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RESUMO

Uma nova abordagem para TF-SPME € apresentada usando terra
diatomécea reciclada como fase extratora para a determinagdo de bisfenol A
(BPA), benzofenona (BzP), triclocarban (TCC), 4-metilbenzilideno canfora
(4-MBC) e 2-etilhexil-p-metoxicinamato (EHMC) em amostras de agua de
rio. Utilizou-se TF-SPME combinado com o sistema de placa de 96 pocos,
permitindo alta frequéncia analitica devido a possibilidade de extragBes
simultaneas de até 96 amostras. A fase sorvente proposta foi caracterizada
por espectroscopia de infravermelho e microscopia eletrénica de varredura,
e exibiu boa estabilidade em relagdo aos solventes orgénicos utilizados para
analise em cromatografia liquida, bem como desempenho analitico
satisfatorio. O método otimizado consistiu em 240 minutos de extracdo, pH
6 com a adicdo de cloreto de sédio a 15% (m/v), sendo utilizada uma
mistura de MeOH:ACN 50:50 (v/v) para dessorcdo liquida durante 30
minutos. Os limites de deteccdo encontrados foram de 1 ug Lt para BzP e
TCC e 8 pug L? para as demais substancias utilzadas no estudo, com R?
variando de 0,9988 para BPA a 0,9926 para 4-MBC. Valores de
recuperacdo em amostras de agua de rio ficaram entre 70 a 170, atestando a
exatiddo da metodologia. Esta nova abordagem surge como uma alternativa
muito promissora para a analise de rotina, uma vez que a fase extratora é de
baixo custo e facil acesso, além de o método poder ser totalmente
automatizado, permitindo uma andalise multipla e mais precisa.

Palavras-chave: preparo de amostras, contaminantes emergentes, TF-SPME,
96-well plate.






ABSTRACT

A novel approach for TF-SPME is presented by using recycled
diatomaceous earth as sorbent phase for the determination of bisphenol A
(BPA), benzophenone (BzP), triclocarban (TCC), 4-methylbenzylidene
camphor (4-MBC) and 2-ethylhexyl-p-methoxycinnamate (EHMC) from
environmental water samples. TFME was used combined with a 96-well
plate system allowing for high-throughput analysis due to possibility of
simultaneous extractions up to 96 samples. The proposed sorbent phase was
characterized by infra-red spectroscopy and scanning electron microscopy,
and exhibited good stability toward organic solvents used for liquid
chromatography analysis, as well as satisfactory analytical performance.
The optimized method consisted of 240 min of extraction at pH 6 with the
addition of sodium chloride at 15% (w/v), a mixture of MeOH:ACN 50:50
(v/v) was used for liquid desorption during 30 min. Limits of detection
varying from 1 pg L for BzP and TCC to 8 pg L for the other substances
contained in this study, with R? ranged from 0.9988 for BPA to 0.9926 for
4-MBC. Recovery values in river water samples were between 70 and 170,
attesting to the accuracy of the methodology. This novel and
straightforward approach emerges as very promising alternative for routine
analysis, once the sorbent phase is ease to obtain and the procedure can be
fully automated allowing for multiple and more accurate analysis.

Keywords: sample preparation; emerging contaminants; TF-SPME, 96-well
plate.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 Desreguladores enddcrinos

Os micropoluentes séo substancias encontradas na natureza numa
ordem de concentracdo de pug L™t a ng L™ e tem recebido uma atencdo
especial nos Gltimos anos, devido aos efeitos que ocasionam nos seres
vivos mesmo em baixas concentragdes. Entre essas substancias,
destacam-se certas classes que ocasionam interferéncias no sistema
endécrino dos animais afetando seu ciclo de vida e ocasionando
doengas. Tais substancias, denominadas EDCs — desreguladores
enddcrinos, do inglés Endocrine Disruptor Compounds, abrangem uma
vasta gama de compostos naturais e sintéticos, como € apresentado na
Tabela 1.

Tabela 1 - Diferentes classes de substancias que alteram o sistema enddcrino.

Inseticidas Surfactantes
DDT Nonilfenol
Organofosfatos Acetato de nonilfenol
Herbicidas Plastificantes
Atrazina Bisfenol A
Fungicidas Fitoestrogenos

Mancozeb
Tributilestanho
Metais pesados

Chumbo

Cadmio

Cumestrol

Genistein

Produtos quimicos industriais

PCB e PDB
Filtros UV
Fragrancias almiscar

Furanos e dioxinas

Fonte: Adaptado de (LOCATELLLI; et al, 2016)
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Em humanos, conforme dados da literatura, ocasionam o aumento
da incidéncia de cancer, a reducdo da quantidade de esperma,
endometriose, disfungdo da tiredide, deformidade dos orgdos
reprodutivos e alteracdes relacionadas ao sistema neuroldgico. Uma
definicdo de EDC é dada pelo Programa Internacional de Seguranga
Quimica (IPCS) em parceria com paises como os EUA, Japdo, Canada e
a Unido Européia: substancia ou composto exdgeno que altera uma ou
vérias fungdes do sistema enddcrino e tem consequentemente efeitos
adversos sobre a salide de um organismo intacto, sua descendéncia ou
sub-populagbes. (BILLA; DEZZOTI, 2007; GHISELLI; JARDIM,
2007).

Constituido por um conjunto de glandulas localizadas em
diferentes lugares do corpo, o sistema endécrino é responsavel pela
sintese de hormdnios como a tiroxina, os estrogénios e progestagénios, a
testosterona e a adrenalina. Os hormdnios sdo compostos quimicos que
sdo distribuidos pelo corpo através da corrente sanguinea, e ajudam a
controlar diversas fungdes do organismo, entre elas o desenvolvimento e
crescimento, caracteristicas sexuais, niveis de sais e agucares € 0 Uso e
armazenamento de energia. (GHISELLI; JARDIM, 2007)

Através de processos bioquimicos complexos, os hormdnios
chegam aos tecidos alvo e em seguida entram nas células e se ligam a
receptores especificos. Apés esta etapa, formam-se complexos que irdo
em direcdo a determinados lugares no DNA contido no nicleo da célula,
denominados genes. Este complexo ira atuar na atividade deste gene. O
organismo possui mecanismos para controlar os niveis de horménios no
sangue através de processos fisiologicos semelhantes a um “feedback”.
Por exemplo, quando ele constata que determinado hormdnio estd com
concentragdo acima do padrédo, ele cessa a sintese e distribuicdo desta
substancia pelo corpo. (GHISELLI; JARDIM, 2007)

Determinadas substancias podem se ligar aos sensiveis receptores
hormonais contidos nas células, acarretando perturbacdes no seu normal
funcionamento. Estes interferentes podem atuar como mimetizadores ou
blogueadores, conforme ilustra a Figura 1. Os mimetizadores irdo
aumentar a resposta provocada pelo hormdnio no organismo, pois
imitam a sua atuacdo, sendo este efeito chamado de agonista. J& os
bloqueadores, como o préprio nome sugere, irdo impedir a formacdo do
complexo entre receptor e hormonio, desta forma impedindo a resposta,
este efeito € chamado de antagonista. Varios efeitos no sistema
enddcrino serdo desencadeados apos atuacdo destes interferentes, sendo
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que sua total elucidacdo ainda estd sendo pesquisada. (GHISELLI;
JARDIM, 2007)

Figura 1 - Perturbacdo do sistema enddcrino; A) resposta normal, B) substancia
atuando como mimetizador e aumentando a resposta considerada adequada, C)
interferente impedindo a a¢do dos hormdnios.

