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RESUMO

Neste estudo foi proposto pela primeira vez o0 uso da cortica como fase
extratora para duas técnicas de preparo de amostras, a microextragcdo em
fase sélida e a microextracdo adsortiva em barra. Trés métodos foram
desenvolvidos neste estudo. No primeiro método, a cortica foi utilizada
como fase extratora da SPME e foi usada para a determinacdo de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em amostras de agua de rio por
GC-MS. As condicdes 6timas de extracdo foram tempo de extracdo de
60 min e temperatura de extragdo de 80 °C. Os limites de quantificacdo
foram 0,1 pg L™'. Os valores de recuperagao variaram entre 70 e 102% e
RSD < 16 (n = 3). As faixas lineares foram de 0,1 a 10 pg L' com r* >
0,96. A eficiéncia da fibra de cortica foi comparada com fibras
comerciais e apresentou bons resultados. No segundo método, a fibra de
SPME feita de cortica foi usada para a determinagdo de agrotdxicos
organoclorados em amostras de dgua por GC-ECD. Um procedimento
com a fibra comercial de DVB/Car/PDMS também foi otimizado. As
condi¢bes Otimas de extragdo foram temperatura de 75 °C, tempo de
extracdo 60 min e concentracdo de NaCl de 10% para a fibra de cortica e
temperatura de 50 °C, tempo de extragdo de 60 min e sem adigéo de sal
para a fibra DVB/Car/PDMS. Os limites de quantificagdo variaram entre
1,0 e 10,0 ng L™ para as duas fibras. Os valores de r? foram > 0,95 para
as duas fibras. O método desenvolvido com a fibra de cortica apresentou
valores de recuperacdo entre 60 e 113 ¢ RSD < 25% (n=3). A eficiéncia
de extragéo da fibra de cortica foi similar a fibra DVB/Car/PDMS. No
terceiro método desenvolvido, a cortica foi utilizada como fase extratora
da BAUE e foi usada para a determinagdo de benzofenona, triclocarban
e parabenos em amostras de agua de lagoa com deteccdo por HPLC-
DAD. Neste estudo foram usadas barras de BAUE com 15 mm e de 7,5
mm de comprimento. As condi¢des 6timas de extracdo foram pH da
amostra 5,5, concentracdo de NaCl 25%, tempo de extragdo de 90 min,
dessorgao liquida por 30 min com 250 pL (barra de 15 mm) ou 100 uL
(barra de 7,5 mm) (50:50, v/v) de ACN:MeOH. Os limites de
quantificacdo variaram entre 1,6 e 20 ug L' (barra de 15 mm) e 0,64 e
8 ug L' (barra de 7,5 mm). Os valores de r* foram > 0,98 para ambas as
barras. O método com barra de 7,5 mm apresentou valores de
recuperacdo entre 65 e 123 e RSD < 22% (n=3). De acordo, com 0s
resultados obtidos nos trés métodos desenvolvidos, a cortica representa
uma fase extratora promissora para as técnicas SPME e BApE.

Palavras-chave: Cortica, SPME, BAuUE, PAHSs, agrotdxicos, parabenos,
benzofenona, triclocarban, amostras aquosas.






ABSTRACT

For the first time the cork was proposed as phase extractor for sample
preparation techniques as solid-phase microextraction (SPME) and bar
adsorptive microextraction (BAuE). In this study three methods were
developed. In the first method the cork fiber was used as extractor phase
for SPME and it was employed for the determination of polycyclic
aromatic hydrocarbons in river water samples by GC-MS. The optimal
extraction conditions were extraction time of 60 min and temperature of
80 °C. The quantification limits were 0.1 pg L™". The recovery values
were between 70 and 103% and the RSD < 16% (n = 3). The linear
ranges were between 0.1 and 10 pg L' with r? > 0.96. The efficiency of
the cork fiber was compared with commercial fibers and good results
were achieved. In the second method, the cork fiber was used for the
determination of organochlorine pesticides in water samples by GC-
ECD. Also, a procedure extraction with DVB/Car/PDMS fiber was
optimized. The optimum extraction conditions were temperature of
75°C, extraction time of 60 min and NaCl concentration of 10% for the
cork fiber and temperature of 50°C, extraction time of 60 min and
without salt for the DVB/Car/PDMS fiber. The quantification limits for
the two fibers varied between 1.0 and 10.0 ng L™. The linear correlation
coefficients were > 0.95 for both fibers. The method that used the cork
fiber provided recovery values between 60 and 113 and RSD < 25%
(n=3). The extraction efficiency for the cork and DVB/Car/PDMS fibers
were similar. In the third method developed, the cork was used as
extractor phase for BApE and it was used for determination of
benzophenone, triclocarban and parabens in lake water samples by
HPLC-DAD. In this study BAuE bars with 15 mm and 7.5 mm of length
were used. The optimum extraction conditions were sample pH 5.5,
NaCl concentration 25% and extraction time 90 min. Liquid desorption
by 30 min with 250 uL (bar of 15 mm) or 100 pL (bar of 7.5 mm)
(50:50, v/iv) of ACN:MeOH. The quantification limits varied between
1.6 and 20 pg L' (bar of 15 mm) and 0.64 and 8 pg L' (bar of 7.5 mm)
The linear correlation coefficients were > 0.98 for both bars. The
method with half bar showed recovery values between 65 and 123 and
RSD < 22% (n=3). According to the results obtained in the three
methods developed, the cork represents a promising extractor phase for
the techniques of SPME and BALE.

Keywords: Cork, SPME, BAuE, PAHs, pesticides, parabens,
benzophenone, triclocarban, agueous samples.
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CAPITULO |
INTRODUCAO

Devido a preocupacdo cientifica e geral com a salde e 0 meio
ambiente, praticas ambientalmente amigaveis tem sido introduzidas em
diferentes areas de pesquisa. Consequentemente, as metodologias
analiticas que progressivamente considerem os principios da Quimica
Analitica Verde dentro dos procedimentos experimentais tem atraido a
atencdo dos pesquisadores (MOHAMED, 2015). Vrias abordagens séo
aplicadas para reduzir o impacto ambiental das metodologias analiticas,
e doze principios foram inicialmente propostos. Sdo eles: medidas in
situ; empregar pequena quantidade de amostra e menor nimero de
amostra; reagentes obtidos a partir de fontes renovaveis devem ser
preferidos, evitar pré-tratamento da amostra; eliminagéo ou substitui¢do
de reagentes toxicos; a seguranca do analista deve ser aumentada;
métodos que estudam varios analitos ou parametros sdo preferidos; o
uso de energia deve ser minimizado; evitar geracdo de residuo e
fornecer ferramentas de gestdo de residuos; métodos automatizados e
miniaturizados; evitar derivatizacado e integracao de processos analiticos
para reduzir consumo de energia e reagentes (ANASTAS, 1999).

A SPME (Microextracdo em Fase Sdlida, do inglés Solid-Phase
Microextraction) e a BAuE (Microextracdo Adsortiva em Barra, do
inglés Bar Adsorptive Microextraction) sdo técnicas de preparo de
amostras que se destacam dentro da Quimica analitica Verde, pois sdo
livres de solventes e integram amostragem e enriquecimento do analito
em uma mesma etapa. Além disso, para a SPME ha disponivel
comercialmente o sistema automatizado de extragcdo. Ao considerar 0
principio de que reagentes obtidos a partir de fontes renovaveis devem
ser preferidos, neste trabalho pela primeira vez foi proposto o uso de
biossorvente como fase extratora para SPME e BAUE. Biossorventes
tém origem natural, renovavel e biodegradavel; desta forma sdo fases
extratoras verdes.

O biossorvente escolhido para este estudo € a cortica reutilizada
de garrafas de vinho. Esta foi escolhida pela sua capacidade de sorcdo e
por ser um material de baixo custo ao ser comparado as fases extratoras
comumente empregadas na SPME e BAUE . A composicdo quimica da
cortica tem sido estudada desde o século XVIII. No entanto, um
conhecimento total ainda ndo esta completo e tampouco de todas suas
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potenciais aplicagdes e transformacdes (PINTOR et al., 2012). Portanto,
publicacGes sobre cortica em revistas indexadas tém crescido de forma
constante, indicando um crescente interesse da comunidade cientifica
em pesquisas sobre este tema (Figura 1).

Figura 1- Evolucdo do nimero de publicagfes em jornais indexados contendo a
palavra-chave "cortica" entre 2000 e 2015.
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Fonte: SCOPUS (2015).

O propdsito geral deste estudo foi o desenvolvimento de
métodos que empregaram cortica como fase extratora na SPME e na
BAUE para a determinagdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos,
agrotdxicos organoclorados, parabenos, benzofenona e triclocarban em
amostras aquosas.
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CAPITULO II
REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 TECNICAS DE PREPARO DE AMOSTRAS

Tipicamente, o preparo de amostra consiste na extracdo dos
analitos a partir da matriz (FARAJZADEH, 2012). Desta forma, esta
etapa é considerada a mais importante em qualquer procedimento
analitico. O preparo de amostra é empregado antes das anlises
instrumentais, pois apesar dos avancos das tecnologias no campo
analitico, a maioria dos instrumentos ainda ndo pode operar diretamente
com matrizes de amostras complexas (REZAEE et al., 2010). Por isso,
devido a complexidade das matrizes e/ou a baixa concentracdo dos
analitos, o processo de pré-tratamento da amostra tem um papel
fundamental na metodologia analitica para se obter resultados exatos,
precisos e sensiveis (GUO e LEE, 2011). A utilizagdo de um preparo de
amostra inapropriado pode resultar na ocorréncia de efeito matriz
durante a etapa de deteccdo em métodos cromatogréaficos. O efeito
matriz é considerado uma supressdo ou enriquecimento da resposta em
fungdo do analito na presenca de constituintes da matriz. Este efeito
deve ser resolvido melhorando o preparo da amostra e/ou a separagdo
cromatografica (GILBERT-LOPEZ et al., 2009). Pois, um preparo de
amostras seletivo é o ideal, mesmo com o uso de técnicas de detecgdo
mais sensiveis como a espectrometria de massas.

Portanto, os quatro principais objetivos das técnicas de preparo de
amostras sdo: (1) simplificacdo e/ou substituicdo da matriz da amostra,
(2) enriquecimento do analito, (3) clean-up da amostra e (4)
representatividade da amostra (KOKOSA et al., 2009).

2.1.1 Técnicas tradicionais de preparo de amostras

Técnicas de preparo de amostra como Soxhlet (Extracdo Solido-
Liquido), LLE (Extracdo Liquido-Liquido, do inglés Liquid-Liquid
Extraction) sdo lentas e trabalhosas. A principal desvantagem da LLE
em analise de tracos é a necessidade de utilizar grandes quantidades de
solventes com subsequente evapora¢do para uma concentracdo
significativa (ZGOLA-GRZESKOWIAK e GRZES'KOWIAK, 2011).
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Além disso, a LLE pode causar problemas a salde do analista devido ao
elevado volume de solvente organico imiscivel na amostra utilizado
(BIDARI et al., 2011). Extragdes por Soxhlet também empregam
grandes quantidades de solventes organicos. Desta forma, as técnicas de
LLE e Soxhlet ndo sdo consideradas ambientalmente amigaveis.

A SPE (Extracdo em Fase Solida, do inglés Solid Phase
Extraction) também pode ser considerada uma técnica de preparo de
amostra tradicional; nesse contexto apresenta vantagem, pois menores
volumes de solventes organicos sdo empregados. Os cartuchos de SPE
sdo usados somente uma vez. Assim a extracdo por SPE se torna
dispendiosa e gera grande quantidade de residuos; no entanto, um estudo
na literatura relatou a reutilizacdo do material sorvente desses cartuchos
em outra técnica de preparo de amostras, a MSPD (Disperséo da Matriz
em Fase Sdlida, do inglés Matrix Solid PAHse Dispersion)
(RODRIGUES et al., 2010).

2.1.2 Técnicas modernas de preparo de amostras

As técnicas modernas de preparo de amostras tém como
caracteristica principal a miniaturizacdo (reducdo no uso das
quantidades de solventes e amostras). A SPME e a BALE séo exemplos
dessas técnicas modernas de preparo de amostras.

2.1.2.1 SPME

A SPME foi proposta no final da década de 1980 e inicio dos
anos 1990 (ARTHUR e PAWLISZYN, 1990). Desde a sua introducao,
ha mais de 20 anos a SPME tem tido um rapido desenvolvimento e
crescimento do nimero de areas de aplicacdo. Ela tem sido aplicada a
amostragem e analise ambiental, alimenticia, bioldgica, forense e
farmacéutica, devido a sua simplicidade de uso, tempo relativamente
curto no processamento da amostra e reutilizacdo da fibra (KAYKHAII
et al., 2010). Esta técnica é livre de solventes e combina amostragem,
isolamento e enriquecimento em uma Unica etapa, €, portanto, se tornou
uma alternativa atraente para a maioria das técnicas de preparo de
amostras convencionais.

A SPME é baseada no equilibrio de particdo/distribuicdo dos
analitos entre a matriz e a fase extratora (OUYANG e PAWLISZYN,
2008). A fase extratora pode ser um polimero liquido de alta massa
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molar ou um sélido sorvente com alta porosidade. As microquantidades
da fase extratora sobre um suporte de silica fundida (fibra de SPME) s&o
expostas & amostra para extrair os analitos. Apos, a fibra de SPME pode
ser diretamente analisada por GC ou HPLC, minimizando assim as
perdas dos analitos comparado aos processos com Varias etapas
(OUYANG et al., 2006).

A fibra de SPME, assim chamada, consta de um suporte
usualmente de silica fundida revestido com a fase extratora (Figura 2).

Figura 2- (a) Aplicador para injecdo manual (holder) e fibra comercial
Car/PDMS (b) Fibra colocada no aplicador mantida na posi¢do recolhida
(dentro da agulha) (c) Fibra colocada no aplicador mantida na posi¢do exposta
(fora da agulha).

Fonte: Acervo pessoal, (2015).

Uma importante varidvel na SPME é o modo de extracdo. A
SPME pode ser dividida em trés modos de extracdo: DI (Imerséo direta,
do inglés Direct Immersion), HS (do inglés Headspace) e protecdo com
membrana (do inglés membrane-protected). Na DI a fibra fica imersa na
amostra; no HS fica exposta no espaco vazio acima da amostra; e em
protecdo com membrana ela fica imersa na amostra, porém sem contato
direto, pois uma membrana a envolve (Figura 3). O modo de extracio é
determinado de acordo com a volatilidade do analito e/ou complexidade
da amostra. DI é escolhida quando os analitos tém baixa volatilidade e a
amostra ndo é danosa a fibra de SPME. O modo HS por sua vez é
empregado quando os analitos tém alta volatilidade e/ou a amostra é
danosa a fibra de SPME. Protecdo com membrana é utilizada quando a
amostra contém analitos com baixa volatilidade e interferentes ndo
volateis e com alta massa molar (como acidos hiimicos ou proteinas e
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acidos graxos), pois nessas analises é dificil empregar DI ou HS
(PAWLISZYN, 2009).

Figura 3- Modos de opera¢do em SPME: (A) DI-SPME, (B) HS-SPME e (C)

Prote¢do com membrana SPME.
(A) (B) (3]
Headspace da amostra Fibra

| e

| !

Membrana

/

1

/ 7 ~
Recobrimento Amostra Recobrimento Amosra

Fonte: PAWLISZYN (2009).

Ao contrario das técnicas tradicionais de preparo de amostras
como LLE, SPE e Soxhlet; a SPME é, principalmente, uma técnica de
microextracdo ndo exaustiva em que apenas uma pequena por¢do do
analito é extraida da matriz. Dessa forma, a quantificacdo na SPME ¢
realizada em condic@es de equilibrio ou pré-equilibrio (OUYANG et al.,
2008).

Como citado anteriormente ha trés diferentes modos de extracdo
em SPME, sendo os mais utilizados a DI e 0 HS. Como ja explicado, a
SPME esta baseada no equilibrio, visto que de acordo com o modo
empregado ha um sistema de equacdes que descreve o equilibrio.

Na DI, sistema bifasico, o processo de extracdo é considerado
completo quando a concentracdo do analito atinge o equilibrio entre a
amostra e a fibra (Figura 4).
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Figura 4- Representacgdo da extracéo por DI-SPME.

.

Fibra de SPME

— Revestimento da
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s e
Fonte: PAWLISZYN (2009).

O coeficiente de distribuicdo (Kr;) do analito entre o
recobrimento da fibra e a amostra é definido como na Equacéo (1).

CSO
CONComostra & CONCpiprg Kps = c_{o (1)
S
Na Equacdo (2) sdo descritas as condigdes de equilibrio conforme
a lei de conservacdo de massas para esse sistema.

CoVs = CZVi+ CFVr (2)

onde:

C, = concentracdo inicial do analito

V, = volume da amostra

= concentracdo no equilibrio do analito na amostra

Cf° = concentragdo no equilibrio do analito no recobrimento da
fibra

V= volume do recobrimento da fibra

Através do rearranjo das Equacdes (1) e (2) é possivel determinar
a Equacdo (4) e com esta calcular a concentracdo no equilibrio do
analito extraido pelo recobrimento (C7°).

A partir da Equacgdo 1 se tem:
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C(X?
=0

Ao substltuw (3) em (2):

CoVs FVr CoVs =
KrsCoVs = cwv + KpsCFVy

KrsCoVs = C Vs + KsVp)

CF Vs+ KpsCFVy

Kfs

Assim, é obtida a Equacgéo 4:
0 __ KfsVs
G = O ksl + Vs ()

Através da Equacdo (4) e da Equacgdo (5), que relaciona mols e
concentracdo, € possivel chegar a Equagdo (6) e com esta calcular o
namero de mols no equilibrio do analito extraido pelo recobrimento.

Dado:
ny = nimero de mols do analito no equilibrio extraido pelo
recobrimento

o _
=3 6
Ao substituir (5) em (4):
ny _ KgsVs
Vi 0KV Vs
KpsVs Ve
= COK SV + Vs ©)

Por outro lado, em HS durante a extra¢do o analito migra entre as
trés fases até que o equilibrio seja estabelecido (Figura 5).
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Figura 5- Representacdo da extracdo por HS-SPME.
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Fonte: PAWLISZYN (2009).

Os coeficientes de distribui¢cdo do analito entre o recobrimento da
fibra e 0 HS (Kj) e do analito entre a amostra e 0 HS (Kfs) sdo
definidos como nas Equacdes 7 e 8, respectivamente.

ce
—_ f
Conchsadspacg = Cancf:[bra th - C_;: (7)
+
Conc = Conc Ch
amostra headspace Khs — c_"° (8)
S

Conc&mostm . Concﬁbra C;°
Kes = = ()
N

Ao relacionar os equilibrios envolvidos na extracdo por HS, se
obtém a Equacéo (1) que descreve o equilibrio geral:

cr ¢
Kps = (th)- (Kns) = é é
o=
Kfs = C_;:’ (1)

A partir das Equacdes (7) e (8) sdo escritas as Equacdes (9) e
(10).
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Sendo:
cr=-L (9 cr=2 (10

Kgn Kps

Na Equacdo (11) s@o descritas as condi¢cbes de equilibrio
conforme a lei de conservacgdo de massas para o sistema HS.

CoVe= CFVp+ CrVi+ CVe (10)

onde:

Cy, = concentragdo no equilibrio do analito no headspace
V;, = volume do headspace

Através do rearranjo das Equacgbes (7), (9), (10) e (11) é possivel
determinar a Equacdo (12), podendo com isso calcular a concentracdo e
no equilibrio do analito extraido pelo recobrimento.

Ao substituir (9) e (10) em (11):

- ¢ Ch
CoVs = Cf Vf+K_thh K_hsVS

CFViKpnKps+ CfVpKns+ CpVs Krp

KfnKns

(o
Kn=-=2L (7)

o0 o0 0 Cao
CoVsKenKns = CeVeKepKns + CeVyKps + Cp'Vs é

CoVsKsnKns = CF° (ViKenKps + ViKps + Vs)

w CoVsKrnK

p — 0Ysh fhllhs (12)

ViKnKns+VnKnsVs

Através da Equacdo (12) e da Equacdo (13), que relaciona mols e

concentracdo, é possivel chegar a Equacdo (14) e com esta calcular o
namero de mols no equilibrio do analito extraido pelo recobrimento.
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Dado:

o _ Nf
=3k 1)

Ao substituir (13) em (12):

ny _ CoVsKrnKns
vVf VfohKhs+VhKhSVS

"= ey (9
fRfhllhs hfhsVs

As Equacbes 4 ou 6 para DI e 12 ou 14 para HS descrevem a
massa de analito sorvida ap6s o equilibrio ser estabelecido. Além disso,
elas indicam que a quantidade de analito extraida (nf ou Cy) pelo
sorvente € linearmente proporcional a concentragdo inicial do analito na
amostra (Co), 0 que é a base analitica para quantificacdo em SPME.

A compreensdo deste sistema de equilibrio se baseia em aspectos
termodindmicos e cinéticos. Os parametros termodindmicos que afetam
o0 equilibrio de particdo do analito entre a fibra e a amostra (Kz) incluem
temperatura, forca idnica (adicdo de sal), pH e presenca de solvente
organico em agua. Os aspectos cinéticos que influenciam na extracao
por SPME sdo a agitacdo da amostra e tempo de equilibrio, ambos
correlacionados.

