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RESUMO

Neste estudo foi proposto pela primeira vez o uso de terra diatomacea
reciclada como fase extratora para a técnica de microextragdo em fase
solida (SPME). A terra diatomacea reciclada como fase extratora em
SPME foi utilizada para a determinagdo de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos em amostras de agua ultra-pura e agua de rio por
cromatografia gasosa, utilizando dois tipos de detectores, o detector por
ionizagdo em chama FID, para reprodutibilidade das fibras e o
cromatografo a gas acoplado ao espectrometro de massas (GC-MS) para
a otimizagdo e validacdo do método.. O biossorvente terra diatomacea
reciclada foi caracterizada através de espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourrier e microscopia de varredura eletronica. A
otimizagdo multivariada através do composto central foi realizada para
os parametros de tempo de extracdo e temperatura de extragdo. A
otimizacdo da adi¢do de sal foi avaliada univariavelmente. As condi¢des
otimizadas para esse estudo foram de 70 min para o tempo de extragdo,
80 °C para a temperatura de extracdo e Og de adi¢do de sal (NaCl).
Através da condigdo compromisso para a analise, foram realizadas
comparacdes entre a fibra de terra diatomacea reciclada com as fibras
comerciais PDMS 100 um ¢ PDMS/DVB 65 pm, onde a fibra de terra
diatomacea teve eficiéncia de extracdo similar para os primeiros
compostos quando comparado com a PDMS/DVB e maior eficiéncia de
extragdo quando comparada com a PDMS. Também a partir da
otimizagdo foi construida a curva de calibragdo para os compostos
estudados em amostras de agua do rio Itajai, em Santa Catarina, Brasil
com faixa linear de 0,5 ug L' a 25 ug L', em 6 niveis de concentragio
sendo obtidos coeficiente de correlagdo superior a 0,95, limites de
detecgdo de 0,03 - 0,17 pg L! e limites de quantificagdo 0,10 — 0,50 pg
L-!, com n=3. Para os ensaios de repetibilidade e reprodutibilidade com
concentragdo de 0,5 pg L', os valores de RSD foram < 15% para a
reprodutibilidade entre duas fibras e < 17% (n=3) para a repetibilidade
na fibra 1.Foram comparados as faixas lineares do método proposto com
a fibra terra diatomacea reciclada com artigos publicados na literatura
utilizando fibras comerciais, onde os resultados encontrados sdo
similares aos dados da literatura.

Palavras chave: SPME, terra diatomacea reciclada, HPA, 4gua de rio,
preparo de amostra.






ABSTRACT

In this study, the use of recycled diatomaceous earth as extraction phase
for solid phase microextraction (SPME) was proposed for the first time.
The diatomaceous earth recycled as an extractive phase in SPME was
used for the determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in
samples of ultra-pure water and river water by gas chromatography
using two types of detectors, the flame ionization detector FID, for
reproducibility of fibers and the gas chromatograph coupled to the mass
spectrometer (GC-MS) for the optimization of the method and for the
figures of merit. The biosorbent recycled diatomaceous earth was
characterized by infrared spectroscopy with Fourrier transform and
scanning electron microscopy. The multivariate optimization through
the central compound was carried out where the parameters extraction
time and temperature of extraction were evaluated, when the addition of
salt the optimization was evaluated univariably. The optimized
conditions for this study were 70 min for the extraction time, 80°C for
the extraction temperature and 0 g for the addition of salt (NaCl).
Through the compromise condition for the analysis, comparisons were
made between diatomaceous earth fiber recycled with the commercial
fibers PDMS 100 um and PDMS / DVB 65 pm, where the diatomaceous
earth fiber had similar extraction efficiency for the first compounds
when compared with to PDMS / DVB and higher extraction efficiency
when compared to PDMS. The calibration curve was also constructed
for the compounds studied in water samples from the Itajai River, in
Santa Catarina, Brazil, with a linear range of 0.5 ug L' to 25 pg L', in 6
levels of concentration coefficient being higher than 0.95, detection
limits of 0.03-0.17 pg L' and limits of quantification 0.10-0.50 pg L,
with n = 3. For repeatability and reproducibility tests, RSD values were
< 15% for reproducibility between two fibers and < 17% (n = 3) for
repeatability in fiber 1, the concentration used in this analysis being 0.5
pug L ', The linear ranges of the proposed method with recycled
diatomaceous earth fiber were compared with articles published in the
literature using commercial fibers, where the results found are similar to
the literature data.

Key word: SPME, diatomaceous, PAH, water, sample preparation.






LISTA DE FIGURAS

Figura 1. (A) Amostrador, émbolo, agulha, tubo hipordérmico e fibra
exposta, (B) composi¢ao da fibra de SPME. Adaptado de Orlando et al,

Figura 2. Representagdo dos modos de extracdo por SPME. (A) Modo de
extragdo por imersdo direta. (B) Modo de extracdo por “headspace” (C)
Modo de extracdo por MP-SPME. Fonte: Dias, 2015..........cccccvevuveurnenne. 25
Figura 3. Guia para a selegdo do revestimento. ........c.ccccocevveeveerenennenenne. 28
Figura 4. Micrografias referentes as subclasses da Bacillariophyceae. Na
Figura A esta representado a subclasse Centricae com frustulas cilindricas
e na Figura B esta representado a subclasse Pennales com frastulas nao
CLUNALICAS ..ttt s 31
Figura 5. Etapas de producdo da fibra de diatomacea. Adaptado de Dias,

Figura 6. Mapa onde estdo indicados as localizacdes de coletas de
amostras no rio Itajai Agu, Navegantes, Santa Catarina, Brasil. .............. 45
Figura 7. Mapa onde estdo indicado as localizacdes de coletas de
amostras na Baia de Sdo Francisco, em Sdo Francisco do Sul, Santa
Cataring, Brasil..........oooiiiiiiiieceeeeeee e 46
Figura 8. TGA realizado apds o tratamento térmico. Autoria propria,

Figura 10. Micrografia da fibra de diatomacea obtida através de
microscopia de varredura eletronica. (A) magnificagdo de 2000x e (B)

magnificagdo of 4000x. Autoria propria, 2017. .....ccceecvererieiecierieeeeeeene 50
Figura 11. Espessura do recobrimento da terra diatomacea na fibra de
NiTi, magnificagdo 100x. Autoria propria, 2017. .......cceecveevrvevieecieecrennnenn 50

Figura 12. Superficie de resposta obtida na extragdo dos HPAs por DI-
SPME, tendo como pardmetros avaliados o tempo total de extracdo e a
temperatura de extragdo. Autoria propria, 2017, ......ccceeeveecievieecieerieenens 51
Figura 13. Comparagdo das respostas obtidas pela fibra de diatomécea,
PDMS/DVB e PDMS para a determinagdo de HPAs em agua de rio
enriquecida por DI-SPME. Autoria propria, 2017. ......cccocvevveveneniennee. 53



Figura 14. Cromatograma obtido apos a extracdo por DI-SPME em
amostra de agua do rio Itajai/SC fortificada com 10 pg.L-1. Analitos: 1 —
Acenaftileno (tR= 13,5 min), 2 — Fluoreno (tR= 17 min), 3 — Fenantreno
(tR= 20,5 min), 4 — Antraceno (tR= 20,7 min), 5 — Pireno (tR= 25,8 min),
6 - Benzo(a)antraceno (tR= 30,9 min) , 7 — Criseno (tR= 31 min), 8 -
Benzo(b)fluoranteno (tR= 34,8 min), 9 - Benzo(k)fluoranteno (tR= 34,2
min), 10 - Benzo(a)pireno (tR= 36 min). ........ccceeeeervierviencieereeienieneenne 57
Figura 15. Grafico de barras referente a reprodutibilidade da fibra de terra
diatomacea reciclada (fibras 1 e 2) com as respostas obtidas apds a
extragao por DI-SPME e determinagdo por GC-MS.........ccccceviervenennne. 58
Figura 16. Grafico de barras referente a repetibilidade da fibra de terra
diatomacea reciclada (fibra 2) com as respostas obtidas apos a primeira
extragao em triplicata, por DI-SPME e determinag@o por GC-MS.... 58



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Tipos de recobrimento, faixas recomendadas de temperatura e
pH, temperaturas maxima, polaridade e mecanismo de extragdo de

fIDIas COMEICIAS. ...veeuveiiiieeieieie ettt eeees 29
Tabela 2. Principal composi¢do quimica de terra diatomacea.............. 32
Tabela 3. Nome, estrutura quimica, férmula molecular e massa molar
dos analitos que foram estudados neste trabalho,.............cccceeeerreennnee. 34
Tabela 4. Lista de HPAs estudados quanto a sua carcinogenicidade
(IARC), carcinogenicidade e ocorréncia (EPA).......cccoevvevvenieniennnnne. 36
Tabela 5. Lista de HPAs em que ha o limite maximo como residuos em
amostras de rios, pela EPA e pelo CONAMA. ........ccoevvieiecieeieenne 37
Tabela 6. Razoes massa cargas estudadas. .........cocceevverveneenienienneenne. 42