_ Mimetizador Bloqueador
Horménio Hormonal Hormonal
=F - L e
- -
¢ 55} ‘
Célula Célula = Célula (™)
el Receptor Receptor

Receptor

Efeito Efeito
Efeito I

2 Efeito Antagonista
f
Resposta Hlello Agoniss (Resposta Inibida)

(a) (b) (c)

Fonte: Adapatado de (GHISELLI; JARDIM, 2007)

Uma substdncia muito conhecida por sua atuagdo como
disruptora enddcrina é o bisfenol A (BPA), que é um mondmero
amplamente utilizado na fabricacdo de policarbonatos, resinas epéxi,
como fungicida e retardantes de chama. Varios materiais destinados a
conter liquidos e alimentos, tais como lougas, garrafas e embalagens em
geral, possuem BPA em sua composicdo. A ndo completa polimerizacéo
e fendmenos de lixiviacdo destes materiais derivados de BPA, fazem
com que esta substancia seja liberada para a comida ou bebida que estéo
em contato com estes materiais, sendo esta a principal forma de
contaminacdo humana por BPA. Devido sua grande utilizacdo na
indastria e por fazer parte da composicdo de diversos utensilios
domeésticos, esta substancia pode estar presente em efluentes industriais
e no esgoto doméstico. A absorcdo pela pele e a inalacdo de material
particulado sdo outras formas de contaminacdo por este interferente.
Estudos correlacionam elevadas concentracfes de BPA e seus derivados
em humanos com problemas na reproducdo, de comportamento,
obesidade, diabetes, doencas do coracdo, comprometimento das funcdes
do figado e tiredide. (CABALLERO-CASERO; LUNAR; RUBIO,
2016; GHISELLI; JARDIM, 2007)

Outra classe de substancias na qual estudos indicam que possuem
poder de interferir no sistema enddcrino dos animais sdo os filtros UV,
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utilizados ha décadas para proteger a pele humana dos efeitos nocivos
da radiacdo ultravioleta proveniente do sol. Estas substancias possuem
um ou mais anéis benzénicos, grupos carbonilas e ligacdes duplas
conjugadas, que sdo capazes de absorver fotons na regido do
ultravioleta. (GIOKAS; SALVADOR; CHISVERT, 2007)

Substéncias como a benzofenona (BzP), 4-metil benzilideno
canfora (4-MBC) e o etilhexil metoxicinamato (EHMC), séo utilizadas
como filtros UV em produtos cosméticos e chegam aos corpos de agua
de diferentes formas: através de banhistas em lugares destinados a
recreacdo, efluente industrial e esgoto doméstico. Possuem elevada
estabilidade, o que é uma caracteristica incoveniente para um
contaminante, pois tendem a ficar longos periédos no meio ambiente.
(EKPEGHERE; et al, 2016)

O triclocarban é um antimicrobiano utilizado em sabdes,
shampoos, pasta de dentes e cremes em geral. Pesquisas até 0 momento
indicam que esta substancia prejudica a reproducdo de ratos e sua
degradacdo no ambiente aquatico gera espécies quimicas cancerigenas.
Junto com o triclosan, substancia similar que tem o mesmo propdsito,
sdo contaminantes organicos frequentemente detectados em rios e lagos.
(GUO; et al, 2009)

Quantificar e identificar os EDCs é uma tarefa que requer muita
pesquisa, pois a cada ano a lista destas substancias sé aumenta. A matriz
onde estes contaminantes se encontram também tornam sua
determinacdo um desafio, pois sdo encontrados em matrizes complexas
como amostras aquosas superficiais e subterraneas e efluentes diversos.
Metodologias destinadas para a analise de EDCs necessitam possuir
elevada sensibilidade e seletividade porque a atuacdo destes compostos
no organismo acontece mesmo em concentragcdes muito baixas. Até o
momento, as metodologias que apresentam os mellhores resultados sdo
as que utlizam técnicas de separacdo como a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) e a cromatografia gasosa (GC), aliadas a
detectores sensiveis como o de espectometria de massas (MS) e o de
arranjo de diodos (DAD). (LOCATELLLI; et al, 2016)

O desenvolvimento e aperfeicoamento de técnicas para analise de
EDCs aliado a criagdo de tratamentos que removam estas substancias
dos efluentes é de suma importancia para a comunidade cientifica e
orgaos reguladores, umas vez que a utilzacdo destes compostos sé tende
a crescer, caso contrario o meio ambiente e a populacdo humana ficardo
expostos aos efeitos prejudiciais destes compostos. (LOCATELLL; et al,
2016)
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A Tabela 2 apresenta as formulas estruturais e algumas
propriedades das substancias utilizadas neste estudo.

Tabela 2 - Estrutura, log Kow e pKa dos analitos.

. ) Log
Analito Férmula estrutural pKa
Ko/w

BPA 36 97
HO OH
BzP 32 -

0]

A

TCC Ct:[:::j/ NQT::::F/O 49 12,7
Cl

HN
4-MBC — 54 -

(6]
7

(0]
o

Fonte: O autor (2017)
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1.2 Preparo de amostras

O preparo de amostras € etapa fundamental para uma analise
guimica, ¢ onde a amostra passa por um procedimento que a torna
compativel com o equipamento analitico a ser utilizado. Esta etapa
também visa a eliminacdo de interferéncias, chamada de limpeza da
amostra, e a concentracao dos analitos. (VALENTE, AUGUSTO, 2000).

Este preparo é necessario na maioria das analises onde os analitos
se encontram em concentragdes tragos, na ordem pg L* e ng L?,
principalmente em matrizes complexas, podendo ocupar cerca de 80 %
do tempo de uma anélise e gerar erros na quantificagdo devido a perda
de analito ou a contaminacéo dos equipamentos. O preparo de amostras
também é interessante em técnicas cromatograficas, tanto na
cromatografia gasosa (GC) como na cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), para se evitar que os interferentes sejam inseridos na
coluna cromatogréfica juntamente com as substincias a serem
analisadas, reduzindo assim sua vida 0til e sendo necessarias mais
etapas de limpeza na mesma para analises posteriores. (JARDIM, 2010)

O método de preparo de amostras escolhido para uma analise vai
depender das caracteristicas do analito e da matriz, sendo necessaria a
otimizagdo dos parametros envolvidos. As tendéncias atuais nas técnicas
de preparo de amostras sdo a miniaturizagdo, simplificacao,
automatizacdo e a melhor capacidade de extracdo dos analitos na
amostra. (MERIB, CARASEK, 2013)

1.3 Microextracdo em fase solida

Tendo em vista os problemas ambientais gerados por produtos
perigosos utilizados na quimica analitica, foi criado o conceito GAC
(quimica analitica verde, green analytical chemistry) que visa a criacdo
de metodologias ecologicamente corretas, ou seja, mais “verdes”. Varios
principios podem ser utilizados para a reducdo do impacto ambiental
gerado em uma analise quimica. Destacam-se a reducdo da quantidade
de amostra, automatizacdo e miniaturizacdo dos métodos analiticos, a
realizacdo do preparo da amostra dentro do conceito GAC, eliminacdo
do uso de solventes toxicos, utilizacdo de materiais renovaveis,
economia de energia e a seguranca do analista. (MOHAMED, 2015)

A microextracdo em fase sélida (SPME) foi desenvolvida por
Pawliszyn e Arthur (1990), e é uma técnica de preparo de amostras que
objetiva a eliminacdo do uso de solventes organicos, maior simplicidade
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e rapidez, sendo, portanto, considerada uma técnica mais “verde”.
(JIANG, PAWLISZYN, 2012)

Trés principais modos sdo utilizados para a aplicacdo da SPME:
imersdo direta (DI - SPME), headspace (HS - SPME), e fibra de SPME
envolvida por membrana, como € ilustrado na Figura 2. Na DI — SPME,
a fibra é inserida diretamente na amostra, e a transferéncia da substancia
de interesse acontece diretamente da amostra para o recobrimento. No
modo HS - SPME a fibra é inserida no espaco confinado logo acima da
amostra aquosa, € é indicada para a extra¢do de analitos volateis ou em
amostras que possuem grandes concentracdes de interferentes de altas
massas moleculares. A extragdo protegida por membrana é indicada para
substancias ndo volateis contidos em amostras com interferentes de altas
massas moleculares, tais como proteinas e acidos humicos.
(PAWLISYN, 2012)

Figura 2 - Representacdo dos trés principais modos de utilizacdo da SPME: A)
DI - SPME, B) HS — SPME, e C) SPME protegida com membrana.

headspace Fibra Membrana

\ | [ L

N

7 a v \
Recobrimento Amostra Recobrimento Amostra
a) b) c)

Fonte: adaptado de (PAWLISZYN, 2012)

Dependendo da fase extratora, a interacdo com o analito pode ser
de absor¢do ou de adsor¢édo, conforme ilustra a Figura 3. Para sorventes
s6lidos é essencial uma elevada area superficial, para proporcionar mais
sitios de interacdo aumentando assim a capacidade de extracdo. O uso de
s6lidos tem como vantagem possuir maior seletividade e capacidade de
extrair compostos polares. (PAWLISZYN, 2000)
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Figura 3 - Representacdo dos processos de absor¢do e adsorgdo das substancias
de interesse (pontos escuros) que podem ocorrer em um sorvente na SPME.