2.1.2.2 Temperatura

Ao considerar o equilibrio de particdo entre duas fases e se ambas
(amostra e fibra) mudam de T, para T as mudangas na constante de
distribuicdo sdo dadas de acordo com a Equacgdo 15. A Equacdo ndo é
valida para sistema multifasico (HS), no entanto pode ser usada para
estimar o efeito da temperatura.

-AHf1 1 15
Kro = Koewp[ (3 T—U)] t

onde:

Ko = é a constante de distribuicdo quando a fibra e a amostra
estdo a temperaturas To (em Kelvin).
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AH = é a mudanca na entalpia molar do analito quando ele se
desloca da amostra para o recobrimento da fibra.
R= constante universal dos gases.

Quando o valor de Kz é maior do que 1 para um analito, o analito
tem uma baixa energia potencial no recobrimento da fibra comparado a
amostra, deste modo o processo de partigdo do analito da amostra para a
fibra é exotérmico. Portanto, a equagcdo mostra que uma elevagéo na
temperatura causa um decréscimo em Ky, ou seja, diminui a sor¢éo do
analito pela fase extratora. Essa elevagdo na temperatura a qual decresce
a quantidade extraida depende da volatilidade do analito no caso de HS
e capacidade de difusdo no caso de DI.

2.1.2.3 Forca ibnica

A variacdo da forca idnica da amostra é um parametro importante
na SPME e é avaliada através da adi¢do do cloreto de sddio. A adi¢éo de
sal pode aumentar ou decrescer a quantidade extraida, isso depende do
composto e da concentragéo de sal. O efeito do sal tem sido determinado
somente por experimentagdo. No entanto, geralmente a adi¢do de sal
eleva a eficiéncia da extracdo para compostos polares e/ou volateis
(Figura 6). No caso de analitos semi-volateis e pouco volateis a adi¢do
de sal pode diminuir a eficiéncia na extragcdo, isso se 0s compostos
apresentarem baixa solubilidade na amostra aquosa (Figura 7). Neste
caso, 0s compostos sdo repelidos para a interface agua/headspace e ndo
podem interagir com a fibra imersa na amostra ou a solubilidade deles é
ainda mais reduzida e ha adsorcdo as paredes de vidro (PAWLISZYN,
1999 e GARCIA-FALCON, 2004).
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Figura 6- Comportamento de compostos volateis frente & adicdo de sal em
procedimento de extracdo por SPME.
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Figura 7 - Comportamento de composto pouco volatil frente a adigéo de sal
em procedimento de extragdo por SPME.
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Fonte: Autoria propria (2013).
2.1.2.4pH

Somente espécies na forma ndo dissociada de um composto com
carater acido ou basico podem ser extraidas pelo recobrimento da fibra,
de modo que o pH deve ser ajustado para analitos com caracteristicas
acidas e basicas. O ajuste do pH de uma solucdo aquosa mudara K para
espécies dissociadas de acordo com a Equacéo 16.
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[H307]
O Ko+ [H30%]

K= (16)

onde:

K, = constante de distribuicdo entre a amostra e a fibra
considerando a forma ndo dissociada.

K, = constante cida do analito dissociado.

Compostos acidos tem sua extragdo reduzida ao elevar o pH, pois
sua a forma dissociada predomina. Por outro lado, ao decrescer o pH a
forma neutra predomina melhorando a eficiéncia na extragdo (Figura 8 ).

Figura 8- O efeito do pH sobre a dissociagdo de compostos acidos.
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Fonte: PAWLISZYN (2009).

Ja compostos basicos tem sua extracdo reduzida ao diminuir o
pH, pois sua forma dissociada predomina. Assim quando se eleva o pH a
forma neutra predomina melhorando a eficiéncia na extracio (EMIDIO
et al., 2010; SHIM e HEE BAEK, 2012). O ideal ¢ manter o pH da
amostra duas unidades abaixo do pK, da substancia para analito acido e
duas unidades acima para analito basico.
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2.1.2.5 Aspectos cinéticos

Os aspectos apresentados a seguir consideram a extracdo direta
dos analitos a partir de uma amostra aquosa homogénea em um
recobrimento liquido de SPME.

Primeiramente a agitacdo da amostra é tratada como perfeita, a
amostra aquosa se move muito rapidamente em relagéo a fibra e assim
todos analitos tém acesso ao recobrimento da fibra. Imediatamente,
apos a imersao da fibra na amostra, hd apenas uma fina camada sobre a
superficie do recobrimento que contém o analito. Com o passar do
tempo, as moléculas do analito difundem progressivamente para uma
camada mais profunda do recobrimento até atingir o equilibrio.
Portanto, em condigdes perfeitas de agitacdo, a velocidade de sorcéo é
determinada somente pela difusdo do analito na fase extratora.

O tempo para atingir o equilibrio é longo. Na pratica, o tempo de
equilibrio é estabelecido, como a extracdo de 95% da quantidade de
equilibrio do analito, conforme a Equacéo 17.

(b-a)°

te = t950/0 = 2Df‘ {1?]

onde:
b - a = é a espessura do recobrimento.
Ds = coeficiente de difusdo do analito no recobrimento.

Em um procedimento real de extracdo por DI-SPME,
independente do nivel de agitacdo, a superficie do fluido que fica em
contato com a fibra esta sempre estaciondria, e a medida que aumenta a
distdncia, o movimento do fluido aumenta gradualmente até que
corresponda ao fluxo do restante da amostra. Essa camada caracterizada
pela auséncia de convec¢do (agitacdo) tem uma espessura definida e é
nomeada como estatica. A espessura da camada limite (8) é determinada
pela velocidade de convecgdo na amostra e pelo coeficiente de difusdo
do analito. Desta maneira, no mesmo processo de extracdo, a espessura
da camada limite é diferente para analitos diferentes. 8 € o ponto que o
fluxo do analito a partir da camada limite na direcdo da fase extratora
(controlado por difusdo) é igual ao fluxo do analito a partir do volume
de amostra na direcdo da camada limite (controlado por convecgdo)
(Figura 9).
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Figura 9- Configuracdo modelo para camada estatica. RegiGes e concentracéo
versus perfil do raio , sempre que a camada estética determina a velocidade de

extragao.
Nucleo fibra
’/ Recobrimento fibra
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Amostra
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Distancia
Fonte: PAWLISZYN (2009).

A camada limite estatica retarda o tempo de equilibrio (Figura

10).

Figura 10- Efeito da agitacdo: (A) velocidade baixa de agitacdo e (B)
velocidade alta de agitacdo sobre o tempo de extragdo de hidrocarbonetos

policiclicos aromaticos.
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Como pode ser visto na Figura 10 uma fina camada estatica ndo
afeta a velocidade da extracéo significativamente. O tempo de equilibrio
para camada estatica com 10 pum de espessura € aproximadamente 25
segundos (B), comparada aos 20 segundos para uma amostra
perfeitamente agitada (A). No entanto, uma camada estatica com 100
pm de espessura tem um tempo de equilibrio de 95 segundos (C).

Portanto, surge uma nova Equacéo (18) para prever o tempo de
equilibrio.

8K ss(b—a)
DS

te = losy, = 3 (18)

onde:
D, = coeficiente de difusdo do analito na amostra.

Além da camada estatica, um alto valor de K¢ para um analito
também retarda o equilibrio. Com relagdo a espessura do recobrimento
ao comparar diferentes fibras aquela que tiver uma espessura maior
apresentard um maior tempo de equilibrio.

No modo HS de extracdo, os analitos necessitam ser
transportados através da barreira de ar antes que alcancem o
recobrimento. A quantidade de analito extraida em um recobrimento, em
condi¢des de equilibrio, seja por HS ou DI, é idéntica; desde que, 0s
volumes do frasco, amostra e fase gasosa sejam iguais. Isso porque a
concentracdo de equilibrio é independente se a localizacdo da fibra no
sistema € no HS ou na amostra. No entanto, a escolha por HS ou DI tem
um impacto significante sobre a cinética da extracao.

Na extracdo por HS a transferéncia de massa para a fibra é
limitada pela taxa de transferéncia de massa da amostra para o HS.
Portanto, analitos volateis sdo extraidos mais rapidamente do que os
semi-volateis, visto que eles estdo em alta concentragcdo no HS, o que
contribui para o rapido transporte de massa através do HS. A
temperatura tem um efeito significativo sobre a cinética do processo
devido a pressdo de vapor do analito.

Os tempos de equilibrio para volateis sdo menores no HS-SPME
do que em DI-SPME, em condic¢des de agitacdo similares. Esse efeito
resulta de dois fatores: uma porcdo consideravel do analito esta no HS
antes da extracdo, e os coeficientes de difusdo sdo geralmente quatro
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ordens de magnitude maior do que em meio liquido. Por outro lado,
concentracOes de semi-volateis na fase gasosa a temperatura ambiente
sdo normalmente pequenas e a velocidade de transferéncia de massa é
lenta,resultando em tempos de extracdo longos. Nesse caso, 0s tempos
de extracdo podem ser melhorados pelo uso de eficiente agitacdo ou
elevacdo da temperatura de extracao.

Como pode ser observado na Figura 11, se for aplicada uma
velocidade de agitagcdo maior, diminui o tempo de extracdo no HS para
compostos menos volateis.

Figura 11- Efeito da agitagdo: (A) velocidade baixa de agitagdo e (B)
velocidade alta de agitagdo sobre o tempo de extracdo de hidrocarbonetos
policiclicos arométicos.
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Fonte: PAWLISZYN (2009).

A elevacdo da temperatura também diminui o tempo de
equilibrio, a temperatura maior testada (73 °C) no exemplo, obteve um
tempo de equilibrio de 5 min e uma quantidade muito pequena foi
extraida (Figura 12). No entanto, os dados mostrados sugerem que
novos testes poderiam ser feitos numa faixa de 40 a 60 °C, por exemplo,
e provavelmente uma condi¢cdo em que se tenha melhor sensibilidade e
um tempo de extracdo aceitavel pode ser determinada.
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Figura 12- Efeito do aumento da temperatura sobre o perfil do tempo de
extracdo para a metanfetamina.

w
f=4
S

i 40°c
§ 450
£ 400 e
[}
s 350 -
g 300
2 250H
s
g 200
3 150
3
« 100
e
€ 50
©
(:J, 0 ! 1 1 1
0 20 40 60 80 100

Tempo (min)

Fonte: PAWLISZYN (2009).

Altas temperaturas baixam os Kz pois decresce a quantidade
extraida no equilibrio, mas ainda assim limites de deteccdo aceitaveis
podem ser encontrados.

2.1.2.6 Dessorcdo

Apds a extracdo, a fibra de SPME ¢ transferida para o injetor do
equipamento. Durante esta etapa os analitos sdo dessorvidos da fibra,
sendo este 0 processo inverso da extragdo. Em GC a dessorcdo ocorre
por temperatura com auxilio do fluxo do gas de arraste que carreia 0s
compostos para a coluna. A temperatura de dessor¢do deve ser um
compromisso entre a permitida pela fibra e a volatilidade dos analitos
(VALENTE e AUGUSTO, 2000).

Em GC ¢ utilizado um insersor (liner) especial para SPME no
injetor. O insersor empregado é mais estreito (0,8 mm d.i) que o insersor
split/splitless para injecdes de liquidos ou gases. Com um insersor mais
estreito a velocidade do fluxo aumenta auxiliando na dessorcdo dos
compostos. O tempo em que a fibra fica exposta no insersor, tempo de
dessorcédo, também é importante. Normalmente esse tempo varia de 5 a
10 min, mas tempos maiores podem ser estipulados.

Através da utilizacdo adequada dos pardmetros de dessorcdo é
possivel reduzir ou evitar o efeito memoéria na fibra de SPME dos
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analitos e outros compostos da matriz. Alguns sorventes, devido as suas
caracteristicas apresentam maior possibilidade de efeito memoria.

2.1.2.7 Fase extratora

O comprimento da fibra revestida de SPME é normalmente 1 cm,
mas existem fibras com 2 cm de comprimento. Ha trés tipos de suporte
para o0 recobrimento/fase extratora: haste de silica fundida, haste de
Stableflex e haste de metal. A haste de silica fundida foi o primeiro
suporte utilizado, a desvantagem desse suporte é a sua fragilidade, pode
ser facilmente quebrado. J& a haste de Stableflex foi introduzida em
1998, ela consiste de 80 um de uma haste de silica fundida recoberta
com 20 um de um polimero, semelhante a pléstico, termicamente
estavel (até 320 °C). Esse polimero promove uma barreira protetora que
reduz o risco de quebra da fibra. Somente recobrimentos do tipo
adsorventes sdo aplicados nesse suporte. Qutro suporte é a haste de
metal, constituida de metais ndo ferrosos, com propriedades de memoria
de forma (capacidade de retornar a um determinado formato apos
deformacbes). Devido a fragilidade das hastes de silica fundida e
limitacbes da estabilidade térmica das hastes de Stableflex, hastes
metélicas surgem como opcao sendo durdveis, termicamente estaveis, e
altamente inertes.

A performance da extracdo por SPME ¢é principalmente
dependente da escolha da fibra com recobrimento apropriado. O tipo de
fibra escolhido depende do composto a ser extraido. A polaridade e a
volatilidade sdo as principais caracteristicas do analito para a escolha da
fase extratora em SPME (Figura 13) (BALASUBRAMANIAN e
PANIGRAHI, 2011).
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Figura 13- Guia para sele¢o do recobrimento.
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Fonte: PAWLISZYN (2009).

A SPME é capaz de extrair uma ampla gama de compostos, desde
volateis a ndo volateis e apolares a polares. Certo nimero de
recobrimentos de fibras que oferecem diferentes solubilidades e
porosidades para os analitos estdo disponiveis comercialmente (Tabela
1). Além do que, varias pesquisas tém desenvolvido novos sorventes
para SPME.
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Tabela 1- Tipos de recobrimento das fibras de SPME disponiveis
comercialmente.

Mecanismo de

Tipo de recobrimento x Polaridade
extragdo

7um Polidimetilsiloxano (PDMS) Absorcédo Apolar
30 um PDMS Absorcéo Apolar

100 pm PDMS Absorcéo Apolar

85 um Poliacrilato (PA) Absorcéo Polar

60 um PEG (Polietilenoglicol) Absorcio Polar

(Carbowax)
15 pm Carbopack Z-PDMS Adsorcéo Bipolar
55 um/30 um DVB/Carboxen-PDMS Adsor¢édo Bipolar
65 um Polidimetilsiloxano- x .

divinilbenzeno PDMS-DVB Adsorgao Bipolar
85 um Carboxen-PDMS Adsorgéo Bipolar

Fonte: PAWLISZYN (2009).

O éxito na escolha da fibra de SPME é determinado através das
propriedades fisico-quimicas e pela espessura do recobrimento. Embora,
os recobrimentos sejam classificados com relacdo a polaridade, vale
salientar que isto fornece a informacdo para quais analitos essas fases
extratoras serdo mais seletivas. O PDMS, por exemplo, considerada
apolar, pode extrair compostos apolares e polares; assim como o PA que
é moderamente polar pode extrair compostos polares e apolares. Isso
ocorre porque em qualquer processo de SPME, mesmo que 0
mecanismo predominante seja a absorcao, o inicio da extracdo se da por
adsorcao.

Os recobrimentos podem ser classificados em dois tipos:
polimero homogéneo puro (como PDMS e PA) e particulas porosas
embutidas em uma fase polimérica (como PDMS/DVB e
DVB/Car/PDMS). Em ambos 0s casos, a extracdo com esses polimeros
se inicia por adsorcdo dos analitos na interface fase extratora-amostra.
Em seguida, os analitos se difundem em uma maior parte na fase
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extratora. Se os coeficientes de difusdo dos analitos sdo altos na fase
extratora, entdo ha particdo dos analitos entre as duas fases, e a extragdo
ocorre por absorcdo. Por outro lado, se o coeficiente de difusdo € baixo
0 analito permanece na interface, resultando em adsor¢do (LORD e
PAWLISZYN, 2000).

Outro fator importante é a espessura do filme da fase extratora,
que determina a capacidade de extracdo do analito pela fibra. A
espessura do recobrimento determina o tempo de extracdo de equilibrio,
recobrimentos espessos tém tempos de equilibrios maiores do que
recobrimentos finos. Analitos volateis requerem recobrimentos mais
espessos enquanto que para analitos com alta massa molar
recobrimentos mais finos sdo preferidos. O volume da espessura
também ¢é importante para determinar Kz Os volumes das fases
extratoras comerciais variam de aproximadamente 0,03 a 0,62 pL,
considerando fibras com 1 cm de comprimento.

Com relagdo a produgdo das fibras, hd varios métodos para
deposicdo dos recobrimentos sobre as fibras: técnica de imerséo,
eletrodeposicdo, fibras ocas/fita adesiva, adesdo do recobrimento,
polimeros condutores e recobrimentos por sol-gel.

A técnica de imersdo consiste na colocagdo do suporte em uma
solucdo concentrada do material a ser depositado em solvente organico
por um curto periodo de tempo. Apods a remogdo da fibra da solucéo, o
solvente é evaporado pela secagem e o material depositado pode ser
reticulado. Uma extensdo da técnica de imersdo é a eletrodeposicdo que
pode ser usada para depositar recobrimentos seletivos sobre a superficie
das hastes.

A opcdo mais facil de preparo sdo as fibras ocas/fita adesiva
(exemplo membrana de PDMS). O preparo consiste da dilatacdo da
membrana apds ser colocada em um solvente volatil. Esse tipo de
recobrimento é adesivo e, portanto, facilmente imobilizado sobre um fio
de aco inoxidavel.

A principal ideia do uso da adesdo de recobrimentos é a
imobilizacdo de uma fina camada de particulas de sorventes sobre uma
haste metalica utilizando adesivo apropriado. As principais vantagens
sdo: (i) flexibilidade na escolha da cola, (ii) ampla disponibilidade de
sorventes comerciais de modo que possibilitam fazer o recobrimento sob
medida para aplicacGes especificas e (iii) baixo custo.

Os polimeros condutores sdo materiais versateis nos quais o
reconhecimento analito/molecular pode ser encontrado em diferentes
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formas (i) a incorporacdo de contra-ions que introduzem interacdes
seletivas, (ii) o uso de multifuncionalidade prépria e rara (hidrofdbica,
interacdes 4cido-base, grupos funcionais polares, troca idnica, etc.), (iii)
a introducéo de grupos funcionais para monémeros, (iv) a co-deposi¢do
de metais ou outros monémeros no interior do polimero e (v) aplicacdo
de potenciais eletroquimicos apropriados. Os polimeros condutores mais
utilizados séo polipirrol, politiofeno e polianilina.

As principais vantagens da tecnologia sol-gel sdo o baixo custo e
a forte adesdo do recobrimento ao substrato que resulta em melhorias na
estabilidade quimica e térmica. As etapas da tecnologia sol-gel incluem
(i) pré-tratamento da superficie do substrato, (ii) preparo da solugéo sol-
gel, (iii) recobrimento do substrato com solucdo sol-gel empregando
método de imersao.

As fibras de SPME séo reutilizaveis, mas para isso ocorrer alguns
cuidados devem ser tomados (Tabela 2). As fibras comerciais possuem
um tempo de vida atil em torno de 50 a 100 extracdes.
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Tabela 2- Faixas de temperatura e de pH recomendadas para as fibras
comerciais.

Faixa de temperatura

Tipo de Temperatura x Faixa de pH
Recobrimento maxima de operacao recomendada
recomendada
7 um PDMS 320 °C 200 -320°C 2-11
30 um PDMS 300 °C 200 - 300 °C 2-11
100 um PDMS 300 °C 200 - 300 °C 2-10
85 um PA 320 °C 220-320°C 2-11
60 um PEG 250 °C 200 - 240 °C 2-9
15 pm Carbopack o Can o )
Z.PDMS 340 °C 200 - 340 °C 2-11
55 um/30 um
DVB/Carboxen- 270 °C 230-270°C 2-11
PDMS
65 um PDMS- o o
DVB 270 °C 200 - 270°C 2-11
85 um Carboxen- o o
PDMS 320°C 250-320°C 2-11

Fonte: PAWLISZYN (2009).
2122 SBSEeBAuE

Em 1999, foi desenvolvida a SBSE (Extragdo Sortiva em Barra
de Agitacdo, do inglés Stir Bar Sorptive Extraction) (BALTUSSEN et
al., 1999). SBSE ¢ outra técnica fundamentada na extragdo por sorcdo
como a SPME e é baseada nos mesmos principios desta. Na SBSE o
sorvente é revestido sobre uma barra magnética de agitacdo, portanto
integra a fase extratora e o elemento de agitagdo num mesmo dispositivo
(Figura 14) (LUCENA, 2012).



52

Figura 14- Barra de SBSE comercialmente conhecida como Twister.
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Fonte: NOGUEIRA (2012).

Assim como na SPME, os modos de extragcdo HS e DI podem ser
empregados na SBSE (Figura 15).

Figura 15- Exemplificagdo dos modos de extragdo em SBSE: (a) HS, (b)
vortex, (¢) amostra, (d) barra de agitacdo magnética de teflon e (e) twister.

A

d-\_ J \ == )
HS-SBSE DI-SBSE
Fonte: NOGUEIRA (2012).

