncia 2CP 0,954 0,945
3CP 0,949 0,935
4 CP 0,949 0,950

CP: n° de componentes principais; SENS_T: sensibilidade no conjunto treinamento; SENS_V: sensibilidade no conjunto teste; SPEC:

especificidade.
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Os parametros otimizados para o modelo foram 4 CP e a = 0,05, sendo numero
de componentes principais escolhido com base na eficiéncia global do método que foi
calculado em 0,950 pela Equagdao 21. Adicionalmente, o grafico de extremos
(Figura 25) também foi utilizado na escolha do numero de CP, como um instrumento
auxiliar uma vez que esse grafico representa uma avaliagdo da qualidade geral do
método (Zontov et al.,, 2017). Este grafico é calculado pelo pacote DDSGUI e
estabelece limites de tolerancia para os dados usados no conjunto treinamento, sendo
um indicativo da presenca de outliers. Os modelos com mais de 4 CP apresentaram

pontos mais distantes da diagonal central, como mostrado na Figura A - Apéndice.
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Figura 25: Grafico de extremos para o modelo 4 CP alfa 0,05

E importante destacar que conforme mostrado na Figura 24B, as amostras
fortificadas e classificadas incorretamente como amostras brancas correspondem
exatamente as amostras 46, 47, 49, 50, 54 e 55. Conforme mostrado na Tabela A —
Apéndice, as amostras na faixa 46 a 55 apresentam as mais baixas concentragoes
de corantes testadas no modelo, ou seja, concentracdes até 2 ug L' para a soma dos
corantes nas respectivas misturas. Os erros de classificacdo de amostras
contaminadas coincidindo com a faixa de concentracao pode ser indicativo do limite

do método construido com os dados espectrofotométricos.
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2.2.2. Modelo DD-SIMCA para os dados com imagens digitais

Para as imagens digitais capturadas em scanner, a regiao de interesse (ROI)
foi recortada das imagens dos cones contendo os corantes e os histogramas foram
coletados empregando uma rotina automatizada no MATLAB®, sendo combinados os
dados dos trés componentes de cor do sistema RGB. As dimensbes das matrizes X
para as amostras brancas (nao fortificadas) conjunto treinamento e para amostras
fortificadas foram respectivamente, 25 x 768 e 105 x 768. A combinacédo dos trés
componentes de cor é essencial na construgdo do modelo, uma vez que devido as
diferentes tonalidades de cor dos corantes analisado, mais informacdes precisam ser
fornecidas ao modelo, para se obter maior representatividade da contribuicdo
individual dos corantes. Como discutido nos resultados da primeira aplicacdo, VM
(verde-azulado), AM (azul) e VG (violeta) apresentaram sensibilidade maior na regido
da cor complementar, sendo o RED para o VM e AM e BLUE ou GREEN para o VG.

Empregou-se as mesmas estratégias de otimizagcdo descritas anteriormente
nesse novo conjunto de dados, sendo escolhida a abordagem compativel

(“compliant’) para a otimizacdo do modelo. E possivel notar, conforme mostrados nos
dados resumidos na Tabela 10, que o modelo com 2 CP e valor de a = 0,01 séo
suficientes para obtencao da sensibilidade maxima. Por outro lado, verifica-se que a
especificidade é baixa para 2 ou 3 CP em ambos os valores de a avaliados (0,01 e
0,05) sendo necessarios modelos mais complexos para otimizacdo do modelo. E

importante destacar que para o = 0,05 com 3 ou 4 CP ndo houve concordancia com

a calculado a posteriori (0,08 vs 0,05 e 0,00 vs 0,05). Com base nesses aspectos e
priorizando a especificidade frente a sensibilidade, a condicao otimizada escolhida foi,
portanto, 5 CP e a = 0,05, apresentando uma eficiéncia global calculada em 0,980.

