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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um
método para determinacdo de seis desreguladores enddcrinos (4-
nonilfenol, 4-octilfenol, 4-terc-octilfenol, metilparabeno, etilparabeno e
bisfenol A) empregando-se um sistema de 96-Well plate associado com
a microextracdo por membrana liquida renovavel usando membrana oca
e cromatografia liquida de alta eficiéncia. O sistema de 96-Well plate
permite que o analista realize até 96 extragdes simultaneas, o que
contribui em muito para uma melhor frequéncia analitica. Pocos de
amostragem foram utilizados para a realizacdo da extracdo e dessorcéo.
Neste estudo, o volume total de amostra em cada pog¢o foi de 1,5 mL
enquanto o volume de solvente de dessorcdo foi de 300 puL. O método
proposto mostrou-se muito vantajoso, pois alcangou valores satisfatorios
de deteccdo bem como também ganho de tempo nas andlises. Além
disso, pode-se citar uma eficiente limpeza da amostra e adequacdo do
método ao instrumento analitico. Primeiramente foi estudada a
relevancia dos procedimentos com a membrana oca porosa, tais como o
uso ou ndo de recobrimento na membrana, e a utilizagdo ou ndo de
solventes extrator e dispersor na amostra. A melhor condi¢do encontrada
foi o uso de recobrimento na membrana e 0 emprego de solvente
extrator junto a amostra. Logo apo6s, foram otimizadas as condicGes de
dessorcao. O tempo de dessor¢do foi avaliado na faixa de 10 a 30 min,
sendo que a condi¢do 6tima foi de 10 min. O solvente de dessorcéo
também foi estudado e o que obteve uma maior reposta foi a utilizacdo
de 75% de acetonitrila e 25% de agua. O melhor solvente de
recobrimento da membrana foi a mistura de 50% de 1-octanol e 50% de
hexano. Dentre os solventes extratores avaliados, 0 hexano apresentou
um melhor resultado. A faixa de pH estudada variou de 4 a 6, sendo 5 0
pH 6timo para a extracdo. Por fim, foi realizado um planejamento de
composto central para analisar o efeito da forca idnica (adicdo de sal),
volume de solvente extrator e tempo de extracdo sobre a eficiéncia de
extracdo. As condi¢Bes 6timas foram a ndo adicdo de sal (NaCl), 15 pL
de solvente extrator e 0 emprego de 45 min de extracdo. A partir dos
resultados obtidos foram realizadas curvas de calibracdo para a obten¢do
dos parametros analiticos de mérito. Os limites de quantificacdo
variaram de 0,5 a 15 pug L. A HFRLM combinada com o sistema de
96-Well plate foi aplicada em amostra de agua e foram obtidas
recuperacdes entre 72 e 130% com RSD variando de 1 a 14,3%. Deste
modo, a técnica mostrou boa sensibilidade e aplicabilidade para a



determinacdo de parabenos, bisfenol A e alquilfendis em amostras
aquosas.

Palavras chaves: Desreguladores enddcrinos, HFRLM, 96-Well plate,
amostras de agua.



ABSTRACT

The present work aims to determine six endocrine disruptors (4-
nonylphenol,  4-octylphenol,  4-terc-octylphenol,  methylparaben,
ethylparaben and bisphenol A) employing the 96-Well plate system
associated with hollow fiber renewal liquid membrane and high-
performance liquid chromatography. The 96-Well plate allows to the
analyst to perform up to 96 simultaneous extractions, which increases
considerably the analytical frequency. Sampling wells were used to
perform the extraction and desorption. In this study, the total volume in
each well was 1.5 mL while the volume of desorption solvent was 300
uL. The proposed method exhibited very advantageous for the reason
that good analytical performance was achieved and analysis time was
saved. Furthermore, an efficient clean-up of the sample and suitability
of the method to the analytical instrument can be mentioned. Firstly, it
was studied the relevance of the techniques, such as the use of recoating
on the membrane and the use of extractor and disperser solvents. The
best conditions achieved were the use of recoating on the membrane and
the use of extractor solvent. After that, liquid desorption conditions were
optimized, being the time between 10 and 30 min evaluated and the time
of 10 min was chosen. The desorption solvent was also studied and it
was obtained a greater response using 75% of acetonitrile and 25% of
water. The best recoating solvent on the membrane was a mixture of
50% of 1-octanol and 50% hexane. Among the extractor solvents
evaluated the hexane showed the best result. The pH of the sample was
also investigated in the range of 4 to 6, being 5 the optimal pH. Finally,
it was made a central compound planning to study the ionic strength,
extractor solvent volume and extraction time. The optimal conditions
were not adding salt, 15 pL of extractor solvent and 45 min of
extraction. From these results it was prepared calibration curves to each
analyte to obtain the statistical parameters and analytical figures
of merit. The limit of quantification varied from 0.5 to 15 pg L™ The
HFRLM combined with the 96-Well plate was applied in water samples
and recuperation from 72 to 130% were achieved with errors between 1
to 14,3%. Thus, this technique shows good sensibility and applicability
to determination of parabens, bisphenol A and alkylphenols in aqueous
samples.

Key words: endocrine disruptors, HFRLM, 96-Well plate, water
samples.
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1. INTRODUCAO

A &4gua tem um papel fundamental para a sobrevivéncia da
vida no planeta. Apesar da sua importancia, esta vem sendo utilizada de
forma indiscriminada. Juntamente com o aumento da populacdo e das
indUstrias, a poluicdo dos recursos hidricos tomou grandes propor¢des
(BACCI; PATACA, 2008).

Muitos contaminantes sdo persistentes e permanecem
presentes na agua mesmo ap6s O processo de tratamento. Os
desregulados enddcrinos sdo exemplos desses contaminantes (OTOMO,
2010; GHISELLI, 2006; TANKIEWICZ; FENIK; BIZIUK, 2011).
Estes interferentes hormonais podem afetar o sistema end6crino de
diversas maneiras e ocasionar danos a satde. Como estes contaminantes
se encontram em concentracdo a nivel traco em &guas, um preparo de
amostra é requerido para realizar a analise dos mesmos (GHISELLLI;
JARDIM, 2007; BILA; DEZOTTI, 2007).

O preparo da amostra é uma etapa essencial para 0 sucesso
analitico do método, pois é nesta parte que ocorre a remocdo de
possiveis interferentes, os analitos sdo pré-concentrados e a amostra é
adequada ao instrumento analitico (OLIVEIRA, et al., 2008;
DIONISIO, et al., 2010).

Atualmente, cada vez mais se tem buscado empregar técnicas
gue sejam ambientalmente amigaveis, ou seja, que adotem pequenas
guantidades de solvente ou nenhuma, o uso de solventes menos tdxicos
e agressivos, entre outras caracteristicas (BERTON, et al., 2016).

Neste contexto, destacam-se as técnicas de microextracdo por
atender a esses aspectos. Podem ser citadas: a SPME (microextracdo em
fase sélida), a HFRLM (microextracdo por membrana liquida renovavel
usando membrana oca) e a DLLME (microextracdo liquido-liquido
dispersiva). Estas técnicas podem ainda ser automatizadas como, por
exemplo, a SPME. Além do sistema tradicional automtico de
amostragem/injecdo a SPME tem sido usada com o sistema de 96-Well
plate (BIDDLECOMBE; BENEVIDES; PLEASANCE, 2001).

O sistema de 96-Well plate é uma poderosa ferramenta de
andlise, podendo-se realizar até 96 extracdes de forma simultanea,
fornecendo um altissimo ganho no tempo de trabalho e frequéncia
analitica (BIDDLECOMBE; BENEVIDES; PLEASANCE, 2001).
Neste estudo pela primeira vez esse sistema serd associado com a
HFRLM.
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A HFRLM apresenta-se como um método atraente por exibir
vantagens sobre as técnicas convencionais que utilizam membrana. Isto
devido a quantidade de solvente extra que é adicionado na amostra,
fazendo com que a camada fina de solvente impregnada nos poros da
membrana permaneca sempre renovada (CARASEK; MERIB, 2015;
HE, et al., 2016).

Desta maneira, o propdsito geral deste estudo foi o
desenvolvimento de um método que combina as técnicas de HFRLM e
96-Well plate para a determinacdo de parabenos, bisfenol A e
alquilfendis em amostras aquosas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. AGUA

A &gua é de vital importancia para a manutencdo da vida
humana, como também para a fauna e a flora. Os recursos hidricos sdo
utilizados de diversas formas pelo homem, como por exemplo, na
agricultura, industria e geracdo de energia elétrica. A agua pode ser
encontrada em diferentes estados fisicos e é abundante na natureza, mas
apesar disso, a dgua que é considerada propria para consumo apresenta-
se em uma porcentagem baixissima, 0 que aumenta ainda mais a
preocupacdo com a qualidade da mesma (OTOMO, 2010; GHISELLI,
2006; TANKIEWICZ; FENIK; BIZIUK, 2011).

A qualidade da agua também é um assunto de salde publica,
uma vez que, a ndo potabilidade da mesma acaba acarretando doencas.
Pesquisas vém mostrando que um indice altissimo de atendimentos em
unidades de salde é devido a utilizacdo de agua inapropriada para
consumo (MERTEN; MINELLA, 2002; MEDEIROS; LIMA;
GUIMARAES, 2016).

O crescimento populacional e industrial afetou ainda mais a
guestdo hidrica. Além do uso do corpo hidrico para o fornecimento de
agua, o mesmo também atua como receptador de efluentes. Esses
efluentes, tanto domésticos quanto industriais, muitas vezes ndo passam
por um tratamento adequado (OTOMO, 2010; GHISELLLI, 2006).

Com os avangos nos diversos setores da inddstria, houve uma
grande expansdo no emprego de produtos quimicos, desde agrotdxicos
até produtos de higiene pessoal. O que acaba ocasionando o0 aumento de
micropoluentes, que muitas vezes ndo sdo totalmente biodegradados
durante o tratamento da dgua. Uma classe de compostos que se enquadra
nesses aspectos sdo os desreguladores enddcrinos (OTOMO, 2010;
GHISELLLI, 2006; TANKIEWICZ; FENIK; BIZIUK, 2011).

2.2. DESREGULADORES ENDOCRINOS

O termo desreguladores endocrinos origina-se do “endocrine
disrupting chemicals”, podendo ainda ter outras tradugdes, tais como,
interferentes  enddcrinos, disruptores  endécrinos,  perturbadores
endocrinos e interferentes hormonais (BILA; DEZOTTI, 2007). Os
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desreguladores enddcrinos foram conceituados pela Comissdo Europeia
em 1996, como sendo substancias exdgenas que fomentam efeitos
prejudiciais para um organismo intacto e suas futuras geracdes, devido a
alteragBes no sistema enddcrino (BALEST, et al., 2008; ZAFRA-
GOMEZ, et al., 2008). Os desreguladores enddcrinos em sua grande
maioria sdo derivados de compostos quimicos sintéticos, chamados de
xenoestrogénios. Eles também podem ser de origem natural, os
fitoestrogénios, que estdo presentes em plantas, como por exemplo, as
isoflavonas da soja (GHISELLI, 2006; RAIMUNDO, 2007; CASTRO-
CORREIA; FONTOURA, 2015; HAMPL; KUBATOVA,; STARKA,
2016).

