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RESUMO

Os Hidrocarbonetos Policiclicos Arométicos (HPA) sdo amplamente conhecidos como
poluentes organicos persistentes. A presenca de HPA em amostras aquosas ambientais
resulta diretamente na qualidade da dgua e estd associada a efeitos negativos a saide
humana, principalmente por seus efeitos toxicos e carcinogénicos. Neste estudo o
objetivo foi desenvolver uma metodologia analitica simples e com reduzidos volumes
de solventes, explorando a técnica de extracdo liquido-liquido em membrana
microporosa (MMLLE) aprimorada com nanoparticulas de palddio (NPs-Pd) para a
determinacdo simultinea de 16 HPA em amostras aquosas. No delineamento
experimental, foram fixados o comprimento de 2,2 cm de extensdo da membrana de
fibra oca de polipropileno Q 3/2 Accurel PP, o volume de 3 uL de suspensdo de NPs-Pd
em tolueno (1000 mg L") mantidas na fase organica (fase receptora), o volume de 10
mL de amostra aquosa (fase doadora) e a taxa de agitacdo em 500 rpm. Foram
otimizados os parametros significativos estatisticamente da metodologia analitica por
meio de planejamentos multivariados de superficies de respostas, com excecdo do
estudo de efeito salting out. Os melhores solventes de extragdo e dessor¢do foram 1-
octanol e acetonitrila, respectivamente. A etapa de dessorcdo foi realizada em banho
ultrassonico com volume de 150 pL de solvente organico. Os tempos Gtimos de
extracdo e dessorcdo foram alcangcados em 70 e 30 min, respectivamente. A
concentragao de sal (NaCl) apresentou sua condi¢do 6tima em 5% (m/v). Na avaliacdo
da metodologia desenvolvida, foram obtidos limites de detec¢do e quantificacdo de 1,5 e
5 ug L', respectivamente, para os 16 HPA de estudo. Os coeficientes de correlacio
obtidos foram maiores ou igual a 0,9839. A precisdo e exatidio do método foram
avaliadas pelo desvio padrao relativo (DPR %) interdia e intradia. A precisdo interdia (n
= 9) variou de 8,8 a 20% e a precisdo intradia variou de 0,3 a 18,4% (n = 3). A exatidao
do método foi expressa pelas recuperacdes relativas para o naftaleno, acenaftileno,
acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno,
criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno e benzo(a)pireno onde variou de 51 a
126 %. Para os compostos indeno(1,2,3-cd)pireno, dibenzo(a,h)antraceno e
benzo(g,h,i)perileno as recuperacdes obtidas foram abaixo de 37%. A técnica
desenvolvida foi aplicada em amostra aquosa da Lagoa do Peri, Florianépolis, SC e ndo
foram identificados nenhum dos 16 HPA acima do limite de deteccio do método
analitico. A técnica MMLLE aprimorada com NPs-Pd foi devidamente otimizada e
validada, com capacidade de extracido de 16 HPA em amostras aquosas ambientais.

Palavras-chave: Amostras aquosas, HPA, MMLLE, nanoparticulas de palddio,
otimizagao.



ABSTRACT

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAH) are known as persistent organic pollutants.
The presence of PAH in aqueous environmental samples is directly related to the water
quality and associated with negative effects on human health, mainly due to the toxic
and carcinogenic effects. This study aimed the development of a simple analytical
methodology employing low volume of solvents, exploring the Microporous Membrana
Liquid-Liquid Extracion (MMLLE) technique with palladium nanoparticles (Pd-NPs)
for the simultaneous determination of 16 PAH in aqueous samples. In the experimental
design, 2.2 um length of porous membrane, 3 pL of suspended Pd-NPs in toluene (1000
mg L) maintained in the organic phase (acceptor phase), 10 mL volume of aqueous
sample (donor phase) and the stirring rate at 500 rpm have been stablished. Statistically
significant parameters of the analytical methodology were optimized through
multivariate scheduling, with the exception of the salting out effect study. The best
extraction and desorption solvents were 1-octanol and acetonitrile, respectively. The
desorption step was performed in an ultrasonic bath with a volume of 150 pL of organic
solvent. The selected times for extraction and desorption were 70 and 30 min,
respectively. The salt concentration (NaCl) presented its optimal condition at 5% (m/v).
In the evaluation of the methodology, the limits of detection and quantification were 1.5
and 5 ug L, respectively, for the 16 target PAH. The correlation coefficients obtained
were greater than or equal to 0.9839. The precision and accuracy of the method were
evaluated by the relative standard deviation (RSD%) interdia and intradia. The interday
precision (n = 9) ranged from 8.8 to 20% and intraday precision ranged from 0.3 to
18.4% (n = 3). The accuracy of the method was expressed by the relative recoveries for
naphthalene, acenaphthene, acenaphthene, fluorene, phenanthrene, anthracene,
fluoranthene, pyrene, benzo(a)anthracene, chrysene, benzo(b)fluoranthene,
benzo(k)fluoranthene and benzo(a)pyrene ranging from 51 to 126%. For indene(1,2,3-
cd)pyrene, dibenzo(a,h)anthracene and benzo(g.h,i)perylene the recoveries obtained
were below 37%. The technique developed was applied to aqueous sample from Lagoa
do Peri, Florian6polis, SC, and PAH was not identified above the limit of detection of
the analytical method. The improved MMLLE technique with Pd-NPs was duly
optimized, increasing the extraction capacity of 16 PAH in aqueous samples.