A Figura 26 apresenta os graficos de area de aceitagédo para a condigao 6tima
do modelo DD-SIMCA construido com os dados de imagens digitais obtidas com
scanner. Desse modo, assumindo um risco ao nivel de a = 0,05, tem-se uma leve
perda de sensibilidade, porém com a obtengcdo de uma especificidade maxima, isto &,
para um método de screening, como a proposta deste trabalho, qualquer amostra

contaminada seria detectada.
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Figura 26: Grafico de area de aceitagédo para os dados de imagens digitais para 5 CP e a =
0,05, (A) amostras brancas conjunto treinamento (circulos verdes) e validagao (tridangulos
verdes); (B) amostras fortificadas (circulos vermelhos). S&o apresentadas amostras

classificadas erroneamente (circulos verdes ndo preenchidas).



Tabela 10: Resultados de imagens digitais no método DD-SIMCA
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Imagem Digital a =0,01 a = 0,05
Sensibilidade
n°deCP «acalculado SENS T SENS V n°deCP «acalculado SENS T SENS V
2 CP 0 1 1 2 CP 0,04 0,96 1
3CP 0 1 1 3CP 0,08 0,92 1
4CP 0 1 1 4 CP 0 1 1
5CP 0 1 1 5CP 0,04 0,96 1
Especificidade
n°de CP B calculado SPEC Falso positivo n°de CP B calculado SPEC Falso positivo
2 CP 0,14 0,86 15 2 CP 0,08 0,92 8
3CP 0,07 0,93 7 3CP 0,05 0,95 5
4CP 0,01 0,99 1 4 CP 0 1 0
5CP 0,01 0,99 1 5CP 0 1 0
Eficiéncia 2CP 0,927 0,940
3CP 0,964 0,935
4 CP 0,995 1,000
5CP 0,995 0,980

CP: n° de componentes principais; SENS_T: sensibilidade no conjunto treinamento; SENS_V: sensibilidade no conjunto teste; SPEC:

especificidade.
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Convém ressaltar que as misturas de corantes foram realizadas numa ampla
faixa de concentragéo e, por isso, se encontram dispersas na regido fora da area de
aceitagao. Sob esse aspecto, o pacote DDSGUI emite um alerta de que possivelmente
mais de uma classe alternativa esta presente e, por isso, fornece o resultado do
calculo de B calculado levando em considerando apenas as amostras contaminadas
gue se encontram mais préximas da area de aceitagcdo. Nesse contexto, foi obtido um
valor de B calculado igual a 0,004, implicando que o modelo construido com os
parametros otimizados (5 CP e a = 0,05), teoricamente classificaria uma amostra
contaminada como branca numa propor¢ao de uma a cada 250 amostras testadas,
evidenciando que o método proposto apresenta um excelente desempenho.

Na Tabela 11, € apresentada a comparacdo dos modelos DD-SIMCA
construidos com os dados UV-Vis e imagens digitais em scanner. Com base nessa
comparagao e com as discussdes apresentadas acima, € possivel constatar que o
meétodo desenvolvido com imagens digitais apresentou um melhor desempenho na
classificagdo de amostras contaminadas, onde a especificidade obtida foi maxima,

além da eficiéncia global ter sido superior (0,98 vs 0,95).

Tabela 11: Comparacao dos métodos DD-SIMCA construidos com dados UV-Vis e Imagem

Digital em scanner

UV-Vis Imagem Digital
4CP,a = 0,05 5CP,a = 0,05

Sensibilidade a calculado 0,04 0,04
SENS_T 0,96 0,96
SENS_V 1 1

Especificidade  f calculado 0,06 0,00
Falso positivo 6 1
SPEC 0,94 1

Eficiéncia 0,950 0,980

Além disso, o método desenvolvido com dados espectrofotométricos

apresentou uma tendéncia sistematica nos erros de classificacdo das amostras
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contaminadas, uma vez que as baixas concentragdes testadas, ou seja, misturas de
no maximo 2 y L~" para a soma dos corantes na mistura, estiveram entre as amostras
classificadas erroneamente como amostras brancas, indicando ser este o limite do
método por espectrofotometria UV-Vis.