A principal diferenca entre a SPME e a SBSE é o grande volume
de fase extratora usado na SBSE onde a quantidade de fase extratora é
de 50 a 250 vezes maior do que na SPME (BALTHUSSEN et al., 2002).
Assim como, o tempo de equilibrio aumenta, devido a difusdo mais
lenta para um volume maior de revestimento. Por isso, os tempos de
extracdo descritos na literatura para SBSE sdo geralmente mais longos
do que para SPME (JELE'N et al., 2012).
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A SBSE classica é principalmente focada na extracdo de analitos
ndo polares ou moderamente polares, esse aspecto é consequéncia da
fase extratora ndo polar empregada (polidimetilsiloxano - PDMS). Por
isso, para solucionar a limitacdo da SBSE (PDMS) na extracdo de
compostos com caracteristicas polares e de polaridade intermediaria
tém sido desenvolvidas pesquisas que propdem procedimentos de
derivatizacdo, modificagdes no PDMS e de novos revestimentos para
SBSE. Também a introdugdo de técnicas alternativas, como as de AukE
(Microextragao adsortiva, do inglés adsorptive microextraction), vem
sendo propostas (LUCENA, 2012; NOGUEIRA et al.,, 2010). As
técnicas de AuE empregam como sorventes materiais sélidos que sdo
conhecidos por adsorver facilmente moléculas organicas mais polares,
pois estes apresentam textura porosa e areas superficiais elevadas.
Varios materiais solidos disponiveis comercialmente como carvoes
ativados, alumina, pirrolidona modificada e outros sdo conhecidos por
possuirem propriedades de sorcdes fortes. Alguns materiais como o
carvdo ativado produzido a partir da cortica podem ser facilmente
preparados e caracterizados in-house e, além disso, este carvdo
apresentou bons resultados quando comparado a outros disponiveis
comercialmente (NOGUEIRA, 2012). As técnicas de AuE foram
propostas em duas configuracdes geométricas: a de multiesferas e a de
barras cilindricas. Desta maneira, de acordo com o formato do
dispositivo usado para a extracdo se tem duas novas técnicas: BAUE e
MSALE (Microextracdo Adsortiva em Multiesferas, do inglés Multi-
spheres Adsorptive Microextraction) (Figuras 16 e 17) (NOGUEIRA,
2012). Na configuracdo em barra o material sorvente é fixado ao suporte
cilindrico de polipropileno através de filme adesivo, enquanto que na
configuracdo de multiesferas esferas de poliestireno sdo cobertas com
sorvente e na sequéncia é realizada fixacdo através de tratamento
térmico (NOGUEIRA, 2012). A quantidade de material sorvente
suportado na BAPE é limitada pela superficie do filme adesivo (no
maximo 5 mg de sorvente), enquanto que para MSAUE o nimero de
esferas pode ser selecionado de acordo com a concentragcdo em que 0s
analitos seréo avaliados.
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Figura 16- Representagdo esquemadtica: (a) imagem e (b) micrografia obtida
por microscopia eletrdnica por varredura dos dispositivos analiticos usados nas
técnicas de BAUE e MSAUE.

BApE MSApE

Fase extratora .., suporte em PP
/

Fonte: NOGUEIRA (2012).

Figura 17- Representacdo esquematica e imagens exemplificando os
procedimentos de extracdo por BAuE e MSAuE. Legenda: (1) vortex, (2)
amostra, (3) barra magnética de agitacdo, (4) dispositivo de BALE e (5)
dispositivo de MSALE.

- -

3-\ / 3
Fonte: NOGUEIRA (2012).

Como pode ser observado na Figura 17, o processo de extracao
opera através da tecnologia de flutuacdo uma vez que os suportes dos
dispositivos de BAULE e de MSAuE apresentam baixa densidade. Isso
representa uma grande vantagem, pois é evitado o contato direto dos
dispositivos com as paredes dos frascos e assim é ampliado o tempo de
vida médio. Além disso, os dispositivos de BAuUE e de MSAUE sdo
facilmente preparados independentemente do recobrimento envolvido.
A grande vantagem destas técnicas com relagdo as outras técnicas de
extracdo sortivas é a possibilidade de escolher a fase extratora mais
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especifica para cada analito particular ou para cada classe de compostos.
Como ja& mencionado anteriormente ambas as técnicas, BApE e
MSAuE, abrangem compostos mediamente polares & polares (log Kow
< 3,5). Por isso, alguns destes analitos apresentam propriedades
termoldbeis e a dessorcdo liquida seguida por andlise em HPLC
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, do inglés High-Performance
Liquid Chromatography) é o procedimento mais indicado apds a
extracao com essas técnicas (NOGUEIRA, 2012).

A BAUE, embora seja uma técnica recente tem se destacado,
sendo aplicada na extracdo de diferentes compostos em diversas
matrizes, como pode ser visto na Tabela 3.

Tabela 3- Trabalhos que empregam BALE descritos na literatura.

Analitos Matriz Referéncia

Farmacos, horménios e subprodutos
da

desinfecgdo (Acetaminofeno, cafeina,
d-(—)-norgestrel, estriol, progesterona,
estrona,

o . Aguas de (NENG e
17p-estradiol, trimetoprim, superficie e urina NOGUEIRA,
sulfametoxazol, sulfatiazol,

. . . humana 2010)
sulfadimetoxina, enrofloxacina,
dietilestilbestrol, 19-noretisterona,
simazina, atrazina, morfina, codeina,
propanal, trans-2-hexenal,
formaldeido, acetaldeido e butanona)
Subprodutos da
Desinfecgdo/ Carbonilicos de cadeia p . (NENG e
. . Agua potavel NOGUEIRA,
curta (Formaldeido, acetaldeido e 2010)
butanona)
Urina humana e
aguas
A . . superficiais, (NENG et al.,
Acido clofibrico e ibuprofeno subterraneas, 2011a)

estuarinas, do
mar e residuais
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Analitos Matriz Referéncia
Herbicidas triazinicos (atrazina, Aqua (NENG et al.,
simazina e terbutilazina) g 2011b)
. . : (GONCALVES
Morfina e codeina Urina humana etal, 2012)
Aguas
Cafeina, gemfibrozil, triclosan, superficiais, (NENG e
cloridrato de propranolol, subterraneas, NOGUEIRA,
carbamazepina e diazepam estuarinas, do 2012)
mar e residuais
Fungicidas (Azoxistrobina, Aquas potavel e
difenoconazol, metalaxil-M, su%terrgn ea e (ALMEIDA e
miclobutanil, pencanazol, vinhos tinto e NOGUEIRA,
tebuconazol, flusilazol, ciprodinil, branco 2012)
procimidone, benalaxil)
Aguas de rios e
Filtros UV (Ultravioleta, do inglés residuais, (ALMEIDA et
ultraviolet) (benzofenonas) protetores al., 2013)
solares e urina
humana
Aguas potavel,
Inseticidas de rio,
(N,N'-Dietil-3-metilbenzamida/DEET,  superficiais, (ALMEIDA et
; . : ; al., 2014)
Cis-permetrina e trans-permetrina) estuariana e de
piscina
Aguas potavel,
subterranea,
estuarianas,
Conservantes residuais e de (ALMEIDA e
(metil parabeno, etil parabeno, propil piscina, bem NOGUEIRA,
parabeno e butil parabeno) como produtos 2014)
cosméticos
comerciais e

urina
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Analitos Matriz Referéncia
b A Al ) (NENG e
Eﬁ?g;;n(g;;fend A; alquilfenol e Agua supeficial NOGUEIRA,
2014)
. . (AHMAD et al.,
Epitestosterona e testoterona Urina 2014)
Estriol, 17 B-estradiol, 17 a-estradiol Aguas
19- no;testoterona 17’ a- | subterranea, (ALMEIDA e
. - ’ estuarianas, do NOGUEIRA,
etinilestradiol, estrona, progesterona, mar, residuais e 2015)

norgestrel e mestranol i
urina

Fonte: Acervo pessoal (2015).

Embora a técnica de BALE seja um pouco diferente da técnica de
SBSE, o0s parametros experimentais otimizados sdo muito semelhantes.
Pardmetros como escolha da fase extratora, tempo de equilibrio,
velocidade de agitacdo, forca ibnica, polaridade e pH da amostra séo
avaliados por estratégias univariadas ou multivariadas. Ao contrario da
SPME, o efeito da temperatura em SBSE e BAUE ndo é usualmente
avaliado e as extracfes sdo conduzidas a temperatura ambiente. A
temperatura tem dois efeitos opostos na SBSE, o equilibrio é encontrado
mais rapidamente a temperaturas altas, enquanto que a solubilidade dos
analitos em amostra aquosa aumenta com a elevacao da temperatura e
portanto é reduzida a quantidade de analito extraida. O uso de
temperaturas altas fica dependente do objetivo do estudo, para uma
sensibilidade méaxima a temperatura ambiente é indicada, mas para um
rendimento maximo com minimo tempo de extracdo temperaturas
maiores so indicadas (CAMINO-SANCHEZ et al., 2014). Ao se tratar
da BALE 40 °C é a temperatura maxima a ser empregada, pois acima
disso foi observado que é iniciada a desagregacédo do filme adesivo do
suporte de polipropileno (NENG, N. R. et al., 2010).

A Equacdo (19) descreve a eficiéncia de extracdo para SBSE,
quando PDMS é a fase extratora. Nesta é correlacionado o coeficiente
de particdo octanol/agua (Ko ) € a distribuicdo entre as fases ().
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my 1+ Ko/W/B

MSBSE __ KO/W/rB (19)

sendo:
Volume de amostra
B = (20)

Volume de fase extratora

onde:
mgpsp= Massa de analito no sorvente
m, = massa de analito na solugéo

Caso a fase extratora ndo seja PDMS a constante K, hdo pode
ser aplicada e devem ser usadas outras constantes de particdo. Além
disso, a Equacdo (19) é vélida somente para quando é encontrado o
equilibrio. Na SBSE o tempo para alcancar o equilibrio é superior
quando comparado a SPME, devido a um maior volume de fase
extratora (CAMINO-SANCHEZ et al., 2014). Um estudo na literatura
sobre SBSE (PDMS) trata da extracdo de uma variedade de classes de
compostos e relata que aqueles mais polares e com massa molar maior
apresentaram tempos de equilibrio maiores. Ou seja, aqueles menos
semelhantes & fase extratora e os com menor coeficiente de difuséo
devido a sua massa tém a extracdo mais prolongada (CAMINO-
SANCHEZ et al., 2012). Ainda nfo héa descricdes semelhantes a essa
para a técnica de BApE, no entanto fundamentos como tempos de
equilibrio longos sdo os mesmos da SBSE. Além disso, analitos
semelhantes a fases extratoras e com maior difusdo sdo extraidos em
menores tempos de equilibrio.

Extrac6es nas condicdes de equilibrio ndo sdo sempre possiveis e
condi¢cdes compromisso devem ser escolhidas. No entanto, as vezes
condicdes de pré-equilibrio comprometem a reprodutibilidade e nesse
caso 0 uso de padrdo interno torna-se importante.

Na BALE a velocidade de agitacdo é controlada tanto a fim de
acelerar o processo de difusdo dos analitos como para garantir a
estabilidade necessaria para a flutuacéo do dispositivo de microextracao.
Velocidades de agitacdo elevadas ndo sdo indicadas para essa técnica,
visto que pode ocorrer perda de fase extratora devido a atritos com as
paredes do frasco de extracdo (NOGUEIRA, 2013).

A mudanca de polaridade da amostra através da adicdo de
metanol e acetonitrila também é igualmente avaliada, sendo o metanol o
mais usado. O uso de modificadores organicos aumenta a solubilidade
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dos compostos em fase aquosa. A adi¢do de metanol evita a adsorcdo de
compostos como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, bifenilas
policloradas e outros sobre as paredes dos frascos de extracdo, esse é o
conhecido wall-effect (CAMINO-SANCHEZ et al., 2014; PIETRO et
al., 2010).

A alteraclo da forga idnica da matriz favorece a eficiéncia de
extracdo para analitos polares (log Kow < 3), pois o chamado salting-
out effect é baseado no decréscimo da solubilidade dos compostos
favorecendo sua migracdo para a fase extratora (ALMEIDA e
NOGUEIRA, 2014). No entanto, para analitos apolares o aumento da
forca idnica pode causar uma reducdo na extragdo e pode ser explicado
por vérias hipGteses, a mais comum € de que o sal promove um "oil
effect”. Este efeito trata do deslocamento dos compostos para a camada
superficial da matriz aquosa, 0 que minimiza a interagdo o0 sorvente
(PIETRO et al., 2010).

O pH é muitas vezes uma variavel critica tanto para os analitos
como para as superficies dos sorventes que podem ter caracteristicas
acidas ou béasicas (NOGUEIRA, 2012).

Na técnica de BAuUE é empregada a dessor¢do liquida apds o
procedimento de extracdo. A otimizacdo de parametros como solventes
e tempos de dessor¢do sdo igualmente importantes para 0 uso com éxito
da técnica.

2.1.3 Uso de biossorventes em SPME e BApE

Existem muitos materiais encontrados no ambiente formados por
macromoléculas que contém varios grupos funcionais que sdo habeis
para interagir com compostos através de diferentes fenémenos como
sorgdo, complexagdo e troca ibnica. Os materiais com essas
caracteristicas sdo conhecidos como biossorventes (DEMIRBAS, 2008).

O uso desses biossorventes tem sido explorado principalmente
para determinacdo de metais em matrizes bioldgicas e ambientais.
Alguns trabalhos utilizaram sementes de Moringa Oleifera em sistema
de SPE on-line com FAAS (Espectrometria de Absorcdo Atémica em
Chama, do inglés Flame Atomic Absorption Spectrometry) para
determinacdo de cadmio e zinco em alcool combustivel e determinagédo
de prata em agua (ALVES et al., 2010; ALVES et al., 2012; ARAUJO
et al., 2010). Em outros dois trabalhos, cascas de Moringa oleifera e
vermicomposto foram utilizados em sistema de SPE on-line com FAAS
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para determinacdo de cromo em agua e cadmio em alcool combustivel
(ALVES e COELHO, 2012; BIANCHIN et al.,2009).

Poucos estudos utilizam biossorvente para extracdo de compostos
organicos. Para estes compostos a maioria dos trabalhos enfoca o uso de
biossorventes para remocdo de poluentes da agua. Como dito
anteriormente o objetivo deste estudo é o uso do biossorvente cortica
como fase extratora para SPME e BAuE. Existem poucos trabalhos na
literatura que propde biossorventes ou seus derivados como fase
extratora para analitos organicos. Ha dois estudos gque empregaram
carvdo ativado produzido a partir da cortica em técnicas de
microextracdo adsortivas para andlise de compostos orgénicos polares.
O primeiro analisou agrotoxicos, drogas de abuso e produtos
farmacéuticos e o segundo analisou &cido clofibrico e ibuprofeno ambos
emamostras de agua e de urina ; (NENG et al., 2010; NENG et al.
2011). Para SPME hé& um trabalho que propds o uso de carvdo de bambu
modificado com nanofolhas de Fe;O,4 para a extracdo de difenil éteres
polibromados de amostras de agua (ZHAO et al., 2013). Outros relatos
com biossorventes se referem a SPE, os quais sdo o uso do carvédo de
bambu para a extracdo de ésteres de ftalatos de adgua e o uso de fibras
naturais de algoddo para extracdo de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (ZHAO et al., 2008; WANG et al., 2014).

2.1.3.1 Cortica

A cortica é a casca do sobreiro (Quercus suber L) e ¢ uma
matéria-prima natural, renovavel e biodegradavel. E um material
heterogéneo principalmente composto de biopolimeros hidrofébicos
suberina (40%) e lignina (24%); polissacarideos (20%) (celulose e
hemicelulose) os quais tem carater hidrofilico; ceras e outros extrativos
(15%) (OLIVELLA etal., 2011; NETO et al., 1995)

Como na SPME se faz necessario o uso de temperaturas
relativamente altas na dessorgdo. E importante salientar que a cortica
utilizada tera sua estrutura previamente modificada de acordo com a
volatilidade dos analitos. Andlises quimicas indicam que mais de 90%
dos polissacarideos sdo degradados a 250 °C e desaparecem
completamente em temperaturas altas (PEREIRA, 1992). A 200 °C a
suberina é decomposta parcialmente e as ceras e 0s outros extrativos sao
degradados. A decomposicdo da lignina inicia entre 250 e 300 °C
(NETO et al., 1995)
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O potencial de sorcdo da cortica na remogdo de alguns poluentes
(hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, bifentrina, alfa-cipermetrina e
acetoaminofeno) em meios aquosos tem sido avaliado (OLIVELLA et
al.,, 2011; DOMINGUES et al., 2005; DOMINGUES et al., 2007 e
VILLAESCUSA et al., 2011; OLIVELLA et al., 2015). Tiras de cortica
com tamanho de particula de 0,25 a 0,42 mm foram empregadas para
remocdo de treze PAHs de amostras de &guas. Os experimentos
mostraram que a Sor¢do ocorreu em curto periodo, pois em apenas 2 min
mais de 80% dos PAHs foram removidos e em 20 min a remogao
excedeu aos 96%. Em comparagdo, com outros materiais a quantidade
de cortica necessaria para reduzir a polui¢do de 1 L de agua com 50 ug
L™ de cada PAH para 0,1 pg L™ de cada PAH foi de 7 a 15 vezes
menor que a quantidade de leonardita, 3 a 5 vezes menor que a
quantidade de fibras de madeira de alamo e 2 a 4 vezes maior que a
quantidade de carvdo ativado. Os resultados obtidos nesta pesquisa
indicaram que os subprodutos da producdo de rolhas de cortica
poderiam ser usados de forma eficaz e econémica como biossorventes
para a remocao de PAHs de aguas poluidas (OLIVELLA et al., 2011).
Um estudo relatou a remogéo de bifentrina (um piretréide) a partir de
solucdes aquosas com granulos de cortiga. Os granulos de cortica com
dimensdo de 1 a 2 mm mostraram uma capacidade maxima de sor¢édo de
260 pg g, a qual foi semelhante a capacidade de 294 ug g™ obtida com
0 carvao ativado. Os resultados obtidos neste estudo indicaram que os
residuos de cortica podem ser utilizados como um sorvente natural
barato para remocdo de bifentrina de aguas residuarias, ou de outros
compostos semelhantes a este (DOMINGUES et al., 2005). A sor¢do da
alfa-cipermetrina sobre granulos de cortica e carvao ativado foi estudada
em solucBes aquosas. A média da area de superficie do carvao ativado
foi maior que aquela apresentada pelas particulas de cortica, e para
concentracdo de alfa-cipermetrina avaliada o carvdo ativado foi o
melhor sorvente. No entanto, os parametros de adsor¢do para as
concentracBes no equilibrio obtidos através dos modelos de Langmuir e
Freundlich mostraram que os granulos de cortica (1 a 2 mm) tém um
maximo de quantidade adsorvida de alfa-cipermetrina (303 pg g7),
seguido pelo carvdo ativado (186 p g g™) e pelos granulos de cortica
com 3 a 4 mm (136 pg g™). Dessa forma, os resultados dos parametros
de adsorcdo mostraram que os granulos de cortica podem ser uma
alternativa boa e barata para remocdo de alfa-cipermetrina de agua
(DOMINGUES et al., 2007). Os residuos como talo de uva, casca de
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yohimbe e casca do sobreiro (cortica) foram avaliados para remocao de
acetoaminofeno de 4gua. Neste trabalho, a cortica apresentou a segunda
melhor capacidade de sorcdo (VILLAESCUSA et al., 2011). O estudo
abordou a funcdo dos componentes quimicos da cortiga na sor¢do de
alguns agrotoxicos. Nesta pesquisa, foram avaliadas a capacidade de
sorcao da cortica bruta e frages extraidas da cortica como: cortica livre
de extrativos alifaticos, cortica livre de extrativos alifaticos e fenolicos e
cortica livre de extrativos alifaticos, fenolicos e de suberina. Os
compostos avaliados foram oito agrotoxicos trés ibnicos (propazina ,
acido 2,4-diclorofenoxiacético ou 2,4-D e alaclor) e cinco ndo idnicos
(clorpirifds, isoproturom, metamitrom, metomil, oxamil) com log Kow
na faixa de -0,47 a 4,92. O preparo de diferentes fragdes da cortiga sem
alguns de seus constituintes foi realizado por extra¢do sequencial com o
aumento da polaridade dos solventes em aparelho de Soxhlet. Apés os
diferentes sorventes serem colocados em contato com os agrotoxicos em
solucdo aquosa por 56 h, estas solugdes foram filtradas e os sorventes
foram secos para posterior analise por Infravermelho. Os resultados
mostraram um aumento na sor¢do de todos agrotoxicos apds a remocao
dos extrativos alifaticos da cortica. Esse aumento variou de 3% para
propazina a 31% para alaclor, indicando que os extrativos alifaticos
localizados na parede secundaria dificultam as interagdes entre a cortica
e 0s agrotoxicos. Por outro lado, a remocgédo dos extratos fendlicos levou
a um decréscimo na sor¢ao dos agrotoxicos de 1% para propazina a 33%
para alaclor. 1sso pode ser explicado pelo fato de que a remogdo dos
extrativos fendlicos os quais contém uma ampla variedade de compostos
aromaticos resulta na reducdo das interagdes p-p. Ja o efeito da remogéo
da suberina resultou em um aumento da sorcdo do clorpirifés e do
metamitrom e um decréscimo para 2,4D e alaclor. A capacidade de
sor¢do da cortica sem a suberina ndo foi afetada para a propazina e para
o isoproturom. Em geral, a cortiga bruta apresentou melhores resultados
de sorcdo para os agrotdxicos clorpirifés e alaclor, seguido por
propazina, isoproturon e 2,4 D. Os agrotoxicos hidrofilicos metamitron,
metomil e oxamil apresentaram baixa sor¢do sobre a superficie da
cortica  (<1%). Apesar, do metamitrom ter carater aromatico é
fracamente sorvido pela cortica. Isso indica que o carater hidrofébico
prevalece sobre o carater aromatico no que se refere a afinidade para
interacdo com a cortica. De acordo, com os resultados de sor¢éo obtidos
algumas conclusdes puderam ser estabelecidas: a cortica é adequada
para sorver agrotéxicos hidrofébicos com log Kow > 4 (clorpirifés) e
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ndo adequada para reter agrotoxicos hidrofilicos como log Kow < 2
(metomil, oxamil e metamitrom). Com relagdo, aos agrotoxicos
moderadamente hidrofébicos, 2,4 D (log Kow= 2,81) e alaclor (log
Kow= 2,80) as porcentagens de extracdo foram de 30% e 58%,
respectivamente. Os espectros de infravermelho da cortica antes e ap6s a
sorcdo dos agrotdxicos com carater aromatico, clorpirifos e alaclor,
mostraram que 0s grupos aromaticos da lignina sdo os principais
responsaveis pela sorcdo destes compostos. Essas interacBes p-p foram
reforcadas por ligagdes de hidrogénio que colaboraram para a sor¢do dos
agrotoxicos. Os resultados apresentados no estudo permitiram prever as
interacdes envolvidas no processo de sor¢do além de colaborar para
prever a afinidade de sor¢do da cortica para outros poluentes organicos
(OLIVELLA et al., 2015).