Tabela 7. Planejamento composto central empregado para otimizagdo
da extracdo de HPAs em amostras de agua por DI-SPME com fibra de
terra diatomacea reciclada. .........ccoecveecieeciiniiieiiiee e 44
Tabela 8. Coordenadas dos locais das amostras coletadas nos
municipios de Navegantes ¢ Sdo Francisco do Sul - Santa Catarina,
2] 13| USSR 45
Tabela 9. Faixa linear, limite de detec¢do e quantificacdo e coeficiente
de correlagdo obtido para o método proposto utilizando como fibra a
terra diatomacea para a determinagdo de HPAs em amostras de agua de
5 (o TSRS 55
Tabela 10. Concentracdo na amostra do rio Itajai, com as precisdes
intraday e interday (RSD, %) utilizando o método proposto. ND (ndo

detectado) € DE (detectado) .....ccuvevvveriieniienieiieciesiecie e 56
Tabela 11. Precisdo intermediaria referente a reprodutibilidade entre as
fibras 1 e 2 com terra diatomacea reciclada. .........ccccoevrvecienienencennnn. 59

Tabela 12. Comparagao entre estudos descritos na literatura e o método
proposto empregando fibra de terra diatomacea reciclada na
determinacdo de HPAs em amostras aquosas. .........ccceeeeeveerreenreenveennes 60






LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

SPME Microextragdo em Fase Solida, do inglés Solid-Phase
Microextraction

HPA Hidrocarbonetos Policiclicos aromaticos

LLE - LLE Extracdo Liquido-Liquido, do inglés Liquid-Liquid
Extraction

PDMS Polidimetilsiloxano

PDMS/DVB  Polidometilsiloxano/Divinilbenzeno

DVB/Car/PDMS Divinilbenzeno / Carboxen / Podimetilsiloxano

HPLC — HPLC Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, do inglés
High-Performance Liquid Chromatography

DI-SPME — DI Imersao direta, do inglés Direct Immersion

HS-SPME — HS do inglés Headspace

CAR Carboxen

PA Poliacrilato

PEG Polietilenoglicol

NiTi Niquel/Titanio

FID Detector por lonizagdo em chama, do inglés flame
ionization detector.

GC Cromatografia Gasosa, do inglés Gas Chromatography

GC-MS Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas, do inglés Gas Chromatography with Mass
Spectrometry

Soxhlet Extragdo Solido-Liquido

LOD Limite de detecgdo, do inglés Limit of detection

LOQ Limite de quantificagdo, do inglés Limit of
quantification

UTM Universal Transversa de Mercator






SUMARIO

1. JUSTIFICATIVA 21
2. REVISAO DA LITERATURA 23
2.1PREPARO DE AMOSTRA .....oviiiuiiiieieeeieeeteeesteeesaeeesneeeenseessessnsessnseeens 23
2.2 MICROEXTRAGCAO EM FASE SOLIDA (SPME) ......ccooviieiiiiienee. 23
2.2.1 TIPOS DE FIBRAS E REVESTIMENTO PARA SPME .........ccccccoooo. 27
2.3BIOSSORVENTES ....ooeiiuviiierieiteeeteeeeteeeeneeeeseesnneeensesessesesssessnnessnseesnns 30
2.4 TERRA DIATOMACEA .....ovviiieiieeeeeeeeeee e 31
) = N TR 32
3. OBJETIVOS 39
3. 1OBJETIVO GERAL.....ccovvieeureeeteeeiee e e e e e eeaeeeeneeeeneeeenreeereeeneeenns 39
3.20BJETIVOS ESPECIFICOS .....covviiieeeeeieeeeee et eeee e eaee e 39
4. METODOLOGIA 41
4.1 REAGENTES E MATERIAIS......ccvtiiiiiuieeeeireeeeectreeeeeneeeeeenreeeeenneeeeens 41
4. 1.2 INSTRUMENTACAO ... ..cioiieeeieeiee e eeeeeeeeeeeaee et eeaeeeenaeeseeesaee s 41
4.1.3 PREPARO DA FIBRA DE TERRA DIATOMACEA .......ccooveuveeeieneeeenns 43
4.1.4 OTIMIZACAO DO PROCEDIMENTO DI-SPME PARA DETERMINACAO
DE HPAS EM AMOSTRAS DE AGUA .......cooouiiieieieieeeeeeeeeeeeeee e eeneee s 44
4.1.5 PREPARO DE AMOSTRA EM AGUA ULTRAPURA NAS CONDICOES
OTIMIZADAS . ....cvee et eeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeteeeeeeeeeeeeeaeeeeseeeeteeeeseeeenresenneeenneeenns 44
O N Y (01 1 NP 45
4.1.7 COMPARACAO DA FIBRA DIATOMACEA COM FIBRAS COMERCIAIS46
5. RESULTADOS E DISCUSSAO 47
5.1 CARACTERIZACAO DA FIBRA DIATOMACEA ......ccoeoovueeeiieeeneeeeneeenes 47
5.2 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE EXTRACAO POR DI-SPME .......... 51
5.3 COMPARACAO DA FIBRA DE DIATOMACEA COM FIBRAS COMERCIAIS
............................................................................................................... 52
5.4 FIGURAS DE MERITO E APLICACAO DO METODO .......cccovvveevueeeennen. 53

5.5 COMPARACAO NA EFICIENCIA DE EXTRACAO PARA AVALIACAO DA
REPRODUTIBILIDADE E REPETIBILIDADE DAS FIBRAS DE DIATOMACEA

RECTCLAD AS. ettt ettt eteteestteteesenstsesensesesesesesesesesesensesenensnes 57
5.6 COMPARACAO DE ESTUDOS DESCRITOS NA LITERATURA ................ 59
6. CONCLUSAO 63

7. REFERENCIAS 65







21

1. JUSTIFICATIVA

Na sociedade em que vivemos a agua passou a ser usada
descomedidamente devido ao crescimento populacional acentuado e
desordenado. Além disso,0 aumento do consumo de agua por habitante,
leva a escassez dos recursos hidricos assim como a poluigdo e
contamina¢do por fatores antropolégicos de &aguas superficiais e
subterraneas 2.

Devido a esses fatores e ao impacto causado na satde publica,
houve uma crescente preocupagdo com a qualidade da agua, sendo
propostas uma série de medidas governamentais para monitorar as
concentragdes de compostos que podem ser prejudiciais a satide como
também um crescimento no campo de pesquisas que envolvem o
monitoramento ¢ determinagdo de contaminantes.. Essas normas visam
garantir a qualidade de 4gua para o consumo humano 3.

Um dos principais poluentes da agua sdo os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos, HPA, no qual alguns estudos associam as aguas
contaminadas por esses compostos com problemas causados na saude
dos seres vivos +3°,

A determinagdo desses poluentes geralmente requer um pré-
tratamento de amostra, para que sejam removidos interferentes da matriz
que podem afetar a identificagdo e quantificagdo, além de isolar e pré-
concentrar os analitos. Os métodos tradicionais de preparo de amostras
como a extragdo liquido-liquido (LLE) requer uma grande quantidade de
solventes organicos, possuindo um elevado custo, além da dificuldade
de automagdo desse método de extragdo. Pensando em minimizar
volumes de solvente orgénico tempo do analista no preparo de amostra,
algumas técnicas miniaturizadas foram desenvolvidas a fim de facilitar
esse processo, visto que essas técnicas sdo rapidas, precisas, exatas e
possiveis de serem automatizadas®. Dentre as técnicas miniaturizadas ja
desenvolvidas, a que se destaca nesse trabalho é a microextracdo em
fase solida (SPME, do inglés solid phase microextracion). A SPME foi
desenvolvida no inicio dos anos 1990 por Pawliszyn e colaboradores’
visando melhorar as vantagens e diminuir as limitagdes das técnicas de
preparo de amostra tradicionais.