Keywords: Aqueous samples, PAH, MMLLE, palladium nanoparticles, optimization.
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1 INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) sdo amplamente conhecidos
como poluentes organicos persistentes e sdo encontrados em diversos compartimentos
ambientais. Atualmente a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA)
classifica dezesseis HPA como poluentes prioritarios, sendo estes o naftaleno,
acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno,
benzo(a)antraceno, criseno, benzo (b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno,
indeno(1,2,3-cd)pireno, dibenzo(a,h)antraceno e benzo(g,h,i)perileno (BERIRO et al.,
2016; MALETIC et al., 2019). Estudos que identifiquem e quantifiquem os HPA
presentes em amostras ambientais sdo de grande importancia, pois os HPA apresentam
potencial téxico e carcinogénico a saide humana, principalmente quando ocorre a
exposicao a matrizes contaminadas (RENGARAJAN et al., 2015).

O monitoramento de HPA em amostras aquosas ambientais envolve
normalmente técnicas analiticas exaustivas e exigem volumes excessivos de solvente
organico. Portanto a busca de novos métodos de preparo de amostra eficiente para a
extracdo de compostos poluentes presentes em matrizes ambientais € de extrema
importancia para melhorias no ambito da pesquisa, principalmente no que se refere a
aplicacdo dos principios da quimica verde (ASENSIO-RAMOS et al., 2011; MERIB;
CARASEK, 2013). Entre as técnicas de preparo de amostra que se destacam pela alta
capacidade de pré-concentracdo dos analitos, estd a técnica denominada extracdo
liquido-liquido em membrana microporosa (MMLLE). Nesta técnica, a extracdo dos
analitos presentes na amostra (fase doadora) ocorre através da interacdo com solvente
organico imobilizado nos poros da membrana de fibra oca (fase receptora)
(GONZALEZ-PENAS et al., 2004).

Entre os avangos em preparo de amostra, a integracio de nanomateriais a
técnicas microextrativas se destaca por apresentar materiais com grandes dreas de
superficie e hidrofobicidade elevada, resultando em alta capacidade de sorcdo de
determinados analitos, Os nanomateriais estdo sendo aprimorados no desenvolvimento
de novas configuracdes de técnicas que utilizam membranas micropororsas, resultando
em métodos mais sensiveis e eficientes (BERIRO et al.,, 2016). Nessa nova
configuragcdo, os nanomateriais sdo mantidos no limen ou apenas nos poros junto a fase

receptora, resultando em melhor desempenho de extracdo dos analitos de interesse, onde
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0s nanomateriais atuam como via adicional para a extracdo de solutos, envolvendo
extracdes em fase liquida e em fase sélida (YANG; CHEN; SHI, 2015).

Devido as limitagdes encontradas nos métodos analiticos tradicionais para
determinacdo de compostos contaminantes e ao potencial risco da exposicdo de HPA a
saide humana, este estudo tem como objetivo desenvolver uma metodologia analitica
simples, empregando conceitos da quimica verde para a extracdo efetiva de 16 HPA em
amostras aquosas, resultando em um preparo de amostra menos agressivo ao meio
ambiente. A novidade do procedimento de extracdo empregado neste estudo foi utilizar
nanoparticulas de palddio preparadas em dispersdo em solvente organico e imobilizadas
nos poros da membrana microporosa em conjunto com o solvente extrator, como uma
nova configuracdo da técnica MMLLE de fécil e rdpido preparo. Os estudos utilizando
nanomateriais para determinacdo de HPA em amostras ambientais ainda sdo escassos e,
portanto, neste trabalho foi explorado o uso de nanoparticulas de palddio como uma
promissora ferramenta adicional de extracdo. A deteccdao dos 16 HPA foi realizada por

cromatografia a gds acoplada a espectrometria de massas (GC-MS).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS

Os hidrocarbonetos policiclicos aromdticos (HPA) sdo compostos organicos
cujas estruturas quimicas apresentam, pelo menos, dois anéis aromadticos, sendo
constituidos por dtomos de carbono e hidrogénio. Os HPA sdo classificados em leves e
pesados. O que os diferencia quanto a classificacdo é o nimero de anéis arométicos
condensados em sua estrutura. Os HPA leves apresentam até 3 anéis aromdticos
condensados em sua estrutura, jA HPA pesados apresentam de 4 a 6 anéis arométicos
(PURCARO; MORET; CONTE, 2013). Os HPA podem apresentar grupos alquilo
como substituintes dos dtomos de hidrogénio ligados a estrutura do anel aromético,
como por exemplo, 2-metilnaftaleno. Esses compostos sao classificados como HPA
alquilados. Em geral os HPA apresentam-se principalmente como sélidos amarelo
palido, branco ou incolores e sdo caracterizados como hidrofébicos e lipofilicos, com
reducgdo de sua solubilidade em dgua de acordo com o aumento da massa molar.

Atualmente os HPA estdo recebendo maior atencao dos 6rgaos governamentais e
do meio cientifico, pois sdo considerados poluentes organicos persistentes, toxicos,
carcinogénicos e genotéxicos, com potencial risco a saide humana. A Agéncia de
Protecao Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) classifica 16 HPA (Tabela 1) como
poluentes prioritarios: naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno,
antraceno, fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, indeno(1,2,3,cd)pireno, dibenzo(a,h)antraceno e
benzo(g,h,i)perileno (BERIRO et al., 2016; MALETIC et al., 2019). No Brasil, a
legislacdo vigente para HPA em édgua doce € descrita pelo Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) na Resolugdo n° 357/2005, que estabelece uma concentragdao
méxima permitida de até 0,05 pg L para a presenca de benzo(a)antraceno, criseno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, indeno(1,2,3 — cd)pireno e
dibenzo(a,h)antraceno. Estes HPA estdo relacionados diretamente com o aumento da

incidéncia de cancer (BRASIL, 2005).
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Tabela 1: Estruturas quimicas dos 16 HPA considerados poluentes prioritrios pela