2.2 ANALITOS ESTUDADOS

Neste trabalho foram desenvolvidos métodos para a determinagéo
de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (Figural8); agrotdxicos
organoclorados (Figural9); parabenos, benzofenona e triclocarban
(Figura 20) em amostras de agua. Na determinacdo destes compostos é
requerida a etapa de preparo de amostras antes da analise (YANG et al.,
2013; MERIB et al., 2013). Desta forma, foram desenvolvidos
métodos para 0os compostos citados anteriormente; e as técnicas de
preparo de amostras empregadas foram SPME e BALE.

2.2.1 Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

Os PAHSs (hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, do inglés
polycyclic aromatic hydrocarbons) sdo poluentes encontrados em todos
0s compartimentos ambientais: agua, solo e atmosfera. Eles sdo
produzidos principalmente pelas atividades humanas como combustéo
incompleta de combustiveis fosseis ou de outros compostos organicos,
processos industriais e queimas "domésticas". Ha também a origem por
emissfes naturais incluindo erupgdes vulcanicas (HII et al., 2009).
PAHs sdo apolares e sua apolaridade se eleva com o aumento do
nimero de anéis aromaticos. Com relagdo as propriedades e a massa
molar dos PAHs podem ser distinguidas duas classes: baixa massa molar
(com dois a trés anéis aromaticos) e alta massa molar (com quatro a seis
anéis aromaticos). Os PAHs com baixa massa molar apresentam
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toxicidade aguda, j& os PAHs com alta massa molar sdo altamente
carcinogénicos e mutagénicos (DOONG et al., 2000; GUO et al., 2011).
A toxicidade dos PAHs é um resultado da combinacdo de estabilidades
elevadas tanto quimica quanto biolégica (OLIVELLA et al., 2011). Por
estas razfes, agéncias reguladoras, como a comissdo europeia,
estabelecem limites méximos de residuos para alguns dos PAHs
estudados em rios (Brussels 31/1/2012, COM (2011)876 final). S&o eles:
antraceno 0,1 pg L™, benzo(a)pireno 0,27 ug L™, benzo(b)fluoranteno
0,017 pg L™, benzo(k)fluoranteno e benzo(g,h,i)perileno 0,0082 ug L™
A EPA (Environmental Protection Agency) dos Estados Unidos
da América estabelece a LLE e a SPE como técnicas de preparo de
amostras para extracdo e concentracdo de PAHs de amostras de agua
(CLAVWO et al., 2014; HOSSEINI et al., 2013). Destas duas técnicas, a
SPE tem sido a mais empregada (MA et al., 2010; KHALILI-FARD et
al., 2012; RAHIMI e NOROOZIAN, 2014; SIEMERS et al.,2015). Nos
altimos anos, as técnicas de microextragdo SPME e DLLME
(Microextragdo Liquido-Liquido Dispersiva, do inglés Dispersive
Liquid-Liquid Microextraction) também tém sido muito utilizadas para
extracdo e concentragcdo de PAHs de amostras de agua (DIAS et al.,
2013, ZHANG et al., 2014; TSENG et al., 2014; PETRIDIS et al.,
2014). Com relacdo, as técnicas instrumentais, para a determinacdo de
PAHSs, as empregadas sdo a GC-MS e a HPLC acoplada com detectores
como FD (Detector de Fluorescéncia, do inglés Fluorescence Detector),
UV e MS (XU et al., 2014; TRINANES et al., 2015; RAMIREZ et al.,
2014). Devido, as propriedades da maioria dos PAHs de
termoestabilidade, semivolatilidade e baixa polaridade eles séo
convenientemente analisados por GC-MS (XU et al., 2014).
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Figura 18- Estruturas dos PAHSs estudados.
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Fonte: Autoria propria (2014).
2.2.2 Agrotoxicos organoclorados

Durante o periodo dos anos de 1950 a 1970 os agrotdxicos

organoclorados foram muito usados para combater pragas agricolas e
controlar vetores de doengas (LIU et al., 2014; LI et al., 2013). Seres
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humanos e outros animais quando expostos a esses agrotoxicos podem
desenvolver vérios problemas de saude incluindo céncer, variacdo
genética e doencas do sistema imunoldgico. Os agrotdxicos
organoclorados sdo caracterizados pela baixa solubilidade em &gua e
alta hidrofobicidade e , desta maneira, eles facilmente acumulam no
ambiente e em organismos Vvivos. Isso resulta na biomagnificacdo
através da cadeia alimentar. Atualmente, esses compostos sdo proibidos
em todo o0 mundo, mas devido as suas propriedades fisico-quimicas eles
se tornam resistentes a degradagdo e podem ser encontrados em niveis
tracos no meio ambiente (LI et al., 2013). A diretiva europeia estabelece
limites maximos de residuos para alguns dos agrotoxicos estudados
(Figura 26) (Brussels 31/1/2012, COM (2011)876 final). Os limites
maximos permitidos sdo: 10 ng L™ para p-endossulfam mais o
endossulfam, 0,3 ng L™ para heptacloro e 0,3 ng L™ para heptacloro
epdxido em &guas de rio. Os limites para as concentra¢fes dos analitos
aldrim e endrim se referem a periodos com picos de polui¢do, e além
disso sdo considerados num somat6rio junto com outros agrotéxicos
isodrim e dieldrim, sendo permitido no maximo 10 ng L™

As técnicas de preparo de amostras mais importantes para a
analise de agrotoxicos organoclorados em agua séo LLE, SPE e SPME
(QIU e CAI, 2010; HE 2014; DIAS et al., 2015). Dentre as técnicas de
microextracdo liquido-liquido, a DLLME tem sido a mais utilizada para
a extracdo de agrotoxicos organoclorados de amostras aquosas (SHEN
et al., 2013; LI et al., 2013). A GC acoplada ao ECD ¢ tipicamente
empregada na determinacdo destes compostos, pois esse detector
apresenta alta sensibilidade para compostos com halogénios (QI et al.,
2014). A GC-MS com ionizacdo por impacto de elétrons é usada para
confirmacdo e a GC-MS/MS (Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas acoplada a Espectrometria de Massas, do
inglés Gas Chromatography with Mass Spectrometry tandem Mass
Spectrometry) também apresenta alta especificidade e sensibilidade
(CORREIA-SA et al., 2013).
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Figura 19- Estruturas dos agrotoxicos organoclorados estudados.
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2.2.3 Parabenos, benzofenona e triclocarban

Parabenos sdo alquil ésteres do acido p-hidroxibenzoéico e séo
comumente usados como conservantes em cosméticos, farmacos e
produtos de higiene pessoal como cremes dentais, desodorantes, cremes
de beleza, filtros solares e outros para proteger contra o ataque de
bactérias e de fungos. Eles também sdo usados como conservantes em
bebidas e alimentos industrializados (MARQUEZ-SILLERO et al.,
2010; CANOSA et al., 2007). Metil, etil e n-propil parabenos sdo 0s
mais utilizados porque eles tem maior solubilidade em agua (LU et al.,
2014). A toxicidade dos parabenos é baixa, mas a longo prazo riscos
potenciais sobre a salde humana e outros seres vivos tem sido
relacionados & atividade estrogénica destes compostos (MARQUEZ-
SILLERO et al., 2010; CANOSA et al., 2007). Os métodos analiticos
para determinacdo de parabenos sdo baseados em técnicas de preparo de
amostras como SPE, SBSE, DLLME e SPME (GORGA et al., 2013;
FERREIRA et al., 2011; CABUK et al., 2012 e REGUEIRO et al.,
2009). As técnicas instrumentais frequentemente utilizadas sdo HPLC-
UV, GC-FID e LC-MS/MS (Cromatografia Liquida acoplada a
Espectrometria de Massas acoplada a Espectrometria de Massas, do
inglés Liquid Chromatography with Mass Spectrometry tandem Mass
Spectrometry) (CABUK et al., 2012; JAIN et al., 2013; GONZALEZ-
MARINO et al., 2011). A LC é preferida por possuir alta sensibilidade,
pois a GC requer uma etapa de derivatizacdo (MARINO-GONZALEZ,
et al. 2009).

Os filtros UV pertencem a outro grupo importante de produtos
quimicos adicionados a protetores solares e a uma variedade de
cosméticos (produtos para pele e cabelos, logdes e perfumes) (NIETO et
al., 2009). A exposicéo diaria a luz solar tem efeitos nocivos a salde e
esses filtros tém a funcdo de proteger da luz UV absorvendo-a, sendo o
principal alvo a protecdo da pele humana. Os filtros UV sdo divididos
em duas categorias: organica e inorganica e sdo usados nos produtos
juntos ou separadamente. Os filtros organicos possuem em suas
estruturas um ou mais anéis aromaticos comumente conjugados com
grupos quimicos diferentes, os quais absorvem luz UV (LI et al., 2015).
A benzofenona se inclui nesse grupo de aditivos, mais especificamente
no grupo das benzofenonas, e existem evidéncias crescentes que estas
sdo capazes de interferir no sistema endodcrino. Estudos in vitro tém
mostrado que devido a atividade estrogénica das benzofenonas, elas
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estimulam a proliferacdo da linhagem de células do céncer de mama.
Além disso, esses compostos tém atividade antiandrogénica (LI et al.,
2015). Diferentes métodos analiticos tem sido empregados para
determinacdo das benzofenonas em amostras ambientais. A SPE € a
técnica de preparo de amostras mais empregada para isolamento e
concentracdo desta classe de filtros UV (NEGREIRA et al., 2009a).
Demais técnicas como SPME, SBSE e DLLME também séo utilizadas
(NEGREIRA et al., 2009b; PINTADO-HERRERA et al., 2014;
ZHANG et al., 2011). Ambas as técnicas GC e LC sdo empregadas para
determinacdo de benzofenonas, no entanto para obter boa sensibilidade
na GC é necessério fazer procedimentos de derivatizacdo (KOTNIK et
al., 2014). Por este motivo, LC acoplada a detectores como DAD e MS
tem sido bastante utilizada (ALMEIDA et al., 2013; CERQUEIRA et
al., 2014).

Por Gltimo, o outro tipo de aditivo estudadoneste trabalho é o
triclocarban, um agente antimicrobiano. Este pode ser adicionado a
xampus, sabonetes, cremes, enxaguantes bucais e cremes dentais (YING
et al., 2007). Existem poucas informacdes sobre a toxicidade do
triclocarban, no entanto ele tem se demonstrado prejudicial a reproducéo
de ratos em estudos laboratoriais (GUO et al., 2009). Este também tem
causado a reducédo da sobrevivéncia larval e o desenvolvimento anormal
em mariscos. A degradacdo bacteriana aerdbia do triclocarban resulta na
formacdo de cloroanilinas que sdo compostos citotdxicos e cancerigenos
(MILLER et al., 2008). A SBSE e a SPE juntamente com a LC-MS/MS
sdo bastante utilizadas para a determinacédo de triclocarban em amostras
de 4gua (BRATKOWSKA et al., 2011; GILART et al., 2013; CHEN et
al., 2012).

Atualmente, estudos tém relatado a presenga de parabenos,
benzofenona e triclocarban em amostras de agua (GORGA et al., 2013,
KOTNIK et al.,2014; GAUTAM et al., 2014). No entanto, ndo ha
legislacdo que controle o limite maximo de residuos destes compostos
em amostras ambientais. Mesmo assim, como ja mencionado estes
compostos apresentam periculosidade e , por isso, se torna importante o
desenvolvimento de métodos analiticos para a determinacdo dos
mesmos.
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Figura 20- Estruturas dos parabenos, benzofenona e triclocarban estudados.
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Fonte: Autoria propria (2014).

280TIMIZACAO E VALIDACAO DE METODOS
ANALITICOS

Tradicionalmente, a otimizacdo dos métodos em quimica
analitica tem sido feita pelo monitoramento da influéncia de um fator de
cada vez numa resposta experimental. Enquanto um pardmetro é
alterado, os outros sdo mantidos constantes. Esta técnica de otimizacao
é chamada de univariada. A maior desvantagem desta técnica é a ndo
inclusdo em sua resposta da influéncia das interagdes entre variaveis
estudadas. Outra desvantagem da otimizacdo univariada é o aumento do
ndmero de experimentos para conduzir a pesquisa, 0 que leva a um
maior consumo de reagentes e materiais, bem como maior tempo para
realizar o trabalho (BEZERRA et al., 2008).

Como alternativa para esses problemas, podem ser empregadas as
técnicas estatisticas multivariadas para otimizacdo de procedimentos
analiticos. Entre estas técnicas a mais usada é a metodologia de
superficie resposta, que é baseada em varias funcdes estatisticas para
ajustar uma equacdo polinomial. A metodologia de superficie de
resposta é usada quando o objetivo é otimizar simultaneamente as
variaveis para obter a melhor performance do sistema (BEZERRA et al.,
2008). Dois tipos de planejamentos multivariados sdo comumente
usados na otimizacdo de procedimentos de preparo de amostras: o
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planejamento composto central (Figura 21) e o planejamento Doehlert
(Figura 22). O planejamento composto central € mais usado para o
estudo de trés ou duas variaveis, ja o Doehlert para duas variaveis. O
nimero de experimentos no composto central pode ser calculado
conforme a Equacéo (21):

n° de experimentos: 2“+2k+cp  (21)

onde:

k : nGmero de variaveis

cp: nimero de replicatas no ponto central

Figura 21- Planejamento composto central para o estudo de trés
variaveis.
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Fonte: TEOFILO e FERREIRA (2006).
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Figura 22- Planejamento Doehlert com duas variaveis, sendo 3 niveis para x1 e
5 niveis para x2.

Xz

Ponto central

X1
Fonte: TEOFILO e FERREIRA (2006).

Outro planejamento muito utilizado, é a superficie triangular na
otimizacdo de misturas de solventes (Figura 23).

Figura 23- Planejamento superficie triangular.
X3

Xg
(Fonte: BARROS NETO, 2010).

Apos, a otimizacdo do método analitico este é validado baseado
em alguns parametros de mérito. A valida¢do mais comum para métodos
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desenvolvidos por laboratdrios de pesquisa é a “single-laboratory
method validation”, casos em que uma validacao total ndo é necessaria
(IUPAC, 2002). Comumente, em métodos desenvolvidos por
laboratérios de pesquisa sdo considerados: limites de deteccdo e
quantificacdo, faixa linear, coeficiente de correlacéo linear (r?), ensaios
de recuperacdo e precisdo. O limite de quantificacdo pode ser
considerado como o primeiro ponto da curva analitica, o de detec¢do
como 3 vezes inferior ao de quantificagdo. Os valores dos coeficientes
de correlacéo linear (r’) relatados na literatura sdo no minimo > 0,9
(ALMEIDA e NOGUEIRA, 2014; FARAHANI et al., 2008; CABUK et
al., 2012). A exatiddo é avaliada em termos de porcentagem de
recuperacao, considerando valores aceitaveis entre 70 e 120%, com uma
precisdo associada < 20%. Em alguns casos, podem ser aceitos valores
fora deste intervalo, no entanto esses valores devem ser precisos
(SANCO, 2013).
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CAPITULO 111
OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver fibras de SPME e barras de BAUE que empreguem
cortica para determinacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos,
agrotéxicos organoclorados, parabenos, benzofenona e triclocarban em
amostras aquosas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir fibras de SPME com cortica por método de adeséo de
recobrimento empregando liga de NiTi (nitinol) como suporte;

Otimizar as condic¢Ges de extracdo por SPME para determinagéo
de PAHs em amostras de dgua por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas;

Otimizar as condic¢Ges de extracdo por SPME para determinagéo
de agrotoxicos organoclorados em amostras de agua por cromatografia
gasosa com detector por captura de elétrons;

Comparar a eficiéncia de extracdo das fibras de cortica com as
fibras comerciais de SPME;

Awvaliar a reprodutibilidade da producéo das fibras de cortica;

Produzir barras adsortivas de BARE com cortica empregando
suportes cilindricos de polipropileno e filmes adesivos;

Otimizar as condi¢des de extragdo por BApE para determinagio
de parabenos, benzofenona e triclocarban em amostras de agua por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de
diodos;

Awvaliar a reprodutibilidade da producdo das barras adsortivas de
cortica.
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CAPITULO IV

CORTICA COMO UM NOVO RECOBRIMENTO
(VERDE) PARA MICROEXTRAGCAO EM FASE SOLIDA:
DETERMINACAO DE HIDROCARBONETOS POLICICLICOS
AROMATICOS EM AMOSTRAS DE AGUA POR
CROMATOGRAFIA GASOSA COM ESPECTROMETRIA DE
MASSAS

Neste trabalho foi utilizado pela primeira vez um biossorvente, a
cortica, como fase extratora para SPME. Essa nova fibra foi empregada
para extracdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos de amostras
aquosas por DI-SPME. O objetivo do estudo foi o desenvolvimento de
um método analitico baseado na extracdo por DI-SPME e andlise por
GC-MS. A otimizagdo do procedimento de extracdo foi realizada por um
planejamento multivariado, o composto central. As variaveis
consideradas na extracdo foram: forga idnica, temperatura e tempo de
extracdo. A reprodutibilidade de producéo das fibras foi verificada nas
condigdes 6timas de extragdo através da comparagdo dos resultados de
extracdo para cada fibra. Também nas condigdes Gtimas de extracdo a
eficiéncia da fibra de cortica foi comparada com trés fibras comerciais
PDMS/DVB, DVB/Car/PDMS e PDMS. Na sequéncia o método foi
validado considerando alguns parametros analiticos e, por ultimo, foi
aplicado em amostras de agua do rio Cubatdo do Sul locaalizado em
Santa Catarina.

4.1 EXPERIMENTAL
4.1.1 Reagentes quimicos e materiais

Uma solucdo estoque com concentragdo de 500 ug mL™ contendo
treze PAHSs incluindo acenaftileno, fluoreno, fenantreno, antraceno,
benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, criseno, pireno, benzo(g,h,i)perileno,
dibenzo(a,h)antraceno e indeno(1,2,3-cd)pireno em acetona foi obtida da
Supelco (Bellefonte, EUA). A partir desta solucdo foram preparadas
solucdes trabalho em metanol (Sigma—Aldrich, St. Louis, USA), as
quais foram usadas para fortificacdo das amostras aquosas nos
experimentos de otimizacdo e validacdo do método. Na avaliacdo da
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forca idnica (salting-out effect) da amostra foi usado cloreto de sédio
(Vetec, Rio de Janeiro, Brazil). A eficiéncia de extracdo da fibra de
cortica foi comparada com as fibras comerciais PDMS (100 um),
DVB/Car/PDMS (50/30 pum) e¢ PDMS/DVB (65 um) (Supelco,
Bellefonte, EUA). No preparo das fibras de SPME de cortica foram
empregados cola epoxi araldite (10 min) (Brascola, S&o Bernardo do
Campo, Brasil), lixa a prova d'dgua n°15 (Carborundum, Rio de Janeiro,
Brasil) e uma peneira com granulometria de 200 mesh. Nas extracfes
foram empregados holder (aplicador) para amostragem manual com
fibras de SPME e frascos com tampas e volume de 40 mL (Supelco,
Bellefonte, EUA).

4.1.2 Instrumentacdo

As analises cromatogréficas foram realizados em um
cromatégrafo a gas equipado com injetor split/splitless e detector de
espectrometria de massas modelo GC-MS QP2010 Plus (Shimadzu,
Japdo). Na separacdo cromatografica foi empregada uma coluna capilar
ZB-5MS (5% difenil e 95% dimetilpolisiloxano) (Zebron, Torrance,
CA, EUA) com dimensdes de 30 m x 0,25 mm x 0,25 um. O fluxo do
gas de arraste Hélio foi de 0,95 mL min™. A programacdo de
temperatura no forno foi 80 °C (1 min) seguido por 6 °C min™* até 300
°C (10 min). A injecdo foi feita em modo splitless, a temperatura do
injetor foi de 260 °C e a dessor¢do da SPME durou por 15 min. O
espectrometro de massas foi operado no modo ElI a 70 eV. As
temperaturas da interface da fonte de ions foram de 280 °C e 250 °C,
respectivamente. O filamento foi programado para ligar 10 min apés o
inicio da analise cromatografica. As analises foram realizadas em modo
SIM e as razGes massa/carga (m/z) empregadas sdo mostradas na Tabela
4. Nas extracbes por SPME um banho termostatico (Lab Companion
RW 0525G, Coréia do Sul) foi empregado para estabilizacdo da
temperatura e barras de agitacdo magnética foram usadas para agitacdo
das amostras. Um bloco de aquecimento (DIST, Brasil) foi usado para o
preparo das fibras de cortica. A morfologia da fibra de cortica foi
avaliada através da microscopia eletrbnica de varredura com
microscdpio (Philips XL-30). A composicdo da fibra foi analisada por
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier usando
um espectrémetro Varian 3100 (EUA). Os espectros de infravermelho
foram gerados a partir de pastilhas de KBr.