Absorcdo Adsorcdo em Adsorcdo em

grandes poros pequenos poros
. .'r .

Fonte: Adapatado de (PAWLISZYN, 2000)

Para aumentar a velocidade na qual os analitos migram da
amostra para a fase extratora é possivel utilizar agitacdo no sistema, tais
como fluxo da amostra, agitagdo do frasco da amostra, sonicacdo e
movimentacdo da fibra. Isto é necessario para se reduzir os efeitos da
camada limite, uma regido que se forma entre a superficie da fase
extratora e a amostra, na qual a difusdo do analito é menor, criando uma
espécie de “barreira” para a transferéncia da substancia alvo.
(PAWLISYN, 2012)

Na SPME geralmente utiliza-se a silica fundida como suporte
para um recobrimento, podendo este ser um polimero ou solido
adsorvente, que serve para extrair os analitos da amostra. Depois da
extracdo das substancias de interesse é realizada a etapa de dessorcao,
onde os analitos acabam sendo transferidos para o instrumento analitico
para que ocorra sua detec¢do e quantificacdo. (LUIZ, 2015)

O processo de extracdo ocorre num sistema trifasico formado
pelo HS, amostra e a fibra utilizada como sorvente. A extracdo consiste
num equilibrio quimico que se da entre estas trés fases. A massa do
soluto permanece constante na extragdo, conforme equacéo 1

C,Ve = CEVy + CEVy + CEV, )
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Onde:

C, é concentracdo total do analito,
Cf € a concentragdo na fibra,

V¢ € 0 volume de fase extratora
CF é a concentragdo no headspace
V,, € o volume do headspace

C¢ é a concentragdo na amostra.
V, é 0 volume da amostra.

A quantidade de soluto (n) extraida pela fibra depende das
constantes de equilibrio, que ocorrem entre as fases do sistema.

n=CeV, @)
Ce

Kep, = C—g (3)
Ce

Kps = C_g (4)

Onde Kgp, € o equilibrio entre a fibra e o headspace e K€ 0
equilibrio entre o headspace e a amostra. Rearranjado as equacfes pode-
se chegar numa expressdo que fornece o nimero de mols de analito
extraido depois de atingido o equilibrio num processo de extragao.

_ KenKnsVVsCo
thKhSVf+KhSVh+VS

()

Onde se percebe que a concentracdo da substancia de interesse é
diretamente proporcional a quantidade de matéria extraida, sendo
portando viavel a analise quantitativa por SPME. (QUEIROZ, 2009)

1.4 TF - SPME E 96-WELL PLATE

A SPME possui algumas limitacdes. Certas substancias tem
fortes interacGes com a fase extratora e requerem altas temperaturas para
serem dessorvidas completamente no injetor. Este problema ocorre
principalmente com compostos polares, e pode levar a deterioracdo
precoce do material utilizado como sorvente. Outra limitacdo da SPME
convencional é a pegquena quantidade de fase extratora que pode ser
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utilizada para recobrir 0 suporte, que naturalmente possui pequeno
diametro. (JIANG; PAWLISZYN, 2012)

A TF-SPME (microextragdo em filme fino, thin film
microextraction) busca a superacdo destas limitages da SPME, criando
geometrias onde € possivel colocar maior quantidade de fase extratora
no headspace ou dentro da amostra, através de filmes com pequena
espessura e que possuem grande area superficial. (JIANG,
PAWLISZYN, 2012)

Esta técnica se fundamenta na teoria cinética da extracdo, como é
mostrado na equacao a seguir:

8Kes(b—a)

tosy, =3 — ()

Onde Kes é 0 coeficiente de particao, tesy € 0 tempo de extracao,
b —a é a espessura da fase extratora, D ¢ coeficiente de difusdo e 6 é a
espessura da camada limite. Pequenas espessuras no filme utilizado
como fase de extragdo levam a um menor tempo para que ocorra 0
equilibrio entre as fases. Maiores areas superficiais possibilitam também
uma maior taxa de transferéncia de analito para o sorvente, sem
sacrificar assim o tempo de extragdo, de acordo com a equacao.
(JIANG; PAWLISZYN, 2012).

w=(F)es @

Onde dn/dt é a taxa de extracdo, DA ¢ a area superficial da fase
extratora e Cs é a concentracdo do analito na amostra.

Bruheim et al (2003), utilizaram esta nova abordagem para a
determinacdo de HPAs (hidrocarbonetos policiclicos aromaticos),
utilizando um filme fino de PDMS (polidimetilsiloxano) na amostra,
fazendo experimentos tanto no modo DI como no HS, ilustrado na
Figura 4. Apds ocorrer a extracdo, o filme foi enrolado no suporte e
inserido diretamente no GC — MS. Além dos bons resultados obtidos, foi
possivel constatar que a utilizacdo do filme fino proporcionou altas
taxas de transferéncia devido a alta area superficial sem comprometer o
tempo de extracdo, comparado a outras técnicas. (CARASEK; MERIB,
2015)
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Figura 4 — Configuracdo utilizada por Bruheim et al (2003). A) Extracdo em
filme fino no modo headspace, B) Membrana apds extragdo, enrolada para a
insercdo no injetor do cromatografo . 1 — suporte, 2 — filme fino, 3 —amstra, 4 —
agitador magnético e 5 membrana enrolada.

(A) (B)

fe———— 1

B

- 3

- 4
Fonte: adaptado de (CARASEK; MERIB, 2015)

Apbs o trablaho de Bruheim et al (2003), onde foi demonstrado
que é possivel utilizar geometrias diferentes da SPME convencional,
atingindo maiores sensibilidades sem sacrificar o tempo da analise, uma
grande variedade de geometrias e aplicacGes para a TF — SPME foram
desenvolvidas, como é listado na Tabela 3. (PIRI-MOGHADAM;
ALAM; PAWLISZYN, 2017)
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Tabela 3 - Recentes trabalhos descritos na literatura que utilizam o conceito TF
- SPME.

Analitos Matriz Referéncia
Residuos Farmacéuticos - Agua Tratada (TOGUNDE; et al,
2012)

Carbamazepina,
fluoxetina, sertralina e
paroxetina
Benzodiazepinas -
Diazepam, lorazepam,
oxazepam, nordiazepam e
diazepam-d5

Aminoacidos

Compostos fenélicos —
2-nitrofenol, 2,4-
diclorofenol e 2,4,6-
triclorofenol
Carboidratos

Aldeidos — Butanal,
pentanal, hexanal,
heptanal e nonanal.
Acidos benzéicos

fluorados

Pesticidas

Plasma humano

Polpa de uva

Agua de rio

Hidrolise 4cida de
polimeros de
carboiratos
Condensados de

expiracao humana

Agua de mar

Agua de rio

(MIRNAGHI; et al,
2012)

(MOUSAVI;
PAWLISZYN, 2013)
(KUESENG;
PAWLISZYN, 2013)

(RUHMANN;
SCHMID; SIEBER,
2014)
(HUANG, et al, 2015)

(BOYACd et al.,
2016)
(PIRI-MOGHADAM,;
et al, 2017)
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Filtros UV e Biocidas Sedimentos (AHMADI;
SPARHAM,;
PAWLISZYN, 2017)
Aldeidos - Butanal, Urina (LIU; XU, 2017)

pentanal, hexanal,
heptanal, octanal e

nonanal.