USEPA
Nomenclatura
Estrutura Nomenclatura IUPAC Estrutura
TUPAC
Naftaleno Acenaftileno OO
Acenafteno I Fluoreno / m \
\41:-/—\-,/;:/
Antraceno Fenantreno O O‘
Fluoranteno 0.8 Pireno O?‘O
Criseno Benzo(a)antraceno ‘OOO
Benzo(b)fluoranteno Benzo(k)fluoranteno OO‘OO
Benzo(a)pireno Dibenzo(a,h)antraceno ‘

Benzo(g,h,i)perileno

A

Indeno(1,2,3-cd)pireno

you
o¥




2.1.1 Fontes de Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos

Os HPA sdo oriundos de fontes antropogénicas e naturais. As fontes
antropogénicas representam a fracdo mais significativa da origem desses compostos. A
maioria dos HPA presentes no ambiente sdo resultados de processos incompletos de
combustdo e pirélise de carbono orgadnico em alta temperatura (500-700 °C). A
formacdo de HPA acontece por meio de precursores contendo dtomos de carbono e
hidrogénio que, submetidos a alta temperatura, dao origem a pequenos fragmentos
instdveis que se recombinam para a formacdo de HPA relativamente mais estdveis. Em
baixa temperatura (100-150 °C) a formacdo desses compostos também ocorre, porém
necessita de um periodo em escala de tempo geolégico e uma maior quantidade de HPA
alquilados é formada (PURCARO; MORET; CONTE, 2013).

De acordo com a origem do processo de formacao dos HPA, estes podem ser
classificados em pirogénicos, biogénicos e petrogénicos. As fontes naturais desses
compostos sdo limitadas, se resumindo principalmente por incéndios florestais e
erup¢des vulcanicas. Entre os processos piroliticos, destacam-se as operagdes
industriais, emissdes veiculares, incineracdo, combustdo doméstica de carvdo e a
fumacga de cigarro que € composta em grande parte por HPA. Os HPA biogénicos sao
provenientes de microorganismos terrestres e aquaticos. J4 os HPA petrogénicos sdo
derivados de petréleo bruto e alguns dos seus subprodutos e também podem chegar ao
meio ambiente através de derramamentos de 6leos, o que causa impacto negativo aos
ecossistemas (GAO et al., 2018; IDOWU et al., 2019; RAZA et al., 2018).

Os HPA liberados para o meio ambiente podem ser transportados para longe de
suas fontes de origem. Dessa maneira sdo passiveis de atingir todos 0s compartimentos
ambientais, como a dgua, sedimentos, ar, solo e plantas. Essa capacidade de se acumular
em diversas matrizes resulta na contaminacdo de espécies aqudticas e terrestres. Do
mesmo modo, os HPA podem ser encontrados em suprimentos na dieta humana,
tornando a alimentacdo a principal via de exposi¢cdo de HPA para ndo fumantes, pois
para fumantes, a fumaca do cigarro torna-se a principal fonte de contato com esses

compostos (GAO et al., 2018; POINOT; GAILLARD; PARIS, 2018).

2.1.2 Monitoramento de hidrocarbonetos em agua

A é4gua é um componente essencial para sobrevivéncia de diversos ecossistemas,

e sua importancia € imensurdvel para diversos setores da sociedade, como para a saude,
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alimentacdo, geracdo de energia e economia. O crescimento populacional, o
desenvolvimento industrial e longos periodos de secas motivaram a busca de dgua de
qualidade. Os principais parametros de qualidade da dgua estdo relacionados a aspectos
quimicos, fisicos e biol6gicos. Entre os aspectos quimicos que sao avaliados estdo o pH;
alcalinidade; dureza; concentracdes de cloretos, ferro, manganés, nitrogénio, fésforo e
fluoretos; teor de oxigénio dissolvido; demanda bioquimica de oxigénio (DBO);
demanda quimica de oxigénio (DQO); componentes inorgdnicos € componentes
organicos (BRASIL, 2005).

A alta demanda de dgua exige um maior rigor da qualidade dos recursos
hidricos. Porém, esses recursos estdo sendo ameacados por excesso de substancias
quimicas indesejdveis, como alguns metais potencialmente téxicos (arsénio, mercrio,
cobre, cddmio e entre outros) incorporados na dgua através de descarte de residuos
industriais ou a partir de atividades agricolas e de mineragcdo. Do mesmo modo,
compostos orginicos também sdo encontrados em dgua oriundos de fontes industriais,
agricolas, navegacdo e residuos domésticos. Alguns compostos organicos apresentam
resisténcia a degradagdo bioldgica, permanecendo por longos periodos no ambiente
aquéatico, como por exemplo, agrotoxicos e compostos derivados de petréleo (LEUDJO;
PILLAY; YANGKOU, 2017; ZHANG; FANG, 2010).

Compostos derivados de petréleo, conhecidos como hidrocarbonetos de petrdleo
sdo derivados principalmente do refino de petréleo. A entrada desses compostos no
meio aquatico ocorre pelo derramamento acidental de derivados de petréleo e atividades
de navegacdo. Dentre os principais hidrocarbonetos de petrdleo identificados em meios
aquaticos estdo os hidrocarbonetos alifaticos e aromdticos. Os hidrocarbonetos
policiclicos aromdticos (HPA) e os hidrocarbonetos alifdticos de cadeias longas e
ramificadas ndo s3o degradados facilmente, persistindo por longos periodos no
ambiente (AL-HAWASH et al., 2018). Portanto, estudos que quantifiquem os HPA em
amostras aquosas sdo importantes para estabelecer a qualidade da dgua, bem como a
integridade dos recursos hidricos que sdo fundamentais para diversos setores da

sociedade e ecossistemas.