A exposicdo de homens e animais a esses compostos pode
ocasionar doengas como: cancer, disfuncdo no sistema reprodutor e
imunoldgico, problemas na tiredide e no sistema neuroldgico, entre
outros (GHISELLI; JARDIM, 2007; BILA; DEZOTTI, 2007). Os
desreguladores enddcrinos podem modificar o sistema endécrino das
seguintes formas: permutando, impedindo e alterando os niveis e as
acOes hormonais, ou seja, causando confusGes e desorganizacfes nas
mensagens hormonais (GHISELLI; JARDIM, 2007, SANTAMARTA,
2001).

2.3. SISTEMA ENDOCRINO

Na maioria dos animais, tanto vertebrados como
invertebrados, as suas fungdes corporais sdo controladas pelas glandulas
do sistema endécrino (figura 1) juntamente com o sistema nervoso.
Essas glandulas estdo presentes em diversas partes do corpo e liberam
hormdnios (mensageiros quimicos) que sdo diretamente lancados na
circulagdo sanguinea (OTOMO, 2010; GHISELLI, 2006; NOGUEIRA,
2003; MORGAN; TSAl, 2015).
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Figura 1 — Sistema enddcrino.
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Fonte: Adaptado de Raimundo (2007)

Os hormonios regulam varias fungdes, tais como, niveis de
acucares, gua e sais no sangue, temperatura, sistema digestivo, sistema
reprodutivo, entre outros. O sistema reprodutivo (ovarios e testiculos) é
um dos mais afetados pelos desreguladores enddcrinos, e por isso sdo
muitas as pesquisas relacionadas a esse tema (OTOMO, 2010;
GHISELLLI, 2006; NOGUEIRA, 2003).

Produzir 6vulos e expelir os mesmos durante a menstruacdo
representam algumas das fungdes dos ovarios. Hormoénios sexuais
também sdo produzidos pelos ovarios, influenciando na gravidez,
menstruagdo e ovulagdo. Além disso, esses horménios sdo encarregados
do desenvolvimento das caracteristicas sexuais femininas (OTOMO,
2010; GHISELLLI, 2006).

Nos testiculos ocorre a produgdo de hormonios sexuais e
espermatozoides. Esses hormonios sdo responsaveis pela regulacdo da
producdo dos espermatozoides e também pelo desenvolvimento de
caracteristicas sexuais secundarias (OTOMO, 2010; GHISELLI, 2006).

2.4. DESREGULADORES ENDOCRINOS — MECANISMOS DE
ACAO
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Os hormonios ligam-se a receptores especificos, e estes por
sua vez produzirdo uma resposta (NOGUEIRA, 2003). Os receptores
sd0 muito sensiveis e ja apresentam uma resposta, mesmo em pequenas
concentracdes de hormdnio (GHISELLI, 2006).

Os desreguladores enddcrinos possuem uma estrutura
semelhante a de muitos horménios e sdo capazes de exibir funcbes
similares apesar de encontrar-se em concentracfes baixissimas
(SCHUG, et al., 2011).

A funcdo dos hormbnios pode ser afetada de alguma forma
pelos desreguladores enddcrinos, isto devido a grande similaridade em
suas caracteristicas, e acarretando desta maneira diversos prejuizos tanto
a salde humana quanto a vida de outros seres vivos. Alguns dos
mecanismos pelos quais esses processos podem ocorrer sdo através da
mimetizacdo ou inibicdo (KABIR; RAHMAN; RAHMAN, 2015).

O efeito agonista ocorre quando os desreguladores enddcrinos
imitam a funcdo dos hormdnios, ou seja, mimetizam 0s mesmos e
produzem uma resposta. Por outro lado, quando nenhuma resposta €
obtida o efeito é chamado de antagonista e os desreguladores enddcrinos
bloqueiam a interacdo horménio — receptor, assim atuando como um
inibidor (GHISELLI, 2006; KABIR; RAHMAN; RAHMAN, 2015). Na
figura 2 estdo representados os efeitos citados anteriormente.

Figura 2 — Disfuncdes enddcrinas: a) resposta natural, b) efeito
agonista, c) efeito antagonista.
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Fonte: Adaptado de Ghiselli; Jardim (2007)

Os desreguladores enddcrinos ainda podem interferir na
sintese e eliminacdo de hormdnios, entre outros processos (GHISELLLI,
2006; NOGUEIRA, 2003).
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2.5. DESREGULADORES ENDOCRINOS — MEIOS DE
EXPOSICAO E O MEIO AMBIENTE

Diversas sdo as maneiras pelas quais pode ocorrer a exposi¢ao
aos interferentes hormonais. A alimentacdo é uma dessas formas, pois
grande parte da classe dos desreguladores endécrinos € praticamente
insoltvel em &gua e apresentam carater lipofilico, assim acumulando-se
na gordura, tais como nos peixes por exemplo. Neste contexto,
enquadram-se 0s agrotdxicos e outros meios que de algum modo afetam
os alimentos. Outras contaminacgBes podem decorrer através da inalacéo,
contato com a pele, ingestdo de agua, etc. (CASTRO-CORREIA;
FONTOURA, 2015; BILA; DEZOTTI, 2007; REIS FILHO;
LUVIZOTTO-SANTOS; VIEIRA, 2007).

A fonte prioritiria de contaminacdo da agua por
desreguladores endocrinos dar-se-a através dos efluentes industriais e
domésticos. Esses compostos muitas vezes ndo sdo completamente
degradados durante o processo de tratamento, como por exemplo, 0
bisfenol A, octilfenol e nonilfenol. Assim ocorrendo a propagacdo
destes no meio hidrico e causando varios efeitos adversos para os
sistemas aquéticos, homens e animais (BILA; DEZOTTI, 2007; REIS
FILHO; LUVIZOTTO-SANTOS; VIEIRA, 2007).

Desta maneira, possui-se uma imensa preocupacdo com a
concentracdo dos desreguladores enddécrinos em 4gua. Alguns
desreguladores enddcrinos sdo amplamente encontrados em produtos de
uso diario, como por exemplo, produtos de higiene pessoal, detergentes,
etc. Estes podem ser inseridos no ambiente aquatico por diversas
maneiras, tais como, lavar louga, tomar banho, natacdo, aguas residuais,
entre outros (ZHANG; LEE, 2012; BENEDE, et al., 2016).

Muitos sdo o0s compostos pertencentes a classe de
desreguladores enddcrinos, dentre eles podem ser destacados os
alquilfendis, parabenos, farmacos, bisfendis, estrogénios, entre outros
(BALEST, et al., 2008; GORGA, et al., 2014). No Brasil, nenhuma
legislacdo é apresentada a respeito da quantidade maxima permitida
desses compostos no sistema hidrico. Na legislacdo Europeia, alguns
desreguladores endocrinos ja possuem esses valores, tais como, 0,1 g
L™ e 0,3 ug L™ para octilfenéis e nonilfendis, respectivamente.
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Neste projeto foram estudados trés alquilfendis (4-nonilfenol, 4-
octilfenol,  4-terc-octilfenol), dois parabenos (metilparabeno,
etilparabeno) e um bisfenol (bisfenol A).

2.6. OS ANALITOS

Os parabenos sdo ésteres derivados do 4&cido 4-
hidroxibenzoico. Eles sdo largamente aplicados como bacteriostaticos
em cosmeéticos, e também sdo encontrados nos setores farmacéuticos,
produtos de higiene pessoal, etc. Estudos vém mostrando que em altas
concentracBes os parabenos induzem a ocorréncia de dermatite alérgica.
Esses compostos também estdo sendo associados a incidéncia de cancer
de mama, pois se relatou a presenca de parabenos na faixa de
concentragdo de 20,6 + 4,2 ng g™ em 20 tumores de mama humano.
Tendo como base algumas pesquisas, estima-se que a exposi¢do total a
parabenos é de 1,3 mg (kg de peso corporal)™ ou 76 mg dia™*, em que 50
mg dia™ seria proveniente de produtos de cuidado pessoal, 25 mg dia™
referente a farmacos e 1 mg dia™ por alimentos (ZHANG, et al., 2005;
LIAO; CHEN; KANNAN, 2013; MARTINS, et al., 2011).

O bisfenol A (BFA) é amplamente utilizado na industria,
principalmente na produgdo de resinas epdxi e de plasticos (como
garrafas para bebidas, mamadeiras e embalagens de alimentos). Com o
aumento da temperatura e a presenca de compostos basicos ou acido, a
hidrélise dos polimeros correspondentes é acelerada liberando o bisfenol
A, 0 que acaba ocasionando a contaminacdo de alimentos ou bebidas,
além dos prejuizos ambientais. A exposicdo humana ao BFA pode
causar problemas como infertilidade, obesidade, cancer no sistema
reprodutor, transtorno comportamental, entre outros (CUNHA;
FERNANDES, 2010; CUNHA; FERNANDES, 2013; ZHANG, et al.,
2015).

Os alquilfenéis sdo agentes tensoativos n&o-ibnicos,
extensamente empregados no setor industrial, como emulsionantes em
praguicidas e sdo predominantemente utilizados na fabricacdo de
detergentes e consequentemente sdo produtos de degradacdo dos
mesmos. Geralmente no tratamento de esgoto e também no meio
ambiente os alquilfendis sdo degradados a cadeias menores e mais
resistentes como nonilfenol e octilfenol. Os alquilfendis interferem no
sistema endocrino e podem atuar no lugar de horménios naturais,
acarretando prejuizos ao sistema reprodutor, eles também sdo muito
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persistentes e bioacumulativos. Além de serem danosos ao homem,
esses analitos podem ser perigosos para diversas espécies de animais
(VILLAR-NAVARRQO, et al., 2013; LIN, et al., 2009; ESPEJO, et al.,
2002).

Na tabela (1) é apresentada algumas caracteristicas dos
compostos estudados e nas figuras 3 a 8 sdo mostradas as estruturas e
distribuicdo das espécies. O log P (coeficiente de parti¢cdo) é uma razédo
de concentragdes de um composto ndo-ionizado em duas fases
imisciveis de solventes em equilibrio. No caso dos valores apresentados
abaixo trata-se do n-octanol e agua. Portanto, este pode ser calculado
como exemplificado pela equacdo 1. O log P nos proporciona uma ideia
de polaridade, pois quanto maior for este valor mais hidrofébico é o
composto (PERUZZO; CANTO, 2012).

[SOlutO] octanol/

[SOluto]néo—ionizado (l)

log Poct/wat = log "
dgua

Tabela 1 — Valores de pKa e log P para os analitos estudados.

Analito pKa Log P
Metilparabeno 8,50 1,67
Etilparabeno 8,50 2,03
Bisfenol A 9,78 e 10,39 4,04
4-t-Octilfenol 10,23 4,69
4-Octilfenol 10,31 5,30
4-Nonilfenol 10,30 5,74

Fonte: Chemicalize.org (acessado em 2016)
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Figura 3 — Estrutura e distribuicdo das espécies do Metilparabeno (MP)
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Figura 4 — Estrutura e distribuicdo das espécies do Etilparabeno (EP)
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Figura 5 — Estrutura e distribuicdo das espécies do Bisfenol A (BFA)
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Figura 6 — Estrutura e distribuicdo das espécies do 4-t-Octilfenol (4-t-
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Figura 7 — Estrutura e distribuicdo das espécies do 4-Octilfenol (4-OF)
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Figura 8 — Estrutura e distribuicdo das espécies do 4-Nonilfenol (4-NF)
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Como geralmente esses contaminantes apresentam-se na faixa
de ng L™ e pg L™ é necessario realizar um preparo de amostra para pré-
concentrar esses analitos, para que 0s mesmos possam ser analisados.