Fonte: O autor (2017)

Uma das mais recentes abordagens da SPME e suas técnicas
derivadas, como a TF — SPME, para a aplicagio em HPLC
(cromatografia liquida de alta eficiéncia) é sua associagdo com o sistema
96-well plate (placa de 96 pocos). Nesta metodologia o preparo de
amostras é automatizado e possibilita o preparo simultdneo de até 96
amostras. A automatizacdo de métodos analiticos promove uma série de
vantagens, tais como: a reducéo do tempo da analise, tanto para a analise
de rotina como para o desenvolvimento de novos métodos, maior
frequéncia analitica e reprodutibilidade (JIANG; PAWLISZYN, 2012)

A primeira utilizagdo deste sistema para preparo de amostras foi
realizado por Pawliszyn e Cudjoe (2009), onde os autores fixaram
recortes de fase extratora originalmente confeccionada para SPE
(extracdo em fase sélida, solid phase extraction) em pinos de aco, para
determinacdo de benzodiazepinas em sangue. Ap6s aperfeicoar a
estabilidade e a reprodutibilidade do sistema, foram desenvolvidas
diferentes formas de recobrimento e novas geometrias, chegando-se ao
96-blade TF - SPME, Figura 5, denominacdo dada pelos autores. Nesta
configuracdo pequenas laminas sdo recobertas com o material sorvente,
0 que possibilitou maior area de contato da fase extratora com a
amostra, mais facilidade na agitacdo do sistema e estabilidade do
mesmo, desta forma foi duplicado a taxa de extracdo, comparando aos
métodos iniciais. (JIANG; PAWLISZYN, 2012)
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Figura 5 - Sistema 96-blade.

Fonte: Adaptado de (JIANG; PAWLISZYN, 2012)

1.5 Terra diatomacea como biossorvente

A busca por materiais que oferecam elevadas capacidades de
adsorcdo/absorcdo na etapa de extracdo é um campo promissor em
técnicas de microextracdo. A caracterizacdo e o desenvolvimento de
novos sorventes abrange uma vasta gama de areas da ciéncia e
tecnologia. Caracteristicas como estabilidade quimica e térmica para
uma elevada vida util, morfologia que proporcione uma elevada taxa de
transferéncia de massa para uma melhor sensibilidade e detectabilidade
da analise e seletividade na extracdo dos analitos sdo desejadas para uma
nova fase extratora. Destaca-se a utilizagdo de CNT (nanotubos de
carbono, carbon nanotubes), MIPs (polimeros molecularmente
impressos, molecularly imprinted polymers), recobrimentos baseados
em Sol-gel para SPME, e IL (liquidos ibnicos, ionic liquids) para
extracdo em DLLME (microextracdo liquido-liquido dispersiva,
dispersive liquid-liquid microextraction) como novas classes de
sorventes. (AUGUSTO; et al, 2009; YU; MERIB; ANDERSON, 2016)

A terra diatomacea é um sedimento amorfo que é gerado pela
sedimentacdo das carapacas ou paredes celulares de organismos
unicelulares vegetais, tais como algas microscépicas aquaticas, tanto em
mares como em lagos apds a decomposicao destes seres. E um material
particulado, que possui coloracdo que vai do branco ao cinza, e a
principal substancia constituinte é a silica opalina, mas também se
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encontram em sua composicao vestigios de minerais secundarios, como
argilominerais, areias quartzosas, gipsita, mica, calcita, feldspato e
carbonatos de célcio e magnésio, com a presenca de tracos de matéria
organica. A capacidade sorvente da diatomacea se deve a sua estrutura
microscopica com alta porosidade e area superficial especifica.
(DOTTO; et al, 2011; GOURLAT, et al, 2011)

A presenca de grupos silandis (Si — OH) na superficie da silica é
conhecida desde 1936, e sua concentracdo estimada atualmente é de 5,0
OH/nm?. Estes grupos atuam como acido de Bronsted e podem adsorver
diferentes espécies quimicas, como amidas, proteinas, &lcoois e fosfatos
biologicamente ativos. O hidrogénio contido no grupo silanol permite
ligagcbes de hidrogénio com &atomos de elementos eletronegativos e
elétrons m de moléculas organicas, possibilitando a adsorcdo de
compostos organicos pela silica. (AIROLDI; FARIAS, 2000; SANTOS
JUNIOR, 1985)

A terra diatoméacea é empregada pela indlstria cervejeira para
filtracdo e clarificagdo de seu produto. Uma industria pode gerar
toneladas por més deste material, que apds sua aplicacdo fica saturado
com matéria organica. Goulart et al (2011) desenvolveram uma
metodologia capaz de reciclar este material e devolver suas propriedades
sorventes, como mostra Figura 6, tornando possivel sua reutilizacdo e
diminuindo a quantidade de residuo gerado durante o processo de
fabricacdo da cerveja. O tratamento térmico desobstrui os poros do
material e elimina a matéria organica anteriormente retido na superficie
da terra diatomacea, Figura 7. Seu baixo custo aliado a alta
disponibilidade tornam este sorvente passivel de aplicacdo na
purificacdo de agua e remocdo de corantes organicos presentes em
efluentes industriais. (DOTTO; et al, 2011; GOURLAT; et al, 2011)

Figura 6 - Esquema do processo de reciclagem através de tratamento térmico
da terra diatomacea utilizada na filtragdo da cerveja.

Material novo Saturado Secoa 105 °C Tratado
com matéria termicamente
orgénica a 700 °Cpor6h

Fonte: Adaptado de (GOULART; et al, 2011).
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Figura 7 - A) Micrografia referente a terra de diatoméacea nova; B) micrografia
gue representa a terra de diatomacea saturada com matéria organica; C)
micrografia que indica a terra de diatomacea tratada termicamente a 700 °C.

Terra diatomacea nova f

\ Terra diatomacea saturada iﬁ
‘Jl com matéria organica €

Terra diatomacea
tratada termicamente

=N
Fonte: Adaptado de (GOULART; et al, 2011).

1.6 Otimizagdo Multivariada

Em quimica analitica, a otimizacdo refere-se a um meio para se
alcancar a melhor resposta em um procedimento experimental.
Tradicionalmente é escolhido uma variavel para ser estudada,
mantendo-se constante as outras envolvidas, este método é denominado
de otimizacdo univariada e possui como principal desvantagem néo
avaliar as possiveis interacdes que as diferentes variaveis envolvidas no
processo possuem entre si. Desta forma pode-se ndo chegar ao real
conhecimento do efeito desta variavel em um experimento. As técnicas
estatisticas multivariadas surgiram para melhor avaliar os efeitos que
diferentes variaveis possuem entre si, de forma que sejam necessarios
menos experimentos para se otimizar estes parametros em comparacgéo
com a metodologia univariada. Entre estas técnicas destaca-se a
metodologia de superficie de resposta, onde é utilizado funcdes
estatisticas para se chegar a uma equacédo polinomial. (BEZERRA,; et al,
2008)

As etapas do preparo da amostra de uma analise cromatografica,
junto com a separa¢do dos compostos, podem ser otimizadas utilizando-
se técnicas estatisticas multivaridas. Estes métodos de otimizacdo
requerem um valor minimo e um maximo dos fatores estudados,
denominados niveis, que vdo estabelecer o dominio experimental da
otmizacdo (FERREIRA, et al, 2007)
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A matriz Doehlert é um artificio muito eficaz para otimizacéo de
duas varidveis em conjunto, onde a equacao polinomial é gerada através
de niveis que se situam nos vértices de um hexagono na matriz, tendo a
possibilidade de ampliacdo do dominio experimental, como é mostrado
na Figura 8. (TEOFILO; FERREIRA, 2006)

Figura 8 - Planejamento Doehlert, onde o hexagono pontilhado indica a
possibilidade de ampliagdo do dominio experimental.

X,

Fonte: Adaptado de (TEOFILO; FERREIRA, 2006)

Para otimizar misturas de trés componentes, pode-se utilizar um
design como é mostrado na Figura 9, para se obter a superficie resposta,
onde cada vértice do tridngulo representa um ponto onde a propor¢édo
do componente em questdo relacionado aos outros dois é de 1:0:0. No
ponto que se situa no meio de dois vertices a proporcao € de 1:1:0, para
os fatores que se situam nestes pontos. E no ponto central a relacédo entre
0s trés componentes que formam a mistura é de 1:1:1.
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Figura — 9. Superficie triangular utilizda para otimizar mistura de trés
componentes.

X,

Fonte: Adaptado de (FERREIRA,; et al, 2007)
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolvimento de método analitico para determinacdo de
desreguladores  enddécrinos em  amostras  aquosas com
separacao/detec¢do por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de arranjo de diodos (HPLC - DAD) utilizando terra
diatomécea reciclada como fase extratora da técnica de microextracéo
em filme fino (TF - SPME) no preparo de amostras associado ao sistema
96-well plate.