2.1.3 Efeitos fisiolégicos dos HPA a satide humana

A exposicao da populacdo aos HPA pode representar um grande risco a saude

humana. Os efeitos adversos a saudde estdo diretamente relacionados com a via de

exposi¢do, a quantidade, a concentracdo e principalmente com a toxicidade desses
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compostos (RENGARAJAN et al., 2015). Atualmente a USEPA classifica sete
compostos que apresentam provdveis atividades carcinogénicas em humanos, incluindo
benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno,
indeno(1,2,3-cd)pireno e dibenzo(a,h)antraceno (GAO et al.,, 2018). No Brasil, a
legislacdo vigente para disposi¢do desses compostos presentes em dgua doce é descrita
pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) na Resolucdo n® 357/2005, que
estabelece uma concentracio maxima permitida de até 0,05 ug L' para os sete
compostos descritos pela USEPA como provéveis carcinogénicos (BRASIL, 2005).

Os efeitos causados a saide pela exposicdo a HPA variam de acordo com a
exposicdo do individuo a matrizes contaminadas, estado de satde e idade. Os efeitos
agudos mais relatados em estudos s@o inflamag¢des na pele, nduseas, vomitos, diarréia e
irritacdo nos olhos. Deve-se considerar que esses sintomas de curto prazo podem estar
atrelados a uma soma de fatores ligados a outros compostos, que resultam nos mesmos
efeitos agudos causados pela exposicdo a HPA. Ja para os efeitos cronicos sao relatados
casos de catarata, problemas respiratérios, diminuicdo da func@o imunoldgica, dano
renal e hepatico e anormalidades na funcdo pulmonar, causas que estdo diretamente
relacionadas a uma exposicao prolongada aos HPA (RENGARAIJAN et al., 2015).

O efeito mais preocupante decorrente da exposicdo a niveis elevados de
concentragdo de HPA € a capacidade dos metabdlitos reativos realizarem ligacdes com
o DNA e com proteinas celulares causando rupturas bioquimicas e danos celulares que
resultam em mutagdes, tumores e cancer. Os tipos de cancer mais relatados em estudos
sdo de pele e pulmao, principalmente em trabalhadores expostos a esses compostos em
suas areas de trabalho. No entanto pesquisas ndo confirmam com clareza se a exposi¢ao
a HPA ¢é a principal causa dos canceres citados, ja que esses trabalhadores também sdo
submetidos simultaneamente a diversos outros agentes cancerigenos. A Agéncia
Internacional de Pesquisa do Cancer relatou em diversos estudos que o benzo(a)pireno é
cancerigeno em animais e potencialmente também em humanos. Quando animais foram
expostos por longos periodos de tempo a misturas de HPA desenvolveram céncer de
pulmdo através da inalacdo, cancer de pele por contato direto e cancer de estdmago
quando ingerido. Esses estudos concluiram que o benzo(a)pireno € o principal composto
responsavel por diagnosticos de céancer, sendo esse composto o primeiro HPA
cancerigeno quimico descoberto, o que o torna um dos HPA de maior preocupagdo em
nivel de saude publica e de maior interesse das pesquisas cientificas (RENGARAJAN et
al., 2015).
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2.2 PREPARO DE AMOSTRA

O preparo de amostra ¢ uma etapa fundamental para o sucesso da metodologia
analitica a ser empregada para a determinacdo dos analitos de interesse. Com o preparo
busca-se isolar e concentrar os analitos a niveis adequados obtendo-se uma condic¢do de
limpeza da amostra que ndo comprometa a andlise quimica. A etapa de preparo de
amostra depende das caracteristicas do analito e da matriz, exigindo uma otimizacao
adequada das varidveis que influenciam significativamente a extracdo dos compostos
em estudo. Atualmente busca-se o desenvolvimento e melhoria dos métodos de preparo
de amostras, visando a simplificacdo, miniaturizacdo e automatizacdo. Dessa forma
reduz-se a utilizacdo de solventes e consequentemente tornam-se menos agressivos ao
meio ambiente, mantendo a eficiéncia da extracdo. A busca de técnicas de preparo de
amostra eficientes e com menor impacto ambiental é de extrema importancia para
melhorias no ambito da pesquisa e ciéncia consciente (ASENSIO-RAMOS et al., 2011;
MERIB; CARASEK, 2013).

As primeiras técnicas a serem exploradas em preparo de amostra foram extracao
liquido-liquido (LLE) e a extracdo em fase s6lida (SPE), sendo que ambas requerem
longos periodos de extracdo e utilizam grandes volumes de solvente. Essas
caracteristicas as tornam indesejaveis para um preparo de amostra simples e eficiente
(MAGALHAES; BONATO; OLIVEIRA, 2009). Outro fato desafiador em preparo de
amostra € a andlise de contaminantes em matrizes ambientais. Além da complexidade
da matriz, normalmente os analitos alvo estdo presentes em niveis tracos
(BARCELLOS, 2018). Alternativamente, o preparo de amostra estd sendo direcionado
ao desenvolvimento de técnicas de microextracio que abordam os objetivos de
minimizar o consumo de solventes, miniaturizar e automatizar as extragoes. Além disso,
sdo mais eficientes em termos de tempo, custo e energia € cumprem diversos requisitos
estabelecidos pela quimica analitica verde. Algumas das varias acOes que contribuem
com os conceitos da quimica analitica verde sdo eliminar ou minimizar o uso de
solventes, reduzir o consumo de reagentes e residuos, reduzir a escala de extragdo e o
numero de etapas, e determinacOes simultaneas de diversos analitos (ARMENTA et al.,
2019).