De maneira geral, os dois modelos propostos apresentaram excelente
desempenho e, portanto, possuem grande potencial para aplicagdo como método de
screening no monitoramento de contaminagdo por corantes em agua superficial.
Porém, o custo dos dispositivos de aquisicao de imagens como o scanner de mesa &
relativamente mais baixo comparado aos espectrofotbmetros UV-Vis, e, além disso, a
obtencao dos dados de imagem digital ndo requer dessorc¢ao dos analitos do suporte
de fase aceptora, diferentemente da analise em espectrofotémetro.

Por fim, comparativamente aos métodos de calibragdo multivariado
apresentados na Tabela 8, os niveis de concentragdo atingidos no método aqui
proposto (2 y L") é mais baixo do que o que foi alcangado na literatura para soma
dos corantes (7,7 a 2980 u L™).
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2.3. Conclusoées parciais

Na presente aplicagéo, foi apresentado um novo modo para a EEMP, onde o
suporte solido da fase aceptora (cone odontolégico) foi disposto em nova configuragéo
que permite alocar um excesso de solugao de eletrélito em contato com essa fase de
modo a fornecer um suprimento de eletrolitos durante a eletroextracdo. Esse processo
possibilita contornar a perda da solugdo por evaporagado devido ao aquecimento
resultante da passagem de corrente, o que de modo geral, limita a capacidade
extrativa ao intervalo de tempo no qual ndo houve secagem da fase aceptora. Esse
aspecto contribui, portanto, para aumentar a pré-concentracao e, consequentemente,
a sensibilidade global do método.

O EEMPA \tilizado na presente aplicagdo, possibilitou um aumento da
praticidade a rotina e reprodutibilidade nos resultados, uma vez que, além de multiplas
analises simultaneas (12 amostras), o brago automatico posiciona as ponteiras
contendo a fase aceptora numa posicdo constante e reprodutivel ao longo de
diferentes bateladas de extracbes. Adicionalmente, o sistema automatizado
possibilitou configurar o motor de passo para realizar movimentos continuos ao longo
da corrida de eletroextracdo, um modo chamado de “eletroextracéo dinadmica”, no qual
o contato da fase aceptora com a fase doadora por um curto intervalo de tempo
ampliou consideravelmente a capacidade extrativa da técnica, potencializando ainda
mais a sensibilidade global do método.

O modelo quimiométrico de classificacédo one-class, DD-SIMCA construido
com dados espectrofotométricos UV-Vis obteve um bom desempenho, com
sensibilidade de 0,96 no conjunto treinamento e 1 para o conjunto teste, além de
especificidade de 0,94. Os erros de classificagdo foram sistematicamente em
amostras nos niveis de concentracdo mais baixos testados no modelo, isto €, soma
total dos corantes nas misturas até 2 y L', o que pode ser um indicativo do limite do
método.

O modelo quimiométrico DD-SIMCA com dados de imagem digital obteve um
excelente desempenho, com sensibilidade de 0,96 no conjunto treinamento e 1 no

conjunto teste, além de especificidade de 1 no teste com amostras fortificadas. Além

disso, o valo de B calculado pelo modelo para as amostras mais proximas da area de
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aceitacao foi de 0,004; o que indica do ponto de vista teérico um erro de classificagdo
de apenas 1 amostra a cada 250 amostras testadas.

Por fim, ambos os modelos propostos na presente aplicagdo apresentaram
excelente desempenho e, portanto, possuem grande potencial para aplicagdo como
meétodo de screening no monitoramento de contaminagdo em agua superficial por
corantes, sendo atingidos niveis de concentragdo mais baixo (2 y L-') do que o que
foi alcangcado na literatura em métodos de calibragdo multivariada para soma dos
corantes (7,7 a 2980 u L™"). Portanto, evidencia-se o potencial da combinagéo das
estratégias exploradas no presente trabalho, em especial a combinacdo de EEMP

com técnicas AID associado as ferramentas quimiométricas.
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7. CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho foram propostos modelos quimiométricos para aplicagdo como
meétodos de screening no monitoramento de contaminagédo de agua superficial (lago)
por corantes antimicrobianos. As aplicagdes descritas na presente tese envolveram o
emprego combinado do potencial de técnicas inovadoras, sendo elas a EEMP para o
preparo de amostra seguido da determinagao por analise de imagem digital associado
a ferramentas quimiométricas.