2.2 Objetivos Especificos
° Caracterizar através de MEV e IF a terra diatomacea utilizada

neste trabalho para reconhecer os mecanismos de interagdo dos analitos
com este sorvente na etapa de extracdo

. Produzir pinos recobertos com terra diatomacea reciclada para a
TF-SPME e avaliar sua estabilidade
. Otimizar fatores envolvidos na etapa de extracdo: pH da

amostra, concentragédo de sal e tempo, e na etapa de dessorcdo: solvente
e tempo

o Determinar os parametros analiticos de mérito do método
utilizando amostras de agua de rio.

. Analisar amostras de agua de rio
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Instrumentag&o e Condigdes cromatograficas

Um cromatdgrafo liquido da Shimadzu LC-20AT (Kyoto, Japao)
com detector por arranjo de diodos, modelo SPD M20A, foram
utilizados para a separagao/detecgéo.

Um injetor Rheodyne modelo 7725i contendo 20 uL de loop
(Rohnert Park, CA, EUA) e uma coluna C18 Eclipse XDB (250 mm x
4,6 mmi.d., 5 um de espessura de filme) obtida da Agilent Technologies
(Santa Clara, CA, EUA). Fluxo de 1 mL min®, com eluicdo em
gradiente iniciando com uma mistura de ACN:H>O 50:50 (v/v), mantido
por 4 min. A seguir a propor¢do dos solventes passa para ACN:HO
90:10 (v/v) até 18 min., retomando a proporgdo ACN:H20 50:50 (v/v)
até o final da corrida, ou seja, mais trés minutos, conforme apresentada a
Tabela 4. O método utilizado para a separagdo das substancias foi
baseado a partir da metodologia desenvolvida por Raimundo (2007).

Tabela 4 - Gradiente de solventes utilizado durante a corrida cromatogréafica.

Tempo (min) HZO % ACN %
0,0 50 50
4,0 10 90
18,0 50 50
22,0 50 50

Fonte: O autor (2017)

Os analitos bisfenol A (BPA), 3-(-4-metilbenzilideno) canfora (4-
MBC), 2-etilhexil-p-metoxicinamato (EHMC), benzofenona (BzP) e
triclorocarban (TCC) foram monitorados em 226- 298- 307- 255- 265
nm, respectivamente.

Para caracterizacdo da fase extratora foi utilizado um
espectrdmetro  Varian 3100 (Santa Clara, CA, EUA), para a
espectroscopia no infravermelho (IR), e um microscopio Hitachi 3030
(Téquio, Japao) para obtencdo da microscopia eletronica de varredura.
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Para obtencdo das superficies resposta obtidas através de
otimizagdo multivariada, foi utilizado o software Statistica 8.0
(STATSOFT, EUA). Na construgdo dos gréaficos de barras e da curva
analitica utilizou-se o software Microsoft Excel 2016.

3.2 Reagentes, Solventes e Materiais

Os analitos BPA, 4-MBC, EHMC, BzP e TCC foram obtidos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Acetonitrila e metanol também
foram adquiridos da Sigma-Aldrich com purezas iguais ou superiores a
99%, cloreto de sddio foi obtido a partir de Vetec (Rio de Janeiro, RJ,
Brasil). Agua ultrapura foi obtida a partir de um sistema Mega Purity
(Billerica, MA, EUA). Hidrdxido de sodio e &cido hidrocloridrico foram
adquiridos da Vetec. O sistema 96-well plate de preparo de amostras
utilizado tem como fabricante Briider Mannesmann Werkzeuge
(Remscheid, Alemanha).

A terra diatoméacea reciclada, utilizada neste trabalho, foi
preparada de seguindo a metodologia de Goulart et al. (2011).
Inicialmente, utilizou-se o material para filtracdo de cerveja em escala
industrial, apds este procedimento a diatomacea foi submetida a um
tratamento térmico a 700 °C por 6 h para eliminar o conteido organico e
obter a fase extratora reciclada para este estudo.

3.3 Amostras

As amostras foram coletadas em cinco pontos diferentes no rio
Itajai-acu, entre 0s municipios de Itajai e Navegantes — SC. Também foi
coletado cinco amostras de agua, em diferentes pontos, no porto de Sdo
Francisco do Sul — SC. Os pontos da coleta assim como suas
coordenadas geograficas sdo apresentdados nas Figuras 10 e 11, e na
Tabela 5.  As amostras foram armazenadas em frascos de 1 L,
devidamente selados, e mantidos sob temperatura de 4 °C até a sua
analise.
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Tabela 5 - Coordenadas UTM dos pontos (P) onde formam realizados a coleta
(C) das amostras.

Séo Francisco — SC (C1) Itajai — SC (C2)
P1 22] 735924 7095573 22] 732584 7023584
P2 22) 736970 7094942 22] 734692 7021014
P3 22] 736032 7095538 22) 731361 7024578
P4 22) 736209 7095292 22J 731723 7023561
P5 22) 736446 7097179 22] 732147 7022550

Fonte: O autor (2017)

Figura 10 - Coleta de amostras no porto de S&o Francisco do Sul.

Monitoramento Ambiental by Legenda
Coleta de amostra de 4gua em S30 Francisco do Sul Pontos de Coleta

Google Earth

Fnte: O autor (2017)
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Figura 11 - Coleta de amostras no rio ltajai-agu.

Monitoramento Ambiental A) ! et |-”°D°“dl
Coleta de amostra de 4gua em Itajal e Navegantes L7 f + Pontos de Coleta

]

Fonte: O autor (2017)

3.4 Confeccao e limpeza dos pentes

Os pentes, conjunto de doze pinos utilizados como suporte, foram
recobertos com a terra diatoméacea através de uma fita adesiva comercial
com aderéncia nas duas faces. Cada pino ficou com 1 cm de
recobrimento, a partir da extremidade inferior. Para o condicionamento
e remogdo do excesso de material foi deixado o pente 20 min no pogo de
dessorcdo sob agitacdo com ACN, seguido de passagem de H,O U. P.
(4gua ultra pura) com uma pisseta nos pinos. Um esquema do processo
de confeccdo do sistema de extracdo é ilustruda pela Figura 12. Apds
um ciclo de extragao/dessor¢do, apresentado na Figura 13, é necessaria
uma limpeza do pente para uma analise posterior, visando evitar o efeito
memoria. Este procedimento foi realizado com a mesma solucdo
6timizada de dessorcdo, através de 300 uL em cada poco e sob agitacéo
orbital por 20 min, seguido de passagem de H,O U. P. pelos pinos do
pente.
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Figura 12 - Esquema do recobrimento do suporte com a terra diatomécea.

Terra diatomacea

<200 mesh
Lamina para suporte Fita tratada previamente por Suporte recoberto
] adesiva Goulart et at., (2011)

Sk
+ A+l —

Acoplamento ao amostrador
semi automatico

Condicionamento em
ACN por 20 min.

Fonte: O autor (2017)

Figura 13 - Representacdo de um ciclo de extragdo/dessorcdo: A) Pentes
encaixados na escova, B) Amostrador automatico 96-well plate com a escova,
C) Pinos em contato com 1500 pL da amostra dentro dos pogos de extragdo, D)
Etapa de dessor¢do, com 300 pL de solvente.

(A) (B) (C) (D)

Fonte: O autor (2017)

3.5 OtimizagGes

Todas as otimizacOes foram realizadas com uma mistura dos
analitos numa concentracdo de 50,0 pg L™ sob intensidade constante de
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agitacdo orbital da placa. Os experimentos a seguir seguem a ordem no
qual foram realizados.

1) Etapa de dessorcéo

O solvente de dessor¢do foi avaliado com uma otimizacdo
multivariada, através da superficie triangular. Os solventes usados foram
ACN, MeOH e H;0 U. P., a Tabela 6 traz os experimentos realizados
para esta otmizagdo assim como o0s volumes usados para fazer as
misturas dos solventes antes de colocar na placa de pogos.

Tabela 6 - Experimentos realizados para escolha do solvente de dessorgdo
através da superficie tridngulo.