A SPME ¢ uma técnica de extracdo e pré-concentracdo da
amostra, que dispensa a utilizagdo de solventes, além de ser simples e
rapida. Essa técnica esta baseada na sor¢do de analitos em uma fibra de
silica fundida quimicamente modificada, revestida por um material
sorvente como polidimetilsiloxano (PDMS), poliacrilato entre outros,
sendo tais sorventes disponiveis comercialmente’.
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Visando investigar novos materiais sorventes para a extragdo
por SPME, os biossorventes vém ganhando destaque nas técnicas de
microextracdo por serem fases extratoras verdes, renovaveis e
biodegradaveis. Muitos desses biossorventes sdo encontrados na
natureza sendo os mesmos formados por macromoléculas contendo
varios grupos funcionais capazes de interagir com os poluentes
ambientais de diferentes formas como adsor¢do, quimissorgao,
complexagdo, permuta ibnica, entre outros®. Neste trabalho o
biossorvente escolhido para a extragdo dos hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos foi a terra diatomacea reciclada, sendo essa utilizada em
diversas areas como na clarificagdo da cerveja ou adsorgdo de metais. A
terra diatomacea contém minerais em sua composi¢do podendo estar em
forma de cilindros muito pequenos e ocos que atuam como uma esponja,
adsorvendo uma grande quantidade de liquidos equivalentes ao seu
peso, além de possuir como caracteristica uma elevada area superficial
especifica?? e ser um material de baixo custo comparado com as fases
extratoras comerciais. Nesse trabalho foi testada pela primeira vez a
terra diatomacea reciclada como fase extratora para a SPME.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Preparo de amostra

O preparo de amostra ¢ a etapa que antecede a analise
instrumental e a parte mais laboriosa. E necessario que tenha uma
preparacdo de amostra, pois isso significa ajustar a mesma para a
introdu¢do no instrumento de analise evitando interferentes e
contaminagdes nas colunas, reduzindo a complexidade de matrizes
como sangue, urina, entre outros, além de pré-concentrar os analitos.’.
Dependendo do tipo de matriz, alguns analitos na fase de gases e/ou
vapores, ndo precisam de nenhum tipo de tratamento prévio, podendo
ser analisados diretamente no equipamento. E necessario saber as
caracteristicas da matriz , dos analitos e a instrumentagdo disponivel no
laboratério para o tratamento de amostra seja corretamente empregado.
5,10

Nas ultimas décadas do século XX, houve um grande progresso
na tecnologia de instrumentag@o analitica, sem dar a devida importancia
para o preparo de amostra 3. Em consequéncia disso € em busca de um
preparo de amostra com menor impacto ambiental, pesquisas de técnicas
de preparo de amostras foram realizadas, tornando-se mais eficazes,
menos laboriosos quanto ao tempo de extracdo e ao trabalho do analista
e utilizando pouca ou nenhuma quantidade de solventes organicos -1,

Dentre as técnicas desenvolvidas, as que ganharam destaque
foram as chamadas técnicas miniaturizadas de preparo de amostra, entre
elas estd a SPME®.

2.2 Microextracao em fase solida (SPME)

A SPME foi desenvolvida no inicio dos anos 1990 por Arthur e
Pawlyszin para substituir os chamados métodos convencionais de
extragdo (extra¢do liquido-liquido e extra¢do por fase solida) 3415, Em
comparacdo aos métodos tradicionais de preparo de amostra, a SPME ¢
uma técnica menos laboriosa, relativamente rapida e com boa
capacidade de concentracdo, requerendo pequenos volumes de amostra,
sem a necessidade do uso de solvente organico '6. Esse tipo de
microextra¢do envolve a adsor¢do/absorc¢do de analitos por uma haste de
silica fundida de 100 um de didmetro revestida por um fino filme
polimérico, no qual apds a extracdo ¢ levado imediatamente para a
dessor¢do em um cromatografo a gas ou HPLC. Existem diversos tipos
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de revestimentos poliméricos, podendo ser comerciais como por
exemplo, PDMS, PDMS/DVB, DVB/Car/PDMS !7, revestimentos
“verdes” como biosorventes 8, sol-gel suportados por um fio de NiTi
(nitinol) '%1°, entre outros.

O principio da técnica de SPME baseia-se no equilibrio de
parti¢ao/distribuicdo dos analitos entre a matriz e a fase extratora, no
qual, a fase extratora € exposta a amostra para extrair os analitos. A fibra
de SPME, consta com um suporte de silica fundida acondicionada
dentro de uma espécie de agulha em um amostrador semelhante a uma
seringa para facilitar o manuseio, ja que o dispositivo da fibra ndo pode
ser manipulado diretamente. Na Figura 1 (A) e (B), é representado o
amostrador juntamente com a agulha e a fibra exposta.

Figura 1. (4) Amostrador, émbolo, agulha, tubo hipordérmico e fibra exposta,
(B) composigdo da fibra de SPME.

(A) Dispositivo de SPME [B) Compasicao da Fibra de SPME

#—— Bmbaolo
amostrador ——
silica _[_’
s agulha
Tubo hipedérmico
fibra polimero

Fonte: Adaptado de Orlando et al, 2009.

No corpo do amostrador existe uma fenda em forma de Z, que
corre um pino, preso ao émbolo, servindo para deslocar ou retrair a fibra
do tubo hipodérmico. Para expor a fibra o émbolo é deslocado até
atingir o corte transversal da fenda '°.

Para esta técnica uma importante variavel que deve ser
considerada s3o os modos de extra¢do. Existem trés modos de extragdo
por SPME. Imersdo direta (DI), no qual a fibra ¢ imersa diretamente na
matriz, por headspace (HS) a qual se constitui como a fase vapor em
contato com uma por¢do da amostra lacrada em um recipiente confinado
e a MP-SPME, microextracdo em fase solida protegida por membrana
(do inglés, Membrane-Protected SPME), nesse modo de extragdo a
membrana ¢ disposta ao redor da fibra afim de proteger a mesma quanto
feita a extragdo nas amostras contendo acidos humicos, proteinas ou
acidos graxos. ®19. Portanto, 0 modo de extra¢do deve ser determinado
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de acordo com a volatilidade e/ou complexidade da amostra®. Na Figura
2 estdo representados os modos de extragdo DI, HS e Protegdo de
Membrana (MP-SPME).

Figura 2. Representagdo dos modos de extra¢do por SPME. (A) Modo de
extragdo por imersdo direta. (B) Modo de extracdo por “headspace (C) Modo
de extrag¢do por MP-SPME.

A =] [

—:/‘L'\

Membrana

/

2!

L/ L N
7 LT >

Recobnmenta Aminsira Recobrimanta Amosia

Fonte: Dias, 2015.

Como descrito anteriormente, o principio da SPME baseia-se no
equilibrio entre a matriz e a fase extratora, onde cada modo empregado
ha um sistema de equagdes que descrevem o equilibrio.

O sistema de extragdo por HS-SPME ¢ muito utilizado para
amostras de compostos com média a alta volatilidade e baixa massa
molar. Esse sistema de extragdo permite o estabelecimento do equilibrio
entre a matriz e o headspace, e o headspace e a fibra, sendo considerado
esse um sistema trifasico.

Ja o modo de extragdo por DI-SMPE, é muito utilizado para
compostos com baixa volatilidade e de média a alta massa molar, sendo
a matriz livre de material particulado que podem danificar a fibra. Na DI
o processo de extracdo ¢ considerado completo quando a concentragio
do analito atinge o equilibrio entre a amostra e¢ a fibra, sendo
considerado esse um sistema bifasico.

No processo de microextragdo por imersdo direta, podem ser
considerados os seguintes equilibrios e as respectivas constantes de
equilibrio entre o analito e a fibra, definidos na Equagao (1).
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fibra

[}

c
— f
Camostra — Cﬁbra Kfs= o Equagdo(1)
s

Onde:

Ky = Constante de equilibrio entre a fibra e a amostra

Cs°= concentragdo no equilibrio do analito na amostra

C#°= concentragdo no equilibrio do analito no recobrimento da

Na Equac@o (2) s@o descritas as condi¢des de equilibrio

conforme a lei de conservagdo das massas para esse sistema.

fibra

CoVs = C°Vs + CF°Vy Equagdo (2)
Onde:
Co= concentragdo inicial do analito
Vs= volume da amostra
Cs°= concentragdo no equilibrio do analito na amostra
C#°= concentragdo no equilibrio do analito no recobrimento da

V¢= volume do recobrimento da fibra

Rearranjando as equagoes (1) e (2) afim de se obter a equagio

(3) ¢é possivel determinar a equagdo (4) e calcular a concentragdo no
equilibrio do analito extraido pelo recobrimento (C¢°).

A partir da equagao (1) obtém-se:

0

Ce = I%s Equagéo (3)

Substituindo (3) em (2):
Cove= L5 coy
= ——+
0%s Krs Vs

CPVi + KrsCPVy
Krs

KrsCoVs = CPVe + K;sCPVy

KrsCoVs = C°(Vi + KrsVy)

CoVs =
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o __ Kfsvs ~
(" =G KoV 47, Equagao (4)

A Equagdo (5) relaciona o nimero de mols e concentracdo, no
qual:
n
¢ =-L  Equagio (5
r T quagao (5)
Onde:
ny=nimero de mols do analito no recobrimento da fibra

Ve= volume do recobrimento da fibra

Relacionando a Equagdo (4) com a Equagdo (5) é possivel
chegar a Equacdo (6) e com esta calcular o nimero de mols no
equilibrio do analito extraido pelo recobrimento.

Substituindo (5) em (4), obtém-se a Equagdo (6):
ny KrsVs

cCh, ———
Ve 0 KeVr+ Vs

KpsVs Vs
O KpsVyp+Vs

As Equacdes (4) ou (6), descrevem a massa do analito sorvida
apos o equilibrio ser estabelecido, além de indicar que a quantidade de
analito extraida (ny ou Cr), pelo sorvente € linearmente proporcional a
concentracdo inicial do analito na amostra (Cy), o que ¢é a base analitica
para a quantificacdo em SPME.

ng = Equacao (6)

2.2.1 Tipos de fibras e revestimento para SPME

Diversos tipos de fibras para SPME sao fabricadas podendo ter
diferentes tamanhos. Normalmente sido utilizadas fibras de 1 cm, mas
podem existir fibras de até 2 cm de comprimento ¢ com espessura de
recobrimento podendo variar de 7 um a 100 um. Diversos revestimentos
poliméricos e diferentes suportes para o recobrimento/fase extratora
podem ser utilizados, como haste de silica fundida, haste de metal e
haste de Stableflex ?°3°. Os recobrimentos poliméricos comerciais
podem ser: PDMS (polidimetilsiloxano), CAR (Carboxeno), DVB
(divinilbenzeno), PA (poliacrilato) e PEG (polietilenoglicol).