Tabela 4- m/z para determinacdo de PHAs por GC-MS.

Compostos m/z m/z para quantificacéo
Acenaftileno 153,151 152
Fluoreno 165, 167 166
Fenantreno 179,176 178
Antraceno 179, 176 178
Benzo(a)antraceno 226, 229 228
Benzo(a)pireno 253, 250 252
Benzo(b)fluoranteno 253, 250 252
Benzo(k)fluoranteno 253, 250 252
Criseno 226, 229 228
Pireno 203, 200 202
'nde”;’i(riff"‘:d) 277,274 276
Dibenzo(a,h)antraceno 279, 276 278
Benzo(g,h,i)perileno 277,138 276

Fonte: Mass Spectral Library/NIST 05 (2005).

4.1.3 Preparo das fibras de cortiga

A cortica utilizada tem origem em rolhas de garrafas de vinho.
Por isto, antes de serem utilizadas elas foram colocadas em frasco com
agua ultra-pura e deixadas por um periodo de 2 h em banho ultrassénico.
Este procedimento foi repetido quantas vezes necessario para a limpeza
das rolhas. Em seguida, as rolhas de cortica foram mantidas num forno

regulado a 110 ° C durante 12 h.

As fibras de cortica foram produzidas conforme procedimento
mostrado na Figura 24. Diariamente foram feitas limpezas e brancos da
fibra de cortica durante os passos de otimizacdo, validacdo e aplicacdo
do método. O tempo de vida util da fibra foi verificado durante o estudo
através da comparacdo da resposta de area dos analitos para as

condic@es 6timas de extracdo na concentragdo de 2,5 n gL™. .
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Figura 24- Procedimento para producdo das fibras de cortica.

Como suporte para depositar
a cortica foram usados fios de

2 Para imobilizar o biossorvente sobre o suporte, previamente
NiTi com 0,2 mm espessura e foi passada cola epoxi sobre o fio de Niti. Apés isso,
imediatamente a cortica em pé (200 mesh) foi colada.

aproximadamente 2 cm de
comprimento.

Fibra de cortica

pronta para uso As fibras de cortica produzidas ~ Os fios com biossorvente foram

foram condicionadas a 260 °C expostos em bloco de aquecimento

por 1 h no injetor do GC. por 1,5ha 180 °C. Apds, foram
retirados e deixados resfriar a
temperatura ambiente.

Fonte: Autoria propria (2013).

4.1.4 Otimizagdo do  procedimento DI-SPME para
determinacéo de PAHs em amostras de aguas

A otimizacdo dos parametros que afetam a extracdo dos PAHs
por DI-SPME foi realizada por planejamento experimental multivariado
¢ a uma concentragdo de 10 pg L™ dos analitos em agua ultra-pura. As
variaveis de extracdo otimizadas foram temperatura (20-80 °C), tempo
de extracdo (30-120 min) e adicdo de cloreto de sodio (0-9 g). O
planejamento utilizado foi um composto central com 17 experimentos
(incluindo uma triplicata no ponto central), conforme mostrado na
Tabela 5. Os dados experimentais foram processados usando o programa
computacional Statsoft Statistica 8.0. Os dados foram plotados em
funcdo da desejabilidade e as respostas usadas foram as médias
geométricas para cada experimento considerando as areas dos treze
analitos.
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Tabela 5- Planejamento composto central empregado para otimizagdo da
extracdo de PAHs em amostras de 4gua por DI-SPME com fibra de cortica.

Experimentos Sal () Temperatura (°C) Tempo (min)
1 2,25 35 50
2 2,25 35 95
3 2,25 65 50
4 2,25 65 95
5 6,75 35 50
6 6,75 35 95
7 6,75 65 50
8 6,75 65 95
9 (‘ponto central) 4,5 50 75
10 0 50 75
11 9 50 75
12 45 20 75
13 45 80 75
14 45 50 30
15 45 50 120
16 (ponto central) 45 50 75
17 (ponto central) 45 50 75

Fonte: Autoria propria (2012).
4.1.5 Preparo de amostra otimizado

A extragdo por DI-SPME foi realizada com a fibra de cortica
produzida. Volumes de 25 mL de amostras foram transferidos para
frascos de 40 mL e equilibrados nas condi¢des de extracdo otimizadas
antes da etapa de extracdo. A fibra foi imersa na amostra por 60 min a
80 °C e a velocidade magnética de agitacdo foi de 1000 rpm. Apds esse
periodo a fibra foi retirada do frasco de extracdo e imediatamente
inserida no injetor do GC para dessor¢do a 260 °C por 15 min.

4.1.6 Comparacdo da fibra de cortica com fibras comerciais
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A eficiéncia de extracdo da fibra de cortica foi comparada com as
fibras comerciais PDMS (100 pm), DVB/Car/PDMS (50/30 um) e
PDMS/DVB (65 pum) apés a extracdo por DI-SPME (a 80 °C por 60
min) de PAHSs na concentracéo de 5,0 pg L™ de amostras de agua.

4.1.7 Validagdo e aplica¢do do método

Nestas etapas foi empregado o preparo de amostra otimizado. As
figuras de mérito empregadas para avaliar a performance do método
foram: limites de detecgdo (LOD) e quantificagdo (LOQ), precisdo,
exatiddo, faixa linear e coeficiente de correlacéo linear (r?). Os niveis de
concentragcdo das curvas analiticas foram preparados através da
fortificacdo dos analitos em &gua ultra-pura e na sequéncia foram
realizadas extragdo por DI-SPME e anélise por GC-MS. Com base, nas
curvas analiticas foram estimados faixas lineares, LOD, LOQ e r* para o
método proposto. O LOQ foi definido como o primeiro ponto da curva
analitica e 0 LOD como trés vezes menos do que o LOQ. A precisdo e a
exatiddo foram avaliadas através da fortificacdo de amostras de agua de
rio em dois niveis de fortificacdo, 2,5 pg L e 5,0 pg L™ Preciséo foi
calculada como desvio padrdo relativo (RSD), considerando valores
precisos aqueles inferiores a 20%. A precisdo em termos de
repetibilidade foi avaliada em trés determinagBes para cada nivel
fortificado no mesmo dia. A precisdo intermediaria foi estudada através
de trés determinacdes em outro dia no nivel de 2,5 ug L™. A exatido foi
avaliada em termos de porcentagem de recuperagdo considerando
valores bons entre 60 e 125%. O método proposto neste estudo foi
aplicado as amostras de agua do rio Cubatdo do Sul (Santo Amaro da
Imperatriz, Santa Catarina, Brasil).

4.1.8 Avaliacgéo da reprodutibilidade no processo de produgdo
das fibras e da eficiéncia da fibra ap6s imersdo em solucéo acida e
solucgéo alcalina.

Nestes experimentos, foram empregados o procedimento
otimizado de DI-SPME e a concentracio de 5 pg L% A
reprodutibilidade no processo de producdo das fibras foi avaliada
através de 2 fibras de cortica. No estudo sobre a eficiéncia da fibra apds
ser submetida a solucdo acida e a solucdo alcalina; inicialmente, a fibra
foi empregada para a extracdo por DI-SPME dos PAHs. Ap6s a fibra foi



81

imersa em solucdo alcalina (pH=12) por 12 h. Na sequéncia foi
empregada novamente para a extragdo por DI-SPME dos PAHs.
Procedimento semelhante foi realizado para avaliar a eficiéncia da fibra
apés imersdo em solugdo com pH=2.

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.2.1 Caracterizacéo da fibra de cortica

Nesse estudo as caracteristicas naturais da cortica foram
modificadas, pois a cortica foi condicionada a 260 °C e esse
biossorvente sofre decomposi¢cdo térmica a essa temperatura. Analises
quimicas indicam que mais de 90% dos polissacarideos sdo degradados
a 250 °C e em temperaturas maiores sdo completamente degradados
(PEREIRA, 1992). A 200 °C a decomposicao parcial da suberina ocorre
e ceras e outros extrativos sdo decompostos, ja a lignina inicia sua
decomposigédo entre 250 e 300 °C (NETO et al., 1995). Portanto, a
espectroscopia de infravermelho foi empregada para observar as
mudancas na composigéo da corti¢a. O espectro de infravermelho obtido
para a cortica modificada a 260 °C (Figura 25) foi semelhante a outros
relatados na literatura (NETO et al., 1995). A banda de estiramento de
OH em 3440 cm™ e duas bandas nitidas a 2926 e 2853 cm ™' na regido de
estiramento CH séo atribuidas a polissacarideos, suberina e lignina. A
banda de estiramento forte CO a 1740 cm ' é caracteristica de grupos
ésteres e pode ser atribuida principalmente a suberina. A regido
aromatica al464 e 1507 cm ' se referem a lignina e suberina. A regido
de 1165 e 1264 cm ' tem origem nos grupos met6xi da lignina e em
grupos ésteres da celulose, hemicelulose e suberina. Simultaneamente, a
banda em 1613 cm™ indica que houve a formacéo de carvéo a partir da
decomposicgdo da cortica (NETO et al., 1995).
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Figura 25- Espectro de infravermelho da corti¢ca modificada a 260 °C.
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Fonte: Autoria propria pessoal (2012).

A Figura 26 mostra as micrografias obtidas para a fibra de cortica
em magnificacdes diferentes. As micrografias mostraram uma
distribuicdo homogénea do recobrimento sobre o suporte de NiTi
(niquel/titanio) da fibra. A morfologia da superficie da fibra apresentou
uma estrutura porosa. A espessura do recobrimento de cortica foi
avaliada pela comparagdo de micrografias com e sem recobrimento e
aproximadamente de 55 pm foi a espessura observada.
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Figura 26- Micrografias obtidas através Microscopia eletronica de varredura
(A) magnificacdo de 100x e(B) magnificacdo de 400x.
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Fonte: Autoria prépria (2012).
4.2.2 Otimizagao das condigfes da extracdo por DI-SPME

Uma varidvel importante é o modo de extracdo. O modo de
extracdo é determinado de acordo com a volatilidade do analito e/ou da
complexidade da amostra. Nesse estudo, DI-SPME foi escolhida porque
a amostra ndo é danosa ao recobrimento da fibra e também porque os
PAHs tém baixa volatilidade e , desta forma, HS-SPME ocasionaria um
tempo de extracdo longo. A sensibilidade da técnica é primeiramente
dependente do coeficiente de particdo amostra/fibra. Assim, a eficacia
da concentragdo é principalmente resultante do tipo de fase extratora e
da espessura do seu filme. No entanto, outros pardmetros do processo
também sdo importantes, como temperatura e tempo de extracdo, forca
ibnica e agitacdo da amostra (TANKIEWICZ et al., 2011).

A equacdo quadratica gerada no planejamento composto central
pelo Statsoft Statistica apresentou coeficiente de correlacéo r’= 0,94 e na
Figura 27 sdo mostradas as superficies obtidas para o planejamento.
Estas representam uma resposta compromisso para todos os analitos.
Nas superficies foi observado que se encontra uma boa resposta com 60
min de extracdo, e as condi¢Bes 6timas de massa de NaCl e temperatura
de extracdo foram sem adicdo de sal e 80 °C, respectivamente. O
objetivo dos experimentos de SPME, a principio, é encontrar a
distribuicdo de equilibrio do sistema. Na condicdo de equilibrio, o
sistema fica estacionario, ou seja, o tempo de equilibrio é definido como
o tempo no qual a quantidade de analito extraida permanece constante e
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corresponde (dentro do erro experimental) a quantidade extraida num
tempo de extragdo infinito (PAWLISZYN, 1999). No entanto, se a
sensibilidade analitica conseguida € suficiente para uma analise
quantitativa, ndo é necessario alcancar o equilibrio. Tempos de extracdo
longos podem ser evitados com o uso de temperaturas altas
(PAWLISZYN, 1999). Desta forma, 60 min de extracdo (condicdo de
pré-equilibrio) foram selecionados neste trabalho aliada a uma
temperatura de 80 °C.

A agitacdo da amostra e a forca ibnica também afetam o tempo
de equilibrio. No modo direto de extracdo, os analitos sdo transportados
diretamente da amostra para a fase extratora. Assim para facilitar uma
extracao rapida, algum nivel de agitacéo € necessario para transportar os
analitos da solucdo para a vizinhanca da fibra (PAWLISZYN, 1999).
Nesse estudo, todas as extragdes foram realizadas sob agitacéo constante
de 1000 rpm. A alteracdo da forga idnica pela adicdo de sal aumenta a
eficiéncia da extracdo para alguns analitos, especialmente para os
polares e os volateis. No entanto, a adi¢éo de sal decresce a extragao dos
PAHSs, porque a solubilidade desses compostos em amostras aquosas é
reduzida fortemente, principalmente para os PAHs com alta massa
molar. Portanto, os PAHs sdo repelidos para a interface agua/headspace
(o chamado oil effect) e ndo podem interagir com a fibra completamente
imersa na amostra aquosa (GARCIA-FALCON, et al. 2004). Outra
explicacdo é de que o aumento da forca ibnica reduz a solubilidade dos
PAHs em agua e resulta na adsorgdo dos mesmos sobre as paredes dos
frascos (PAWLISZYN, 1999).
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Figura 27- Superficies de resposta obtidas na extracdo dos PAHs por DI-
SPME: (A) temperatura versus massa de sal, (B) tempo versus temperatura e
(C) tempo versus sal.
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Fonte: Acervo pessoal, (2012).
4.2.3 Comparacéao da fibra de cortica com fibras comerciais

O tipo de recobrimento de SPME escolhido depende do composto
a ser extraido. As caracteristicas dos analitos como polaridade e
volatilidade sdo primordiais para a sele¢cdo do recobrimento da fibra
(BALASUBRAMANIAN e PANIGRAHI, 2011). A eficiéncia da
técnica de SPME é determinada pelas propriedades fisico-quimicas e a
espessura do recobrimento. Ha comercialmente disponiveis uma
variedade de recobrimentos de SPME que oferecem ampla faixa de
aplicacdo a extracédo de diferentes analitos (KATAOKA, 2011).

Os recobrimentos podem ser classificados em dois tipos:
polimeros homogéneos puros (PDMS) e particulas porosas em meio a
uma fase polimérica (PDMS/DVB e DVB/Car/PDMS). Como ja
mencionado, fibras de PDMS extraem 0s compostos por absorc¢éo,
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enquanto que os recobrimentos PDMS/DVB e DVB/Car/PDMS extraem
por adsorcdo. Neste estudo, a fibra de cortica composta por particulas
solidas porosas extraem os PAHs por adsor¢do. Embora, o biopolimero
lignina principalmente composto por fenilpropano tenha um carter mais
aromatico do que a suberina, na literatura a suberina é mencionada como
mais significante do que a lignina na sor¢do dos PAHSs. As interagdes
que ocorrem entre 0 sorvente (cortica) e os sorbatos (PAHSs) sdo
interagdes fracas n-n (OLIVELLA, et al. 2011).

A eficiéncia de extracdo da fibra de cortica foi comparada com
outras fibras comerciais (Figura 28). O recobrimento de cortica mostrou
eficiéncia de extracdo similar ou superior as fibras de PDMS/DVB e
DVB/Car/PDMS, exceto para os primeiros 5 analitos no caso da fibra de
PDMS/DVB e primeiros 2 analitos no caso da fibra de DVB/Car/PDMS.
J4 em comparagdo a fibra de PDMS, a eficiéncia da fibra de cortica foi
superior, exceto para os analitos menos volateis. No entanto, a fibra de
cortica extraiu todos os PAHs, sendo que o mesmo ndo foi possivel
usando as fibras DVB/Car/PDMS e PDMS. A composicdo quimica
heterogénea da cortica da a possibilidade de inimeras interacdes para
uma ampla faixa de compostos. Desta maneira, a cortica é considerada
um recobrimento com grande potencial para de fibras de SPME. Outro
fator importante é o tempo de vida Gtil da camada de recobrimento. Com
relagdo a isto, as fibras comerciais podem ser usadas de 50-100 vezes,
enquanto que a de cortica foi utilizada por aproximadamente 40
procedimentos de extracdo, ou seja, ela apresentou um tempo de vida
relativamente curto. Entretanto, deve ser considerada que a producéo da
fibra é rapida e reprodutivel; além da fibra ter um baixo custo quando
comparada a uma fibra comercial.
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Figura 28- Comparacdo das respostas obtidas pela fibras de: cortica,
PMDS/DVB, DVB/Car/PDMS e PDMS para determinacéo de PAHs em
amostras de agua de rio por DI-SPME. Analitos: 1 — Acenaftileno, 2 —
Fluoreno, 3 — Fenantreno, 4 — Antraceno, 5 — Pireno, 6 - Benzo(a)antraceno, 7 —
Criseno, 8 - Benzo(b)fluoranteno, 9 - Benzo(k)fluoranteno, 10 - Benzo(a)pireno,
11 - Indeno 1,2,3 [c,d] pireno e Dibenzo (a,h) antraceno , 12 - Benzo (g, h, i)
perileno..
Cortiga 55 pm (2 cm) B PDMS/DVB 65 um (1 cm)

®DVB/CAR/PDMS 50/30 ym (2 cm) ®PDMS 100 pm (1 cm)

140

=
N
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* Condicbes DI-SPME otimizadas: tempo de extracdo de 60 min, temperatura
de 80 °C, sem adigdo e nimero de replicatas igual a 3.
Fonte: Autoria propria (2012).

4.2.4 Validacao e aplicacdo do método

A performance da fibra de cortica na extracdo dos PAHs em
amostras de agua foi avaliada através das principais figuras de mérito, os
resultados sdo mostrados na Tabela 6. Ao comparar os limites da
diretiva europeia com os valores de LOD obtidos para
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno e benzo(g,h,i)perileno foram
observados valores de LOD insatisfatérios. No entanto, esses resultados
podem ser melhorados pelo aumento do tempo de extracéo.
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Tabela 6- Faixa linear, coeficiente de correlagdo, limites de detecgdo e
quantificagdo obtidos para o método proposto com fibra de cortica para
determinar PAHs em amostras de 4gua de rio.

Composto (LI;gol_D-l) (:l‘gol?l) I'?r?;);z Curva analitica r?
(Hg L)
Acenaftileno 0,03 01 o010 YIIUOBTIE 0.9984
Fluoreno 0,03 01 og0 YTIRERISIX 0989
Fenantreno 0,03 0.1 0,1-10 gggg%‘é%’é; 0,9935
Antraceno 0,03 01 0,1-10 )/2:7215377%%(); 0,9946
Pireno 0,03 01 0,1-10 ygfg%fgg?go‘ 0,9973
= o o owo R o
Criseno 0,03 0.1 0,1-10 %’;8%312%4(?86‘05 0,9948
fuorameno 003 01 om10 Y 09%6
fuoameno 003 0L om0 Y 0972
Steno, 003 01 o110 YooolERES  0oom
I[r::dg]n E.ﬁf 0,03 0.1 0,1-10 yz75162009139f'766965§4zlx 0,9958
e 00301 ort YAOPRIREN oges2
e 08801 o110 YDREERGRT oe

* Condi¢des DI-SPME otimizadas: tempo de extracdo de 60 min, temperatura de 80
°C,sem adicdo de sal e nimero de replicatas igual a 3. (Fonte: Autoria propria,
2012).
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Ao comparar 0 método proposto com outro estudo descrito na
literatura que emprega SPME e fibra de PDMS, foi observado que o
método desenvolvido com a fibra de cortica apresentou valores iguais
ou inferiores para os primeiros niveis de concentracdo das faixas
lineares a0 método desenvolvido com a fibra de PDMS (Tabela 7). Por
outro lado, um estudo que emprega a técnica de SPE apresentou valores
inferiores para os primeiros niveis de concentracdo das faixas lineares
ao ser comparado com o método proposto (Tabela 7). Entretanto, o
preparo da amostra com a fibra de cortica é livre de solventes e o
procedimento com a SPE emprega 16 mL de hexano por amostra
analisada.
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Tabela 7- Comparacdo de dados da literatura com o método proposto. Todos
trabalhos empregaram GC-MS e amostras aquosas.

Técnica de . Faixa
Trabalho preparo de dCec;r:(cti;%ogs‘.) linear
amostra ¢ (ue LY
SPME com Modo de extracdo DI, 25 ml de
fibra de amostra, tempo de extracdo de 60
Este trabalho  cortica (55 min, temperatura de 80 °C, sem 0,1-10
um de adicdo de sal e agitacdo magnética de
espessura) 1000 rpm.
SPME com =
fibra de Modo de extragdo DI, 5 mL de 0,5 N 50

(PSILLAKIS PDMS
et al., 2003) (100 pm
de
espessura)

SPE com
cartuchos
de
nanotubos
de carbono
de paredes
multiplas
(150 mg de
fase
extratora)

(MAcetal.,
2010)

amostra, tempo de extracdo de 60 min,

temperatura ambiente, adi¢éo de 4,7 % 1-50°

de NaCl e agitagio magnética de 1000 0,1 -50 °
rpm.