Experimento H20 MeOH ACN
(Vv) V(b (vv) V(L (vVv) V(L)

1 1,0 300 0,0 0 0,0 0
2 0,0 0 1,0 300 0,0 0
3 0,0 0 0,0 0 1,0 300
4 0,5 250 0,5 250 0,0 0
5 0,5 250 0,0 0 0,5 250
6 0,0 0 0,5 250 0,5 250
7 0,667 333 0,167 64 0,167 84
8 0,167 84 0,667 333 0,167 84
9 0,167 84 0,167 64 0,667 333

10 (P.C) 0,333 400 0,333 400 0,333 400

11(P. C.) 0,333 « 0,333 « 0,333 «

12(P. C.) 0,333 « 0,333 « 0,333 «

Fonte: O autor (2017)

O P. C. (ponto central), foi realizado em triplicata para obtencéo
do coeficiente de corelacdo gerado pelo software. Nesta otimizacao foi
feito uma extracdo de 60 min e uma dessorcao de 30 min.
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Ja utilizando o solvente que proporcionou melhor dessorcdo dos
analitos foi otimizado na sequéncia o fator tempo, avaliando os niveis de
10, 20 e 30 min, através do uso de grafico de barras e com a média da
area dos picos cromatograficos em cada nivel, feito em triplicata (n = 3).

2) Etapa de extragéo

Trés niveis de pH foram avaliados: 4, 5 e 6, com n = 3. Para 0
ajuste do pH foi utilizado solugcdo tampéo de acido acético (HsCCOOH)
e acetato de sodio (HsCCOONa) e pHmetro. Através de graficos de
barras se obteve o valor de pH no qual se gerava uma melhor média da
area dos picos para cada analito.

Para otimizagdo do tempo e do efeito salino na extracdo foi
utilizada uma matriz Dohler. Onde o tempo foi avaliado em cinco
niveis, entre 60 -240 min e o dominio de NaCl % ficou entre 0 — 15 %.
Foi realizada a triplicata do P. C., em 7,5 de NaCl % e 150 min, para
obtencdo do R? (coeficiente de determinacdo) da funcdo, conforme
apresentado na Tabela 7.

Tabela 7 - Experimentos realizados para constru¢do da superficie resposta,
onde se avaliou o tempo de extragdo em conjuto com a NaCl %.

Experimento Tempo (min.) NaCl %.

1 60 7,5

2 105 0

3 105 15,0

4 195 0

5 195 15,0

6 240 7,5
7(P.C) 150 7,5
8(P.C) 150 7,5
9(P.C)) 150 7,5

Fonte: O autor (2017)
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3.6 Durabilidade dos pentes

Apds cerca de 20 ciclos, quantidade necessaria para otimizagdo
do método, foi produzido novos pentes e comparado suas capacidades
de extracdo com os usados a fim de averiguar se houve perda no
desempenho da fase extratora, e qual foi a intensidade desta perda. Para
tal, foi realizado um comparativo entre quatro pinos novos e quatro
pinos usados, utilizando a média da area dos picos para cada analito
através de um grafico de barras.

3.7 Reprodutibilidade entre os pogos

Para avaliar a repetibilidade dos pocos foi realizado extrages em
sete pocos aleatoriamente distribuidos na placa. As extracdes foram
realizadas com os fatores otimizados, tanto na etapa de extragdo como
na de dessor¢do. Uma mistura dos analitos numa concenrtacdo de 150,0
ug L foi utilizada para este estudo, avaliando os valores de RSD para
cada substancia presente no trabalho. A Figura 14 demonstra os pogos
selecionados dentre os 96.

Figura 14 - Pogos escolhidos para analise da reprodutibilidade inter-pogos. O
experimento foi realizado com condigfes otimizadas tanto na etapa de extragdo
como na de dessorcdo. Extracao feita com uma mistura dos analitos a 150,0 pg
Lt

el Jol J0)elelee)ele]e)
elolelele] 10l0lelele]e)
elojolelelololele] 166
00000l 0]0]0]0]0]0]e)
OO0000O00OOOOOO
0]0]0l0]0]0Ie[0]0)0le]e)
QO@®OOOO0O00OOO
Q@OOOOOOOOOO®

Fonte: O autor (2017)
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3.8 Parametros Analiticos de mérito

Os parametros analiticos de mérito foram determinados
utilizando as condigBes previamente otimizadas. Para este estudo foi
realizada a avaliacdo da faixa linear, limites de eteccdo (LOD), limites
de quantificacio (LOQ), coeficiente de determinagdo (R?), precisdo e
exatiddo. As curvas analiticas foram realizadas por adicéo de padrdo em
amostra de agua de rio previamente filtrada com membrana de 0,45 um
de didmetro dos poros.

Seis diferentes pontos foram utilizados: 5,0; 25,0; 50,0;75,0;
100,0 e 150,0 pg L para a montagem da curva analitica, e a precisdo
foi avalida através do RSD com n = 4 nestes pontos, para cada analito.

A exatiddo do método proposto foi avaliada utilizando a
recuperacao relativa, atraves da extracBes realizadas com concentragdes
conhecidas dos analitos adicionados em amostras de agua de rio a 5, 25,
50 e 150 pg L para cada analito. No estudo da exatiddo para cada
concentracao avaliada, foi realizado n = 4.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Caracterizacao da diatomacea como fase extratora para TF - SPME

Analisando as imagens obtidas pela MEV (microscopia
eletrbnica de varredura) da diatoméacea utilizada no estudo, através da
Figura 15, observam-se as carapagas dos microrganismos. Constatando
ser um material extremamente poroso e com alta area superficial. Estas
caracteristicas sdo interessantes em fases extratoras solidas utilizadas em
microextracdo, pois geram grande possibilidade de adsorc¢éo dos analitos
pelo sorvente, aumentando a taxa de transferéncia do analito para a fase
extratora, assim como a cinética da extragao.

Figura 15 - Imagens obtidas por MEV, com A) 500x, B) 2000x e C) 3000x de
ampliag&o da terra diatomacea.

Fonte: O autor (2017). Realizada na CERMAT, Departamento de
Enigenharia dos Materiais UFSC. Marca: HITACHI. Modelo: TM3030
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A terra diatomacea € um material majoritariamente inorganico
formado por silica, conforme Goulart et al (2011). Através do espectro
no infravermelho, Figura 16, foi observado um pico largo desde 3200 -
3600 cm™, o que possivelmente é proporcionado pelas ligagbes O-H de
alguma camada de agua sobre a superficie da fase extratora ou
adsorvida, bem como dos grupos silandis presente na estrutura porosa
do material. O pico caracteristico e intenso de 1000 - 1300 esta
relacionado com o alongamento da ligagdo Si-O-Si, comumente

encontrada a partir de materiais de silicato.

Figura 16 - Espectro no Infra Vermelho da diatomécea.
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4.2 Otimizacdes da etapa de dessor¢do

A etapa de dessorcdo requer algumas otimizagfes, dentre elas o
solvente a ser utilizado. Os solventes utilizadados foram H.O U. P.,
MeOH e ACN.

O solvente que promoveu a melhor extracdo dos analitos do
sorvente foi uma mistura ACN:MeOH 50:50 (v/v), como é mostrado na
Figura 17. O ponto central, que possui 1/3 de cada solvente, foi
realizado em triplicata para obtencdo do R?, que ficou com um valor de
0,830. Um resultado semelhante, quanto ao solvente, foi obtido por Dias
et al. (2015), que também utilizaram BzP e TCC em seu método. E
interessante observar através da superficie triangular que a agua é o
solvente mais fraco para promover a dessorcdo das substancias
organicas utilizadas neste estudo.