2.7. PREPARO DE AMOSTRA

O pré-tratamento da amostra & uma etapa chave no
procedimento analitico, pois € nesta que podem ocorrer 0s maiores erros
e a necessidade de uma maior quantidade de tempo. Portanto, deve-se
ter uma grande atencdo e cuidado nesta parte da anéalise (ANDRADE, et
al., 2008; PAN, et al., 2014).
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O preparo da amostra é uma etapa que antecede a analise
instrumental. Esta parte do método analitico é de fundamental
importancia para obter-se uma analise com menos interferentes, uma
vez que reduz a complexidade de muitas matrizes como sangue, urina,
etc. Além disso, evita contaminagdes nas colunas cromatograficas como
também pré-concentra os analitos presentes na amostra, entre outras
vantagens (OLIVEIRA, et al., 2008; DIONISIO, et al., 2010).

Com o elevado crescimento na produgdo de compostos
quimicos, surge a necessidade da analise dos mesmos. Assim, a
conscientizacdo sobre as questBes ambientais apresenta significativa
importancia, buscando-se técnicas cada vez mais amigéveis ao meio
ambiente (BERTON, et al., 2016).

As técnicas classicas mais utilizadas sdo: extracdo liquido-
liquido e a extragcdo em fase s6lida. Porém, com as crescentes pesquisas,
0s métodos de preparo de amostra estdo ficando cada vez mais eficazes
para atender a demanda atual. Com isso procura-se a utilizacdo de
métodos que empreguem uma menor quantidade de amostra, que sejam
menos laboriosos, que use uma pequena ou nenhuma quantidade de
solvente, que adotem solventes menos toxicos e menos prejudiciais ao
ambiente e diminuam o tempo de analise (OLIVEIRA, et al., 2008;
DIONISIO, et al., 2010).

Deste modo a miniaturizacdo das técnicas tém-se mostrado
uma saida interessante, visto que se utiliza uma quantidade minima de
solvente e diminui as etapas necessarias para a extragdo (OLIVEIRA, et
al., 2008; DIONISIO, et al., 2010; MERIB; CARASEK, 2013).

Muitas destas técnicas estdo sendo usadas para analisar
interferentes hormonais. Dentre essas, podem ser citadas algumas. A
microextracdo em fase liquida suportada com fibra oca (HF-LPME) foi
empregada para a determinacdo de parabenos (DIAZ-ALVAREZ;
TURIEL; MARTIN-ESTEBAN, 2012) e alquilfentis (VILLAR-
NAVARRO, et al., 2013). A microextracdo com gota Unica (SDME) foi
aplicada para analisar alquilfendis e bisfenol A em agua de mar
(LOPEZ-DARIAS, et al., 2010). A microextracio liquido-liquido
dispersiva (DLLME) foi utilizada na determinacdo de parabenos
(PRICHODKO; SAKOCIUTE; VICKACKAITE, 2010), alquilfenois e
bisfenol A (LOPEZ-DARIAS, etal., 2010).

Foram ainda adotados métodos, tais como, extracdo com
membrana assistida por solvente (MASE) e extracdo sortiva em barra
magnética (SBSE) para alquilfendis (SALGUEIRO-GONZALEZ, et al.,
2013; KAWAGUCHI, et al., 2004), microextragdo adsortiva em barra
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(BAUE) para parabenos (ALMEIDA; NOGUEIRA, 2014; DIAS, et al.,
2015), extragdo em ponto nuvem (CPE) para bisfenol A (ZHONG, et
al., 2011), entre muitos outros.

2.7.1. Microextragdo em fase liquida suportada com fibra oca (HF-
LPME)

O principio da técnica de HF-LPME é fundamentado na
utilizacdo de uma membrana oca hidrofébica que é recoberta por um
solvente orgénico que seja imiscivel em &gua. No interior da membrana
sdo empregados alguns microlitros de um solvente (orgénico ou
aquoso), o qual serd o solvente receptor. A fase doadora sera a matriz
aquosa que contém os analitos a serem estudados (OLIVEIRA, et al.,
2008; DIONISIO, et al., 2010; MERIB; CARASEK, 2013).

O recobrimento da membrana ocorre através da imersdo da
mesma em um solvente organico. Os analitos serdo extraidos da amostra
aquosa através da membrana liquida formada e passam entdo para a fase
receptora. Posteriormente a extragdo, o solvente presente no interior na
membrana é retirado com ajuda de uma microsseringa e levado para a
analise instrumental (MERIB; CARASEK, 2013).

Este método pode adquirir duas formas basicas: duas fases ou
trés fases (figura 9). No modo de duas fases o solvente presente no
interior da membrana também é hidrofdbico, assim esse tipo de extragdo
é muito aplicado a compostos neutros que vao ter grande afinidade pela
solucdo receptora. A extragdo ocorre por difusdo passiva da fase
doadora para a fase receptora (equagdo 2) e o processo é dependente do
coeficiente de particdo entre as fases (equagdo 3) (OLIVEIRA, et al.,
2008; DIONISIO, et al., 2010; MERIB; CARASEK, 2013).

C
Agmostra = Afase organica (2) k= C:Z :z )

Em que, C.q, corresponde a concentragdo do analito no
equilibrio na solugdo receptora e C,q4 @ concentragdo do analito no
equilibrio na solucéo doadora.

Quando se usa trés fases, a solucdo receptora € aquosa, € 0S
compostos utilizados sdo os que sofrem ionizagdo. Assim na matriz
aquosa esses analitos encontram-se na forma neutra para possuir
afinidade pela membrana e quando eles entram em contato com a fase
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receptora sdo ionizados (OLIVEIRA, et al., 2008; DIONISIO, et al.,
2010; MERIB; CARASEK, 2013).

Neste sistema o ajuste do pH é essencial para a eficiéncia do
processo, e necessita ser selecionado cuidadosamente mediante o pKa
dos analitos. Assim, na amostra deve-se ter um pH inferior ao pKa do
analito para que o mesmo se apresente na forma n&o-ionizada e possa
migrar para a membrana hidrofdbica, e a fase receptora deve possuir um
pH superior ao pKa do analito para que 0 mesmo permaneca ionizado e
ndo retorne para a amostra aquosa (OLIVEIRA, et al., 2008;
DIONISIO, et al., 2010; MERIB; CARASEK, 2013).

A extragdo procede-se por difusdo passiva da amostra por
meio do solvente de recobrimento, e logo apds pela fase receptora
(equagdo 4). Os coeficientes de particdo envolvidos entre as fases
influenciam o processo de extracdo (equacOes 5 e 6) (OLIVEIRA, et al.,
2008; MERIB; CARASEK, 2013).

Aamostra = Afase organica = Afase receptora (4)

Ceg,or, Ceqr
Korg/d = ﬁ ) Kr/org = ﬁ (6)

Em que, Ceq/0rgCOrresponde a concentragdo do analito no
equilibrio na fase organica, C,q/4 corresponde a concentragdo do analito
no equilibrio na solugdo doadora, C,,-corresponde a concentragdo do
analito no equilibrio da solucdo receptora e K corresponde ao
coeficiente de particdo. A forca motriz do processo é o coeficiente de
particdo entre as fases receptora e doadora (K, ;) € € obtido pelo
produto de Kyrg/a © Krjorg (OLIVEIRA, et al., 2008; MERIB;
CARASEK, 2013).

Ceqr
Kr/d = f::d = org/d-Kr/org (7)
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Figura 9 — Formas basicas da HF-LPME (a) Trés fases (b) Duas fases.
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Fonte: Adaptado de Merib; Carasek (2013)

Neste tipo de técnica também podem ser usados dois tipos de
configuragdes: tipo U e tipo haste (figura 10). No tipo U empregam-se
duas microsseringas para colocar e retirar o solvente do interior da
membrana, € no tipo haste adota-se apenas uma microsseringa sendo
selada a outra extremidade da membrana. Varios parametros podem ser
avaliados na HF-LPME, tais como, escolha da membrana, solvente de
recobrimento, for¢a i6nica, pH da amostra e volume da fase doadora e
receptora (MERIB; CARASEK, 2013).
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Figura 10 — Configuragdes da HF-LPME (a) Tipo U (b) Tipo haste.
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Em uma das determinacGes de parabenos e alquilfendis, esta
técnica foi empregada em trés fases e configuracdo do tipo U. O
solvente de recobrimento utilizado foi o tolueno e o éter dihexil para
determinagio de parabenos e alquilfendis, respectivamente (DIAZ-
ALVAREZ; TURIEL; MARTIN-ESTEBAN, 2012; VILLAR-
NAVARRO, et al., 2013).

Uma variacgdo interessante da HF-LPME ¢é a extragdo liquido-
liguido por membrana microporosa (HF-MMLLE), esta foi
desenvolvida em 2007 por Zorita e colaboradores. O grande diferencial
do método é ndo empregar solvente no interior da membrana, apenas
nos poros da mesma. Assim, o solvente organico impregnado na
membrana atua como fase receptora. Logo ap0s a extracéo, é realizada
a dessorcdo do solvente orgénico imobilizado na membrana por um
solvente adequado e posteriormente é feita a anélise instrumental. A HF-
MMLLE foi utilizada para analise de varios compostos como 4-
isobutilacetofenona, hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAS) e
agrotéxicos (ZORITA; BARRI; MATHIASSON, 2007; BEDENDO,
2010; HYDER, et al., 2011; BEDENDO; JARDIM; CARASEK, 2012).
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2.7.2. Microextragdo com gota unica (SDME)

A SDME foi proposta por Jeannot e colaboradores em 1996.
Neste primeiro estudo foi empregado o n-octano como solvente para a
formacdo da gota, a extracdo ocorreu por imersdo direta da gota na
amostra para a determinacdo de compostos organicos. A partir deste
trabalho inicial, a técnica vem sendo grandemente utilizada (MALTEZ,
2007; PINTO; PEDROSO, 2015). Neste método o equilibrio de parti¢do
do analito entre as fases envolvidas rege o processo de extracdo
(PINTO; PEDRQOSO, 2015).

Na extracdo com SDME utiliza-se uma gota que atua como
extrator, essa gota € composta por um solvente organico que nao €
miscivel em &gua. Essa microgota fica suspensa na ponta de uma
microsseringa (OLIVEIRA, et al., 2008; DIONISIO, et al., 2010).

Entdo, primeiramente uma determinada quantidade de
solvente organico é coletada com uma microsseringa de forma a
preencher o limen da mesma. Depois, a microsseringa é colocada no
frasco e a gota é formada na extremidade da agulha. Posteriormente a
extracdo, a gota é entdo aspirada para o interior da microsseringa e entdo
¢ realizada a analise instrumental (figura 11) (PINTO; PEDROSO,
2015).
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Figura 11 — Etapas de Amostragem em SDME. (1) agulha perfura o
septo do frasco amostrador, (2) a gota é exposta diretamente na matriz
da amostra e os analitos sdo sorvidos, (3) a gota é retraida para dentro da
seringa e o extrato é injetado no instrumento analitico.

licro-zeringa

Solugio amostra

Solvente extratar

Micro-gota

Barra sgitadors

(40

Ry |

Instrumento

3

Fonte: Adaptado de Maltez (2007)

Apesar de a SDME apresentar varios arranjos, 0s modos de
extracdo mais adotados para esse método sdo os tipos Headspace e
imersdo direta (figura 12) (MALTEZ, 2007; PINTO; PEDROSO, 2015).
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Figura 12 — Modos da SDME (a) Headspace (b) Imerséo direta.
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Fonte: Adaptado de Dionisio, et al. (2010)

Na imersdo direta a microgota entra em contato direto com a
matriz, entdo é imprescindivel que o solvente extrator apresente uma
baixa pressdo de vapor e insolubilidade em agua, além de ser eficiente
para a extracdo dos analitos (PINTO; PEDROSO, 2015).