O tipo de revestimento escolhido para as analises depende de
quais compostos deseja-se determinar. Suas caracteristicas como
volatilidade e polaridade sdo de extrema importincia antes de escolher
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qual revestimento ¢ mais adequado ao estudo. A Figura 5 ilustra o guia
para a selec¢do do revestimento.

Figura 3. Guia para a selec¢do do revestimento.
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Fonte: Pawliszyn, 2009.

A SPME tem a capacidade de extrair uma grande variedade de
compostos, sendo esses compostos desde os mais volateis aos menos
volateis, dos apolares aos polares. Sua capacidade de extra¢do se da pela
combinacdo de outros revestimentos poliméricos em uma mesma fibra.

O é&xito na escolha da fibra de SPME ¢ determinado através das
propriedades fisico-quimicas e pela espessura do recobrimento
polimérico. O recobrimento polimérico determina a capacidade de
extragdo do analito pela fibra, assim como o tempo de extragdo de
equilibrio. Recobrimentos com uma maior espessura atingem equilibrios
em um maior tempo do que recobrimento com uma menor espessura.
Alémdo comprimento e espessura, diversas pesquisas tém desenvolvido
novos sorventes para a SPME %,

O preparo de novos sorventes para a SPMEutiliza de varios
métodos para a deposicdo de recobrimentos sobre as fibras, como
técnica de imersdo, eletrodeposi¢do, polimeros condutores,
recobrimentos por sol-gel, adesdo do recobrimento, entre outros.

A principal ideia de adesdo do recobrimento é a deposicio de
uma fina camada de um material sorventes sobre uma haste de metalica
utilizando um adesivo apropriado, tendo como vantagens baixo custo,
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ampla disponibilidade de sorventes comerciais que possam possibilitar
extrair analitos especificos além da flexibilidade na escolha da cola.

As fibras de SPME sdo reutilizaveise apresentam boa
reprodutibilidade e durabilidade do revestimento. O tempo de uso pode
ser variavel, geralmente sendo utilizadas de 40 a 100 extragcdes sem que
haja algum prejuizo na sua capacidade de extragdo. Na Tabela 1, estdo
as caracteristica gerais das fibras comerciais, como faixa de temperatura,
polaridade, faixa de pH recomendada e mecanismo de extragéo.

Tabela 1. Tipos de recobrimento, faixas recomendadas de temperatura e pH,
temperaturas madxima, polaridade e mecanismo de extra¢do de fibras
comerciais.

Faixa de
T temperatu- Faixa de
. . Mecanismo  Polari- . ra de pH
Tipo de recobrimento ~ max ~
de extragdo dade o operagdo  recomen-
(°O) _
recomen: dada
dada
7 pm
Polidimetilsiloxano Absorcdo  Apolar 320 200 a 320 2all
(PDMS)
30 um PDMS Absorcdo  Apolar 300 200 a 300 2all
100 pm PDMS Absor¢cdo  Apolar 300 200 a 300 2al0

85 um Poliacrilato

(PA) Absor¢ao Polar 320 200a320 2all

60um Polietilenoglicol

(PEG) Absor¢ao Polar 250 200 a240 2a9

55um/30pum

DVB/Carboxen/PDMS Adsor¢do  Bipolar 270 230a270 2all

65um PDMS/DVB Adsorcdo  Bipolar 270 200a270 3all

85 um ~ .
Carboxen/PDMS Adsor¢do  Bipolar 320 250a320 4all
Cortica* Adsor¢cdo  Apolar 260 N.D 2al2

Fonte: Pawliszyn (2009), *Dias, A. 2015.
N.D. ndo determinado
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2.3 Biossorventes

A busca por alternativas aos métodos de adsor¢ao e absor¢do
que possuam baixo custo e alta eficiéncia impulsionou, nos ultimos
anos, a pesquisa sobre a utilizagdo de diferentes biossorventes’2.

Os biossorventes abrangem toda biomassa com atividade
metabolica (microrganismos vivos), ou sem atividade metabolica
(residuos oriundos de alguma forma biologica, como vegetais,
crustaceos, etc), podendo ser utilizados em larga escala para a remogao
de contaminantes organicos, corantes, metais, entre outros.

A preparacdo de biossorventes consiste na execugdo de
tratamentos fisicos de baixo custo como, lavagem, secagem, trituracdo
(se necessario), e peneiragem, gerando um produto granulado, que pode
ser empregado como biossorvente?33,

Apbs a etapa de preparacdo dos biossorventes € necessario que
haja a caracterizagdo do mesmo, afim de saber se o material produzido
pode ser empregado como adsorvente para analise dos analitos de
interesse. Essa caracterizagdo compreende, analise da composi¢do
quimica e fisica do material biossorvente323334,

O tipo de adsorcdo dos compostos que se quer analisar pode
ocorrer por diversos processos como, quimissor¢do, complexagdo,
adsorc¢do-complexagdo nos poros, troca idnica, e adsor¢do na superficie
do material, sendo que a intensidade da capacidade de adsor¢do vai
depender tanto das caracteristicas fisico-quimicas do material
adsorvente quanto das propriedades dos analitos®*.

Muitos biossorventes sdo utilizados na forma imobilizada, onde
um material inerte age como suporte para o biossorvente formando uma
estrutura solida, quimicamente e termicamente estavel, facilitando o
processo de extracao dos analitos.

As principais vantagens no uso de materiais biossorventes de
baixo custo sdo:

e Valores muito baixos se comparados com o0s sorventes
comerciais, pelo o fato de serem sobras de processos
industriais ou até mesmo por estarem disponiveis na
natureza;

e Normalmente o biossorvente utilizado tem origem
regionalizada, ou seja, o material a ser utilizado esta situada
na mesma regido ou proxima do analista.

e Podem ser reutilizados apds o processo de dessor¢do
(dependendo de sua estrutura, resisténcia quimica e térmica);
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e Apresentam alta eficiéncia para a remediagdo de efluentes
contendo baixas concentracdes de contaminantes organicos.

e Possuem um grande nimero de sitios ativos e/ou poros em
sua superficie facilitando a adsor¢do dos analitos.

2.4 Terra Diatomacea

A terra diatomacea ¢ um mineral amorfo, originado de algas
fossilizadas, pertencente ao reino vegetal Chrysophyta e a classe das
Bacillariophyceae, ordem bacilares, possuindo célular completas
(membrana, nucleo e protoplasma).

A classe Bacillariophyceae apresenta duas subclasses, a
Centricae (discoide), com frustulas cilindricas, de se¢do circular, e a
Pennales (navicular), que tem frastulas ndo cilindricas. Na Figura 4, esta
representada as duas subclasses da diatomacea.

A terra diatomacea tem como principal composi¢do didxido de
silica, mas outros componentes podem estar presentes em menores
quantidades®® conforme mostrado na Tabela 2.

Figura 4. Micrografias referentes as subclasses da Bacillariophyceae. Na
figura A estd representado a subclasse Centricae com frustulas cilindricas e na
Figura B estd representado a subclasse Pennales com friistulas ndo cilindricas.
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Tabela 2. Principal composi¢do quimica de terra diatomdcea.

Composi¢do quimica Porcentagem (%)
SiO» 87,92
ALO3 7,95
TiO, 0,12
Na,O 0,23
K>O 0,15
CaO 0,03
MgO 0,06
Fe203 0,82

Fonte: Adaptado de Lima, C.P.I., 2005

As diatomaceas sdo minerais leves, de baixa massa molar, e sua
colora¢do pode variar entre do branco ao cinza, onde a cor branca
brilhante indica um alto grau de pureza do material. Possuem ainda
como caracteristica elevada area superficial especifica entre 10 a 30m?/g
e de baixa densidade podendo variar de 0,20 g/cm?® a 0,50g/cm® quando
calcinadas. Sdo insoliveis em acidos com excecdo do hidrofluoridrico,
apresenta baixa condutividade térmica e alta resisténcia a temperatura,
seu ponto de fusdo varia entre 1400°C a 1750°C, tendo uma alta
absor¢do de liquidos. 2!

Devido as propriedades fisico-quimicas da terra diatomacea,
apresenta uma larga aplicabilidade em diversas areas como no auxilio de
filtragdo e clarifica¢do de cerveja, isolamento térmico e acustico, como
um adsorvente, separagdo de solidos ultramicroscopicos, utilizando em
aplicabilidade de géis para odontologia, adesivos, lubrificantes e na
produgdo de capacitor cerdmico 2.