Figura 17 - Superficie triangulo para escolha do solvente de dessor¢do. Neste
experimento realizou-se uma extragcdo de 60 min. e uma dessor¢do de 30 min,
através de uma mistura dos analitos numa concentragdo de 50,0 pg L™ A
superficie resposta foi obtida através da soma das areas dos picos dos analitos
em cada experimento, seguido de normalizagao.

acetonitrila
0,004 1,00

I - 80
I <80
[ <60

0,00 025 0,50 075 100 s

agua metanol

Fonte: Autoria prépria.
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Outro importante fator a ser otimizado numa técnica de preparo
de amostras que possui a etapa de dessorcao, € o tempo necessario para
que haja a melhor transferéncia das substincias de interesse para o
solvente de dessorcdo. Quanto ao fator tempo, pode-se observar atraves
da Figura 18, que 30 min proporcionaram uma melhor dessor¢do dos
analitos do sorvente, em comparagdo com o0s outros dois niveis
analisados, 10 e 20 min. Principalmente ao se observar as areas
normalizadas do TCC e da 4-MBC. Também ndo se obteve RSD (desvio
padrdo relativo, do inglés relative standart deviation) maiores que 20 %
neste intervalo de tempo, o que justifica sua escolha como tempo 6timo.
Intervalos de tempo maiores ndo foram avaliados, devido & elevada
volatilidade do solvente de dessorc¢éo utilizado, o que poderia diminuir a
precisdo do método.

Figura 18 - Resultados do tempo de dessorcdo, utilizando 60 min de extracéo e

uma mistura ACN:MeOH 50:50 (v/v), para dessorcao.
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Fonte: O autor (2017)
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4.3 Otimizacdes da etapa de extracao

Das substancias incluidas no método duas sdo ionizaveis, o0 BPA
e 0 TCC, possuindo pKas de 9,73 e 12,77, respectivamente. O BPA ¢
majoritariamente neutro numa faixa de pH de 2,0 — 9,0, sem grandes
alteragdes no equilibrio. (HAERI, 2016; CHU; METCALFE, 2007)

Para que se consigam melhores extragcdes, é necessario que as
substancias de interesse estejam na forma neutra, pois com as espécies
quimicas carregadas sua tendéncia é permanecer na solugdo aquosa. A
utilizagdo de valores de pH na amostra, com cerca de duas unidades
abaixo dos valores pKa das substancias de interesse, permite que se
obtenha estas substancias na forma ndo ionizada. (PAWLISZYN, 2009)

Para avaliar o efeito do pH na extracao foi escolhido trés niveis
de; 4, 5 e 6. Este estudo foi realizado fazendo uma extracdo de 60 min e
uma dessor¢do em condicOes j& otimizadas. Como pode ser observado
através do gréfico de barras da Fgura 19, extragdes realizadas em pH 4 e
5 ndo tiveram grandes diferencas quanto aos resultados. Entretanto, é
claramente visivel que o pH 6 possibilitou as melhores extracdes,
justificando sua escolha como pH étimo para os experimentos realizados
futuramente.
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Figura 19 - Efeito do pH na etapa de extracdo. Dessor¢do realizada sob
condigdes Gtimas.
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Fonte: O autor (2017)

O tempo necessario para que ocorra o equilibrio entre os analitos
presentes na amostra com a fase extratora é sem ddvida um dos
principais parametros a serem estudados em uma microextracdo, pois
depende da natureza das substancias a serem determinadas e do material
escolhido como sorvente. Neste estudo diferentes tempos de extracdo
foram avaliados, em uma faixa de 60 min a 240 min, buscando um
tempo que proporcionasse baixos LOQ sem comprometer a frequencia
analitica.

Como ilustra a Figura 20, tempo de extracdo mais longo (240
min) apresentou as melhores extracfes, baseado na soma da area dos
picos dos analitos neste ponto. Este resultado da uma nocgéo da relagéo
entre o tempo requerido para que se obtenha o equilibrio das substancias
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entre as fases. Pode-se dizer que até 240 min ndo se estabeleceu o
equilibrio, pois ndo se teve uma constancia na resposta a partir de um
determinado valor de tempo avaliado. Entretanto maiores intervalos de
tempo ndo foram avaliados para ndo comprometer a frequéncia analitica
do método. O R? da superficie resposta foi de 0,9177.

Figura 20 - Superficie Resposta obtida pela matriz Doehlert. Anélise do tempo

e da % NaCl na etapa de extracdo. A etapa de dessorcdo foi realizada sob
condicOes 6timas.

Fonte: O autor (2017)

Para melhores extracGes, pode-se utilizar o efeito salting out, que
acarreta uma melhor transferéncia de determinados analitos para o
sorvente, devido a reducdo da solubilidade destas substancias na
amostra aquosa. Entretanto elevadas concentracdes de sal podem levar
ao efeito oposto, diminuindo a quantidade de analito extraido, pelo
aumento da viscosidade da solugdo, desta forma valores superiores a 15
% de NaCl nao foram utilizados neste experimento. Através da analise
da Figura 20, observa-se que a concentragdo que permitiu maiores areas
nos picos cromatograficos foi a de 15% de NaCl na amostra.
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Desta forma as condi¢des 6timas de extracdo foram fixadas em
240 min e 15% de NaCl. Deve ser considerada a alta frequéncia
analitica do método, devido a utilizagdo do 96-well plate, que compensa
0 longo tempo de extragdo. Esta é sem duvida uma das maiores
vantagens desta abordagem

4.4 Estabilidade da diatomacea como fase extratora e reprodutibilidade
entre 0s pogos

Depois de realizado todos os experimentos necessarios para a
otimizagdo do meétodo, o que requereu cerca de 20 ciclos, foi
confeccionado novos pentes e feito um comparativo da eficiéncia de
extracdo com os usados.

Em técnicas de preparo de amostras, a fase extratora entra em
contato com a amostra e com o solvente de dessor¢do, neste caso
solvente organico, sucessivas vezes, 0 que pode acarretar uma perda na
sua eficiéncia. Deste modo é necessario que o sorvente possua elevada
estabilidade para que possa ser utilizado varias vezes sem alterar sua
performance.

Através do gréafico de barras, Figura 21, observa-se que ndo
houve uma perda significativa na eficiéncia do material utilizado neste
estudo para as substancias BPA e BzP. Para os demais analitos percebe-
se uma reducdo de cerca de 20 % na capacidade de extragdo, em
comparacgao aos novos. Tendo em vista a facilidade da confeccdo dos
pentes e 0 baixo custo do material, fica claro que a utilizacdo de até 20
cilcos de extracdo/dessorcdo de pente é totalmente viavel e
recomendado. Um dos motivos que podem ocasionar a perda na
capacidade de extracdo esta relacionado com as possiveis interacdes
irreverssiveis que as substancias tendem a fazer com os sitios ativos,
reduzindo o nimero dos mesmos no sorvente.



61

Figura 21 - Comparativo entre pinos com cerca de 20 ciclos realizados, com
recém confeccionados. Para este experimento se utilizou quatro pinos novos e
quatro usados sob condigdes 6timas do ciclo.
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Fonte: O autor (2017)

A precisdo entre 0s pogos é visualizada através da Tabela 8, onde
percebe-se, que, com excecdo do TCC que estd apenas uma unidade
acima, todas as demais substancias encontran-se dentro da faixa de até
15 %, valor considerado satisfatério de RSD para a concentracao na qual
foi realizado o experimento. Atestando desta forma a reprodutibilidade
entre 0os pogos. (AOAC, 2012)
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Tabela 8 - Presicdo entre pogos. Valores referentes a extrac@es realizadas em
uma concentragdo de 150,0 pg L?, sob condigdes otimizaas do ciclo de
extragdo/dessorgdo em sete pogos aleatoriamente distribuidos sobre a placa de
96 pogos.

Substéncia RSD %
BPA 11,2
BzP 9,4
TCC 16,0

4-MBC 15,6
EHMC 12,3

Fonte: O autor (2017)

4.5 Figuras analiticas de mérito e analise de amostra real

Os experimentos para obtencdo das figuras analiticas de mérito
foram feitos sob condi¢Bes Otimizadas. Para a BzP a curva analitica
ficou com seis diferentes pontos, para BzP e TCC, e com cinco, e para
as demais substancias. O LOQ foi obtido através da concentracdo mais
baixa contida na curva analitica, e o valor do LOD foi obtido pela
divisdo do LOQ por 3,3.