No modo headspace, a microgota fica exposta a amostra. Na
HS-SDME a gota possui uma maior estabilidade comparada ao modo
anterior, uma vez que minimiza as possibilidades de desprendimento da
mesma. Portanto, pode-se aplicar uma maior agitacdo com o intuito de
aumentar a transferéncia dos analitos para o headspace (PINTO;
PEDROSO, 2015).

Em um dos artigos desta técnica que determinam bisfenol A e
alquilfendis os autores adotaram como solvente o decanol. A gota de
decanol foi entdo imersa em 5 mL de amostra de 4gua do mar para a
realizacdo da extracio (LOPEZ-DARIAS, et al., 2010).

2.7.3. Microextrago liquido-liquido dispersiva (DLLME)
A microextracdo liquido-liquido dispersiva é uma técnica que

foi desenvolvida em 2006 por Rezaee e colaboradores. No trabalho
proposto por eles, foram analisados hidrocarbonetos policiclicos
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aromaticos em amostra aquosa utilizando a DLLME e um cromatdgrafo
gasoso com deteccao por ionizacdo em chama (REZAEE, et al., 2006).

Neste método sdo utilizados dois solventes, um extrator e
outro dispersor. O solvente extrator deve apresentar caracteristicas mais
apolares, para que o mesmo seja imiscivel na matriz aquosa. Ja o
solvente dispersor deve ser miscivel tanto no solvente extrator quanto na
amostra (MARTINS, et al., 2012).

E feita entdo uma mistura adequada de ambos os solventes, e
a mesma ¢ injetada na amostra (figura 13). Quando ocorre a injecdo
nota-se que a solugdo fica turva, isso devido as microgotas que séo
formadas e a dispersdo das mesmas por toda a solucéo, criando assim
uma éarea superficial imensamente grande e fazendo com que o
equilibrio seja atingido de forma rapida (REZAEE, et al., 2006;
MARTINS, et al., 2012).

Figura 13 — Esquema representativo da injecao da mistura de solventes
extrator e dispersor.

R Agua + solvente™,
% Dispersor
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B A
g Solvente : 1
: !. Q{_‘“O/r Angto ]
g /

% '

Injecao
da mistura de
solventes
na amostra

Fonte: Adaptado de Martins, et al. (2012)
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Logo ap6s a extragdo ocorre a etapa de centrifugacdo (figura
14), para que o solvente extrator que ja contém os analitos seja

sedimentado, e seja feita e a analise instrumental posteriormente
(REZAEE, et al., 2006; MARTINS, et al., 2012).

Figura 14 — Esquema representativo da etapa de centrifugacao.
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Fonte: Adaptado de Martins, et al. (2012)

No trabalho elaborado pelos criadores da técnica foi usado
como solvente dispersor a acetona e como solvente extrator o

tetracloroetileno, e a formacdo da microgotas foi comprovada por
microscopia (figura 15) (REZAEE, et al., 2006).
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Figura 15 — Fotografia dos diferentes passos da DLLME: (a) antes da
injecdo da mistura de solvente dispersor (acetona) e de solvente extrator
(C,Cl;) na amostra, (b) inicio da injecdo, (c) final de injecdo, (d)
fotografia do microscopio oOptico, a magnitude 1000 (que mostra as
particulas finas de C,Cl, em estado turvo), (e) depois da centrifugacéao e
(f) vista ampliada de fase sedimentada (5,0 +£ 0.2 uL).

Fonte: Adaptado de Rezaee, et al. (2006)

Na DLLME vérios fatores devem ser analisados, tais como: o
volume, tipo e proporcdo de solventes extratores e dispersores, pH da
amostra, tempo de extracdo e forca ibnica (MARTINS, et al., 2012).

A DLLME vem sendo empregada para analise de diversos
analitos, tais como, alquilfendis, bisfenol A e parabenos. Em um dos
trabalhos usou-se 150 pL de uma mistura acetonitrila e decanol na razéo
de 15:7 vlv, respectivamente, para determinacdo de bisfenol A e
alquilfendis em 5 mL de amostra de a4gua do mar. Nos ensaios para
determinacdo de parabenos foi utilizado como solvente dispersor a
acetona (480 pL) e como solvente extrator o clorobenzeno (20 pL).
Essa mistura foi entdo rapidamente injetada em 8 mL de amostra aquosa
(PRICHODKO; SAKOCIUTE; VICKACKAITE, 2010).
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2.7.4. Microextracdo por membrana liquida renovavel usando
membrana oca (HFRLM)

Técnicas convencionais de extracdo que utilizam membrana
oca, tais como, a membrana liquida suportada (SLM) e membrana
liguida de emulsdo (ELM) apesar de serem bastante atrativas
apresentam algumas limitagcbes. A instabilidade do filme liquido
formado e a dificuldade na emulsificacdo sdo alguns exemplos. Com a
finalidade de solucionar e minimizar esses problemas, a HFRLM foi
proposta em 2005 por Ren e colaboradores (CARASEK; MERIB, 2015;
HE, etal., 2016 ).

Neste método, além do recobrimento da membrana, introduz-
se diretamente na amostra uma determinada quantidade de solvente
extrator, fornecendo desta maneira uma alta razdo entre a fase aquosa e
0 solvente organico (CARASEK; MERIB, 2015; BEDENDO, 2010).

Em virtude da grande afinidade entre a membrana e o solvente
organico um filme fino é formado. Durante a agitacdo, a forga de
cisalhamento vai influenciar na particdo e coalescéncia das goticulas de
solvente extrator. Assim, neste processo ocorre a formacdo de
microgotas com altissima area superficial e consequentemente maior
sera a area de contato entre a amostra e 0 solvente organico. Ao mesmo
tempo, sucede-se a renovacdo da membrana liquida através da
reintrodugdo dessas goticulas (CARASEK; MERIB, 2015 BEDENDO,
2010; REN, et al., 2007).

Esta técnica apresenta uma elevada transferéncia de massa,
pequeno consumo de solvente extrator, ndo possui polui¢do secundaria,
baixo custo, facil manuseio e boa estabilidade, uma vez que a membrana
liquida é constantemente renovada evitando assim perdas por emulsdo e
solubilizacéo. O coeficiente de particdo fase aquosa/solvente organico e
a difusdo governam este método, prezando os equilibrios envolvidos
entre as fases (HE, et al., 2016; REN, et al., 2007).

A HFRLM foi utilizada para determinacdo de metais como
cobre (1) (REN, et al., 2007) e cadmio (II) (CARLETTO, et al., 2009),
e para analise de compostos organicos como sulfonamidas (BEDENDO;
JARDIM; CARASEK, 2010) e penicilina G (HE, et al., 2016).
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2.7.4. Sistema de extracdo 96-well plate

Kaye e colaboradores apresentaram, em 1996, a utilizagéo de
um sistema de extracdo de 96-well plate associado a extragdo em fase
solida com o intuito de realizar uma andlise rapida (KAYE, et al., 1996;
BIDDLECOMBE; BENEVIDES; PLEASANCE, 2001).

Tendo em vista a rapidez e praticidade de efetuar a extracdo
de 96 amostras simultaneamente, outras técnicas foram também
associadas a este sistema (BIDDLECOMBE; BENEVIDES;
PLEASANCE, 2001). Pawliszyn e seu grupo tém utilizado a
microextragdo em fase sélida juntamente com o 96-well plate, em que, o
sorvente é aderido em laminas na forma de pente. Assim, forma-se um
filme fino com grande &rea superficial, sendo chamada de extracdo com
filme fino (BOYACI; SPARHAM; PAWLISZYN, 2014; BOYACI, et
al., 2014; MIRNAGHI, et al., 2013; MIRNAGHI; PAWLISZYN,
2012).

A extragdo liquido-liquido aliada ao sistema de 96-Well plate
vem sendo empregada para analise de amostras como plasma e urina
(STEINBORNER; HENION, 1999; ZWEIGENBAUM, et al., 1999;
BIDDLECOMBE; BENEVIDES; PLEASANCE, 2001).

A instrumentacdo de 96-well plate aumenta a frequéncia
analitica do método, pois diminui o tempo necessario para realizacdo de
todas as extragbes, uma vez que podem ser realizadas até 96 a0 mesmo
tempo, minimiza os custos e apresenta boa preciséo (MIRNAGHI;
PAWLISZYN, 2012).

No 96-well plate tem-se uma escova composta por 8 pentes, e
cada um destes sdo constituidos por 12 haste. A agitacdo da amostra
ocorre no préprio sistema, pois 0 mesmo possui agitador (figura 16).
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Figura 16 — (a) Dispositivo de 96-blade SPME recoberto com
MWCNTs-COOH/PDMS (b) sistema manual 96-blade SPME (A)
incluindo o dispositivo de 96-blade (B) placa de 96 pogos (C) agitador
orbital.

Fonte: Adaptado de Kueseng; Pawliszyn (2013)

Neste trabalho, necessitou-se adaptar o sistema de 96-well
plate para que fosse possivel a utilizagdo das membranas ocas de
polipropileno (figura 17). As hastes presentes em cada pente possuem
um formato chato (2 mm), estas foram entdo moldadas para um formato
cilindrico (1 mm). Assim, apés as modificacbes tornou-se viavel a
associacéo das técnicas de 96-well plate e HFRLM.



Figura 17 — Modificacdes do sistema de 96-well plate.
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Fonte: Autoria prépria (2016)
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo geral determinar
desreguladores enddcrinos em matrizes aquosas através do sistema de
96-well plate combinado com a microextragdo por membrana liquida
renovavel usando membrana oca ressaltando o desenvolvimento e
otimizacdo de metodologias analiticas.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver e otimizar uma metodologia para determinagdo
de desreguladores endécrinos (metilparabeno, etilparabeno, bisfenol A,
4-nonilfenol, 4-octilfenol e 4-terc-octilfenol) em 4agua, utilizando o
sistema de 96-well plate associado a microextracdo por membrana
liquida renovavel usando membrana oca;

Desenvolver a microextragdo com membrana oca de
polipropileno.

Utilizar otimizacdo multivariada, a fim de obter superficies de
resposta que indiqguem as melhores condigdes de trabalho;

Determinacdo dos pardmetros analiticos de mérito para a
metodologia proposta neste trabalho.