A EEMP é uma técnica de preparo de amostra com vantagens notorias bem
estabelecidas em publicagbes anteriores, sobretudo quanto a grande capacidade
extrativa, de cleanup e pré-concentracao, além de um tempo reduzido de analise e
alta frequéncia analitica. Neste trabalho, foram feitas contribuicbes importantes para
a técnica, com destaque para implementagao de novo material e de nova configuragcao
para o suporte solido da fase aceptora, bem como a proposicdo de um modo de
eletroextragdo dinamica com movimentagao do suporte sélido ao longo da extragao.

Nesse sentido, o solido particulado de silicato de magnésio foi proposto e
apresentou um excelente desempenho como material sortivo para o corante VM,
tendo um perfil de corrente elétrica similar aos convencionalmente usados em EEMP.
Com esse material o corante extraido se concentrou de forma localizada na superficie
do material, o que possibilitou a analise através de dados de imagem digital.

Do mesmo modo, como descrito na segunda aplicagdo desta tese, cones
odontoldgicos foram usados como fase aceptora em uma configuragdo que possibilita
que um excesso de solugdo de eletrolitos esteja sempre em contato com esse
material, garantindo que nao haja secagem da solug¢ao durante a aplicagdo do campo.
Adicionalmente, o sistema automatizado de eletroextracdo empregado nesta
aplicagado proporcionou maior praticidade e reprodutibilidade para o preparo de
amostra, bem como possibilitou que o uso do modo de eletroextragédo dindmica com
movimentagcdo da fase aceptora em direcdo a fase doadora, ampliando
consideravelmente a capacidade extrativa da técnica.

Os modelos quimiométricos desenvolvidos associando EEMP com técnicas
AID possibilitou distinguir amostras contaminadas de ndo contaminadas em relagao
aos corantes antimicrobianos estudados, com alto nivel de confiabilidade e

alcangando niveis de concentragdo extremamente baixos. O modelo discriminante
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AID-PLS-DA apresentado na primeira aplicagdo conseguiu discriminar com 95% de
confianga niveis na ordem de 0,2 ug L=' para VM em &agua superficial. J& para os
modelos de modelagem de classe, ambos os modelos DD-SIMCA (UV-Vis e AID)
apresentaram eficiéncia global acima de 95% na classificagdo de amostras
contaminadas por multiplos corantes, sendo que para o UV-Vis, erros de classificagcao
se restringiram aos niveis abaixo de 2 ug L= para a soma dos corantes enquanto para
o modelo AID-DD-SIMCA, a especificidade de 100% foi obtida independente da
concentracao.

Os modelos obtidos sdo simples e rapidos e se mostram promissores como
métodos de screening no monitoramento de contaminagdo por corantes

antimicrobianos em matriz de agua superficial.
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APENDICE A - Proporgdes das misturas dos corantes em termos de

concentragao (ug L)
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Amostra VG AM Amostra VM VG AM
1 3 2 3 54 2 0 0
2 5 4 9 55 0 2 0
3 7 10 8 56 2 2 0
4 3 7 6 57 0 2 2
5 13 12 15 58 2 0 2
6 14 15 9 59 2 2 2
7 0 0 7 60 0 0 3
8 9 14 7 61 3 0 0
9 9 7 13 62 0 3 0
10 12 4 2 63 3 3 0
11 5 13 0 64 0 3 3
12 15 5 5 65 3 0 3
13 2 6 2 66 3 3 3
14 11 5 7 67 0 4 1
15 10 9 4 68 2 2 5
16 13 0 9 69 2 5 1
17 1 13 9 70 3 2 2
18 13 0 15 71 1 1 4
19 7 7 8 72 3 2 2
20 14 14 4 73 1 3 1
21 3 12 11 74 2 2 0
22 14 0 8 75 1 5 5
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APENDICE B - Grafico de extremos para o modelo DD-SIMCA construido com

dados espectrofotométricos com 6 CP e a = 0,05
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