2.5 HPAs

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, mais conhecidos como
HPAs, sdo contaminantes organicos persistentes de dificil degradagio,
bioacumulativo além de alguns apresentarem propriedades cancerigenas
para o ser humano. Os HPAs sdo emitidos por fontes naturais, como
vulcdes ou por fontes antropogénicas como combustdo incompleta de
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oleos fosseis, queima de biomassa, queima de combustiveis, residuos
industriais, entre outros 2324,

HPAs sdo apolares e sua polaridade cresce conforme o nimero
de anéis aromaticos condensados em sua estrutura aumenta. Podem ser
divididos em dois grandes grupos: os grupos de baixa massa molar,
podendo apresentar toxicidade aguda, sendo que esse grupo pode conter
dois e trés anéis aromaticos em sua estrutura e mais volateis, e os HPAs
com alta massa molar, esses tem baixa volatilidade e contém quatro ou
mais anéis fundidos em sua estrutura. Eles sdo solidos em temperatura
ambiente, de cor amarelada possuindo um ponto de ebulicdo e fusdo
elevadas, além de ter baixa hidrossolubilidade e alta lipossolubilidade
292527

Na Tabela 3, encontram-se os nomes dos compostos estudados
nesse trabalho bem como sua estrutura quimica, formula molecular e
massa molar.
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Tabela 3. Nome, estrutura quimica, formula molecular e massa molar dos
analitos que foram estudados neste trabalho.

Férmula Massa Estrutura
Composto molar Lo

Molecular Quimica
(g/mol)
Acenaftileno CI12H18 152,19
Fluoreno C13H10 166,22
Antraceno C14H10 178,23
Fenantreno C14H10 178,23
Pireno C16H10 202,25

Benzo(a)antraceno C18H12 228,29

Criseno C18H12 228,29
Benzo(b) C20HI2 25231
Fluoranteno

Benzo(K) C0HIZ 25231 S

fluoranteno o

Benzo(a)pireno C20H12 252,30 OOO

Fonte: Sigma Aldrich (2017).
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Devido a toxicidade de alguns dos HPAs, o Ministério da Satude
através da portaria numero 518 de 2004, estabeleceu alguns
procedimentos e responsabilidades a serem observados em territorio
nacional quanto a vigilancia da qualidade da agua para o consumo
humano. Porém, somente a presenga do benzo(a)pireno ¢ regulamentada
e a concentragdo limite maxima permitida ¢ de 0,7ug/L em aguas de
classe 3, com tratamento convencional ou avangado.

Ja o Ministério do Meio Ambiente através da resolucdo do
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) numero 357 de
2005 estabeleceu concentragdes de limite maximos, para diversas
substancias quimicas, em diversos tipos de agua, ou seja, dguas com
diferentes finalidades de uso. Em aguas doces de classe 1, (dgua que
pode ser utilizada para consumo humanos, apds tratamento
simplificado), foram estabelecidos limites maximos de 0,05ug/L, como
mostrado na Tabela 5.

Além das agéncia nacionais como CONAMA que estabelecem
limites maximos de residuos de HPAs, outras agéncias reguladora
internacionais como a agéncia dos Estados Unidos, Agéncia de Protegdo
Ambiental (do inglés, Environmental Protection Agency, EPA), e a
Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer, (do inglés,
International Agency for Research on Cancer, IARC, 2002) também
estabeleceram uma classificagdo de HPAs em fun¢do de sua
carcinogenicidade e ocorréncia, na qual 14 HPAs dos 16 estudados
comumente estdo listados na Tabela 4. 2
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Tabela 4. Lista de HPAs estudados quanto a sua carcinogenicidade (IARC),
carcinogenicidade e ocorréncia (EPA).

HPAs IARC EPA
Fluoreno 3 p
Fenantreno 3 P
Antraceno 3 p
Pireno 3 P
Fluoranteno 3 p
Benzo[a]antraceno 2A P
Criseno 3 p
Benzo[b]fluoranteno 2B P
Benzo[k]fluoranteno 2B P
Benzol[e]pireno 3 P
Benzol[a]pireno 2A P
Indeno[1,2,3-c,d]pireno 2B p
Dibenzo[a,h]antraceno 2A P
Benzo[g,h,i]perileno 3 P

2A = Provavel carcinogénico para humanos — limitada evidéncia em humanos e
suficiente em animais (IARC); 2B = Possivel carcinogénico para humanos —
limitada evidéncia em humanos e insuficiente em animais (IARC); 3 = Nao ¢
classificado como carcinogénico para humanos (IARC); P = Prioritario para
monitoramento (EPA).

Adaptado de Sisinno, 2003.

A EPA também estabelece limites maximos de residuos para
alguns dos HPAs em amostras de rios ?%. Na Tabela 5, encontram-se os
nomes de alguns HPAs que tém seu limite maximo como residuo
permitido pela EPA.
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Tabela 5. Lista de HPAs em que hd o limite mdximo como residuos em

amostras de rios, pela EPA e pelo CONAMA.

Compostos LMR* LMR**
Antraceno 0,1 pg L 0,05 ug L'
Benzo(a)pireno 0,27 pg L! 0,05 ug L'
Benzo(k)fluoranteno 0,017 pg L! 0,05 ug L'
Benzo(a)antraceno - 0,05 pg L!
Adaptado de Dias, A. 2015.
LMR* - EPA

LMR** CONAMA
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3. OBJETIVOS
31 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo geral propor um método
para determinar hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em matrizes
aquosas através da técnica de microextragdo em fase solida (SPME)
utilizando o biosorvente terra diatomacea para a extragdo de HPAs.

3.2 Objetivos Especificos

. Produzir Fibras de SPME com terra diatomacea
reciclada por método de adesdo de recobrimento empregando
liga de NiTi (nitinol) como suporte;

. Otimizar as condigdes de extragdo por SPME para
HPAs em matrizes aquosas por GC-MS, afim de obter
superficies de resposta que indiquem as melhores condigdes de
trabalho;

o Comparar a eficiéncia de extracdo das fibras de
diatomacea e fibras comerciais;

o Determinar alguns pardmetros analiticos de mérito.

. Aplicar o método desenvolvido em analises de HPAs
em amostras de agua de rio.
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4. METODOLOGIA

4.1 Reagentes e Materiais

Uma solugdo padrdo com concentragio de 1000 pg L'
contendo acenaftileno, fluoreno, fenantreno, antraceno,
benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, criseno, pireno, em metanol foi obtida da
SUPELCO (Bellefonte, EUA). A partir da solu¢do padrdo, foram
preparadas solugdes estoque de 100 pg L' as quais foram usadas para
fortificagdo das amostras aquosas nos experimentos de otimizagdo e
validacdo do método. A agua utilizada para a otimizagdo foi purificada
pelo sistema de agua ultra-pura (MegaPurity, Billerica, EUA). A forga
ionica foi estudada com a adi¢do de cloreto de s6dio (VETEC, Rio de
Janeiro, Brasil). A eficiéncia de extracdo da fibra de diatomacea foi
comparada com as fibras comerciais PDMS (100 um), DVB/Car/PDMS
(50/30 pm) e PDMS/DVB (65 pm) (Supelco, Bellefonte, EUA). No
preparo das fibras de diatomacea foram utilizadas cola epoxi araldite
(Brascola, Sao Bernardo do Campo, Brasil), lixa a prova d'agua n°15
(Carborundum, Rio de Janeiro, Brasil) e uma peneira com granulometria
de 200 mesh. Nas extragdes foram utilizados fracos com volume de 40
mililitros (Supelco, Bellefonte, EUA).

4.1.2 Instrumentacio

Dois cromatégrafos a gas foram utilizados nesse trabalho. Para
o trabalho inicial de condicionamento da fibra e reprodutibilidade entre
as fibras produzidas foi usado um cromatégrafo a gas FID (Agilent
Technologies, 7820A, GC system) equipado com uma coluna composta
por 95% DMS e 5% Fenil (DB-5) de 30 metros de comprimento, 0,25
mm de didmetro e 0,25 um de espessura de filme, fabricado por Restek
(Benner Circle, Bellefonte, PA, EUA) e modo de injecdo splitless.
Como gas de arraste, foi utilizado H2 ultrapuro, numa vazdo de 1ml/min
para o condicionamento das fibras de terra diatomacea e para a
reprodutibilidade entre as fibras produzidas.

Para a comparagdo entre e as fibras comerciais ¢ a fibra
produzida, assim como a otimizagdo de extracdo e parametros de mérito
foi utilizado um cromatografo a gas Shimadzu (GCMS-QP2010 Plus)
equipado com uma coluna Rtx-5MS (30 m de comprimento x 0,25 mm
didmetro x 0,25 um de espessura) fabricado por Restek (Benner Circle,



42

Bellefonte, PA, EUA) e modo de injecdo splitless. O espectrometro de
massas foi operado em modo de impacto de ions, a 70 eV. A
temperatura de fonte de ionizacdo foi de 230°C e a temperatura de
interface em 260°C, utilizando o modo de aquisicdo de dados SIM,
monitoramento seletivo de ions. As razdes massas cargas estudadas
estdo representadas na Tabela 6. A programacdo de temperatura no
forno cromatografico foi a mesma para os dois equipamentos, sendo: 80
°C (1 min) seguido por 6 °C min™! até 300°C (10 min). A temperatura do
injetor para ambos os cromatografos foi de 240°C, e a dessorgdo térmica
da fibra foi fixada em 15 minutos, sendo esse tempo otimizado pelos
grupo CroMaas®.