Aplicar o método desenvolvido para amostra de A&gua
superficial coletada na Lagoa da Concei¢do, Santa Catarina.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.1. REAGENTES QUIMICOS E MATERIAIS

Os desreguladores enddcrinos metilparabeno  (99,0%),
etilparabeno (99,0%), bisfenol A (99,0%), 4-terc-octilfenol (97,0%), 4-
octilfenol (99,0%) e 4-nonilfenol (99,8%) foram obtidos da Sigma-
Aldrich (Milwaukee, WI, USA). Acetonitrila (ACN) e metanol (MeOH)
ambos de grau cromatografico foram adquiridos da JT Baker
(Mallinckrodt, NJ, EUA). A &gua foi purificada através do sistema de
agua ultra-pura (Mega Purity, Billerica, EUA). Os solventes utilizados
nos ensaios de preenchimento nos poros da membrana e como solventes
extratores foram o hexano, l-octanol e iso-octano (todos de grau
cromatografico) comprados da Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI, USA),
Tedia (Fairfield, OH, USA) e Tedia (Fairfield, OH, USA),
respectivamente. O solvente empregado como dispersor, acetona (AC)
foi obtido da Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI, USA). A membrana oca
usada neste estudo foi de polipropileno PP300/1200 Accurel® com 1,2
mm de didmetro interno, 300 um de espessura, 0,2 um de tamanho do
poro e foi obtida da Membrane (Wuppertal, Germany).

Solugbes estoque (1000 mg L") foram preparadas
dissolvendo uma quantidade apropriada de cada analito em ACN
(metilparabeno, etilparabeno e bisfenol A) e MeOH (4-terc-octilfenol,
4-octilfenol e 4-nonilfenol) e a solugdo trabalho contendo todos os
analitos (8 mg L) foi preparada pela diluicdo das solucdes estoques em
MeOH e estocadas a 4°C.

Para o preparo do tampdo foi utilizado é&cido citrico e
hidrogenofosfato dissédico (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil). Cloreto de
sodio para o ensaio da forca idnica foi adquirido da VETEC (Rio de
Janeiro, Brasil).

4.2. INSTRUMENTACAO

As amostras foram analisadas em um cromatografo liquido de
alta eficiéncia (Prominence Shimadzu LC-20AT) com injetor manual
(Rheodyne 7725i), sendo utilizado um detector de arranjo diodos (DAD)
e um detector de fluorescéncia (FLD). A separacéo foi realizada em uma
coluna em fase reversa Cygda Thermo Scientific (4,6 mm d.i x 25cm ¢ x
5 pm d.p.). Foram utilizados volume de injecéo de 20 pL e a vazdo de
1,0 ml min™. Gradiente foi 0 modo de eluicdo selecionado e a fase
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movel constituiu de: ACN (A) 50% e agua (B) 50% de 0-4,0 min; a
concentragcdo de A aumentou até 80% de 4,0-10,0 min e manteve-se
constante até 20,0 min; de 20,0-25,0 min a concentracdo de A retornou
novamente a 50%; por fim de 25,0-30,0 min a concentracdo de A
manteve-se em 50%. O comprimento de onda maximo selecionado para
0s parabenos foi de 257 nm (DAD), e para o bisfenol A e alquilfenois
foi escolhido como comprimento de onda de excitacdo e emissdo de 277
nm e 307 nm (FLD), respectivamente.

4.3. PREPARO DAS MEMBRANAS DE POLIPROPILENO E
SISTEMA DE 96-WELL PLATE

Para a realizacdo dos ensaios, membranas de polipropileno
foram cortadas no comprimento de 1,0 cm. Para a limpeza, as mesmas
foram imersas em acetona até a sua utilizacdo. No sistema de well plate
tem-se uma placa com 96 pocgos que foi inserida no equipamento onde
foi realizada a extragdo. O sistema de 96 well plate consiste de uma
escova constituida de 8 pentes, sendo que cada pente contém 12 hastes.
Para efetuar a extracdo as membranas ocas sdo colocadas nos pentes
com auxilio de uma pinca. Entdo, os poros das membranas fixadas nas
hastes foram impregnadas com solvente organico. Para o processo de
preenchimento do Iimen da membrana, o solvente organico é colocado
nos pocos do sistema de 96-well plate (300 pL) com auxilio de um
micropipetador multicanal. O tempo de impregnacgdo no solvente foi de
10 segundos. Logo ap6s, inicia-se o processo de extracdo. Na Figura 18
sdo mostradas algumas etapas.
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Figura 18 — Preparacéo das membranas ocas e sistema de 96-well plate.

Fonte: Autori‘a prépria (2016)

4.4. OTIMIZAGAO DO SISTEMA DE 96-WELL PLATE
COMBINADO COM A HFRLM

Os ensaios foram realizados em pocos de 2,0 mL para a etapa
de extracdo e de 500 pL para a etapa de dessorcdo do sistema 96-well
plate. Na extracdo empregou-se 75 uL de tampéo, 30 uL de solvente
extrator e agua ultra-pura fortificada com 240 pg L™ dos analitos
(volume total de 1,5 mL), e para a dessorcdo foi utilizado 300 pL de
solvente (figura 19).

Na dessorcdo foram estudados o tipo de solvente e o tempo.
Foi analisado univariadamente e em triplicata os tempos de 10, 20 e 30
min. O solvente de dessor¢do (acetonitrila, &gua e metanol) foi
selecionado através da superficie triangular.
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Na extracdo, o recobrimento da membrana e o solvente
extrator (1-octanol, hexano e iso-octano) foram avaliados através da
superficie ternaria. A relevancia das técnicas (HF-MMLLE, DLLME e
HFRLM) e o pH da amostra (4, 5 e 6) foram estudadas de forma
univariada e em triplicata. O tempo de extracdo (15-60 min.), volume de
solvente extrator (15-55 L) e efeito da forca idnica (0-30%) foram
analisados pelo planejamento do composto central (otimizacdo
multivariada).

O ltimo teste feito antes da construcao da curva de calibracéo
foi sobre a reprodutibilidade dos pogos no sistema de 96-well plate.

Os dados foram processados utilizando 0s programas
computacionais Statsoft Statistica 8.0, Origin 8.0 e Microsoft Excel.

Figura 19 — Etapas de extracdo e dessorgao.
EXTRACAO

v 75 pL de tampéo;
N\ v'30 pL de solvente

= extrator;
b v agua UP fortificada com
240 pg L dos analitos.

\ 4

Pocos de 2,0 mL
Volume totalde 1,5 mL

DESSORCAO

v 300 pL (volume total) de

T solvente de dessorcio;
v Solventes estudados:
agua, acetonitriia e

metanol.

A 4

Pocos de S00 pL
Volume total de 300 pL

Fonte: Autoria prépria (2016)

4.5. PREPARO DA AMOSTRA OTIMIZADO

Primeiramente, as membranas foram impregnadas com uma
mistura de 1-octanol e hexano (50:50 v/v). Posteriormente, as amostras
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(volume total de 1,5 mL) foram inseridas nos pogos do sistema de 96-
well plate (2,0 mL). A técnica empregada foi a HFRLM e o solvente de
extracdo foi hexano (15 pL). Ndo foi utilizado NaCl e o pH da amostra
foi de 5. A extracdo foi realizada em um tempo de 45 min e em seguida
procedeu-se a dessor¢do em outra placa do sistema plate (500 pL) com
300 pL de acetonitrila e dgua (75:25 v/v) durante 10 min. A agitacdo
durante a etapa de extracdo e dessorcao foi realizada no prdprio sistema
de 96-well plate. As membranas de polipropileno ndo foram
reutilizadas.

4.6. DETERMINACAO DOS PARAMETROS ANALITICOS DE
MERITO DO METODO E APLICAGAO DO MESMO

Para avaliacio do método proposto, foram estudados
pardmetros como a faixa linear, limite de quantificacdo (LOQ), limite de
deteccdo (LOD) e coeficiente de correlacdo linear (r%). A curva de
calibracdo foi construida através da fortificacdo de diferentes niveis de
concentracdo em agua ultrapura. O LOD e LOQ foram obtidos por meio
dos parametros da curva de calibracdo. O LOD é definido como a menor
concentracdo de analito que pode ser detectada e, 0 LOQ corresponde a
menor concentracdo de analito que pode ser quantificada (PASCHOAL,
et al.,, 2008; RIBEIRO, et al., 2008). Estes foram calculados como
segue abaixo:

LOD = 3,3 % (equagdo 8)  LOQ = 10 % (equacdo 9)

Em que, “o” representa 0 desvio do intercepto e “s” 0 valor
da inclinacdo da curva de calibragdo. Ainda existem outras formas de
calcular o LOQ e LOD, como por exemplo, a razdo sinal/ruido
(PASCHOAL, et al., 2008; RIBEIRO, et al., 2008).

A exatiddo e a precisdo do método foram analisadas pela
fortificacdo de amostras de dgua da lagoa da Conceicédo (Florianépolis,
Santa Catarina, Brasil). Para a coleta da amostra foi empregado um
frasco esterilizado e esta foi mantida a uma temperatura de 4°C até a sua
utilizacdo. A coleta foi realizada na Avenida das Rendeiras.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Inicialmente foram realizados testes para a obtencdo de uma
boa separagdo cromatogréafica dos analitos. Assim, para a analise dos
desreguladores enddcrinos, métodos presentes na literatura auxiliaram
nesta escolha. O primeiro método empregado foi o proposto por
Raimundo (2007), neste utiliza-se como solvente de eluicdo ACN (A) e
adgua (B). Em 30 min a proporcdo de A variou de 10 a 90%.
Posteriormente, a propor¢do de A aumentou para 92% de 30-35 min, e
variou de 92 até 95% durante mais 2 min. Por fim, nos dltimos 3 min de
analise a proporcao de A decresceu de 95% para 10%. Desta maneira, 0
tempo total da corrida cromatografica foi de 40 min, com fluxo de 0,8
mL min (figura 20).

Figura 20 — Cromatograma obtido pela injecdo direta no cromatografo
liquido da mistura contendo os analitos (8 mg L™). Analitos: MP (tg =
17,91 min), EP (tg = 20,72 min), BFA (tr = 23,31 min), 4-t-OF (tg =
33,76 min), 4-OF (tg = 36,17 min) e 4-NF (tg = 37,97 min).

&
I
k:

720.722133185

Fonte: Autoria Ap-rép.r-ia (2016)-

Na intencdo de diminuir o tempo de analise, testou-se o
método proposto por Neng (2011). Os solventes adotados foram &gua
(B) e MeOH (C), em que a propor¢dao de C alcangou 60% em um
intervalo de 0-4 min. Durante 4-10 min a proporcdo de C aumentou para
90% e finalmente diminuiu de 90 a 60% de 10-20 min. Como Neng
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usou uma coluna de 15 cm o fluxo foi de 0,5 mL min™. Na tentativa de
aproximar-se dos tempos obtidos, tendo-se uma coluna de 25 cm, foi
selecionado um fluxo de 1,0 mL min™ e o tempo final de corrida
estendeu-se até 30 min (figura 21).

Figura 21 — Cromatograma obtido pela injecao direta no cromatografo
liquido da mistura contendo os analitos (8 mg L™). Analitos: MP (tg =
5,96 min), EP (tg = 7,69 min), BFA (tr = 11,94 min), 4-t-OF (tg = 19,05
min), 4-OF (tr = 20,73 min) e 4-NF (tr = 22,13 min).