Nas ultimas décadas, visando os conceitos estabelecidos pela quimica analitica
verde, as novas técnicas exploradas em preparo de amostra estdo cada vez mais sendo

exploradas. Seguindo essas propriedades, técnicas tais como a microextragdo em fase
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s6lida, extracdo por sorcdo em barra de agitacdo, microextracdo de gota uUnica e
microextragdo em fase liquida baseada em membrana sdo algumas das novas técnicas
que substituiram as técnicas convencionais, estimulando o estudo e desenvolvimento de
novos métodos de extracdo (CAPRIOTTI et al., 2015).

As técnicas de microextracdo em fase liquida baseada em membranas (MLPME)
se destacaram entre as técnicas de microextracdo em fase liquida (LPME) por suas
vantagens comparadas a outros métodos, incluindo alta eficiéncia de limpeza, maiores
fatores de pré-concentracdo e consumo reduzido de solventes (ESRAFILI et al., 2018).
Membranas de folha plana (FS) e fibra oca (HF) foram relatadas em estudos em
biotecnologia, medicina, tratamento de dgua e quimica. Em preparo de amostra as
membranas mais utilizadas sdo as organicas sintéticas compostas por materiais
poliméricos porosos, principalmente de polipropileno (PP), politetrafluoretileno (PTFE)
e difluoreto de polivinillideno (PVDF). O uso de membranas microporosas estd sendo
cada vez mais explorado sob diferentes nomes técnicos. A simplicidade como recurso
para extracdo empregando microlitros de solventes se tornou de grande interesse para
quimica analitica em relacdo ao desenvolvimento de metodologias modernas. (BARRI;
AKE, 2008). Entre as varias técnicas desenvolvidas com membrana envolvendo LPME,
se destaca a microextracdo em fase liquida suportada com fibra oca (HF-LPME)

(CARASEK; MORES; MERIB, 2018).

2.2.1 Microextracao em fase liquida suportada com fibra oca (HF-LPME)

A técnica de HF-LPME foi introduzida por Pedersen-Bjergaard em 1999, onde
relataram o uso de uma membrana de polipropileno oca, porosa e hidrofébica para
extracdo de metanfetamina em amostras de plasma e urina. Os poros da membrana
foram preenchidos com 1-octanol e no limen da membrana foi adicionada uma solug@o
acida. A amostra foi ajustada para pH bésico por adicio de NaOH e a extracdo dos
analitos presente na amostra ocorreu pelo solvente organico seguindo para a solugdo
acida no interior da membrana. Ao final, a fase acida contendo os analitos extraidos foi
analisada por eletroforese capilar, demonstrando que extracdo de mentafetamina em
amostras aquosas com o uso da técnica obteve resultados satisfatérios e confidveis

(PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 1999).
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2.2.1.1 Configuracoes da HF-LPME

A técnica HF-LPME pode ser usualmente aplicada em dois modos principais,
distintos pelo nimero de fases liquidas envolvidas, sendo um modo de duas fases e um
modo de trés fases. A HF-LPME de duas fases consiste de uma fibra oca, porosa e
hidrofébica que € preenchida com um solvente organico imiscivel em dgua, em seus
poros e no limen formando a fase receptora, sendo a fase aquosa (amostra) a fase
doadora. A HF-LPME de trés fases se diferencia por ser introduzida uma terceira fase
aquosa no limen da membrana que participa como fase receptora, de modo contrério ao
modo bifdsico, onde a soluc@o receptora é uma solucdo organica (ESRAFILI et al.,
2018). Nessa técnica os analitos sdo extraidos pela fase receptora, composta por alguns
pL de uma solugdo presente nos poros e no interior da membrana que estd diretamente
imersa na fase doadora, os analitos migram da fase doadora para a fase receptora por
difusdo. Ao fim da extracdo, uma microsseringa coleta a fase receptora do limen da
membrana e o extrato obtido € encaminhado para andlise final em equipamento
compativel com os analitos e a fase receptora. Para determinacdo dos compostos
organicos as técnicas mais utilizadas sdo cromatografia a gds, cromatografia a gés
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS), eletrofose capilar e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC). A HF-LPME também pode ser configurada para
determinacdo de alguns metais. Para esse caso a literatura relata o uso de espectrometria
de absorcao atdmica como ferramenta de andlise (MERIB; CARASEK, 2013).

Para resultados aprimorados em HF-LPME, € necessdrio o ajuste de alguns
parametros e as condi¢des otimizadas dependem diretamente dos analitos a serem
determinados e da andlise subseqiiente para detec¢do. Os parametros a serem estudados
incluem: tempo de extracio; volumes das solucOes; taxa de agitacdo; efeito salting out;
pH da amostra, escolha da membrana e solvente organico (CARASEK; MORES;
MERIB, 2018; MAGALHAES; BONATO; OLIVEIRA, 2009). No que diz respeito ao
tempo, a extracdo dos analitos ocorre por meio de transferéncia de massa e requer um
determinado periodo de tempo e dependerd da natureza dos analitos, de modo que o
tempo se torna um fator importante ao qual deve ser otimizado. O tempo de extragdo
dependerd da massa molecular dos analitos e do tempo necessdrio para atingir o
equilibrio entre a concentracdo do analito na fase doadora e concentracdo do analito na

fase receptora (MERIB; CARASEK, 2013).
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Em relacdo ao volume de solventes, em sistemas de HF-LPME de duas ou trés
fases, o enriquecimento da fase receptora alcanca melhores resultados quando se utiliza
volumes relativamente pequenos de amostra e fase receptora, aspecto que torna a
técnica muito atrativa. De maneira geral, para ambos os modos de atuagdo da técnica, a
sensibilidade do método cresce de acordo com o decréscimo na razdo entre a fase
receptora e a amostra. Essa caracteristica ndo pode ser observada com a técnica
convencional de extracdo liquido-liquido devido ao uso de excessivos volumes de
amostra e solventes organicos. A possibilidade de uso de pequenos volumes em ambas
as fases associada a uma alta taxa de agitacdo resulta em maior eficiéncia de extragao.