Tabela 6. Razoes massa cargas estudadas.

Compostos m/z
Acenaftileno 152
Fluoreno 166
Fenantreno 178
Antraceno 178
Pireno 202
Benzo(a)antraceno 228
Criseno 228
Benzo(b)fluoranteno 252
Benzo(k)Fluoranteno 252
Benzo(a)pireno 252

Fonte: Autoria propria

A morfologia da fibra de terra diatomacea reciclada foi avaliada
através de microscopia de varredura eletronica com microscopio Hitachi
TM 3030 (Tarrytown, NY, EUA). A caracterizagdo da fibra de terra
diatomacea reciclada foi realizada utilizando um infravermelho com
transformada de Fourier, ABB FTLA 2000 (FTIR) (Zourique, Suiga),
os espectros de infravermelho foram gerados a partir de pastilhas de
KBr. Para a analise termogravimétrica da terra diatomacea reciclada, foi
utilizado 30mg de p6é de terra diatomacea previamente tratada,
utilizando o TGA-50 da Shimadzu (Téquio, Japdo).
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4.1.3 Preparo da Fibra de Terra Diatomacea

O pd de terra diatomacea é proveniente do reservatorio de
descarte de uma industria cervejeira, no qual utilizam a terra diatomacea
para filtragdo e clarificacdo da cerveja. Como a terra diatomacea ¢ um
mineral muito poroso, ocorre a saturacdo com matérias organicas
provenientes do tratamento da cerveja. Sendo assim, a diatomacea
utilizada foi tratada termicamente, primeiramente para a eliminacdo de
residuos liquidos provenientes da filtragdo e clarificagdo da cerveja, e,
por conseguinte para eliminar toda a matéria organica que possa ter
ficado aderido ao material, sendo esse tratamento reportado na
literatura?®!.

Para a produgdo da fibra de SPME foi utilizado um suporte de
fio de nitinol, (NiTi) de 0,2 mm e aproximadamente 1 cm de
comprimento, sendo passado uma camada de cola epdxi sobre o fio de
NITI para a imobilizagdo da terra diatomacea reciclada. A fibra
contendo o biossorvente imobilizado foi levado at¢é o bloco de
aquecimento a 180°C por 90 min. Passado esse tempo, as fibras de
diatomacea reciclada foram condicionadas a 240°C por 90 min no
injetor do GC. Conforme representada na figura 7. O tempo de vida util
da fibra foi verificado durante o estudo através da comparacdo das
respostas das areas cromatograficas dos analitos na condigdo otima de
extragdo na concentragdo de 5 pg L.

Figura 5. Etapas de produgdo da fibra de diatomdcea. Adaptado de Dias, A.
2015
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4.14 Otimizacdo do procedimento DI-SPME para determinacio
de HPAs em amostras de dgua

A otimizagdo dos parametros para a extracao de HPAs por DI-
SPME foi realizada por planejamento composto central, & uma
concentragdo de 5 pg L' em 4gua ultra-pura. As varidveis de extragio
otimizadas foram temperatura (10-80°C), tempo de extracdo (18-102
min), e forga i6nica (0 — 10%), maiores valores ndo foram testados para
ndo trabalhar no limite de solubilidade do NaCl, que ¢ de 35 mg/L. A
forca i6nica foi analisada univariavelmente. O planejamento composto
central teve um total de 11 experimentos contendo uma triplicata no
ponto central, sendo apresentado na tabela 7. Para a obtengdo da
superficie de resposta foi utilizada a média geométrica das areas dos
picos cromatograficos obtidas em cada extragdo utilizando o software
Statistica 8.0, Statsoft, EUA.

Tabela 7. Planejamento composto central empregado para otimizagdo da
extra¢do de HPAs em amostras de agua por DI-SPME com fibra de terra
diatomacea reciclada.

Experimento l;f:i]f:)o Tem?oecr;ltura
1 90 20
2 18 45
3 (Ponto central) 60 45
4 90 70
5 30 70
6 30 20
7 60 80
8 (Ponto central) 60 45
9 102 45
10 60 10
11 (Ponto central) 60 45

4.1.5 Preparo de amostra em Agua ultrapura nas condicdes
otimizadas

Para a realizacdo das extra¢cdes em DI-SPME com a fibra de
diatomacea foram utilizados 25 mL de agua ultra-pura fortificada com
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os analitos em frascos de 40 mL, sendo esses frascos devidamente
selados, com tempo de pré-equilibrio de 5 min. A fibra foi imersa na
amostra por 70 min a 80°C. Apds o periodo de extragdo, a fibra foi
retirada do frasco e inserida imediatamente ao injetor do GC-MS para
dessor¢do dos analitos a 240 °C por 15 minutos, sendo esse valor ja
otimizado em outros trabalhos realizados pelo grupo CroMaas®.

4.1.6 Amostra

O método desenvolvido foi aplicado em 3 amostras de dgua de
rio coletadas nos municipios de Navegantes no rio Itajai Agu e na Baia
de Sdo Francisco, Sdo Francisco do Sul, Santa Catarina, Brasil. As
amostras foram armazenadas em frascos de vidro ambar, devidamente
selados, sob refrigeracdo a uma temperatura de 4 °C. Na Tabela 8 estdo
as coordenadas em UTM dos locais das amostras coletadas, e nas
Figuras 6 e 7 estdo as indica¢des dos locais onde foram coletadas as
amostras.

Tabela 8. Coordenadas dos locais das amostras coletadas nos municipios de
Navegantes e Sdo Francisco do Sul - Santa Catarina, Brasil.

Municipio Coordenadas (UTM)
Navegantes 221731361 - 7024578
221732147 -7022550

Sdo Francisco do Sul 221736446 — 7097179

Figura 6. Mapa indicando as localizagées de coletas de amostras no rio Itajat
Agu, Navegantes, Santa Catarina, Brasil.

s
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Figura 7. Mapa indicando as localizagoes de coletas de amostras na Baia de
Sdo Francisco, em Sdao Francisco do Sul, Santa Catarina, Brasil.

4.1.7 Comparacio da Fibra diatomacea com fibras comerciais

A eficiéncia de extragdo da fibra de diatomacea reciclada foi
comparada com as fibras comerciais, utilizando as mesmas condigdes
otimizadas nesse estudo para essa comparacdo. Sendo o método de
extragdo por DI-SPME, a 80 °C e 70 min, utilizando HPAs na
concentragdo de 5,0 pg L' em amostras de agua ultra-pura. As fibras
comerciais utilizadas para a comparagdo foram: PDMS (100 pm), e
PDMS/DVB (65 pm).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacio da fibra diatomacea

De acordo com Goulart, et al., o material de diatomacea
coletado foi usado no processo de clarificacdo e filtragdo de cerveja no
reservatorio de descarte de uma industria cervejeira. A terra diatomacea
que foi cedida para esse estudo foi caracterizada,de duas formas, através
de a uma analise termogravimétrica (TGA) e por microscopia eletronica
de varredura (MEV).

Foram realizados dois tratamentos térmicos, o primeiro para a
eliminagdo de residuos liquidos provenientes da filtragdo e clarificago
da cerveja, e o segundo tratamento térmico, para eliminar toda a matéria
organica que pode ter ficado aderido ao material (Goulart, 2011). Um
TGA foi realizado para saber a perda de massa desse material, onde a
uma temperatura de 36,05 a 370,19°C houve uma perda de 3,32%
proveniente da eliminag¢do de dgua e produtos organicos de baixa massa
molecular ¢ em 409 a 660°C houve uma perda de 2,68% de massa
relacionado a eliminagdo de matéria organica mais densa. (Goulart,
2011).

Apos receber a amostra ja tratada termicamente, foi realizado
um segundo TGA para observar se ocorreria alguma perda de massa,.
Isso porque o material tem coloracdo branca e quando aderido ao
suporte de NiTi juntamente com a cola epdxi e levado ao bloco de
aquecimento por 180 °C, o material altera sua cor para cinza escuro. A
figura 8 mostra o segundo TGA realizado.
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Figura 8. TGA realizado apds o tratamento térmico. Autoria propria, 2017.
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Na Figura 9, foi possivel observar que apos todo o tratamento
térmico feito por Goulart, 2011 ndo havia mais degradacdo do material,
sendo ele entdo um material inorganico, poroso e de alta estabilidade
térmica.