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr

"Fonte: Autoria prépria (2016)

Apesar de haver um ganho de tempo na corrida
cromatogréfica, ocorreu uma pequena deformacgdo no formato dos trés
primeiros picos. Para solucionar este problema, optou-se por um terceiro
método levando em conta os resultados obtidos anteriormente. Desta
forma, foram realizados experimentos utilizando a seguinte fase movel:
ACN (A) 50% e agua (B) 50% de 0-4,0 min; a concentracdo de A
aumentou até 80% de 4,0-10,0 min e manteve-se constante até 20,0 min;
de 20,0-25,0 min a concentragcdo de A retornou novamente a 50%; por
fim de 25,0-30,0 min a concentracdo de A manteve-se em 50%. O fluxo
foi de 1 mL min (figura 22).
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Figura 22 — Cromatograma obtido pela injecdo direta no cromatografo
liquido da mistura contendo os analitos (8 mg L™). Analitos : MP (tg =
4,36 min), EP (tg = 5,18 min), BFA (tr = 6,13 min), 4-t-OF (tr = 16,47
min), 4-OF (tg = 19,08 min) e 4-NF (tg = 21,56 min).

|

Fonté: Autoria prépria ‘(2016)‘k

Este gradiente apresentou uma boa resolucéo e separacdo dos
picos, sendo entdo escolhido para a realizacdo dos testes posteriores.
Para os parabenos o comprimento de onda maximo foi de 257 nm. Os
alquilfendis e bisfenol A apresentam uma maior sensibilidade no
detector de fluorescéncia (figura 23), entdo foram usados 277 e 307
como comprimentos de onda de excitagdo e emissao, respectivamente.
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Figura 23 — Cromatogramas obtidos apds a extracao pelo sistema de 96-
well plate combinado com a HFRLM nas condigdes iniciais fixadas
(condicBes ndo otimizadas)* com analitos a 240 ug L™. Analitos: MP (tg
= 4,36 min), EP (tg = 5,18 min), BFA (tg = 6,13 min), 4-t-OF (tgr =
16,47 min), 4-OF (tg = 19,08 min) e 4-NF (tg = 21,56 min). (A) com
detector de arranjo de diodos (DAD) (B) com detector de fluorescéncia

(FLD).
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*CondicGes: volume total de 1,5 mL, membrana recoberta com 1-
octanol, 30 pL de hexano como solvente extrator, tempo de extracdo de
60 min, pH fixado em 4, sem adicdo de NaCl e dessorcao liquida com
300 pL de ACN por 10 min.
Fonte: Autoria propria (2016)
Posteriormente foram realizadas as otimizagdes das condi¢bes
de extracédo e dessorcao.
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5.2. COMPARACAO DA EFICIENCIA DE EXTRACAO

O estudo inicial realizado foi sobre a comparagéo das técnicas
juntamente com o sistema de 96-well plate. Para tal, testou-se 0 uso ou
ndo do recobrimento na membrana, a utilizagdo de solvente extrator e 0
emprego de uma mistura de solventes extrator e dispersor (figura 24).

Figura 24 — Comparacdo da eficiéncia de extracéo.

120
g 100 -
-‘;: 80 - B MMLLE-DLLME
N
'Té 60 - B HF-MMLLE
§ 40 EHFRLM
© @ HF com DLLME
:71) 20 - mHF
0 - @ HF com solvente extrator
MP EP BFA 4-t-OF 4-OF 4-NF
Analitos

*Condiges gerais: volume total de 1,5 mL fortificado com 240 pg L™
dos analitos, tempo de extracdo de 60 min, pH fixado em 4, sem adi¢do
de NaCl e dessor¢do liquida com 300 uL de ACN por 10 min. NUmero
de replicatas igual a 3.
Condicoes especificas:
MMLLE-DLLME: solvente de recobrimento 1-octanol e 30 uL de uma
mistura de solventes extrator e dispersor (hexano e acetona, 1:8).
HF-MMLLE: solvente de recobrimento 1-octanol.
HFRLM: solvente de recobrimento 1-octanol e 30 UL de hexano como
solvente extrator.
HF com DLLME: membrana sem recobrimento e 30 pL de uma mistura
de solventes extrator e dispersor (hexano e acetona, 1:8).
HF: membrana sem recobrimento.
HF com solvente extrator: membrana sem recobrimento e 30 pL de
hexano como solvente extrator.

Fonte: Autoria propria (2016)
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De acordo com os dados obtidos, a técnica compromisso para
a analise de todos os analitos é a HFRLM, em que o 1l-octanol é o
solvente impregnado nos poros da membrana e o hexano atua como
solvente extrator.

Nota-se a necessidade de recobrimento da membrana para a
avaliacdo dos trés primeiros analitos, pois sem este 0s mesmos ndo séo
extraidos. Percebe-se que os trés Gltimos analitos também apresentam
uma boa resposta para a membrana oca ndo recoberta com adicdo de
solvente extrator.

Isto pode ser devido ao fato que mesmo ndo havendo solvente
impregnado nos poros da membrana, 0 hexano que é adicionado na
amostra, forma uma fina camada na membrana hidrofobica devido a
afinidade com a mesma e assim ocorrendo o transporte dos analitos.
Juntamente com isso, estes compostos (alquilfendis) possuem um maior
log P (entre 4,69 e 5,74) comparado aos demais analitos em estudo, e 0
hexano (3,13) em relacdo ao 1-octanol (2,58) também tem um log P
mais elevado. Esta pode ser uma justificava para o fato de este método
ter se mostrado téo eficiente para a extracdo dos mesmos.

Para melhorar ainda mais a eficiéncia da HFRLM o solvente
extrator, o volume do mesmo, recobrimento e outros fatores foram
estudados.

5.3. CONDICOES DE DESSORCAO

Definido o procedimento de extragdo, seguiu-se a otimizacao.
Para a dessor¢do foram estudados o tempo e o solvente de dessorc¢ao.

O tempo que apresentou uma melhor resposta analitica foi 10
min (figura 25). Este também mostrou boa preciséo, além de aumentar a
frequéncia analitica do método.
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Figura 25 — Escolha do tempo de dessorcao.
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*Condiges: volume total de 1,5 mL fortificado com 240 pg L™ dos
analitos, solvente de recobrimento 1-octanol, 30 puL de hexano como
solvente extrator, tempo de extracdo de 60 min, pH fixado em 4, sem
adicdo de NaCl e dessorcdo liquida com 300 uL de ACN. Ndmero de
replicatas igual a 3.

Fonte: Autoria propria (2016)

O solvente de dessorcdo foi escolhido através de ensaios
realizados seguindo o modelo da superficie triangular de acordo com a
tabela 2 e os resultados sdo apresentados na figura 26.
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Tabela 2 — Experimentos da superficie triangular para escolha do(s)
solvente(s) na etapa de dessor¢do liquida.

Experimentos Agua Acetonitrila Metanol
Proporcao Proporc¢ao Proporc¢ao
(%) V) () (vv) (%) (Viv)
1 1,000 300puL 0,000 OpL 0,000 OpL
2 0,000 OpL 1,000 300pL 0,000 OpL
3 0,000 OpL 0,000 OpL 1,000 300 pL
4 0,500 150pL 0,500 150puL 0,000 OpL
5 0,500 150pL 0,000 OpL 0,500 150 pL
6 0,000 OpL 0,500 150pL 0,500 150 pL
7 0,667 200pL 0,167 50pL 0,167 50 pL
8 0,167 50uL 0,667 200uL 0,167 50 pL
9 0,167 50pL 0,167 50pL 0,667 200 pL
10 (ponto 0,333 100pL 0,333 100puL 0,333 100 pL
central)
11 (ponto 0,333 100 pL 0,333 100pL 0,333 100 pL
central)
12 (ponto 0,333 100pL 0,333 100puL 0,333 100 pL
central)

Fonte: Autoria prépria (2016)
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Figura 26 — Superficie triangular com r’= 0,8450 para otimizagdo do(s)
solvente(s) para dessorcdo liquida.

Acetonitrila
0,0041,00

Il > 1,8E5
Il < 1,8E5
B < 14E5
5 C1<1E5

' 5 <
0,00 025 0,50 075 1,00 o
Agua Metanol

*Condigbes: volume total de 1,5 mL fortificado com 240 ug L™ dos

analitos, solvente de recobrimento 1-octanol, 30 UL de hexano como

solvente extrator, tempo de extracdo de 60 min, pH fixado em 4, sem

adicdo de NaCl e dessorcéo liquida com 300 pL de solvente por 10 min.
Fonte: Autoria prépria (2016)

Os dados obtidos sugerem duas regides de maximo, uma com
100% de metanol e outra com uma mistura de acetonitrila e agua na
proporcdo de 75:25, respectivamente. Apesar de 0 solvente metanol
apresentar uma boa resposta, o pico do metilparabeno ficou duplicado.
Além disso, a fase movel do método é composta por acetonitrila e agua,
assim a escolha desses solventes para dessorcdo apresentard total
compatibilidade com a fase mével empregada.

Otimizado o processo de dessorgdo, prosseguiu-se com 0S
estudos sobre os parametros de extragdo.

5.4. SOLVENTE DE RECOBRIMENTO DA MEMBRANA

Ao mergulhar a membrana em um solvente organico forma-se
uma membrana liquida que fica impregnada nos poros da mesma.
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Apesar de esta técnica apresentar grandes beneficios, ela também possui
suas limitagdes (MALIK, M. A 2011; MANNA, M. S. 2014).

Um problema desta metodologia est4 associado a estabilidade
do filme formado, varios fatores durante o procedimento podem causar a
desestabilizagcdo do solvente impregnado, como por exemplo, 0 uso
prolongado (MALIK, M. A 2011; MANNA, M. S. 2014).

Assim pode-se ocorrer a perda desse recobrimento devido a
dissolucdo ou evaporagdo, pois muitos solventes organicos sao volateis.
Sabendo dessas restricfes é possivel minimizar as mesmas, através de
escolhas cuidadosas, tais como o solvente utilizado para a formacédo do
filme (MALIK, M. A 2011; MANNA, M. S. 2014).

Nesta otimizacdo foram empregados trés solventes diferentes
sendo eles: 1-octanol, hexano e iso-octano (figura 27) e por meio da
superficie triangular foram realizados os experimentos (tabela 3).

Tabela 3 — Experimentos da superficie triangular para escolha do(s)
solvente(s) para o recobrimento da membrana.

Experimentos 1-Octanol Hexano Iso-octano
Proporc¢ao Proporc¢ao Proporc¢ao
(%) i) (%) Vv) (%)  (Vv)

1 1,000 300pL 0,000 OpL 0,000 OpL
2 0,000 OpL 1,000 300pL 0,000 OpL
3 0,000 OpL 0000 OpL 1,000 300 pL
4 0,500 150pL 0,500 150pL 0,000 OpL
5 0,500 150pL 0,000 OpL 0,500 150 pL
6 0,000 OpL 0,500 150pL 0,500 150 pL
7 0,667 200pL 0,167 50pL 0,167 50 pL
8 0,167 50pL 0,667 200pL 0,167 50 pL
9 0,167 50pL 0,167 50puL 0,667 200 pL
10 (ponto 0,333 100 pL 0,333 100pL 0,333 100 pL
central)
11 (ponto 0,333 100 pL 0,333 100pL 0,333 100 pL
central)
12 (ponto 0,333 100 pL 0,333 100pL 0,333 100 pL
central)

Fonte: Autoria prépria (2016)
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Figura 27 — Superficie triangular com r’= 0,9071 para otimizago do(s)
solvente(s) para recobrimento da membrana.