Tabela 9 — Parametros analiticos de mérito obtidos através de curva analitca em matriz (dgua de rio)
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Composto  Faixa Linear Coeficiente de Curva analitica LOD LOQ RSD? RSD"
(ug L) Determinagéo (MgL™h) (gL (%) (%)

BPA 25-150 0,9988 y = 169x -140,35 8,0 25,0 15,1 17,9
BzP° 5-285 0,9975 y =188,37x + 49,51 1,0 5,0 3,5 3,9
TCC® 5-150 0,9970 y = 251,63x - 2003,1 1,0 50 10,2 7,9
4-MBC 25-285 0,9926 y = 88,819x - 1129,7 8,0 25,0 17,5 10,0
EHMC 25-150 0,9929 y =93,175x - 776,11 8,0 25,0 23,5 94

RSD — 25 g L
bRSD — 50 pg L

®Para BzP e TCC o primeiro RSD foi calculado em 5 pg L*

Fonte: O autor (2017)



64

Analisando a Tabela 9, percebe-se que o método atingiu LOQs na
ordem pg L paras as substancias, tornando o método viavel para a
analise de tragos. Também uma boa linearidade das curvas foi obtida
variando entre 0,9926 e 0,9988, para 4-MBC e BPA, respectivamente. A
repetibilidade do método também foi satisfatoria, com base nos valores
de RSD, que ndo ultrapassaram 23,5 %, neste caso para 0 EHMC em 25
g L.

Para analise do efeito matriz e a exatiddo do método, foi avaliado
a recuperacdo dos analitos relativamente aos valores obtidos na curva
analitica, fortificando amostra de agua de rio em diferentes
concentracGes como é mostrado na Tabela 10.

Recuperacdes entre 60% e 115% sdo consideradas satisfatorias
para andlise de tragos, na faixa de concentragdo obtida neste trabalho.
Os valores referentes a precisdo também podem ser considerados
satisfatorios, levando-se em consideracdo que a grande maioria esta
abaixo de 21%. (AOAC, 2012)



Tabela 10 - Recuperagdo relativa em amostra de 4gua de rio

Composto Rec. RSD Rec. RSD Rec. RSD Rec. RSD
5ugL* (%)  25pgLt (%)  S0ugLt (%) 150pg Lt (%)
(%) (%) (%) (%)
BPA - 70 20 82 15 75 1
BzP 117 17 95 19 93 7 91 17
TCC 85 20 95 12 105 11 99 21
4-MBC - 113 8 96 5 90 16
EHMC - 99 20 89 10 97 17

Fonte: O autor (2017).
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A andlise das cinco amostras coletadas rio Itajai-agu indicaram
valores de concentragdes abaixo do LOQ para BPA e inferiores ao LOD
para os demais analitos. No caso das cinco amostras coletadas no porto
de S&o Francisco do Sul os niveis de concentracdo dos compostos em
estudo estavdo abaixo do LOD do método. Na Figura 22 é exposto um
cromatograma obtido com H,O U. P. fortificada a 150 pg L, e um com
a agua do rio.

Figura 22 - Cromatograma obtido por HPLC-DAD com H>O U. P. foritificada
a 150 pg L dos analitos A) e em 4gua de rio B). Ordem de eluigdo: 1) BPA, 2)
BzP; 3) TCC; 4) 4-MBC; 5) EHMC.
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Fonte: Autoria prépria.

4.6 Comparagdo com outras técnicas de microextracao

Através da Tabela 11, onde é comparado a TF - SPME 96-well
plate utilizando terra diatomacea com outras técnicas de microextracdo
que também se propunham a determinar EDs em amostras aquosas,
algumas constatagfes podem ser feitas. Primeiramente o volume de
amostra que se utiliza neste trabalho é bem inferior aos demais. Outra
vantagem que fica evidente é a maior frequéncia analitica do método
proposto, tendo em vista que a técnica de preparo de amostra que possui
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tempo médio por amostra mais proximo, desenvolvida por GUO et al.
(2009), leva cerca o dobro de tempo para preparar uma amostra.

A utilizacdo de fases extratroras que necessitam de
funcionalizagdo ou modifica¢bes, como as utilizadas por LI et al (2013)
e ALMEIDA et al (2013), requerem uma etapa elaborada de preparo
destes materiais, e também levam a um maior custo associado a analise,
0 que ndo se observa com a utilizagio da terra diatomécea reciclada. Ao
se comparar a fase extratora utilizada neste estudo com a de GUO et al
(2009), para a determinacdo de TCC em amostras aquosas, conclui-se
gue a metodologia proposta utiliza um material ndo téxico e que nao
necessita de um tratamento para descarte, ao contrario do 1,3 dicloro-
benzeno (CsH4Cly).

Entretando os LODs dos outros estudos possuem valores
inferires a TF — SPME 96 well-plate com terra diatomacea, tornando-os
mais sensiveis. Esta desvantagem pode ser contornada utilizando um
maior fator de pré-concentracdo, fazendo extragcbes com um volume
maior de amostra, por exemplo. Outras alternativas para a diminui¢ao
dos valores de LOD e LOQ da metodologia poposta, seria incrementar
um etapa de concentracdo dos analitos ap6s a desssorgdo, através da
evaporacdo de solvente, ou a utilizacdo de detectores mais sensiveis,
como o espectrémetro de massa (MS)
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Tabela 11 - Comparacdo da TF - SPME 96 well plate com outros métodos de microextracdo da literatura para a andlise de
desreguladores enddcrinos em amostras aquosas utilizados neste trabalho.

Técnica de Com- LOD Fase extratora \Y/ t t t Referéncia
preparo posto  (ug L) amost.  extracdo  dessor- médio
(mL) (min) céo por
(min) amost.
(min)
SPME? BzP 0,58 MPTS 10 60 10 70 (LI; etal,
funcionalizada 2013)
SPME? BPA 1,0 PILs 10 45 30 75 (PACHECO;
et al, 2016)
DLLMEP TCC 0,042 1,3-dicloro- 5 5 - 5 (GUQ; et al,
benzeno 2009)
BauE? BzP 0,5 Pirrolidona 25 240 15. 255 (ALMEIDA,;
modificada et al, 2013)
IL-HF- BzP 0,2 s 10 50 - 50 (GE; LEE,
LPME® 4-MBC 0,3 2012)
TF - SPME? BPA 8,0 Terra 15 240 30 2,8 Este método
96 well-plate BzP 1,0 Diatomacea
TCC 1,0 Reciclada
4-MBC 8,0

a = HPLC DAD, b = UHPLC UV, ¢ = HPLC UV, MPTS = 3-mercaptopropil- trimetoxisilano, PIL = Liquidos
I6nicos Poliméricos, IL = Liquidos I6nicos, V = volume, t = tempo.
Fonte: O autor (2017)
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5. CONCLUSAO

Este trabalho desenvolveu um método de determinacdo
simultanea de cinco contaminantes emergentes em amostras aquosas,
onde é possivel preparar até 96 amostras em um intervalo de tempo de
4,5 h, cerca de 2,8 min por amostra, sendo 0 método de microextragdo
com maior frequencia analitica encontrado na literatura para as
substancias utilizadas. A utilizacdo do 96-well plate automatiza o
processo de extracdo, o que € interessante para a andlise de rotina. O
método também possui outras vantagens como o de utilizar uma fase
extratora de baixo custo e facil, e simplicidade na confec¢éo do sistema
de extracéo.

A caracterizagdo da terra diatomécea utilizada na inddstria
cervejeira e reciclada através de tratamento térmico que foi utilizda
neste trabalho, demonstrou, através dos resultados, se tratar de um
material extremamente poroso e composto majoritariamente de silica,
confirmando portanto se tratar de um sorvente recuperado com
propriedades semelhantes ao do original, desta forma tornando sua
utilizacdo em técnicas de microextracdo vidvel. A utilizagdo de um
material reciclado, a possibilidade de reutilizacdo da fase sorvente apés
limpeza, o pequeno volume de amostra e de solventes organicos, € a
elevada frequencia analitica do método atendem varios preceitos da
quimica analitica verde, tornando a metodologia desenvolvida
ambientalmente amigavel.

A metodologia proposta possui boa precisdo, constatada através
de valores de RSD inferiores a 20 % nos pontos analisados, e uma
exatiddo adequada, com recuperac@es variando entre 70 — 117. Os LODs
variaram entre 1,0 a 8,0 pug L%, o que permite a utilizacdo da
metodologia deste trabalho para a determinacdo de tracos dos EDs em
amostras aquosas.
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