Posteriormente, apds a andlise por TGA, foi realizado uma
analise no infravermelho, afim de atribuir grupos funcionais que
estariam presentes na terra diatomacea reciclada recebida, sendo esta
analise apresentada na Figura 9.
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Figura 9. Infravermelho do pé da terra de diatomdcea. Autoria propria, 2017.
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Sabendo que a composicdo da terra diatomacea ¢ de Silica, ¢é
possivel observar que em ~3400 ¢cm! existe uma banda larga e forte no
qual ¢ atribuido a presenca de ligagdes O-H de grupos silanois e também
da 4gua remanescente adsorvida. Duas bandas intensas em ~1200 a
1080cm!, proveniente do estiramento assimétrico dos grupos siloxanos
Si-O-Si. Em ~790 ¢cm! refere-se a vibragdes Si-O-Si atribuidas a silicas
mesoporosas. Em ~475 cm! uma banda relacionado a vibragdo O-Si-O.
E por fim em ~1600 cm™! refere-se a deformagio angular da molécula de
dgua adsorvida 2577,

Nas Figuras 10 e 11 sdo mostradas as micrografias obtidas a
partir da fibra de diatomacea. Essas micrografias mostraram um
recobrimento satisfatorio no suporte de NiTi, sendo que sua morfologia
apresentou uma estrutura porosa. A espessura do recobrimento de
diatoméacea foi avaliada pela medi¢do do recobrimento, sendo um valor

aproximado de 40,6 pm.
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Figura 10. Micrografia da fibra de diatomdcea obtida através de microscopia
de varredura eletronica. (A) magnificagdo de 2000x e (B) magnificagdo of
4000x Autorta proprta 201 7 i

Figura 11. Espessura do recobrimento da terra diatomdcea na fibra de NiTi,
magnifica¢do 100x. Autoria propria, 2017.

A %100 1mm



51

5.2 Otimizacio das condicdes de extracio por DI-SPME

Uma das varidveis mais importantes para a SPME ¢ o modo de
extragdo. Nesse estudo, o modo de extracdo por DI-SPME foi escolhido
por que a matriz de interesse ndo apresentava nenhum material que
pudesse danificar a fibra, e porque os HPAs tem baixa volatilidade.
Porém outras variaveis também s3o tdo importantes quanto o modo de
extragdo, como a temperatura de extragdo, tempo de extracdo e adicdo
de sal. Inicialmente foram avaliadas as melhores condigdes de extragdo
para o modo DI-SPME a partir dos dados obtidos dos cromatogramas
para os analitos, onde foram construidas as superficies de resposta,
permitindo assim observar as melhores condi¢des de extra¢do. Os
resultados obtidos pela superficie de reposta (Fig. 12) representa a
condi¢do compromisso para todos os analitos estudados.

Figura 12. Superficie de resposta obtida na extrag¢do dos HPAs por DI-SPME,
tendo como parametros avaliados o tempo total de extragdo e a temperatura de
extragdo. Autoria propria, 2017.
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Na Figura 12 ¢ possivel observar o melhor tempo de extragdo
em torno de 70 min e a temperatura de extracdo em torno de 80 °C.
Acima dessa temperatura pode ocorrer a expansao do vapor de dgua ao
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ponto de romper o lacre do frasco, e por consequéncia perder toda a
analise. Foram estudadas a adi¢do de sal (NaCl) para esses compostos
(efeito “salting out *°), para promover a imiscibilidade dos analitos de
interesse presentes nas amostras de agua de rio, neste caso, HPAs, afim
de aumentar a eficiéncia de extracdo facilitando a migrag¢do do analito
presente na amostra para o sorvente. Porém ao adicionar a menor
quantidade de sal a partir da segunda extracdo a fibra de diatomacea
saturava com a quantidade de sal adicionado na amostra danificando a
fibra, varias tentativas foram feitas a fim de superar essa dificuldade,
como por exemplo, utilizar uma minima quantidade de NaCl na
amostra, ou mergulhar a fibra em agua ultrapura para retirar o excesso
de sal presente na fibra, porém todas as tentativas ndo foram eficientes -
optando por ndo utilizar NaCl na amostra. Sendo assim, a condi¢do
otima para a extracdo desses analitos ¢ de 80 °C, 70 min de extragdo e
sem adi¢do de NaCl.

53 Comparacao da fibra de diatomacea com fibras comerciais

Como mencionado anteriormente, ha diversos tipos de
recobrimentos disponiveis comercialmente, no qual podem ser usados
para diversos tipos de analitos, sendo eles mais volateis ou menos
volateis, mais polares ou menos polares. Esses recobrimentos podem
extrair os compostos por adsor¢ao ou absorcao, fibras de PDMS extraem
0s compostos por absor¢do, enquanto que recobrimentos como
PDMS/DVB extraem por adsor¢do. Neste estudo a fibra de diatomacea
extrai os HPAs por adsor¢do, devido a sua morfologia sélida e porosa.
Sendo assim, a fibra de diatomacea foi comparada com duas outras
fibras comerciais, a PDMS 100 pm e a PDMS/DVB 65 um (Figura 13).
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Figura 13. Comparacdo das respostas obtidas pela fibra de diatomdcea,
PDMS/DVB e PDMS para a determinagdo de HPAs em agua de rio enriquecida
por DI-SPME. Autoria propria, 2017.
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A fibra de diatomacea mostrou eficiéncia maior ou similar as
fibras comerciais, como PDMS/DVB e PDMS. E possivel observar que
para os compostos acenaftileno e fluoreno, o recobrimento PDMS/DVB
apresentou uma melhor eficiéncia de extragdo. Para os compostos,
fenantreno, antraceno e pireno a eficiéncia de extragdo com a fibra de
diatomacea reciclada tornou-se similar, e a partir do do
bezno(a)antraceno, a fibra de diatomacea mostrou uma eficiéncia de
extragdo superior a PDMS/DVB. J4 com o recobrimento PDMS, sendo
esta fibra a mais utilizada para a extragdo de compostos como HPAs, a
fibra de diatomacea mostrou uma eficiéncia de extragdo superior quando
comparada a fibra comercial PDMS.

5.4 Figuras de mérito e aplicacio do método

A avaliagdo da eficiéncia de extracdo com a fibra de diatomacea
reciclada foi aplicada na determinacdo de HPAs em amostras de 4gua do
rio Itajai e da Baia de S&o Francisco do Sul/SC, utilizando as principais
figuras de mérito, onde os resultados sdo mostrados na tabela 9. Para os
calculos de LOD e LOQ, foi empregado as faixas lineares de 0,5 a 25
pg. L, em 6 niveis de concentragdo, onde os limites de quantificacdo e
deteccdo foram calculados através do programa ORIGIN onde:
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3,3 x desvio do intercepto
LOD =

inclinagao da curva de calibragao

L _ 10 x desvio do intercepto

inclinagao da curva de calibragao

Se observamos na tabela 5 onde sdo listados os HPAs em que
ha o limite maximo de residuos em amostras de rios, pelo CONAMA ¢

pela EPA, vemos que para os compostos citados os valores de LOD
foram insatisfatorios.
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Tabela 9. Faixa linear, limite de detec¢do e quantificacdo e coeficiente de correlagdo obtido para o método proposto
utilizando como fibra a terra diatomacea para a determinacdo de HPAs em amostras de agua de rio.

LOD LOQ LMR* Faixa linear

Compostos (ng. L) (ng. L) (ng. L) (ng. L) Curva Analitica r
Acenaftileno 0,16 0,49 0,5-25 y = 66956x - 30445 0,9890
Fluoreno 0,17 0,50 0,5-25 y = 87809x - 54517 0,9911
Fenantreno 0,14 0,42 0,5-25 y=326565x - 245240 0,9777
Antraceno 0,11 0,33 0(3’1%5;1, 0,5-25 y=364057x - 339574  0,9598
Pireno 0,24 0,73 0,5-25 y=979497x - 935649 0,914
Benzo(a)antraceno 0,03 0,10 0,05° 0,5-25 y = 506040x - 544597  0,9832
Criseno 0,14 0,42 0,5-25 y=691902x - 796526  0,9592
Benzo(b)fluoranteno 0,06 0,17 0,05* 0,5-25 y = 158587x - 50481 0,9990
Benzo(k)Fluoranteno 0,11 0,33 0,017° 0,5-25 y=431634x - 806517  0,9848
Benzo(a)pireno 0,15 0,46 0(3’207503,3 0,5-25 y =295450x - 567387 0,9667

Condicoes de DI-SPME otimizadas: tempo de extragdo 70 min, temperatura de 80°C, Og de NaCl, todas as amostras realizadas em

triplicata, em 6 niveis de concentragdo.
a LMR de acordo com 0o CONAMA.

b LMR de acordo com a EPA.
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Os compostos estudados apresentaram resultados de precisdo
intraday e interday menores que 25%, onde para os ensaios de precisdo
intraday, a precisdo intermediaria para as analises realizadas no mesmo
dia foi de < 15 % e para os ensaios de precisdo interday, com intervalo
de 7 dias, foi de < 17 %. A Tabela 10 apresenta os resultados de
repetibilidade (intraday) e da precisdo intermediaria (interday), sendo a
concentragdo utilizada de 0,5 pg/L-'. O método proposto foi aplicado em
amostras do rio Itajai, no qual algumas das concentragdes encontradas
ficaram entre os valores de LOQ ¢ LOD.