Volumes de 500 mL de amostra de agua
foram transferidos para cartuchos de
SPE com150 mg de fase extratora. A

transferéncia ocorreu a uma vazao de 5

mL min™. Apés a transferéncia, os
cartuchos foram mantidos sob vacuo por
30 min para remover a agua residual.
Em seguida, foram empregados para a
elui¢do 15 mL de hexano a uma vazao
de 1 mL min™. Os eluatos foram
coletados em tubos de ensaio e secos
sob fluxo de nitrogénio a temperatura
ambiente e redissolvidos com 1 mL de
hexano.

0,02-5

2 Benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno e benzo(a)pireno.
® Indeno 1,2,3 [c,d] pireno, dibenzo (a,h) antraceno e benzo (g, h, i) perileno.

€ Demais analitos .

Fonte: Autoria propria (2015).

Todos os compostos apresentaram resultados satisfatérios para os
ensaios de recuperacdo (70-103%) e precisdo (RSD < 16 %) (Tabela 8).
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O método proposto foi aplicado na determinacdo de PAHs em amostras
de 4gua de rio e as concentragGes encontradas dos analitos foram abaixo
dos valores de LOQ.
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Tabela 8- Concentracdo na amostra de 4gua do rio, recuperagdes (%) e precisdo
(RSD, %) usando o método proposto. ND (N&o detectado), DE (detectado).
Detectado significa concentragdes entre os valores de LOD e LOQ.

- Preciséo
Repetibilidade intermediaria
Concentracéo Nivel
Composto na amostra de fortificado (02 ) F;;JE)) (02 ) F(QO/SO?
agua do rio (ug LY
) 2,5 90 3 - -
Acenaftileno ND
5,0 90 12 94 3
2,5 88 2 - -
Fluoreno DE
5,0 96 14 88 5
2,5 87 9 - -
Fenantreno DE
5,0 103 11 91 9
2,5 88 3 - -
Antraceno DE
5,0 93 15 85 9
. 25 86 5 - -
Pireno DE
5,0 88 6 82 6
Benzo (a) 2,5 91 15 - °
DE
Antraceno 5,0 90 14 73 3
. 2,5 93 5 - -
Criseno DE
5,0 90 11 77 4
Benzo (b) 2,5 81 12 - -
DE
Fluoranteno 5,0 90 10 72 5
Benzo (k) 25 92 7 . .
DE
Fluoranteno 5,0 86 14 80 8
Benzo (a) 2,5 80 7 B .
- DE
Pireno 5,0 87 16 89 4
Indeno 1,2,3 2,5 4 9 ” ”
- DE
[c.d] pireno 5,0 87 14 72 9
Dibenzo (a, 2,5 85 12 . .
DE
h) antraceno 5,0 76 3 70 2
Benzo (g, h, DE 25 95 14 - -
i) perileno 5,0 75 12 76 2

* Condigdes DI-SPME otimizadas: tempo de extracdo de 60 min, temperatura de 80
°C,sem adigdo de sal e nimero de replicatas igual a 3.
Fonte: Autoria prdpria (2012).
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Na Figura 29 sdo mostrados os cromatogramas para as amostras
de &gua de rio ndo fortificada e fortificada com PAHs ap6s extragéo por
DI-SPME com a fibra de cortica.

Figura 29- Cromatograma obtido ap6s extracdo por DI-SPME com fibra de
cortica e determinacdo por GC-MS, (A) amostra de &gua do rio Cubatéo do Sul
fortificada com PAHs a 5 pg L-1 e (B) amostra de &gua do rio ndo fortificada.
Analitos: 1 — Acenaftileno (tg= 13,5 min), 2 — Fluoreno (tz= 17 min), 3 —
Fenantreno (tr= 20,5 min), 4 — Antraceno (tg= 20,7 min), 5 — Pireno (tz= 25,8
min), 6 - Benzo(a)antraceno (tz= 30,9 min) , 7 — Criseno (tg= 31 min), 8 -
Benzo(b)fluoranteno (tz= 34,8 min), 9 - Benzo(k)fluoranteno (tg= 34,2 min), 10
- Benzo(a)pireno (tg= 36 min), 11 - Indeno 1,2,3 [c,d] pireno (tg= 39,6 min), 12
- Dibenzo(a,h)antraceno (tz= 39,9 min), 13 - Benzo(g, h, i)perileno (tz= 40
min).
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*Condigdes DI-SPME otimizadas: tempo de extracdo de 60 min, temperatura de
80 °C,sem adi¢do de sal e nimero de replicatas igual a 3.
Fonte: Autoria propria (2012).

4.2.5 Avaliacédo da reprodutibilidade no processo de produgéo
das fibras e da eficiéncia da fibra ap6s imerséo em solucédo acida e
solucgdo alcalina.

Os resultados de reprodutibilidade na producdo das fibras de
cortica também demonstraram boa confiabilidade e potencial do novo e
recém sorvente proposto para SPME (Figura 30).
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Figura 30- Respostas obtidas ap6s extragdo por DI-SPME com as fibras de
cortica A e B e determinagdo por GC-MS. Analitos: 1 — Acenaftileno, 2 —
Fluoreno, 3 — Fenantreno, 4 — Antraceno, 5 — Pireno, 6 - Benzo(a)antraceno, 7 —
Criseno, 8 - Benzo(b)fluoranteno, 9 - Benzo(k)fluoranteno, 10 - Benzo(a)pireno,
11 - Indeno 1,2,3 [c,d] pireno 12 - Dibenzo(a,h)antraceno, , 13 - Benzo(g, h,
i)perileno.
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*Condi¢des DI-SPME otimizadas: tempo de extragdo de 60 min, temperatura de

80 °C, sem adicdo de sal e nimero de replicatas igual a 3.
Fonte: Autoria propria (2012).

Com relagdo a eficiéncia da fibra ap6s imersao em solugédo acida
e solucdo alcalina ndo foram observadas grandes variac@es. Isto indicou

que em trabalhos futuros a fibra pode ser usada na faixa de pH de 2-12
(Figura 31).
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Figura 31- Eficiéncia de extracdo da fibra de cortica ap6s exposi¢do em
solucbes com pH &cido e alcalino. Para isto foram consideradas extracBes por
DI-SPME de PAHs em &gua com concentracdo de 5 pg L-1 antes e apés a
exposicdo da fibra em pH 4&cido e alcalino. Analitos: 1 — Acenaftileno, 2 —
Fluoreno, 3 — Fenantreno, 4 — Antraceno, 5 — Pireno, 6 - Benzo(a)antraceno, 7 —
Criseno, 8 - Benzo(b)fluoranteno, 9 - Benzo(k)fluoranteno, 10 -
Benzo(a)pireno, 11 - Indeno 1,2,3 [c,d] pireno, 12 - Dibenzo(a,h)antraceno, 13 -
Benzo(g, h, i)perileno.
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*Condigdes DI-SPME otimizadas: tempo de extracdo de 60 min, temperatura de
80 °C e sem adicdo de sal e nimero de replicatas igual a 3.
Fonte: Autoria propria (2012).

4.3 CONCLUSOES PARCIAIS

Nesse estudo a fibra de cortica foi aplicada na analise de PAHs
em niveis ultra-tragos em amostras de agua. A eficiéncia de extracdo da
fibra de cortica foi muito semelhante as fibras comerciais e apresentou
tempo de vida de 40 extracdes. Desta maneira, essa nova fibra de SPME
representa uma alternativa interessante, um biossorvente o qual é barato
quando comparado as fases extratoras comerciais de SPME, facilmente
preparado e pode ser estudado com diferentes amostras e analitos. Este
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trabalho foi publicado recentemente em uma revista indexada da area
(DIAS et al., 2013).
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CAPITULO V

O USO DE REVESTIMENTO VERDE (CORTICA) EM
MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA PARA A
DETERMINACAO DE AGROTOXICOS ORGANOCLORADOS
EM AGUA POR CROMATOGRAFIA GASOSA COM
DETECCAO POR CAPTURA DE ELETRONS

Como continuacdo da proposta da cortica como fase extratora
verde para SPME, neste estudo ela foi empregada para a extracdo de
agrotoxicos organoclorados de amostras aquosas. A extragdo foi
otimizada de forma multivariada com o planejamento composto central.
As varidveis otimizadas foram forca idnica, tempo e temperatura de
extracdo. Em termos de comparacdo foi também otimizado um
procedimento de extragdo com uma fibra comercial DVB/Car/PDMS.
As analises foram realizadas por cromatografia gasosa com detector por
captura de elétrons. O método desenvolvido com a fibra de cortica foi
avaliado através de parametros de validacéo e aplicado em amostras de
aguas de rio.

5.1 EXPERIMENTAL
5.1.1 Reagentes e solucgdes

Uma solucéo estoque com concentracéo de 25 ug mL™" contendo
oito agrotéxicos: a-BHC (o-lindano), heptacloro epo6xido, endrim, -
endosulfam, 4,4' D,D,D e endrim aldeido em hexano:tolueno (50:50,
v/v) foi obtida da Supelco (Bellefonte, EUA). A partir dessa solucéo,
solugdes trabalho foram preparadas em hexano (Sigma-aldrich, St.
Louis, EUA), as quais foram usadas para fortificagdo das amostras
aquosas nos experimentos de otimizacdo e validacdo do método. O
ajuste da forca ibnica das amostras foi realizado com cloreto de s6dio
(Vetec, Rio de Janeiro, Brasil).

5.1.2 Materiais gerais e instrumentacao
A fibra de cortica foi preparada usando cola epdxi araldite (10

min) (Brascola, Sdo Bernardo do Campo, Brasil), lixa a prova d'agua
n°15 (Carborundum, Rio de Janeiro, Brasil), uma peneira com
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granulometria de 200 mesh e um bloco de aquecimento (DIST,Santa
Catarina, Brasil). Na etapa de limpeza da cortica foram usados um
banho ultrassénico (Unique, Sdo Paulo, Brasil) e uma estufa (Fanem
515B, S&o Paulo, Brasil).

Duas fibras comerciais foram avaliadas : PDMS (100 um) e
DVB/Car/PDMS (50/30 um) (Supelco, Bellefonte, EUA).

Nos procedimentos de SPME foram empregados banho
termostatico (Lab Companion RW 0525G, Seoul, Coréia do Sul), holder
(aplicador) para amostragem manual com fibras de SPME e frascos com
tampas e volume de 22 mL (Supelco, Bellefonte, EUA).

5.1.3 Instrumentacao e condi¢des cromatogréaficas

A otimizagdo do método com a fibra de cortica foi realizada
usando um cromatografo gasoso equipado com injetor split/splitless e
detector de espectrometria de massas modelo GC-MS QP2010 Plus
(Shimadzu, Japao). A separagdo cromatografica foi feita em uma coluna
capilar ZB-5MS (5% difenil e 95% dimetilpolisiloxano) (Zebron,
Torrance, EUA) com dimensdes de 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm.

A otimizacdo empregando a fibra DVB/Car/PMDS e a validacdo
de ambos os métodos, empregando a fibra comercial e a fibra de cortica,
foi feita usando um cromatégrafo gasoso equipado com injetor
split/splitless e detector por captura de elétrons modelo Shimadzu GC-
14B (Shimadzu, Japdo). Neste equipamento foi usada uma coluna
capilar ZB-5 (5% difenil e 95% dimetilpolissiloxano) (Zebron,
Torrance, EUA) com dimensdes de 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm.

As condicBGes cromatograficas como programacdo do forno e
condi¢Oes de injecdo em ambos os equipamentos foram semelhantes. A
temperatura do forno foi de 100 °C (1 min), seguido por 10 °C min”" até
180 °C e entdo 3 °C min™' até 260 °C. A injecdo foi realizada em modo
splitless, a temperatura do injetor foi de 260 °C e a etapa de dessor¢ao
da DI-SPME durou 7 min. A separacdo cromatografica no GC-MS
empregou como fase mével gas Hélio a um fluxo de 0,83 mL min™, ja
no GC-ECD foi utilizado gas nitrogénio a um fluxo de 1 mL min™. O
MS foi operado no modo El a70 eV, a interface a 280 °C, fonte de ions a
250 °C e o filamento foi programado para ligar aos 10 min apds o inicio
da analise cromatogréafica. A temperatura no ECD foi de 280 °C.
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5.1.4 Otimizacao da fibra comercial

A fibra comercial com melhor desempenho foi selecionada
através da fortificacdo de 15 mL de amostra aquosa com 100 ng L™ dos
agrotoxicos. Frascos préprios para SPME com capacidade de 22 mL
foram empregados. As fibras foram imersas na amostra por um periodo
de 1 h & 60 °C sob agitagdo magnética de 1000 rpm.

5.1.5 Preparacao da fibra de cortica

A fibra de cortiga foi preparada de acordo com o procedimento
descrito no item 4.1.3 no capitulo 1V deste trabalho.

5.1.6 Otimizacdo do procedimento DI-SPME para
determinacéo de agrotoxicos em amostras de dguas

Um planejamento composto central, totalizando 17 experimentos,
foi usado para otimizacdo dos parametros de extracdo (Tabela 9). As
informacdes experimentais foram processadas usando o software
Statsoft Statistica 8.0. As superficies de resposta foram plotadas em
funcdo da desejabilidade e as respostas usadas foram as médias
geométricas para cada experimento considerando as areas dos oito
analitos.

As concentracdes dos analitos nessa etapa foram de 10 pg L™ e
0,1 pg L™ para fibra de cortica e GC-MS e para fibra DVB/Car/PDMS e
GC-ECD, respectivamente. E como mostrado na Tabela 9, temperatura
de extracdo (20-80 °C), tempo de extracdo (30-120 min) e concentracao
de cloreto de sédio (0-35%) foram otimizadas simultaneamente.

5.1.7 Preparo de amostra otimizado para fibra de cortica e
para fibra comercial DVB/Car/PDMS

No procedimento com fibra de cortica 15 mL de amostra com
10% de NaCl foram transferidos para frascos de 22 mL e equilibrados
antes da extracdo. A fibra foi imersa na amostra por um periodo de 60
min a 75 °C, nesse periodo a amostra foi mantida sob agitacdo
magnética de 1000 rpm. Apo6s esse periodo a fibra foi retirada do frasco
e imediatamente inserida no injetor do GC para dessor¢do a 260 °C por
7 min. O procedimento otimizado com a fibra DVB/Car/PDMS foi
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semelhante, com excecdo da adicdo de sal a qual ndo foi necesséria e a
temperatura de extragdo que foi de 50 °C.

Tabela 9- Planejamento composto central empregado para otimizagdo da
extragdo de agrotdxicos organoclorados em amostras de agua por DI-SPME
com fibra de cortica.

Experimentos Sal (%) Temperatura (°C) Tempo (min)
1 9 35 50
2 9 35 95
3 9 65 50
4 9 65 95
5 26 35 50
6 26 35 95
7 26 65 50
8 26 65 95
9 (ponto central) 18 50 75
10 0 50 75
11 35 50 75
12 18 20 75
13 18 80 75
14 18 50 30
15 18 50 120
16 (ponto central) 18 50 75
17 (ponto central) 18 50 75

Fonte: Autoria prépria (2013).

5.1.8 Avaliacdo dos métodos desenvolvidos com as fibras de
cortica e com a fibra DVB/Car/PDMS

Nesta etapa foi empregado o preparo de amostra otimizado. As
figuras de mérito usadas para avaliar os métodos foram: os limites de
deteccdo e quantificacdo, faixa linear e coeficiente de correlacdo linear
(r). Os niveis de concentracdo das curvas analiticas foram preparados
através da fortificacdo dos analitos em &gua ultra-pura e na sequéncia
foram realizadas extracdo por DI-SPME e andlise por GC-ECD.
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5.1.9 Ensaios de recuperacao, precisdo e aplicacdo do método
desenvolvido com a fibra de cortica

A exatiddo e precisdo do método foram estudadas através da
fortificacdo em niveis de concentragdes diferentes de amostras de 4gua
mineral (Serra Catarinense, Angelina, Santa Catarina, Brasil). O método
desenvolvido foi aplicado a amostras de agua do rio Camboril
(Balneario Camboril, Santa Catarina, Brasil). As amostras foram
armazenadas em frascos de vidro, adequadamente selados e
armazenados em refrigerador a 4 °C até a andlise.

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1 Otimizagao da fibra comercial

Em geral, as duas fibras comerciais mostraram boa eficiéncia de
extracdo (Figura 32). A DVB/Car/PDMS foi selecionada para continuar

0 estudo, porque ela apresentou melhor desempen ho para a extragao de
a-BHC ( RAPOSO JUNIOR e RE-POPPI, 2007; PRATES et al., 2011).
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Figura 32- Comparagdo das respostas das fibras PDMS e DVB/Car/PDMS na
extragdo dos agrotéxicos organoclorados por DI-SPME.Analitos: 1) a-BHC, 2)
Heptacloro, 3) Aldrim, 4) Heptacloro epdxido, 5) Endrim, 6) B-Endosulfam, 7)
4,4'D,D,D, and 8) Endrim aldeido.
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* Condigdes DI-SPME: temperatura de 60 °C por 60 min sem adicdo de sal e
ntmero de replicatas igual a 3.
Fonte: Autoria propria (2013).

5.2.2 Otimizacéo das condigdes de extracdo por DI-SPME

Os analitos foram extraidos por DI-SPME e as equagdes
quadraticas geradas pelos planejamentos compostos centrais para a
otimizacdo das condi¢Oes de extracdo com ambas as fibras apresentaram
coeficientes de correlacdo r?> 0,96. Os resultados 6timos para a fibra de
cortica foram obtidos com 60 min de tempo de extracdo, 75 °C de
temperatura e concentracdo de NaCl de 10% (m/v) (Figura 33).
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Figura 33- Superficies de resposta obtidas na extracdo dos agrotoxicos
organoclorados por DI-SPME com a fibra de cortica: (A) tempo versus
temperatura, (B) tempo versus % de sal e (C) temperatura versus % de sal.
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Fonte: Autoria propria (2013).

No caso da fibra de DVB/Car/PDMS, as condi¢des 6timas foram

definidas como tempo de extracdo de 60 min e 50 °C de temperatura e
sem adicdo de sal a amostra (Figura 34).
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Figura 34- Superficies de resposta obtidas na extracdo dos agrotdxicos
organoclorados por DI-SPME com a fibra DVB/Car/PDMS: (A) tempo versus
temperatura, (B) tempo versus % de sal e (C) temperatura versus % de sal.
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Fonte: Autoria propria (2013).

Ambas as fibras extraem os analitos por adsor¢do. A fibra de
cortica possui grupos polares como hidroxila, carboxila e alcéxido,
enquanto que esses grupos nao estdo presentes na fibra de
DVB/Car/PDMS (DIAS et al., 2013).

Os agrotoxicos organoclorados determinados neste estudo tem
baixa solubilidade em agua e desta maneira é esperado que esses
analitos particionem mais facilmente para o recobrimento de fibras com
menos grupos polares, como a DVB/Car/PDMS. Por isso, a temperatura
de extracdo empregada com a fibra de cortica é maior do que com a
DVB/Car/PDMS. A alta temperatura favorece a difusdo dos analitos
para a fibra de cortica. As respostas dos analitos decresceram com a
adicdo de sal para a fibra de DVB/Car/PDMS. Os experimentos com a
fibra de cortica mostraram bons resultados de extraches até a
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concentracdo de NaCl de 10%. O estudo sobre o "salting-out effect"
considera as caracteristicas do analito, da amostra e da fase extratora.
Em geral, os compostos estudados tem baixa solubilidade em agua,
portanto amostras com alta forca idnica ndo melhoram a eficiéncia da
extracdo (DIAS et al, 2013). Os bons resultados obtidos com a
concentracdo de sal de 10% para a fibra de cortica pode ser explicado
pela presenca de grupos polares nessa fase extratora. No método
empregando a fibra de cortica foi usada a concentracdo 6tima de sal de
10%, embora no caso do a-BHC a maior eficiéncia de extracdo tenha
sido obtida & concentracbes de sal superiores a 10% (superficies
respostas do a-BHC ndo mostradas). Isso pode ser explicado de acordo
com a Tabela 10, pois o0 a-BHC é o mais solivel em &gua dentre os
analitos e , desta maneira, a adicao de sal favorece a difusédo do mesmo
para a fibra de cortica.

Tabela 10- Solubilidade em agua dos agrotéxicos organoclorados estudados.

Composto Solubilidade em dgua (mg L™)
a-BHC 1,63
Heptacloro 0,056
Aldrim 0,01 - 0,02
Heptacloro epoxido 0,35
Endrim 0,23
B-Endosulfam 0,33
4,4'D,D,D nfa
Endrim aldeido nla

Fonte: MAGDIC e PAWLISZYN (1996).

5.2.3 Comparacdo dos métodos empregando as fibras de
cortica e DVB/Car/PDMS

A eficiéncia de extracdo da fibra de cortica foi semelhante a fibra
de DVB/Car/PDMS e ambas apresentaram bons coeficientes de
correlacdo (r’) (Tabelas 11 e 12, respectivamente). A eficiéncia de
extracdo da fibra de cortica pode ser explicada pelas intera¢6es dipolo-
dipolo com todos os analitos. Além disso, a fibra de cortica interage com
os compostos através de intera¢des m-m e pode fazer ligacOes de
hidrogénio com analitos que contenham atomos de oxigénio. O a-BHC
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(log Kow= 4,14) ndo possui duplas ligacbes e dtomos de oxigénio, mas
como descrito em trabalho na literatura a cortica apresenta bons
resultados na sorcdo de compostos log Kow > 4 (EPA, 2014;
OLIVELLA et al., 2015). Neste trabalho, a fibra de cortica manteve sua
eficiéncia de extracdo por pelo menos 50 extragdes.