A taxa de agitacdo atua acelerando a cinética de extracdo através da difusido dos
analitos presentes na amostra para a fase receptora. As taxas de agitacao aplicadas nessa
técnica podem variar préximo a 1500 e 2000 rpm para HF-LPME em trés fases e HF-
LPME em duas fases, respectivamente. O efeito salting out estd relacionado com a
adicdo de um sal na amostra para aumentar a eficiéncia de extracdo por meio da
mudancga na forca i6nica da soluc¢do. Para determinados analitos a adicdo de sal resulta
em melhores resultados de extracdo. A influéncia significativa da presenga de sal na
amostra deve ser estudada para verificar a melhoria na extragdo. Para alguns analitos a
presenca de um sal pode ndo ser significativa e dependerd da natureza de cada analito
em estudo. Além do estudo do efeito salting out, para alguns casos deve ser realizado
um ajuste de pH da amostra para previnir a ionizagdo de analitos dcidos ou bésicos. O
ajuste permite que a eficiéncia da extracdo em HF-LPME seja mantida. Para analitos
dcidos, o pH da amostra deve ser ajustado em um valor menor que pelo menos 1,5
unidade em relacdo ao pKa. E de maneira contréria para analitos basicos, onde o pH da
amostra deve ser ajustado para pelo menos 1,5 unidade acima do pKa (MERIB;
CARASEK, 2013).

A escolha da membrana esta atrelada ao solvente orgénico, onde € necessdria a
escolha de uma membrana hidrofébica para ideal interacdo com o solvente orginico
imiscivel em dgua. Para que o solvente organico fique imobilizado € necessédria uma
membrana com alta porosidade (MERIB; CARASEK, 2013). Em HF-LPME a
membrana mais utilizada é Acurel 3/2 Q Membrane (Wuppertal, Alemanha). Uma
membrana microporosa composta de polipropileno com poros de 0,2 pm, espessura da
parede de 200 pm e didmetro interno de 600 pm (CARASEK; MERIB, 2015). Para
escolher o solvente orgénico ideal, algumas caracteristicas sdo necessarias, como ser

imiscivel em 4gua e ser compativel com a técnica empregada na detec¢do dos analitos.
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Dentro das técnicas de microextracdo em fase liquida, o solvente orgdnico € uma
varidvel de suma importancia, sendo necessdrio trabalhar com um solvente que
apresente alta eficiéncia de extracdo e seletividade para os analitos de interesse na
amostra. Um dos solventes mais empregado em HF-LPME relatado em diversos estudos
€ o 1-octanol (HYDER et al.,, 2011; MERIB; CARASEK, 2013).

Nos dltimos anos a HF-LPME se tornou umas das técnicas mais difundidas de
microextracdo em fase liquida (LPME), sendo explorada por diferentes configuracdes.
Uma delas € a extracdo liquido-liquido em membrana microporosa (MMLLE) que atua
de modo semelhante a HF-LPME em duas fases (BARRI; AKE, 2008; YAMINI;
REZAZADEH; SEIDI, 2019). Nesta configuracdo, a extracao ocorre da mesma maneira
descrita pelo modo de duas fases da HF-LPME, porém a fase receptora ¢ formada por
um solvente organico imobilizado apenas nos poros da membrana microporosa. Ao
final da extracdo a fibra oca é retirada da amostra (fase aquosa) e transferida para um
frasco adequado para realizar a dessorcdo dos analitos por um solvente organico

apropriado (GONZALEZ-PENAS et al., 2004).

2.2.2 Extracao liquido-liquido em membrana microporosa (MMLLE)

A extracdo liquido-liquido em membrana microporosa (MMLLE) foi
desenvolvida com base nos principios quimicos da extrag¢do liquido-liquido (LLE) e nas
configuracdes da técnica HF-LPME de duas fases. A MMLLE, de modo semelhante a
HF-LPME, foi estabelecida com duas fases, sendo uma fase aquosa que corresponde a
amostra, chamada de fase doadora e uma fase orginica chamada de fase receptora. As
membranas atuam nessa técnica como um suporte para a fase orginica, sendo
responsdvel por manter o solvente na posicdo. Um solvente organico adequado e
imiscivel € impregnado nos poros da membrana para que ocorra e extracdo (HYDER et
al.,, 2011). A MMLLE ¢é uma técnica recomendada para compostos hidrofébicos que
tendem a ser extraidos com facilidade pela fase receptora organica, como por exemplo,
hidrocarbonetos (AKE, 2000). As principais vantagens da MMLLE s3o baixo consumo
de solvente organico (microlitros), baixo custo de andlise e facil manuseio (ZORITA;
BARRI; MATHIASSON, 2007).

Na técnica MMLLE a extracdo ocorre por difusdo dos analitos presentes na fase
doadora para o solvente orgadnico imobilizado nos poros da membrana. A Equacgdo 1
descreve o equilibrio relacionando a concentracdo do analito na fase doadora e fase

receptora.
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[Analito]fase doadora <= [Analito]fase receptora (1)

Onde, [Analito]fase doadora € a concentragdo do analito orginico na fase

doadora e [Analito]fase receptora € a concentra¢do do analito orgénico na fase receptora.
A extracdo dos analitos estd diretamente relacionada com coeficiente de particao
(K) entre as duas fases liquidas: a fase aquosa e a fase organica. O delineamento da

extragdo depende da solubilidade dos analitos em cada uma das fases e € quantificado
através da razdo entre a concentracdo do analito orgédnico na fase receptora e fase

doadora no equilibrio, conforme a Equacio 2:

K [Analito]fase receptora )

[Analito]fase doadora

Onde, K é o coeficiente de parti¢dao, [Analito]fase doadora é a concentracio do
analito orgénico na fase doadora e [Analito]fase receptora é a concentracdo do analito
organico na fase receptora.