Iso-octano
0,004 1,00

I > 1E5
I < 1E5
Il < 80000
[ < 60000

; b (= < 40000
0,00 0,25 0,50 075 1,00 B < 20000

1-Octanol Hexano
*Condigdes: volume total de 1,5 mL fortificado com 240 ug L™ dos
analitos, 30 pL de hexano como solvente extrator, tempo de extracdo de
60 min, pH fixado em 4, sem adicdo de NaCl e dessorcdo liquida com
300 pL (75:25 v/v) de ACN:H,0 por 10 min.
Fonte: Autoria prépria (2016)

De acordo com os dados obtidos, uma mistura de 1-octanol e
hexano na propor¢do 50:50 foi a condicdo Otima selecionada. Este
resultado fortalece mais uma vez a ideia da afinidade dos analitos pelos
diferentes solventes. Enquanto os parabenos e o bisfenol A demostram
uma preferéncia por 1-octanol que apresenta um menor valor de log P
comparado aos demais, os alquilfendis exibem maior afinidade pelos
solventes mais apolares.

Embora a proporcéo 50:50 de 1-octanol e iso-octano também
tenha exibido uma boa resposta, escolheu-se o hexano. Pois, este
apresenta uma menor toxicidade (LD 50iso-octano > LD 50nexano)-

O emprego de uma mistura de solventes para o recobrimento
dos poros da membrana é inédito na literatura.



70

5.5. SOLVENTE EXTRATOR

O solvente extrator deve apresentar polaridade semelhante a
dos analitos em estudo, para a obtengdo de um elevado coeficiente de
particdo (BEDENDO, 2010).

Através do modelo da superficie ternaria (tabela 4), foi
estudada a influéncia de trés solventes: 1-octanol, hexano e iso-octano
(figura 28).

Tabela 4 — Experimentos da superficie triangular para escolha do(s)
solvente(s) extrator.

Experimentos 1-Octanol Hexano Iso-octano
Proporc¢éao Proporc¢éo Proporcéo
) (V) () (N (%) (V)

1,000 30pL 0000 OpL 0,000 OpL
0000 OpL 1,000 30pL 0,000 OpL
0000 OpL 0,000 OpL 1,000 30pL
0500 15uL 0,500 15pL 0,000 O pL
0500 15pL 0,000 OpL 0500 15pL
0000 OpL 0,500 15pL 0,500 15 pL
0667 20uL 0,167 5pL 0167 5pL
0167 5pL 0,667 20pL 0,167 5pL
0167 5upL 0,167 50pL 0,667 20pL
10 (ponto 0333 10pL 0,333 10pL 0,333 10pL

© o0 ~NOo Ol WwWwN P

central)
11 (ponto 0,333 10pL 0,333 10pL 0,333 10pL
central)
12 (ponto 0,333 10pL 0,333 10pL 0,333 10pL
central)

Fonte: Autoria propria (2016)
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Figura 28 — Superficie triangular com r’= 0,9436 para otimizago do(s)
solvente(s) extrator.
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1-Octanol Hexano
*Condigdes: volume total de 1,5 mL fortificado com 240 ug L™ dos
analitos, solventes de recobrimento 1-octanol:hexano (50:50 v/v), tempo
de extracdo de 60 min, pH fixado em 4, sem adicdo de NaCl e
dessorcao liquida com 300 pL (75:25 v/v) de ACN:H,0 por 10 min.
Fonte: Autoria prépria (2016)

A condicdo 6tima foi 0 emprego de hexano como solvente de
extracdo. Apesar de uma mistura contendo hexano e iso-octano também
fornecer um bom resultado, optou-se pela simplificagdo de utilizar
apenas um solvente. Além disso, este € um dos solventes extratores mais
empregados por diversas técnicas para este fim, como por exemplo, no
estudo de compostos aromaticos (BOCQUET, et al., 2006) e pesticidas
(SILVA, et al., 2015).

5.6. pH DA AMOSTRA

O ajuste do pH é essencial para que se possa obter uma
elevada eficiéncia de extracdo. Na técnica adotada neste trabalho é
fundamental que os analitos presentes na amostra encontrem-se na
forma neutra. Isto, para que os mesmos apresentem afinidade pelo
solvente extrator e consequentemente pela membrana liquida suportada.
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Desta maneira, ocorre a migracdo dos compostos da fase aquosa para a
membrana. Assim, para a analise de espécies acidas o pH da amostra
deve ser ao menos 1,5 unidade inferior em relacdo ao pKa dos analitos
estudados (OLIVEIRA, et al., 2008; MERIB; CARASEK, 2013).

Para os parabenos predomina-se a forma neutra até um pH de
aproximadamente 6 (ALMEIDA; NOGUEIRA, 2014). Desta maneira,
considerando o pKa dos diferentes compostos foi avaliada uma faixa de
pH de 4 a 6. A Figura 29 mostra o resultado deste estudo.

Figura 29 — Escolha do pH da amostra.
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*Condigbes: volume total de 1,5 mL fortificado com 240 ug L™ dos
analitos, 30 pL de hexano como solvente extrator, solventes de
recobrimento 1-octanol:hexano (50:50 v/v), tempo de extracdo de 60
min, sem adicdo de NaCl e dessorc¢do liquida com 300 pL (75:25 v/v)
de ACN:H,0 por 10 min. Namero de replicatas igual a 3.

Fonte: Autoria propria (2016)

Avaliando os dados da Figura 29 é possivel notar que tanto o
pH 5 como o 6 exibem boas respostas e precisdo. Dentre todos 0s
analitos em estudo, o metilparabeno é o que possui menor sensibilidade,
assim o pH 5 foi escolhido com o intuito de favorecer a determinagéo do
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mesmo. Este resultado é semelhante aos descritos na literatura. Neng
(2011) empregou pH 5 como condi¢do étima no estudo de alguns
desreguladores enddcrinos, tais como, bisfenol A, 4-octilfenol e 4-
nonilfenol. No caso dos parabenos, pH na faixa 5,5 tem sido reportado
(ALMEIDA; NOGUEIRA, 2014; DIAS, et al., 2015).

5.7. TEMPO DE EXTRAGAO, EFEITO DA FORGA IONICA E
VOLUME DE SOLVENTE EXTRATOR.

A transferéncia de massa entre as fases influencia diretamente
a eficiéncia da extracdo. E esta & dependente do tempo, assim a
otimizagdo desse pardmetro torna-se importantissimo. Sendo este um
processo de equilibrio, quanto mais proximo o sistema estiver destas
condi¢cdes menor serd essa taxa de transferéncia. E quando o equilibrio
for atingido ela se torna constante (PSILLAKIS; KALOGERAKIS,
2003; OLIVEIRA, et al., 2008; MERIB; CARASEK, 2013).

A influéncia do ajuste da forca idnica vai ser dependente dos
analitos de estudo. A adicdo de sal pode aumentar a eficiéncia da
extracdo através do efeito chamado salting out, em que sera reduzida a
solubilidade dos compostos na amostra. Isto ocorre devido a solvatacdo
dos ions pelas moléculas de agua e consequentemente reduzindo a
dissolucdo dos analitos por um mecanismo de competicdo. Porém, em
alguns casos a forcga idnica pode ndo ser significativa para o processo de
extracdo ou até limitar o mesmo (PSILLAKIS; KALOGERAKIS, 2003;
OLIVEIRA, et al., 2008; MERIB; CARASEK, 2013).

O solvente adicionado diretamente na amostra deve apresentar
caracteristicas, tais como, baixa solubilidade em agua e atuar como um
bom extrator para os analitos. O volume de solvente extrator deve ser
suficiente para manter a renovacdo da membrana liquida suportada, em
altas quantidades pode ocorrer a formacdo de microemulsdes
(BEDENDO, 2010; ASSADI, et al., 2010).

Para a verificacdo dessas variaveis foi realizada uma
otimizagdo multivariada baseada no modelo do composto central. Foram
realizados 17 experimentos como descrito na Tabela 5. Foram estudados
tempos de extracdo na faixa de 5 a 60 min., a porcentagem de sal (NaCl)
variou de 0 a 30 % e o volume de solvente extrator investigado foi de 5
a 55 uL. A partir dos dados obtidos, foram construidas superficies de
resposta para a avaliar as melhores condicdes de extracdo (figuras 30, 31
e 32).
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Tabela 5 — Planejamento do Composto Central para a otimizacdo da
guantidade de sal, volume de solvente extrator (hexano) e tempo de

extraco.

Tempo de Sal Volume  Tempo de Sal Volume
extracao de extracao de

solvente solvente
extrator extrator

-1,00000 -1,00000 -1,00000 15 min 6% 15 uL
-1,00000  1,00000 1,00000 15 min 24% 45 ulL
1,00000 -1,00000  1,00000 45 min 6% 45 ul
1,00000 1,00000  -1,00000 45 min 24% 15 ulL
0,00000 0,00000  0,00000 30 min 15% 30 uL
-1,00000  -1,00000  1,00000 15 min 6% 45 ulL
-1,00000  1,00000 -1,00000 15 min 24% 15 uL
1,00000  -1,00000 -1,00000 45 min 6% 15 ulL
1,00000 1,00000 1,00000 45 min 24% 45 pL
0,00000 0,00000  0,00000 30 min 15% 30 uL
-1,67332  0,00000  0,00000 5 min 15% 30 uL
1,67332 0,00000  0,00000 60 min 15% 30 uL
0,00000 -1,67332  0,00000 30 min 0% 30 ulL
0,00000 1,67332 0,00000 30 min 30% 30 uL
0,00000 0,00000 -1,67332 30 min 15% 5uL
0,00000 0,00000 1,67332 30 min 15% 55 ulL
0,00000 0,00000  0,00000 30 min 15% 30 uL

Fonte: Autoria prépria (2016)
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Figura 30 — Superficie de resposta obtida tempo versus % de sal (r* =
0,8447) na extracdo dos parabenos, bisfenol A e alquilfen6is por
HFRLM combinada com o sistema 96-well plate.
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Figura 31 — Superficie de resposta obtida tempo versus volume de
solvente extrator (r* = 0,8447) na extracdo dos parabenos, bisfenol A e
alquilfendis por HFRLM combinada com o sistema 96-well plate.
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Figura 32 — Superficie de resposta obtida volume de solvente extrator
versus % de sal (r* = 0,8447) na extracdo dos parabenos, bisfenol A e
alquilfendis por HFRLM combinada com o sistema 96-well plate.
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Fonte: Autoria prépria (2016)

De acordo com os resultados obtidos, o tempo de extracéo
tende a um maximo, como pode ser observado na primeira e na segunda
superficie. Para aumentar a frequéncia analitica do método escolheu-se a
utilizacdo de 45 min de extracdo.

Em relacdo ao efeito da forca ibnica a condi¢do 6tima foi a
ndo utilizacdo de sal (NaCl), como pode ser notado na primeira e na
terceira superficie. Este efeito ndo significativo sobre a eficiéncia da
extracdo esta de acordo com alguns artigos publicados na literatura. Na
andlise de 4-octilfenol e 4-nonilfenol, Villar-Navarro e colaboradores
(2013) chegaram ao mesmo resultado encontrado neste trabalho. Apesar
dos parabenos apresentarem uma maior polaridade em comparacéo aos
outros analitos além do grupo —OH e j ter sido reportado o emprego de
sal na andlise destes (DIAS, et al., 2015), também tem sido relatado
experimentos em que 0 % de sal foi a condicdo ideal para as extracfes
(JAIN, etal., 2013; ALSHANA; ERTAS; GOGER, 2015).

