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INTRODUGAO:

A melamina (Figura 1) € uma triazina
composta de 66,6% de nitrogénio e é
frequentemente adicionada de maneira ilegal
em produtos alimenticios como leites e ragbes
para animais, a fim de burlar testes de
qualidade, dando um falso positivo para
analises da quantidade de proteinas nesses
produtos. A melamina, isoladamente, nao
gera danos a saude de humanos e animais,
mas quando em contato com o organismo
pode causar diferentes tipos de problemas
renais, como calculo ou até insuficiéncia,
podendo levar a 6bito. Por isso, sua analise,
deteccao e quantificagdo nesses produtos se
faz importante.
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Figura 1: Estrutura molecular da melamina

Atualmente, ha uma grande demanda
por analises quimicas que sejam praticas,
simples e com custo relativamente baixo. A
Extracao por Eletromembrana é uma técnica
nova de preparo de amostras que tem

ganhado muito espacgo atualmente dentro dos
laboratérios por se encaixar nas
caracteristicas antes citadas. Baseado nisso,
o grupo de pesquisa onde esse trabalho foi
desenvolvido vem pesquisando e trabalhando
em métodos que unem técnicas de
eletroforese  capilar e de deteccao
colorimétrica.

Sendo assim, este trabalho tem como
objetivo principal, desenvolver um método de
eletroextragcdo por membrana alinhado com
analise colorimétrica e tratamento de dados
via software de smartphone.

Este trabalho propde aumentar ainda
mais a praticidade da extragdo por
eletromembrana e possibilitar resultados
praticos e rapidos, podendo ser empregado
em laboratérios menores e até mesmo em
andlises de campo, sem a necessidade de
transportar a amostra para um laboratério.

METODOLOGIA:

O método desenvolvido para a analise
do composto e posterior deteccdo envolve a
eletroextragdo da melamina. O sistema
montado para eletroextracdo, demonstrado na
figura 2, consiste em uma fonte de tenséo
conectada a eletrodos, que por sua vez, estao

fixados na tampa de um vial de 5 mL. Um
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destes eletrodos, estara submerso na
membrana contendo a solugao aceptora e no
vial sera aplicada a solugao doadora contendo
melamina. O sistema ainda conta com um
agitador magnético, um suporte universal e
um multimetro para medir a corrente elétrica.
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Figura 2: Esquema do sistema montado para
eletroextragao

Apos a eletroextragao, ha a etapa de
deteccao que inicialmente seria realizada por
uma técnica colorimétrica que faz o uso de
nanoparticulas de ouro (AuNPs). A primeira
parte consiste na sintese das nanoparticulas,
que foi feita através da redugéo com citrato de
sodio. Brevemente, 100 mL de uma solugao
de 0,01% (m/m) de HAuCI. é aquecida até
ebulicdo. Apds 2 minutos, adiciona-se 3,5 mL
de uma solucéo de 1% de citrato de sodio. A
solugao fica sob agitagdo e aquecimento por
15 minutos e durante esse tempo € possivel
observar mudanga de cor, inicialmente a
solugao possui uma cor amarela, muda para
roxo escuro e continua mudando até atingir
um tom vermelho/carmesim. Decorrido os 15
minutos, o aquecimento é interrompido e a
agitacdo continua por mais 15 minutos.
Quando a temperatura ambiente é atingida,
adiciona-se 100 mL de agua ultrapura (Milli-
Q). A solugdo das nanoparticulas é

armazenada em geladeira a 4 °C, seguindo

este procedimento o tamanho esperado das
nanoparticulas € de 18 nm.

Quando as nanoparticulas entram em
contato com a melamina a sua cor se altera de
avermelhado/vinho para azul acinzentado.
Esse fato ocorre devido a agregacao das
nanoparticulas, que acontece de acordo com

0 esquema demonstrado na Figura 2.

Figura 3: Esquema demonstrando o
mecanismo de agregagao das nanoparticulas.
Adaptada da referéncia [3].

Apbs os testes realizados, a detecgao
colorimétrica se mostrou ineficaz para
quantificagdo de melamina nas amostras,
portanto foi escolhida uma nova técnica,
a Espectroscopia Raman amplificada por
superficie, ou SERS. Esta detecgéo foi
realizada na amostra depositada em um
substrato de papel, contendo nanoparticulas
de ouro (AuNPs). A etapa de detecgao SERS
foi realizada em parceria com o Prof. Dr.
Javier Erick Lobaton Villa (IQ-UNICAMP). O
substrato feito em papel com o emprego de
uma impressora a cera (camada representada
no ponto “A” da figura 3) formando pequenos
pocos ou spots, onde sdo imobilizadas as
nanoparticulas e deposita-se a amostra
(representado no ponto “B” na figura 3). A cera
presente em volta dos pogos tem carater
hidrofébico, importante para evitar o
espalhamento das nanoparticulas e da

amostra quando depositadas.
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Figura 3: Substrato ja com nanoparticulas

depositadas

RESULTADOS E DISCUSSOES:

. Analise Colorimétrica

Como pode-se observar pela figura 4,
houve mudanga de coloragdo quando as
nanoparticulas entraram em contato com a
melamina, porém pouco tempo depois, a
coloracdo das amostras com  maior
concentracao se assemelhava tanto que era
dificil distingui-las, o que mostrou que a
técnica ndo ¢é indicada para analises
quantitativas de melamina, o que é nosso

objetivo.

Figura 4: Imagem das solugdes empregadas
na analise colorimétrica da reacao entre
nanoparticulas e melamina em diferentes
concentragdes. Da esquerda para a direita: 0
(branco); 1uM; 2uM; 3uM; 4uM e 5uM. Foto
registrada 5 minutos apés adigao.