O valor de K varia de acordo com o solvente orginico selecionado como fase
receptora. O solvente adequado para aplicacdo especifica deve apresentar baixa
viscosidade para fornecer altos coeficientes de particdo e apresentar compatibilidade

com a membrana selecionada para o estudo, além de apresentar imiscibilidade em dgua

e baixa volatilidade (ESRAFILI et al., 2018).

2.3 NANOMATERIAIS

Os nanomateriais estdo sendo utilizados sob diferentes configuracdes em preparo
de amostra através da integracdo com metodologias analiticas de microextragdo. A
introducdo de nanomateriais em técnicas modernas de preparo de amostra foi
fundamentada nos principios de microextracdo em fase sélida (SPME) (ZHANG:;
FANG, 2010). A SPME foi introduzida por Pawliszyn et al na década de 1990 e desde
entdo suas diferentes configuracdes foram aplicadas em diferentes matrizes, como por
exemplo, matrizes ambientais e alimenticias. As maiores vantagens da SPME sdo alta

simplicidade e quase sempre auséncia de solvente organico (PAWLISZYN et al., 1990).
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O uso de membranas microporosas se tornou uma alternativa excelente em
novas metodologias devido ao seu baixo custo e apresentacdo de bons resultados
quando explorado em técnicas de microextracdo em fase liquida para o preparo de
amostra em vdrias dreas de estudo. Os nanomateriais surgiram em métodos de
tratamento de amostra principalmente para suprir as necessidades encontradas em
SPME e para aumentar a eficiéncia de extracio em LPME. Em SPME a area superficial
¢ superior a das membranas microporosas, mas o uso de fibras em SPME também
apresenta limitacOes, principalmente por utilizar fibras extremamente frigeis e com
precos elevados. Uma vez que os nanomateriais foram introduzidos em preparo de
amostra, membranas estruturadas com esses novos materiais se tornaram uma
promissora alternativa a ser explorara para aumentar a eficiéncia de extragdo de analitos
de interesse e suprir a limitagdes de técnicas de SPME e LPME (AZZOUZ et al., 2018).

No acoplamento da técnica de LPME com nanomateriais utilizando membranas
microporosas, denominada assim de microextracio em fase solida/liquida, os
nanomateriais sdo mantidos no limen ou apenas nos poros junto a fase receptora,
resultando em uma forte capacidade de adsor¢dao dos analitos. Nesse novo modo de
extracdao, 0s nanomateriais atuam como uma via adicional para o transporte de solutos.
O mecanismo de transferéncia do soluto na fase doadora para a fase receptora envolve
extracoes em fase liquida e em fase sélida (YANG; CHEN; SHI, 2015).

Os nanomateriais se destacam por desempenhar papéis importantes em muitos
procedimentos analiticos com capacidade de atuar como adsorventes para uma infinita
gama de moléculas, sendo conhecidos como nanossorventes (BENDICHO et al., 2015;
LEUDJO; PILLAY; YANGKOU, 2017). Esses novos materiais ganharam aten¢do
significativa em diversas dreas da ci€ncia, € vem se mostrando promissor para detec¢ao
e determinacdo de poluentes organicos, muitas vezes em nivel traco. A alta
complexidade de algumas matrizes exige o desenvolvimento de técnicas de separacdo
capazes de apresentar resultados que melhoram a sensibilidade de detec¢do atuando
com dispositivos de extragdo miniaturizados. O uso de nanomateriais apresenta uma
excelente alternativa para esses objetivos.

A denomina¢ao nanomaterial esta relacionada com as estruturas nanométricas na
qual pelo menos uma das faces (espessura, comprimento e/ou largura) esteja na faixa de
1 a 100 nm. Os nanomateriais incluem particulas com tamanhos nanométricos, materiais
com poros na faixa nanométrica e aglomerados metalicos com tamanhos nanométricos

dispersos em um material poroso. Em comparacdo com materiais de tamanhos maiores,
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os nanomateriais frequentemente apresentam caracteristicas em suas propriedades
fisicas e quimicas que sdo resultantes do seu tamanho em nanoescala (TIAN et al,
2013). De acordo com sua estrutura, 0s nanomateriais atuam na adsorcio de diversos
compostos. Em alguns casos podem apresentar acimulo ultra-rdpido de compostos que
possuem uma estrutura de elétrons m, que podem interagir via interagdes n-n (YANG;
CHEN; SHI, 2015). Os nanomateriais sao classificados por sua origem (natural ou
artificial) e composi¢do quimica (orgénica, inorganica ou mista). Na literatura ja foram
relatados o uso de nanomateriais a base de carbono, nanoparticulas de 6xidos de metal e
nanoparticulas de metal com resultados satisfatérios quando integrados as técnicas de
microextracdo (AZZOUZ et al., 2018). Os resultados promissores destes estudos estdo
diretamente atrelados a grandes areas de superficie com excelente capacidade de sor¢cao
e as caracteristicas hidrofébicas da superficie desses materiais, que tornam possivel o
desenvolvimento de técnicas aprimoradas e mais sensiveis a determinados compostos
(BENDICHO et al., 2015).