Analisando a segunda e a terceira superficie percebe-se que
uma menor quantidade de solvente apresentou uma melhor resposta.
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Desta forma, um volume de 15 pL foi adotado para a realizacdo dos
ensaios seguintes.

5.8. REPRODUTIBILIDADE DOS POCOS

Este experimento teve a intencdo de demostrar que o resultado
é independente da posicdo do pogo, ou seja, que a localizagcdo ndo
interferira na precisdo da extracdo. Para tal, foram empregadas as
condicdes 6timas do método.

Em resumo, foram empregados um volume total de 1,5 mL
fortificado com 240 pg L™ dos analitos, 15 pL de hexano como solvente
extrator, solventes de recobrimento 1-octanol:hexano (50:50 v/v), tempo
de extracdo de 45 min, pH fixado em 5, sem adi¢cdo de NaCl e
dessorcao liquida com 300 pL (75:25 v/v) de ACN:H,0 por 10 min.

Foram utilizadas 10 localizagBes diferentes como
exemplificado na Figura 33 e os resultados sdo mostrados na tabela 6.
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Figura 33 — Localizacdo dos pocos do sistema de 96-Well plate.

1 2 3 4 5 4 7 a 9 10 12

Fonte: Adaptado da internet (2016)

Tabela 6 — Estudo da preciséo da localizagéo dos pogos.

Analito RSD (%)
Metilparabeno 7,1
Etilparabeno 6,1
Bisfenol A 4.7
4-terc-Octilfenol 8,4
4-Octilfenol 13,1
4-Nonilfenol 11,6

Fonte: Autoria prépria (2016)

Os dados mostraram-se satisfatorios, pois o desvio maximo
foi de 13,1 % que estd compreendido entre a faixa considerada como
adequada, até 20 %. Vale ressaltar que, os trés Gltimos analitos que
apresentaram maior RSD sdo analisados através do detector de
fluorescéncia que possui uma grande detectabilidade, deste modo
podendo aumentar a faixa de erro. Assim, comprova-se que
independentemente da localizagdo do poco o resultado € 0 mesmo.
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5.9. PARAMETROS ANALITICOS DE MERITO E ANALISE DAS
AMOSTRAS

Apesar de muitos desreguladores enddcrinos ndo possuirem
uma legislagdo vigente para a sua concentracdo maxima permitida em
agua, na legislacdo Europeia os octilfendis e nonilfendis apresentam
valores de 0,1 pg L™ e 0,3 pg L™, respectivamente. Como o FLD
(fluorescéncia) é um detector muito sensivel, na primeira parte deste
trabalho empregou-se uma baixa sensibilidade e um ganho menor. Isto
foi necessario, pois 0 modo gradiente da fase mével alterava muito a
linha base, dificultando a integracéo dos picos. Na intencdo de aumentar
a sensibilidade e o ganho na andlise dos alquilfendis, foram realizadas
corridas separadas para a obtencéo dos pardmetros analiticos de mérito e
andlise das amostras. Na determinacdo de parabenos e bisfenol A usou-
se a mesma fase mdvel inicial, porém a corrida foi apenas até 8 min.
Para os alquilfenois empregou-se uma corrida cromatografica no modo
isocratico cujos solventes foram acetonitrila (80%) e agua (20%), e o
tempo total de analise foi de 12 min, sendo os novos tempos de retencao
de 6,4; 8,5 e 10,8 para 4-terc-Octilfenol, 4-Octilfenol, e 4-Nonilfenol,
respectivamente. Assim, 20 min foi o tempo total para as corridas,
tendo-se um ganho de 10 min em cada corrida ao se comparar a
realizada anteriormente.

Obtidas as condi¢des 6timas de extracdo e dessorgdo foram,
entdo, avaliados os parametros analiticos de mérito (tabela 7). Para tal,
foram construidas curvas de calibracdo para cada analito e entdo se
avaliou o limite de quantificacdo (LOQ), limite de deteccdo (LOD),
desvio padrao relativo (RSD) e faixa linear de trabalho.
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Tabela 7 — Faixa linear, coeficiente de correlacdo, limites de deteccédo e
quantificacdo obtidos para o0 método proposto HFRLM combinada com
0 sistema 96-Well plate para determinar parabenos, bisfenol A e
alquilfendis em amostra aquosa.

Analitos LOD LOQ  Faixa Curva re
(Ug (p? L~ Linear* Analitica
L) ) (ugLY)
Metilparabeno 5,0 150 15,0-60,0 y=135,65x— 0,9908
33,57
Etilparabeno 5,0 15,0 15,0-60,0 y=186,22x— 0,9921
303,59
Bisfenol A 3,0 8,0 8,0-60,0 y=530,89x— 0,9963
111,46
4-terc- 0,2 0,5 0,5-80 y=31756x + 0,9992
Octilfenol 100509
4-Octilfenol 0,4 1,0 1,0-8,0 y=7992,3x 0,9945
+ 26395
4-Nonilfenol 0,2 0,5 0,5-6,0 y =9005,5x  0,9984
+2821,1

*Analitos: metilparabeno e etilparabeno, DAD com Knax de 257.
Analitos: bisfenol A, 4-terc-octilfenol, 4-octilfenol e 4-nonilfenol, FLD
com Agx de 277 e Ko de 307.

Fonte: Autoria prépria (2016)

Ao comparar os dados obtidos com alguns encontrados na
literatura (tabela 8), nota-se que o método proposto apresenta um bom
limite de deteccdo e faixa linear para os analitos em questdo. Além
disso, a combinagéo do sistema de 96-well plate com a HFRLM permite
realizar a extracdo de 96 amostras em 45 min, enquanto outras técnicas
levam em torno de 10 a 30 minutos para apenas uma extracdo. O pouco
consumo de solvente empregado também é um destaque da metodologia
adotada neste trabalho. Ainda é possivel reduzir os limites encontrados
empregando-se, por exemplo, um espectrdmetro de massa (MS). Outra
possivel maneira seria realizar a secagem do solvente de dessorgdo com
nitrogénio e posteriormente reconstituir em um volume menor. Em
resumo, 0 método mostrou uma boa eficiéncia de extracdo, baixo custo,
pouco consumo de solvente e uma excelente frequéncia analitica.
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Tabela 8 — Comparacéo de trabalhos descritos na literatura com o
método proposto HFRLM combinada com o sistema 96-Well plate.

Trabalho Analitos LOD Faixa Modo de Modo
(ug  Linear extracéo de
LY (ugL™ deteccdo
Este MP 50 15,0- HRLME HPLC-
trabalho EP 5,0 60,0 combinada DAD e
BFA 3,0 15,0- com 96-Well FLD
4-t-OF 0,2 60,0 plate, hexano
4-OF 0,4 8,0- como solvente
4-NF 0,2 60,0 extrator, poros
0,5-8,0 da membrana
1,0-8,0 recobertos
0,5-6,0 com hexano e
1-octanol
(50:50 viv) e
tempo de
extracdo de 45
min.
Villar- 4-OF 0,54 - HF-LPMEem HPLC-
Navarro, 4-NF 0,52 - configuragéo FLD
etal., de trés fases,
2013. poros da
membrana
recobertos
com dihexil
éter e tempo
de extracédo de
30 min.
Zhou, et BFA 0,23 1,0- IL-DLLME, HPLC-
al., 2011. 4-t-OF 0,35 100,0 65 L de FLD
4-NF 0,48 1,5-  liquido i6nico,
150,0 sem adicéo de
3,0-  sal etempo de
300,0 extracdo de 20
min.
Zhong, et BFA 0,50 200,0- CPE, 0,10% CE-UV
al., 2011. 10000,0 (m/v) de
Triton X-114

e tempo de
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extracdo de 10

min.
Prichodko, MP 210,0 350,0- DLLME,sem GC-FID
etal., EP 23,0 10000,0 adicdo de sal,
2010. 35,0- bromobenzeno
10000,0 como solvente
extrator e
acetona como
solvente
dispersor.
Blanco, et MP 2,2 5,0- SPE, pH LVSS-
al., 2009. EP 2,3 1000,0 fixadoem25 NACE-
5,0- e metanol DAD
1000,0 como solvente
de eluicdo.

Fonte: Autoria propria (2016)

Para avaliar a recuperacdo, precisdo e exatiddo do método, o
mesmo foi aplicado em amostras de agua da Lagoa da Concei¢do
(Floriandpolis-SC) (tabela 9). As recuperacgdes variaram de 72-130% e
0s desvios relativos foram de 1-14,3%. Portanto, os resultados foram
considerados satisfatorios.
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Tabela 9 — Ensaios de recuperacdo (R%) e precisdo (RSD %) usando o
método proposto HFRLM combinada com o sistema 96-Well plate.

Analito Nivel de R (%) RSD (%)
fortificacdo
(ug L)
Metilparabeno 15,0 114 4,2
20,0 116 52
40,0 104 2,3
Etilparabeno 15,0 96 6,0
20,0 102 2,4
40,0 105 3.4
Bisfenol A 8,0 86 14,3
15,0 98 6,5
20,0 106 57
4-terc-Octilfenol 0,5 112 54
1,0 82 3,0
2,0 109 6,0
4-Octilfenol 1,0 72 2,4
2,0 91 4,0
4-Nonilfenol 0,5 130 4.4
1,0 92 1,0
2,0 96 1,3

*Condigbes: volume total de 1,5 mL, 15 pL de hexano como solvente
extrator, solventes de recobrimento 1-octanol:hexano (50:50 v/v), tempo
de extracdo de 45 min, pH fixado em 5, sem adicdo de NaCl e
dessorcdo liquida com 300 puL (75:25 v/v) de ACN:H,0 por 10 min.
Numero de replicatas igual a 3.

Fonte: Autoria prépria (2016)

As amostras de agua da Lagoa da Conceicdo apresentaram
concentracBes de parabenos, bisfenol A e alquilfenois abaixo dos limites
de deteccéo do método.
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6. CONCLUSOES

A nova metodologia proposta, combinacdo entre a HFRLM e
o sistema de 96-well plate foi aplicada obtendo boas respostas para a
determinacdo e extracdo de parabenos, bisfenol A e alquilfendis em
amostras aquosas. Embora o fator de pré-concentracdo ndo tenha sido
muito alto devido a pouca quantidade de amostra empregada, a técnica
exibiu bons resultados. O procedimento apresentou valores satisfatorios
de LOQ, LOD e faixa linear. Além disso, mostrou uma boa precisdo e
exatiddo através dos ensaios de recuperacdo em amostras reais. O
método possui inimeras vantagens, tais como, uma excelente frequéncia
analitica com a possibilidade de realizar até 96 extracbes ao mesmo
tempo, baixo custo, facil aplicacéo, pouco uso de solvente e evita efeitos
de meméria, pois a membrana ndo € reutilizada. Atrelado a isto, pode-se
citar o beneficio de empregar a HFRLM que é uma alternativa atraente
frente as técnicas de membrana liquida suportada, uma vez que, ao usar-
se 0 solvente extrator evita-se ou minimiza a perda do solvente
impregnado nos poros da membrana. Por fim, o método mostrou-se
eficiente para a determinacdo de parabenos, bisfenol A e alquilfendis em
amostras de agua.
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