Tabela 10. Concentra¢do na amostra do rio Itajai, com as precisoes intraday e
interday (RSD, %) utilizando o método proposto. ND (ndo detectado) e DE
(detectado)

. - Precisao
Concentragao vael Rep etibilidade intermediaria
C fortificado (intraday) ;
ompostos  na amostra 5 y (interday)
de 4gua do rio (kg L) Y
RSD (%) RSD (%)
Acenaftileno ND 0,5 5 10
Fluoreno ND 0,5 15 10
Fenantreno ND 0,5 10 13
Antraceno ND 0,5 13
Pireno DE 0,5 2
Benzo(a) ND 0.5 ) 6
antraceno
Criseno DE 0,5 2 6
Benzo(b) ND 0,5 15 17
fluoranteno
Benzo(k) ND 0,5 15 17
Fluoranteno
Benzo(a) DE 0,5 7 17
pireno

Condigdes de DI-SPME otimizadas: tempo de extragdo 70 min,
temperatura de 80°C, Og de NaCl, todas as amostras realizadas em
triplicata.
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Na Figura 14 estd representado os cromatogramas dos HPAs
extraidos em amostras de agua de rio, fortificada em 10 pg L', apos a
extragdo por DI-SPME com a fibra de terra diatomacea. Na tabela 10
esta especificado os tempos de retencgao para cada analito extraido.

Figura 14. Cromatograma obtido apos a extra¢do por DI-SPME em
amostra de agua do rio Itajai/SC fortificada com 10 ug.L-1. Analitos: 1
— Acenaftileno (tR= 13,5 min), 2 — Fluoreno (tR= 17 min), 3 —
Fenantreno (tR= 20,5 min), 4 — Antraceno (tR= 20,7 min), 5 — Pireno
(tR= 25,8 min), 6 - Benzo(a)antraceno (tR= 30,9 min) , 7 — Criseno (tR=
31 min), 8 - Benzo(b)fluoranteno (tR= 34,8 min), 9 -
Benzo(k)fluoranteno (tR= 34,2 min), 10 - Benzo(a)pireno (tR= 36 min)
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5.5 Comparacao na eficiéncia de extracio para avaliacio da

reprodutibilidade e repetibilidade das fibras de diatomacea
recicladas.

Através das analises das dreas dos picos cromatograficos
normalizados, € possivel comparar a eficiéncia de extragdo da fibra de
diatomacea reciclada. Para a comparagao foi construido um grafico de
barras no qual os resultados da reprodutibilidade (n=2) e repetibilidade
(n=3) da(s) fibra(s) esta representado pelas figuras 15 e 16, para a
repetibilidade, foi analisado a primeira extragdo de HPAs em triplicata.
Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 11. Todas as analises,
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foram realizadas a 80°C, com 70 min de extracdo, sem adicdo de sal € na
concentragdo de Sug.L.

Figura 15. Grdfico de barras referente a reprodutibilidade da fibra de terra
diatomacea reciclada (fibras 1 e 2) com as respostas obtidas apos a extrag¢do
por DI-SPME e determinag¢do por GC-MS.
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Figura 16. Grdfico de barras referente a repetibilidade da fibra de terra
diatomacea reciclada (fibra 2) com as respostas obtidas apds a primeira
extragdo em triplicata, por DI-SPME e determinagdo por GC-MS.

120
100
80
60
40
20
0
o o ] o (o] (8] (s] (] o o
& & & & & & & & & &
5\\,\ (s) Qk > Q‘ > o 2 < Q\
& Q¥ S S S © o o 2N
2 & ¥ > o N a2
& 3 D X X &
ks \2 N o &
<<\'° A a2 o
o o

EPrimeira extra¢do



59

Tabela 11. Precisdo intermedidria referente a reprodutibilidade entre as fibras
1 e 2 com terra diatomdcea reciclada.

Repetibilidade
Concentragdo Fibra 1 Fibra 2 fibra 1
Compostos _ et
.L! % RSD % RSD
(ugl’)  (%RSD)  (%RSD) ~—, bor-
Acenaftileno 0,5 13 14 4
Fluoreno 0,5 5 5
Fenantreno 0,5 10 9
Antraceno 0,5 8 9
Pireno 0,5 12 11 5
Benzo(a) 0,5 14 13 9
antraceno
Criseno 0,5 6 7 6
Benzo(b) 0,5 13 10 8
fluoranteno
Benzo(k) 0,5 24 13 5
Fluoranteno
Benzo(a) 0,5 17 15 1
pireno

Através dos resultados obtidos € possivel observar que para a
reprodutibilidade entre fibras 1 e 2 os RSD foram para fibra 1 > 24% e
para fibra 2 foi >15%, quanto a repetibilidade da fibra 1 de terra
diatomacea reciclada foi > 9%, constatando uma boa confiabilidade,
sendo uma Otima alternativa para o uso dessa fibra como um novo
sorvente para SPME.

5.6 Compracio de estudos descritos na literatura

Na tabela 12, a faixa linear do método proposto com a fibra
terra diatomacea recilada é comparada com faixas lineares dos artigos
publicados na literatura, onde é possivel observar que os resultados
encontrados sdo similares que os dados da literatura.
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Tabela 12. Comparagdo entre estudos descritos na literatura e o método
proposto empregando fibra de terra diatomdcea reciclada na determinagdo de
HPAs em amostras aquosas.

Técnica de preparo
de amostra

Faixa linear em
pg.L!

Condigoes de
extragdo
Modo de extragdo
DI, 25 ml de
amostra, tempo de
SPME com fibra de extragdo de 70 min,
térra de diatomacea temperatura de 80
reciclada de 45,6pum °C, sem adigdo de
sal e agitacdo
magnética de 1000
rpm.

Trabalho

Este trabalho 0,5-25

20 pL do composto
foram adicionados a
em frascos de 10 ml
de amostra,
monocloroacetato de
sodio como sal, 0,5
M. ado HCI e NaoH
para manter o pH
em 7. Agitacdo
magnética de 760
rpm. 60 min de
tempo de extragdo

SPME com fibra de
PDMS, espessura
de de 100 um

RIANAWATLE. et
al., 2009

1-80

Modo de extragdo
DI, 5 mL de
amostra, tempo de
0,5-50°

PSILLAKIS et al.,

SPME com fibra de extra¢do de 60 min,

PDMS (100 pm de

2003
espessura)

temperatura
ambiente, adi¢do de

1-50°
0,1-50°¢

4,7 % de NaCl e
agitagdo magnética
de 1000 rpm.
*Benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno e benzo(a)pireno.
b Antraceno.
€ Demais analitos .

O método proposto foi comparado com dados da literatura,
onde a faixa linear desse trabalho quando comparado com o trabalho de
RIANAWATI utilizando nano tubo de carbono para a extragdo de HPA
apresentou valores inferiores aos primeiros niveis.
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Quando comparado com o trabalho de PSILLAKIS utilizando a
fibra de SPME com revestimentos de PDMS, para os analitos
Benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno e benzo(a)pireno, os valores
da faixa linear utilizada neste trabalho foram iguais para os primeiros
niveis, para o antraceno, os valores da faixa linear utilizada neste
trabalho foi inferior e para os demais analitos estudados, a faixa linear
utilizada para este trabalho foi superior, porém para a faixa linear de 0,1
pg.L!, a adi¢do de sal ajudou no efeito salting out dos compostos mais
pesados, o que nao foi possivel utilizar nesse trabalho.
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6. CONCLUSAO

Nesse estudo foram produzidas fibras de terra diatomacea
reciclada pelo método de adesdo de recobrimento empregando liga de
NiTi como suporte, onde a fase extratora foi avaliada através da
extragdo de HPAs primeiramente em agua ultra pura afim de otimizar as
condi¢des de extragdo por SPME em GC-MS e GC-FID e entdo
comparar a reprodutibilidade entre as fibras produzidas, obtendo valores
de RSD >24% .

Através da otimizagdo utilizando o planejamento de composto
central, entre tempo de extragdo e temperatura de extragdo, foi obtida
uma superficie de resposta, indicando a condi¢do compromisso de
trabalho, sendo de 80°C a temperatura de extracdo, 70 min o tempo de
extragdo e sem adigdo de sal.

A comparagdo entre a eficiéncia de extracdo das fibras de terra
diatomacea reciclada com fibras comerciais foram realizadas, onde foi
possivel observar que a terra diatomacea reciclada por ser altamente
porosa teve uma eficiéncia de extracdo similar e até mesmo superior as
fibras comerciais.

O método proposto apresentou bons resultados quanto a
repetibilidade intraday e precisdo intermediaria interday (7 dias de
intervalo), apresentando RSD > 15% e 17% respectivamente, em
amostras de agua de rio.

Sendo assim, através dos resultados obtidos, ¢ possivel chegar a
conclusdo de que a terra diatomacea por ser uma matéria prima barata,
de facil preparacdo e se mostra um biossorvente atrativo quando
comparado com as fases extratoras comerciais de SPME.
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