As observacgoes realizadas sao
justificadas quando analisamos as cores com
diferentes aplicativos de imagem para
smartphones e computadores, como o image
J. Os canais de cores RGB foram utilizados
nestas analises. Plotamos os dados em
graficos usando o software Origin e os
resultados n&o foram satisfatérios. Em alguns
dos testes realizados tivemos resultados
promissores, com bom coeficiente de

correlacdo de Pearson, mas que quando

repetidos ndo reproduziram 0s mesmos
resultados, o que demonstra que o método
nao possuia reprodutibilidade. A técnica se
mostrou capaz de detectar a presenca de
melamina até mesmo em concentracbes
muito baixas, mas nao se mostrou eficaz e

reprodutivel para quantificacao.

Il. Espectroscopia Raman
amplificada por superficie

Diante dos resultados insatisfatorios
obtidos com a deteccdo colorimétrica, se
mostrou necessario encontrar uma nova
metodologia capaz de fazer a detecgédo de
forma mais reprodutivel. Apds novas
pesquisas e estudos, decidiu-se testar a
Espectroscopia Raman amplificada por
superficie, ou SERS.

Nos testes iniciais realizados com
padrboes de melamina em agua, preparados
em diferentes concentragdes, a técnica SERS
se mostrou promissora para a identificacéo e
quantificagdo do composto (pico caracteristico
em 710 cm™), como pode ser observado na

figura 5.
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Figura 5: Espectro SERS para diferentes
concentracdes de melamina depositadas nos
substratos modificados com AuNPs
lil. Analise do Solvente da

membrana liquida
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Para a etapa de eletroextragao, foram
testados diferentes solventes para a escolha
da membrana liquida imobilizada nas fibras
ocas de polipropileno, dentre eles o 1-ethyl-2-
nitrobenzeno (ENB). Para o teste deste
solvente, a tensado aplicada foi de 300V € o
mesmo procedimento foi seguido. A corrente
durante a extragao ficou em
aproximadamente 4 YA, as amostras
extraidas foram entdo depositadas no
substrato e entdo analisadas por SERS. Os
resultados obtidos estdo demonstrados na

figura 6.
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Figura 6: Espectros SERS obtidos com
solugdo aceptora obtidas nos testes de
eletroextracdo empregando o solvente ENB
como membrana liquida

Pode-se observar que nao foi possivel
identificar o pico caracteristico da melamina,
por volta de 710 cm™, o que indica que esse
solvente ndo €& apropriado para este
procedimento.

Além do ENB, o solvente 1-octanol
também foi testado, com uma tenséo de 50V
sendo aplicada e o mesmo procedimento.
Durante as extragdes, as correntes foram
bastante altas, passando de 400 pA e os
espectros obtidos (figura 7) demonstram que

o solvente também n&o é apropriado.
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Figura 7: Espectros SERS obtidos com
solucao aceptora obtidas nos testes de
eletroextragdo empregando o solvente 1-
octanol como membrana liquida.

Os melhores resultados foram obtidos
com uma mistura dos compostos  di-(2-
ethylhexyl) phosphate (DEHP) e O-nitrophenyl
octyl ether (NPOE), a foi escolhida para a
continuidade do projeto

Iv. Analise da concentracao de
DEHP no solvente da membrana

Além de testar diferentes solventes,

foram testadas diferentes concentragdes de
DEHP na mistura NPOE como solvente.
Portanto, foram testadas as concentragdes de
5, 10, 15 e 20% (v/v) de DEHP, aplicando
voltagem de 90V durante 15 minutos, os
resultados obtidos estdo demonstrados na

figura 8.
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Figura 8: Espectros SERS obtidos para
solugdes aceptoras obtidas com misturas de
NPOE e DEHP em diferentes proporgdes
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Portanto, com base nos espectros, o
solvente escolhido para membrana foi
NPOE:DEHP (9:1 v/v).

V. Analise da influéncia do pH da
solugcao doadora

Um parametro importante a ser
testado é a influéncia que o pH da solugao
doadora, que ¢é a solugdo contendo a
melamina. Para isso, diferentes solugdes de
melamina com concentragdo de 2 mg.L”
foram preparadas com diferentes valores de
pH e testadas. As solucdes foram preparadas
empH1,2,3,4,5,6e7,alémde uma solugao
preparada em agua deionizada que
apresentou pH 6,81 e os espectros estao

apresentados e agrupados na figura 9.

meadia pH 1
—— média pH 2
meédia pH 2
] J\ . média pH 4
22000 4 \ f médiapH §

| e b TP & [ f média pH 6
20000 4 - RN média pH 7

—— média melamina em agua

média pH 1
2

Raman Shift

Figura 9: Comparagao pH ideal para a
solucdo doadora

Com base nos resultados, o pH ideal
para a solugdo de melamina foi de 5. Nesse
pH a intensidade do pico caracteristico da

melamina foi maior.

CONCLUSOES:

Uma técnica capaz de extrair e pré-
concentrar a melamina foi desenvolvida e
segue sendo otimizada. A detecgao por SERS
apresentou resultados promissores para o

analito, sendo capaz de identificar a melamina

em pequenas concentragdes e também
quantifica-la.

Diferentes parametros foram testados
e suas influéncias sobre a analise foram
estudadas, a fim de encontrar os que melhor
se encaixam no objetivo do projeto.

Os resultados das duas técnicas
utilizadas em conjunto s&o promissores e sua
aplicacdo na determinacdo de melamina em

amostras reais de leite sera avaliada.
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