Tabela 11- Faixa linear, coeficiente de correlacdo linear, limites de deteccéo,
quantificagdo para o método proposto com a fibra de cortica para a
determinacdo de agrotdxicos organoclorados em amostras de &gua de rio.

Composto (rl]_goLD-l) (rll_goLQ-l) I'?r?(ie);z Curva analitica r?
(ng L)

o-BHC 3,0 100 10,0-75,0 y:%gggg?;%gx " 09783
Heptacloro 0.8 25  25-500 V:Z;’%;”Zggfx * 09991
Aldrim 0.3 10 10500 Y7 128?26,1?37)( " 00046
Endrim 03 1,0 1,0 -50,0 yzz?é%%%%ﬁﬁx T 0,9991
p-Endosulfam 0.8 25  25-500 yi“°’506597g%%86%%8x 0,9972
44'DD,D 0.8 25 25500 V7 52‘;‘?2;3&32“ " 00057

* CondicOes DI-SPME otimizadas: temperatura de 75 °C por 60 min, 10% de
NaCl e nimero de replicatas igual a 3.
Fonte: Autoria propria (2014).
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Tabela 12- Faixa linear, coeficiente de correlagdo linear, limites de deteccéo,
quantificagdo para o método proposto com a fibra DVB/Car/PDMS para a
determinacdo de agrotdxicos organoclorados em amostras de &gua de rio.

Composto (rl1_goLI?1) (rlw_gol?l) I'i::eiz);z Curva analitica r?
(ngL™)

o-BHC 0,3 10  10-500 Y7 %%%%9250582%2" " 0,9965
Heptacloro 0,8 25  25-500 VT 535816?953?39594)( ¥ 0,0883
Aldrim 0,8 25  2,5-50,0 yi@?&?ﬁgg 0,9870
Endrim 03 1,0 1,0-50,0 y1273;653%482211115x 0,9998
B-Endosulfam 08 25  25-500 yzzgéigf”;égé; 0,9688
44'DD,D 3,0 10,0 18(? ; yze?ésagc?i?5341877lsx " 0,9670
T s w B RS e

* CondicGes DI-SPME otimizadas: temperatura de 50 °C por 60 min,sem adi¢éo
de NaCl e nimero de replicatas igual a 3.
Fonte: Autoria propria (2014).

O método desenvolvido com a fibra de cortica apresentou faixas
lineares semelhantes a aquele desenvolvido com a fibra DV/Car/PDMS
(Tabela 13). Os primeiros niveis de concentracdo das faixas lineares
foram iguais para heptacloro, heptacloro epdxido, endrim, B-endosulfam
e endrim aldeido. Enquanto que para 4,4'D,D,D e aldrim os primeiros
niveis foram menores para a fibra de cortica. No entanto, a fibra
comercial em comparagdo com a de cortica apresentou um primeiro
nivel de concentragdo menor para a faixa linear do o-BHC. Na literatura,
um estudo que emprega a fibra comercial DVB/Car/PDMS no modo de
imersdo direta e GC-ECD apresentou valores inferiores para o0s
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primeiros niveis de concentracdo para todos os compostos (Tabela 13).
Estes valores foram menores ndo sé quando comparados com 0s
resultados obtidos com a fibra de cortica como também quando
comparados a aqueles obtidos com o método desenvolvido com a fibra
DVB/Car/PDMS. Ao comparar 0 método proposto com outro método
que emprega LPME (Microextracdo em Fase Liquida, do inglés Liquid
phase microextraction) para 4 analitos, visto que os demais ndo foram
estudados, foi possivel concluir que o método com a fibra de cortica tem
faixas lineares que possibilitam a quantificagdo de concentracdo
menores.
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Tabela 13- Comparagdo de dados da literatura com o método proposto.
Todos trabalhos empregaram GC-ECD e amostras aquosas.

Trabalho

Técnica de
preparo de
amostra

Condicbes
de extragdo

Faixa
linear

(ng L™

Este trabalho

Este trabalho

(RAPOSO

JUNIOR e

RE-POPPI,
2007)

SPME com fibra
de
corti¢a (55 pm)

SPME com
DVB/Car/PDMS
(50/30 pum)

SPME com
DVB/Car/PDMS
(50/30 pm)

15 mL de amostra com 10% de
NaCl foram transferidos para
frascos de 22 mL e equilibrados
antes da extracdo. A fibra foi
imersa na amostra por um
periodo de 60 min a 75 °C,
nesse periodo a amostra foi
mantida sob agitagdo magnética
de 1000 rpm. Ap0s esse periodo
a fibra foi retirada do frasco e
imediatamente inserida no
injetor do GC para dessorcéo a
260 °C por 7 min.

15 mL de amostra foram
transferidos para frascos de 22
mL e equilibrados antes da
extracdo. A fibra foi imersa na
amostra por um periodo de 60
min a 50 °C, nesse periodo a
amostra foi mantida sob
agitacdo magnética de 1000
rpm. Apds esse periodo a fibra
foi retirada do frasco e
imediatamente inserida no
injetor do GC para dessorcéo a
260 °C por 15 min.

4 mL de amostra foram
empregados sem adicdo de sal.
A fibra foi imersa na amostra
por 45 min a temperatura
ambiente e foi usada 60% da
velocidade méxima de agitacéo
magnética. A temperatura de
dessorcdo foi de 260 °C por um
periodo de 17 min.

10-75%2
2,5-50"
1-50°¢

1-50¢
2,5-50°
10-100"
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Técnica de . Faixa
Trabalho preparo de dioerﬁlr%c:go Iinear1
amostra (ngL?
Uma microgota de 8 pL de 1-
dodecanol contendo o padréo
interno pentacloronitrobenzeno
é colocada sobre a superficie de
20 mL de uma amostra aquosa
contendo 0,25 mol L™ de NaCl
sob agitacdo magnética de 750
rpm, tempo de extragéo de 30
min e temperatura de 65 °C.
Sob condigdes adequadas de
LPME baseada na agitaco, a microgota
solidificagdo de ~ permanece na posicéo central da 50 - 750"
(FARAHANI uma gota superficie da amostra. Apds, m
M 25-2000
et al., 2008) flutuante de tempo de extracdo adequado o 50 - 2000"
solvente frasco com a amostra foi
organico. transferido para um béguer com

gelo e ap6s 5 min o solvente
organico solidifica. Com o
auxilio de uma espatula, o
solvente organico foi transferido
para um frasco conico, e
imediatamente o solvente
retorna ao estado liquido.
Finalmente, 2 uL foram do
solvente foram injetados no GC
para analise.

Fonte: Autoria propria (2015).

® a-BHC e endrim aldefdo.
® Heptacloro, p-endossulfam e 4,4' D, D, D.
€ Aldrim, heptacloro e endrim.

a-BHC, endrim e heptacloro epoxido.
¢ Heptacloro, B-endossulfam e aldrim.

fEndrim aldeidoe4,4'D, D, D.
9 a-BHC.

"Endrim e heptacloro.

'Aldrim.

! Heptacloro epéxido.

¥ B-endossulfam

" Heptacloro e aldrim

™ Endrim.

"4,4'D,D,D.
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Ao comparar os limites da diretiva europeia com os valores de
LOD obtido para o heptacloro foi insatisfatério. Os resultados obtidos
com o método desenvolvido com a fibra de cortica podem ser
melhorados pelo aumento do tempo de extragao.

5.2.4 Ensaios de recuperagdo, estudos de precisdo e andlises
de amostras reais com fibra de cortica

Os resultados obtidos para exatiddo e precisao foram bons,
conforme Tabela 14. Os ensaios de recuperagdo e RSD variaram de 60 a
113% e 0,5 a 25, respectivamente. Na Figura 35 é mostrado o
cromatograma obtido a partir da extracdo por DI-SPME com fibra de
cortica para as amostras de agua de rio ndo fortificada e fortificada com
agrotoxicos. Nas amostras de 4gua de rio ndo foram detectados
agrotoxicos organoclorados.
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Tabela 14- Ensaios de recuperagdo (R%) e precisdo (RSD %) usando o método
de SPME proposto com a fibra de cortica.

- Precisao
Repetibilidade Intermediaria
. e R RSD RSD
1 (o) 0
Composto Nivel fortificado (ng L™) R(%0) (%) R (%) (%)
o-BHC 10,0 103 11 - -
2,5 111 0,5
Heptacloro 5,0 60 19 87 12
10,0 88 17
1,0 103 17 - -
2,5 101 2 - -
Aldrim
5,0 104 17 85 8
10,0 1010 16
1,0 103 10 - -
Heptacloro 25 107 6 . )
epoxido 5,0 89 19 74 20
10,0 83 18
1,0 80 14 - _
2,5 97 8 - -
Endrim
50 88 8 95 3
10,0 97 0,5
2,5 69 6 - -
B- 50 113 17 69 1
Endosulfam
10,0 105 25
2,5 96 18 - -
44'D,D,D 50 75 12 82 7
10,0 91 9
Endrim
aldeido 100 103 8 - -

* CondigBes DI-SPME otimizadas: temperatura de 75 °C por 60 min e 10% de NaCl e nimero de replicatas
igual a 3. Fonte: Autoria propria (2014).
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Figura 35- Cromatogramas obtidos ap6s a extragdo por DI-SPME com a fibra
de cortica e determinagdo por GC-ECD: (A) amostra de agua de rio fortificada a
25 ng L-1 e (B) amostra de 4gua do rio Camborit ndo fortificada.Analitos: 1)
a-BHC (tz= 12,4 min), 2) Heptacloro (tz= 16,3 min), 3) Aldrim (tz= 18 min), 4)
Heptacloro epoxido (tz= 20,2 min), 5) Endrim (tz= 24,3 min), 6) p-Endosulfam
(tz= 25,2 min), 7) 4,4' D,D,D (tz= 26 min), and 8) Endrim aldeido (tz= 26,7
min).
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* CondigBes DI-SPME otimizadas: temperatura de 75 °C por 60 min,10% de
NaCl e nimero de replicatas igual a 3.
Fonte: Autoria propria (2014).

5.3 CONCLUSOES PARCIAIS

Através deste estudo, mais uma vez foi verificado que a fibra de
cortica tem potencial como recobrimento para SPME. O método
desenvolvido com a fibra de cortica apresentou limites de quantificacdo
semelhantes a aqueles obtidos quando o procedimento é realizado com a
fibra DVB/Car/PDMS. A fibra de cortica foi aplicada na analise de
agrotoxicos organoclorados em niveis ultra-tracos em amostras de dgua
e resultados satisfatérios foram obtidos, portanto, representa um
recobrimento promissor para SPME. Este trabalho foi publicado
recentemente em uma revista indexada da area (DIAS et al., 2015).
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CAPITULO VI

UMA NOVA ABORDAGEM PARA MICROEXTRAGAO
EM BARRA ADSORTIVA: CORTICA COMO FASE
EXTRATORA PARA DETERMINACAO DE BENZOFENONA,
TRICLOCARBAN E PARABENOS EM AMOSTRAS AQUOSAS
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
COM DETECCAO POR ARRANJO DE DIODOS

Este trabalho propfe o uso inédito do biossorvente cortica como
extrator para BAPE. Os compostos estudados sdo conservantes (metil e
etil parabeno) e produtos de cuidado pessoal (benzofenona e
triclocarban), pois a persisténcia destes no meio ambiente é de grande
preocupacdo com possivel efeito na salude dos seres humanos. O
objetivo do trabalho é o desenvolvimento de um método analitico
baseado na extracdo por BAUE para determinacdo de conservantes e
produtos de cuidado pessoal em &gua empregando HPLC-DAD
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector por Arranjo de
Diodos, do inglés High-Performance Liquid Chromatography with
photodiode array detection). Os procedimentos de extragdo e dessor¢do
liquida para a BApE foram otimizados empregando metodologias
univariadas e multivariadas. A etapa de dessorcao liquida foi otimizada
de forma univariada para a escolha do tempo e de forma multivariada
(superficie triangular) para a escolha do solvente. Na etapa de extracdo o
pH da amostra foi otimizado univariadamente; e os parametros como
tempo de extracdo e forca ibnica foram avaliados via planejamento
Doehlert. A reprodutibilidade na producdo das barras foi verificada nas
condicdes 6timas de extracdo através da comparacdo dos resultados de
extracdo para cada barra de extragdo. O método foi validado
considerando alguns parametros analiticos e foi aplicado em amostras de
agua de lagoa.

6.1 EXPERIMENTAL
6.1.1 Reagentes e solucdes

Metil parabeno ou 4-hidroxibenzoato de metila (99,0%), etil
parabeno ou 4-hidroxibenzoato de etila (99,0%), benzofenona ou
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1,1difenilmetanona (99,9%), triclocarban ou 1-(4-clorofenil)-3-(3,4-
diclorofenil)uréia (99%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (S&o Paulo,
Brasil). Solventes de grau cromatografico acetonitrila (ACN) e metanol
(MeOH) foram comprados da JT Baker (Mallinckrodt, NJ,EUA). A
agua foi purificada através do Sistema de agua ultra-pura (Mega Purity,
Billerica, EUA). O ajuste do pH da amostra foi realizado com solugdes
aquosas de acido cloridrico 5% (m/v) e hidréxido de sédio 1 mol L*
(VETEC, Rio de Janeiro, Brasil). A forca idnica foi estudada com
adicdo de cloreto de sédio (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil)

Solugdes estoques individuais foram preparadas em ACN a uma
concentracdo de 1000 mg L™. Através de diluicdes apropriadas das
solugcbes estoques foram preparadas solucGes trabalho em ACN e a
partir destas foram preparadas solugdes com todos os analitos também
em ACN. Estas solugdes foram usadas para fortificacdo das amostras
aquosas nos experimentos de otimizagdo e validagdo do método.

6.1.2 Instrumentagéo

Neste estudo foi usado um cromatografo liquido modelo LC
20AT (Shimadzu, Kyoto, Japdo) equipado com DAD modelo SPD-
M20A, injecdo manual modelo Rheodyne 7725i (Rohnert Park, CA,
EUA) e loop de injecdo de 20 pL.

A separacdo foi realizada em fase reversa com uma coluna C18
(Phenomenex Kinetex, 250 mm x 4.6 mm d.i., 5 um de espessura de
filme) (Torrance, CA, EUA). Entre o injetor e a coluna foi utilizada uma
coluna de guarda C18 (Phenomenex Kinetex, 2 mm x 4,6 mm d.i., 2
um de espessura de filme) (Torrance, CA, EUA). Também foram
empregados volume de injecdo de 20 uL e a vazdo de 0,9 mL min™. O
modo escolhido foi a eluicdo por gradiente e a fase mdvel consistiu de:
agua (A) 35%, MeOH (B) 30% e ACN (C) 35% de 0-4,5 min; de 4,5-5,0
min foi iniciada a composi¢do do gradiente assim decrescem A a 0% , B
a 10% e aumenta C a 90%, essas condi¢des foram mantidas até 12 min;
por fim de 12-13 min a composi¢cdo inicial foi restabelecida e
equilibrada até 20 min. Os comprimentos de onda maximo escolhidos
foram 255, 257 e 265 nm para benzofenona, parabenos e triclocarban,
respectivamente.
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6.1.3 Preparo das barras adsortivas

As barras foram preparadas de acordo com estudo prévio relatado
na literatura (NENG et al.,, 2010). Na Figura 36, é mostrado o
procedimento para producdo das barras de cortiga. As barras com 7,5
mm de comprimento (meia-barra) foram produzidas simplesmente ao
cortar uma barra de 15 mm de comprimento (barra).

A reprodutibilidade no processo de produgdo das barras (7,5 e 15
mm) foi avaliada através de duas barras e ao mesmo tempo a eficiéncia
de uma barra ja usada foi comparada a essas duas.

Figura 36- Preparo das barras adsortivas com recobrimento de cortica.

Y

Tubos de polipropileno Fitaadesiva
com 15 mm de

comprimento e 3 mm X i
de diametro. Cortiga com particulas de 200 mesh

Barra adsortiva
recoberta com cortica

cTeal]J

Apds retirada do excesso
de cortica da barra com
250 uL de H,0 ultrapura
por 30 min. Sendo
repetido quantas vezes
fornecessario.

Fonte: Autoria propria (2015).

Condicionamento da barra com
250 yL de ACN por 15 min em
banho ultrassénico.

6.1.4 Otimizacdo do procedimento de BApE

Os experimentos foram realizados em frascos de 22 mL (Supelco)
com 15 mL de agua ultra-pura fortificada com 600 pg L™ dos analitos.
Em todos os ensaios foi empregada agitacdo constante de 1200 rpm. A
otimizacdo se deu na seguinte ordem:

1°) Dessorcéo liquida - A escolha do solvente ou da mistura de
solventes (H,O, MeOH efou ACN) para esta etapa foi definida através
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de um planejamento para mistura com trés componentes (superficie
triangular) com 12 experimentos, incluindo a triplicata no ponto central
(Tabela 15). O tempo de dessor¢do foi otimizado com ensaios
univariados em triplicata para 15, 22 e 30 min.

2°) Procedimento de extracdo - O pH da amostra foi avaliado
univariadamente e em triplicata: 4,5; 5,0 e 6,0. O tempo de extragdo (30-
120 min) e a forga idnica (0-35%) foram estudados com planejamento
multivariado Doehlert com 9 experimentos (incluindo triplicata no
ponto central) (Tabela 16). Os dados experimentais do planejamento
Doehlert foram processados usando o programa computacional Statsoft
Statistica 8.0. Os dados foram plotados em fungéo da desejabilidade e as
respostas usadas foram as somas das &reas dos picos para cada
experimento considerando as &reas dos quatro analitos.

Tabela 15- Experimentos da superficie trianagular para escolha do(s)
solvente(s) na etapa de dessor¢do liquida.

Experimentos |;i’(gporgr}lo (vIv) '\Sfc()?)ﬂrgéo (vIv) gggorgéo (vIv)
1 1,000000 0,000000 0,000000
2 0,000000 1,000000 0,000000
3 0,000000 0,000000 1,000000
4 0,500000 0,500000 0,000000
5 0,500000 0,000000 0,500000
6 0,000000 0,500000 0,500000
7 0,666667 0,166667 0,166667
8 0,166667 0,666667 0,166667
9 0,166667 0,166667 0,666667
10 (ponto central) 0,333333 0,333333 0,333333
11 (ponto central) 0,333333 0,333333 0,333333
12 (ponto central) 0,333333 0,333333 0,333333

Fonte: Autoria propria (2014).
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Tabela 16- Planejamento Doehlert empregado para a otimizacéo da extracdo de
parabenos, benzofenona e triclocarban em amostras de 4gua por BapE.

Experimentos Tempo (min) Sal (%)

1 120 18
2 95 35
3 30 18
4 50
5 95
6 50 35

7 (ponto central) 75 18

8 (ponto central) 75 18

9 (ponto central) 75 18

Fonte: Autoria propria (2014).
6.1.5 Preparo de amostra otimizado

As amostras (15 mL) foram transferidas para frascos (22 mL) e
equilibrados antes da extracdo, em seguida a barra de BAuE foi imersa
na amostra. O pH da amostra foi mantido em 5,5 e com concentragdo de
25% de NaCl. O tempo de extracdo foi de 1,5 h e apds foi feita
dessorcéo liquida por 30 min com 250 uL (50:50, v/v) de ACN:MeOH
em frascos de polipropileno com insert de vidro de 300 pL (Agilent,
CA, EUA). Nos experimentos em que se empregou meia barra o volume
de dessorcdo correspondeu a 100 uL. Logo apés a dessorcao liquida, a
barra foi colocada novamente no banho ultrassénico em agua ultra-pura
por 2 min; e em seguida retirada e lavada com &gua ultra-pura.
Diariamente antes das extraces as barras foram submetidas a dessor¢édo
liquida com ACN:MeOH (50:50, v/v) por 30 min.

6.1.6 Validacdo do método e aplicacéo

Dois métodos foram propostos, sendo que o primeiro empregou
barra inteira ¢ o segundo empregou meia barra de BAPE. Na avaliagdo
de ambos foram considerados: LOD, LOQ, faixa linear e coeficiente de
correlacéo linear (). Precisdo, exatiddo e aplicacdo foram considerados
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somente para método com meia barra. A precisdo e a exatiddo do
método foram estudadas através da fortificagdo de amostras de &gua da
lagoa do Peri (Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil) em dois niveis de
fortificacdo. O método foi aplicado em amostras de agua da lagoa do
Peri.

6.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.2.1 Otimizag&o do procedimento

Assim como em outros estudos que empregaram BAUE para a
extracdo de parabenos e benzofenonas de amostras aquosas a mistura
ideal para dessorcao liquida desses compostos foi ACN:MeOH (50:50,
v/v) (ALMEIDA et al., 2013, ALMEIDA e NOGUEIRA, 2014) (Figura
37).

Figura 37- Superficie triangular com r2= 0,93 para otimizagao do(s) solvente(s)
para dessorcéo liquida.

ACN

B - 12E6
I < 12E6
— PR
I < 8E5
] <6E5

) ) 00, 1 < 4E5
0,00 025 0,50 0,75 1,00 I < 2E5

<0

H,0 MeOH

* Condigdes BApE: 15 mL de agua ultra-pura fortificada com 600 pg L™ dos
analitos, pH da amostra de 6,0, sem adicdo de sal, tempo de extra¢do de 1,5
h,dessorcéo por 15 min e ndmero de replicatas igual a 3.

Fonte: Autoria propria (2014).

O tempo de dessorcdo escolhido foi de 30 min, pois apresentou
boas respostas com boa precisao (Figura 38).
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Figura 38- Escolha do tempo de dessor¢do liquida. Analitos: 1- Metil parabeno,
2- Etil parabeno, 3- Benzofenona e 4 - Triclocarban.
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* Condigdes BApE: 15 mL de agua ultra-pura fortificada com 600 pg L™ dos
analitos, pH da amostra de 6,0, sem adi¢do de sal, tempo de extragdo de 1,5 h,
dessorgdo com 250 uL (50:50, v/v) de ACN:MeOH e nlimero de replicatas igual
a3.

Fonte: Autoria propria (2014).

O pH 64timo da amostra foi de 5,5 (Figura 39). A benzofenona é
ndo ionizavel, por isso teoricamente, a variagdo do potencial
hidrogenidnico ndo é importante para esse composto (ALMEIDA et al.,
2013). Metil parabeno e etil parabeno tem pka de 8,87 e 8,90,
respectivamente. Assim, estudos indicam que os parabenos estdo
principalmente na sua forma neutra na faixa de pH 4,0-6,5
(NOORASHIKIN et al., 2014). Triclocarban tem pka 12,77 e com pH
de 5,5 na amostra sua forma ndo ionizada deve estar majoritariamente
presente (CHU e METCALFE, 2007; RAMASWAMY et al., 2011).
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Figura 39- Escolha do pH da amostra. Analitos: 1- Metil parabeno, 2- Etil

parabeno, 3- Benzofenona e 4 - Triclocarban.
mpH=45 mpH=55 = pH6,0
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* Condigdes BApE: 15 mL de 4gua ultra-pura fortificada com 600 pg L™ dos
analitos, sem adicdo de sal, tempo de extracdo de 1,5 h e dessorcéo liquida com
250 puL (50:50, v/v) de ACN:MeOH por 30 min.

Fonte: Autoria propria (2014).

Inicialmente, o tempo maximo de extracdo a ser estudado no
planejamento Doehlert foi avaliado, pois todos os trabalhos relatados na
literatura que empregaram BAUE obtiveram uma faixa étima entre 2,5 h
até 17 h (NENG e NOGUEIRA, 2010). Como o tempo de extracdo
depende dos analitos e da fase extratora, experimentos univariados em
triplicata foram feitos com 1,5 h e 3 h de extracdo (Figura 40). O tempo
de 1,5 h mostrou resultados melhores para benzofenona e parabenos. Por
outro lado, 3 h foi melhor para triclocarban. Portanto, 2 h foi definido
como tempo maximo de extracdo a ser avaliado no planejamento
Doehlert, visto que 3 h é um longo tempo.
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Figura 40- Escolha do tempo maximo de extracdo para o planejamento
Doehlert.Analitos: 1- Metil parabeno, 2- Etil parabeno, 3- Benzofenona e 4 -
Triclocarban.
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* Condigdes BApE: 15 mL de 4gua ultra-pura fortificada com 600 pg L™ dos
analitos, pH da amostra de 5,5, sem adicao de sal,dessorgéo liquida com 250 pL
(50:50, v/v) de ACN:MeOH por 30 min e nimero de replicatas igual a 3.

Fonte: Autoria propria (2014).

No planejamento Doehlert as respostas usadas no Statistic foram
as somas das areas dos picos, pois resultou em uma superficie resposta
compromisso mais representativa das superficies individuais dos
analitos. A equacdo quadratica obtida para a superficie de resposta
apresentou coeficiente de correlacdo r’= 0,88. Uma concentracdo de
25% e tempo de extragdo de 1,5 h foram escolhidos como condicdes
6timas (Figura 41). Resultados excelentes foram obtidos entre 15 e 35%
de sal (Figura 41), no entanto para triclocarban nos resultados
individuais ndo mostrados foi observado um decréscimo na resposta em
concentracBes de sal superiores a 25%. Metil parabeno, etil parabeno,
benzofenona e triclocarban tém log Kqn de 2,0; 2,49; 3,15 e 4,9;
respectivamente (ALMEIDA e NOGUEIRA, 2014; ALMEIDA et al.,
2013; CERQUEIRA et al., 2013). O aumento da forca ibnica decresce a
solubilidade dos compostos organicos e favorece a migracéo para a fase
extratora, em particular, para aqueles que tém polaridade intermediéaria



123

ou sdo polares (Kow < 3,5) como os parabenos e benzofenona
(ALMEIDA e NOGUEIRA, 2014; ALMEIDA et al., 2013).

Figura 41- Superficie de resposta obtida tempo versus % de sal na extracéo dos
parabenos, benzofenona e triclocarban por BALE.
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Fonte: Autoria propria (2014).

A reprodutibilidade na producdo das barras apresentou boa
precisdo e a eficiéncia da barra usada ap6s a otimizagdo do
procedimento de BAUE comparada as novas pode ser considerada boa,

embora as respostas da barra “"usada" tenham sido ligeiramente
inferiores (Figura 42).
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Figura 42- Reprodutibilidade na producdo das barras de BApE com cortica e
avaliag8o da eficiéncia de uma barra usada. Analitos: 1- Metil parabeno, 2- Etil
parabeno, 3- Benzofenona e 4 - Triclocarban.
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* Condigdes BApE: 15 mL de 4gua ultra-pura fortificada com 600 pg L™ dos
analitos, pH da amostra de 5,5, 25% de NaCl, tempo de extra¢do de 1,5 h,dessor¢ao
liquida com 250 pL (50:50, v/v) de ACN:MeOH por 30 min e ndmero de replicatas
igual a 3.

Fonte: Autoria propria (2014).

6.2.2 Validagdo do método e aplicacéo

O método proposto neste trabalho com barra inteira apresentou
bons LOQ para benzofenona e triclocarban. Entretanto, os valores de
LOQ foram altos para os parabenos (Tabela 17). Dados da literatura
mostraram que o0 uso de meia barra, ou seja, uso da metade do sorvente
empregado na barra inteira ndo influencia na eficiéncia analitica do
dispositivo de BAUE. Isso porque normalmente na extragdo o sorvente
opera abaixo da sua saturagdo (ALMEIDA e NOGUEIRA, 2014;
ALMEIDA et al., 2014). Dessa forma, neste estudo foi proposto o uso
da meia barra aliado a diminui¢do do volume do solventes de dessor¢édo
(ALMEIDA e NOGUEIRA, 2015). Um volume de 100 uL foi suficiente
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para cobrir a meia barra, e entdo foi selecionado para dar continuidade
ao trabalho. Ao considerar que este volume era 2,5 vezes inferior ao
utilizado com a barra inteira e que a eficiéncia da meia-barra era
semelhante a da barra inteira; teoricamente foram supostos valores de
LOQ 2,5 vezes inferiores com a barra meia barra. Isto pode ser
comprovado através dos experimentos (Tabelas 17 e 18). Os LOQ com a
meia-barra foram 2,5 wvezes inferiores, mostrando que a cortiga
apresentou um comportamento semelhante aos demais sorventes
estudados com meia-barra. Ao mesmo tempo, foi observado a grande
influéncia que o fator de diluicdo do volume do solventes de dessorgédo
tem sobre a resposta analitica. Além disso, a reducdo do volume de
dessor¢éo de 250 pL para 100 pL tornou o método ambientalmente mais
amigavel/verde. Os resultados de LOQ podem ainda ser melhorados
com uso de detectores mais sensiveis como o MS (GONZALEZ-
MARINO et al., 2009; MAGI et al., 2013; BENITEZ-VILLALBA et
al., 2013).

Tabela 17- Faixa linear, coeficiente de correlagdo linear, limites de deteccéo,
quantificagdo para 0 método com barra inteira de BAuE para a determinacao de
parabenos, benzofenona e triclocarban em amostras de agua de lagoa.

Composto (;I;goll?l) (;I;gol?l) I'i:r?(ia);z Curva analitica r?
(ng L)

Metil parabeno 6.5 20 20-500 Y7 :5:27221215" T 0,9972
Etil parabeno 25 8 g-500 V7 4551767’,2457%1%‘2‘ * 0,0087
Benzofenona 0,5 16 16-200 V7 lé‘é%ﬁﬁgzx T 0982
Triclocarban 0,5 16 1,6-200 Y7 23T6774X+ 9953

4697,72175

* Condig¢des BApE: 15 mL de 4gua ultra-pura fortificada com 600 pg L™ dos
analitos, pH da amostra de 5,5, 25% de NaCl, tempo de extracdo de 1,5
h,dessor¢do liquida com 250 pL (50:50, v/v) de ACN:MeOH por 30 min e
namero de replicatas igual a 3.
Fonte: Autoria propria (2014).
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Tabela 18- Faixa linear, coeficiente de correlacdo linear, limites de deteccéo,
quantificagdo para o método com meia barra de BAuE para a determinagdo de
parabenos, benzofenona e triclocarban em amostras de 4gua de lagoa.

Composto (lll_goLD-l) (lll_goLQ-l) I'?r?;);z Curva analitica r?
(g L)

Metil parabeno 2,5 8 g-400 V" gfg;;ggfx ¥ 0,9990
Etil parabeno 1,0 32 32-400 yzsﬁﬁﬁa" * 0,9008
Benzofenona 0,2 064  o064-60 V7 i;;)fgggzsx 0,9995
Triclocarban 02 064  064-40 Y 29038018+ qq06

2475,72445

* Condigdes BApE: 15 mL de 4gua ultra-pura fortificada com 600 pg L™ dos
analitos, pH da amostra de 5,5, 25% de NaCl, tempo de extracdo de 1,5 h e
dessorcao liquida com 100 pL (50:50, v/v) de ACN:MeOH por 30 min e
namero de replicatas igual a 3.
Fonte: Autoria propria (2014).

Ao comparar 0 método proposto com outro descrito na literatura
que emprega BAUE, para a benzofenona o método proposto apresentou
boa faixa linear, menor valor para o primeiro nivel de concentracdo da
faixa linear, assim como menores volumes de dessorcdo e tempo de
extracdo (Tabela 19). Por outro lado, para o metil parabeno e o etil
parabeno, embora o método tenha apresentado faixas lineares amplas,
menores tempos de extracdo e volumes de dessor¢do, os valores para 0s
primeiros niveis de concentracdo das faixas lineares foram superiores.
Isto provavelmente foi resultado da menor afinidade da cortica por estes
analitos. Ao considerar outros estudos que empregam outra técnica de
microextracdo, a DLLME, no caso da benzofenona o método proposto
apresentou menor valor para o primeiro nivel de concentracdo da faixa
linear e maior tempo de extracdo. JA para o metil parabeno e o etil
parabeno o método proposto apresentou valores superiores para 0
primeiro nivel de concentracdo das faixas lineares e maior tempo de
extracdo. No entanto, o volume de solvente empregado na dessorcao
para o procedimento com meia barra de BAUE com corti¢a foi de 100
uL e o volume empregado no procedimento da DLLME foi 10 vezes
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superior (1 mL ou 1000 pL). Neste estudo, em virtude da auséncia de
trabalhos disponiveis na literatura que empreguem HPLC-DAD para a
determinacdo de triclocarban ndo foram feitas comparacGes para esse
composto.

Tabela 19- Comparacdo de trabalhos descritos na literatura com o método
proposto que emprega meia barra de BAuE com cortica. Todos trabalhos
empregaram HPLC-DAD.

Faixa
linear

(gL

Técnica de preparo de Condicoes

Trabalho Analito amostras e condigdes extracdo  Dessorgéo

BAuLE

25 mL de amostra com pH=5,5

e sem adicdo de sal e 4 h de

(ALMEIDA Benzofenona extracdo (sorvente: carvao
etal., 2013) ativado comercial com 1400 m?
g de area superficial) ou 16 h
de extracdo (sorvente: polimero

de pirrolidona modificado).

1,5mL
MeOH:AC
N (50:50,
v/v) por 15
ou 30 min

1-24°2
2-24°

DLLME
Em baléo de fundo chato com
duas juntas foi injetado 40 pL
de 1-octanol contendo 20 mL de
solugéo de amostra. Essa
mistura foi mantida sob
agitacdo magnética por 20 min.
Apbs, a agitacdo foi
interrompida e dentro de 5 min
0 1-octanol flutuava na amostra
aquosa. Na sequéncia foi
adicionada 4gua ultra-pura no
Benzofenona baldo, o nivel de liquido se -
eleva dentro do baldo e através
de sua inclinagdo o 1-octanol é
deslocado para a junta estreita
do balédo e é permitida sua
retirada. Embora, 40 pL de 1-
octanol tenha sido adicionado
para a extracdo, para garantir a
precisdo 20 pL de 1-octanol
enriquecido com os analitos
foram retirados e diluidos com
80 pL de metanol para analise
por HPLC-UV.

(ZHANG et
al.,, 2011)

8-
10000
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Trabalho Analito Técnica de preparo de ) Condigﬁgs Ili:r?:;?
amostras e condigdes extragdo  Dessorcao (e L?
BAUE e meia barra com cortiga I%/IOeOO}IL-|L'
Este trabalho  Benzofenona 15 mL de amostra com pH= 5,5 ACN 0.64-
e com 25% de sal, 1,5 h de (5050, VIv) 60
extracéo. por 30 min
BAUE com carvio ativado 200 puL
(ALN‘LEIDA Metil e etil comercialliggea guplerficial de M:g':l-i: 0528
m°g 5-
NO%JIEI)RA’ parabeno A_mostra compH=55¢e sem (50:50, v/y)
adigéo de sal, 16 h de extragdo.  por 45 min
DLLME
5 mL da amostra aquosa foram
transferidos para um tubo de
ensaio de vidro com capacidade
del0 mL. Logo em seguida, 1
mL de ACN (solvente
dispersor) contendo 50 puL de 1-
decanol (solvente extrator) foi
rapidamente injetado na
amostra usando uma seringa de
1 mL. Nesta etapa, o solvente
extrator foi disperso na amostra
aguosa como goticulas e uma
solugéo turva foi formada no
tubo de ensaio. A mistura foi
(CABUK et Metil e etil agitada em um vortex mixer por ) 1-500
al., 2012) parabeno 1 min e entéo foi centrifugada

por 5 min a 4000 rpm. O
solvente orgénico (1-decanol)
foi acumulado sobre a
superficie da fase aquosa como
uma gota pequena. Com uma
pipeta Pasteur foi retirado o
solvente orgéanico juntamente
com um pouco de fase aquosa.
Apb6s a ponta da pipeta Pasteur
foi colocada dentro de sulfato
de sddio anidro e a camada
orgénica acima foi removida
com uma microsseringa (100
pL) e 20 pL foram injetados no
HPLC.
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- o Faixa

Trabalho Analito Técnica de preparo de . Condlgogs linear
amostras e condices extragdo  Dessorgdo (ug L
BAUE e meia barra com cortiga MleOOOHHJ&C 8-400°

Este Metil e etil 15 mL de amostra com pH= N (50_'50 32-

trabalho parabeno 55,15 hdeextraio, 25% de .\ 7 400°

sal. viv) por 30
min

& carvao ativado comercial; *: polimero de pirrolidona modificado; “:metil parabeno;
% etil parabeno.
Fonte: Autoria propria ( 2015).

Estudos de exatiddo, precisao e aplicagdo foram realizados com 0
método que empregou meia-barra, devido aos menores valores de LOQ.
Os ensaios de recuperagdo e RSD variaram de 65a 123 % e de 3 a 22,
respectivamente (Tabela 20) e foram considerados bons.

Tabela 20- Ensaios de recuperagdo (R%) e precisdo (RSD %) usando o método
de BAUE proposto com meia barra.

Composto Nivel
fortificado  R(%) F(QOSA)')D
(ng L")
. 8,0 65 13
Metil
parabeno
30,0 99 9
3,2 97 22
Etil parabeno
30,0 110 3
0,64 100 7
Benzofenona
6,0 123 5
0,64 74 22
Triclocarban
6,0 77 13

*Condigbes BApE: 15 mL de 4gua ultra-pura fortificada com os analitos, pH da
amostra de 5,5, 25% de NaCl, tempo de extracdo de 1,5 h e dessor¢do liquida
com 100 pL (50:50, v/v) de ACN:MeOH por 30 min e nimero de replicatas
igual a 3. Fonte: Autoria propria (2014).
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Nas amostras da lagoa do Peri analisadas ndo foram encontrados
vestigios de parabenos, benzofenona e triclocarban (Figura 43).

Figura 43- Cromatogramas obtidos ap6s a extracdo por BALE com meia-barra
de cortica e determinacdo por HPLC-DAD:(A) amostra de agua da lagoa
fortificada com 30 pg L™ de metil parabeno e etil parabeno e com 6 ug L de
benzofenona e triclocarban e (B) amostra de &gua da lagoa do Peri ndo
fortificada. Analitos: 1-Metil parabeno (tz= 3,4 min) , 2- Etil parabeno (tz= 3,9
min), 3- Benzofenona (tg= 6,7 min), 4- Triclocarban (tz= 11,3 min).

mal

7 A —

B

4

Intensidade

0.0 25 50 75 10.0
Tempo [ min
* Condigdes BAUE: 15 mL de agua ultra-pura fortificada com os analitos, pH
da amostra de 5,5, 25% de NaCl, tempo de extracdo de 1,5 h e dessorcao liquida
com 100 pL (50:50, v/v) de ACN:MeOH por 30 min.
Fonte: Autoria propria (2014).

6.3 CONCLUSOES PARCIAIS

As barras de BAPE com cortiga apresentaram resultados
satisfatorios na extracdo de parabenos, benzofenona e triclocarban. Elas
sdo faceis de preparar, tém boa reprodutibilidade na producdo e baixo
custo quando comparadas as barras BAuE de descritas na literatura.
Além disso, os dados do estudo mostraram que a cortica pode ser
empregada em técnicas de preparo de amostras mais voltadas para o
HPLC. Dessa forma, este novo recobrimento proposto também pode ser
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utilizado para a extracdo de compostos polares e de polaridade
intermediaria.
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CAPITULO VII
7 CONCLUSAO FINAL

O processo de produgdo da nova fibra de SPME, o qual empregou
a técnica de adesdo empregando uma cola sobre um suporte de NiTi foi
avaliado através da extragio de PAHs e apresentou boa
reprodutibilidade com RSD < 22% (n=2). Estudos subsequentes em
nosso laboratdério tém mostrado que a boa precisdo na producdo das
fibras se mantém mesmo com analistas diferentes.

O método desenvolvido com a fibra de cortica para determinacéo
de PAHs em amostras de &gua mostrou resultados satisfatorios com
ensaios de recuperacgdo entre 70 e 103% associados a valores de RSD <
16%. Sendo, possivel melhorar os valores de LOQ para
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno e benzo(g,h,i)perileno através
da utilizacdo de maiores tempos de extracdo. Ao comparar a eficiéncia
de extragéo da fibra de cortica com fibras comerciais para extracdo de
PAHs em amostras aquosas, foi observado que a cortica apresentou
resultados semelhantes ou superiores as fibras comerciais.

No segundo método com DI-SPME que empregou fibra de
cortica foram estudados agrotoxicos organoclorados. Neste, foi também
desenvolvido um método com a fibra comercial DV/Car/PDMS e foi
possivel concluir que as faixas lineares foram semelhantes para as duas
fibras. Isso, mostrou a similaridade na eficiéncia de extracdo de ambas
as fibras. Os resultados obtidos com a fibra de corti¢a para exatidao e
precisdo foram bons. Os ensaios de recuperacdo e RSD variaram de 60 a
113% e de 0,5 a 25. O LOQ para um dos compostos (heptacloro) pode
ser reduzido visando quantificar concentrages menores nas amostras,
de acordo com o estabelecido pela diretiva europeia.

No método com BAuE e cortica como material sorvente para
extracdo de parabenos, benzofenona e triclocarban em amostras aquosas,
0s ensaios de recuperacdo e RSD foram bons variando de 65 a 123 % e
de 3 a 22%. As faixas lineares dos analitos foram comparaveis aos
dados da literatura e a reprodutibilidade na producdo das barras foi
satisfatoria com RSD < 13% (n=2).

Os resultados obtidos tanto para SPME quanto para BAuE
mostraram o potencial uso da cortica como fase extratora para
microextracOes livres de solventes, seja para analitos apolares ou de
polaridade intermediéria. Além do que, a etapa crucial de produgéo das
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fibras de SPME e das barras BAPE mostrou boa reprodutibilidade,
mesmo sendo realizada por procedimentos manuais.

Essa pesquisa se destaca pela grande contribuicdo na linha da
"Quimica Analitica Verde" e pelo baixo custo na produgéo das fibras de
SPME e das barras de BAUE, quando se compara com as fibras e barras
tradicionalmente empregadas em ambas as técnicas. Além disso, para
essas microextracdes pela primeira vez foi proposto um recobrimento
diretamente oriundo de uma fonte natural, biodegradavel, renovavel e de
facil acesso.Desta forma, claramente este estudo sinaliza para uma nova
linha de pesquisa de recobrimentos para microextracdes como SPME e
BALE.

PERSPECTIVAS

Como perspectivas importantes para dar sequéncia a proposta
podem ser citadas: estudo de outras classes de compostos a fim de
estabelecer a diversidade de analitos a serem extraidas pela cortica;
aplicabilidade em matrizes mais complexas como, por exemplo,
alimentos ou biol6gicas (urina). Além do que, outros biossorventes,
como o bambu, também podem ser estudados.
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