Estudos integrando nanomateriais a técnicas analiticas como LPME e SPME
foram relatados na literatura com o objetivo de aumentar o potencial e eficiéncia de
extracdo de analitos de interesse. Em estudo realizado por Zhao et al. (2011) a técnica
HF-LPME foi refor¢cada com nanotubos de carbono dispersos na fase receptora para
determinacdo de pesticidas em amostras de dgua e frutas, com limites de deteccdo entre
0,1 e 1,0 ug L. A detecgio dos analitos foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (ZHAO et al., 2011). Sae-Khow e Mitra (2009) de modo semelhante,
aplicaram a técnica HF-LPME incorporando nanotubos de carbono nos poros de uma
membrana através de uma dispersdao dos nanotubos em fluoreto de polivinilideno. O
polimero serviu como aglutinante para imobilizar os nanotubos de carbono nos poros da
membrana, resultando em um aumento de fator de enriquecimento em até 93% quando
comparado ao uso da membrana lisa. Esta técnica foi aplicada para a determinagdo de
compostos polares, como a atrazina e 4-cloro-3-nitrobenzofenona, € para compostos
apolares como o naftaleno e fenantreno em solucdo aquosa, onde a deteccdo foi
realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (SAE-KHOW; MITRA, 2009).

Bhat e Wu (2010) realizaram microextrag@o liquido-liquido com nanoparticulas
de palddio e octadecano tiol preparadas em tolueno para a extracao seletiva e sensivel de
proteinas em amostras reais de pancreas, cogumelo, soja e leite, obtendo limites de
detecgdio entre 17 a 37 mol L. A detecgdo foi realizada por dessor¢do a laser em

espectometria de massas com ionizagdo assistida por matriz (MALDI — MS) (BHAT;
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WU, 2010). Em estudo de Song, Shi e Chen (2013) foi descrito o uso de uma membrana
mista combinada com nanotubos de carbono e fibra oca, combinando as técnicas de
LPME e SPME para determinar estricnina e brucina em amostras de urina. A membrana
foi preparada pela dispersdao de nanotubos de carbono em dgua e surfactante, seguido da
imobilizacdo nos poros da fibra por sonificacdo. Posteriormente a membrana foi
preenchida com microlitros de solvente organico (1-octanol) e entdo exposta na amostra
para extracdo dos analitos por imersdo direta. Apds a etapa de extracdo, os analitos
foram dessorvidos para metanol via efeito assistido por ultra-som e analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os limites de detec¢do encontrados neste estudo
para estricnina e brucina foram 0,7 e 0,9 ug L7, respectivamente (SONG; SHI; CHEN,
2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma metodologia analitica simples, eficiente e com reduzido uso de
solventes organicos explorando uma nova configuracdo da técnica de extracdo liquido-
liquido em membrana microporosa (MMLLE) com nanopaticulas de Palddio para a
determinacdo de hidrocarbonetos policiclicos arométicos em amostras aquosas seguido

de deteccdo por Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a capacidade de extracdo adicionando dispersdo de nanoparticulas de
palddio em tolueno nos poros de uma membrana microporosa de fibra oca e
comparar com a capacidade de extracdo da membrana simples (modo
convencional).

e Caracterizar a membrana estruturada com dispersao de nanoparticulas de palddio
em tolueno por microscopia eletronica de varredura e espectroscopia de energia
dispersiva.

e Avaliar a significativa influéncia e otimizar os parametros envolvidos na
metodologia proposta, dos quais: solvente de extracdo; solvente de dessor¢ao;
efeito salting out; tempo de extragdo e tempo de dessorc¢ao.

e Obter os parametros analiticos de mérito: linearidade, precisdo, exatidao, limite
de deteccdo e limite de quantificagdo.

e Aplicar a metodologia desenvolvida em amostra de dgua da Lagoa do Peri,

Florianépolis, SC.
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4 METODOLOGIA

4.1 INSTRUMENTACAO

A extracdo de HPA em amostras aquosas foi realizada com auxilio de agitador
magnético modelo DI-03 (Dist, Florianépolis, SC, Brasil). A dessor¢dao dos analitos da
fase receptora foi realizada em banho ultrassonico com freqiiéncia de 25 kHz modelo
USC 1450 (Uinique, Indaiatuba, SP, Brasil).

A otimizacdo das varidveis de preparo de amostra foi realizada em um
cromatdgrafo a gds GC Clarus 680 acoplado a um espectrometro de massas Clarus SQS,
ambos Perkin Elmer (Shelton, CT, EUA). As condi¢des de operacdo do cromatdgrafo
foram: modo splitless (1 min) e o programa de temperatura iniciado em 50 °C por 5
min, seguido de uma taxa de 6 °C min! até 300 °C e mantido constante por 10 minutos
em uma coluna capilar SLB®-5ms (30m x 0,25mm x 0,25 um de espessura de filme)
(Supelco, Bellefonte, PA, EUA). A temperatura do injetor foi mantida em 280 °C. Gés
Hélio (99,999% de pureza) foi utilizado com gés de arraste com fluxo de 1 mL min™'. A
temperatura da fonte de fons e da linha de transferéncia foram 230 e 275 °C,
respectivamente. O espectrometro de massas foi operado em modo de ionizagdo por
elétrons (EI) a 70 eV. As analises foram realizadas em modo de monitoramento seletivo
de fons (modo SIM) e janelas seletivas com fons selecionados (m/z): Janela 1: 128;
Janela 2: 152, 153 e 154; Janela 3: 165, 166; Janela 4: 178; Janela 5: 202; Janela 6: 228:
Janela 7: 252 e 253: Janela 8: 276, 277, 278¢e 279.

4.2 MATERIAIS E REAGENTES

Os padrdes analiticos de HPA foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EUA). Os solventes organicos de grau HPLC n-hexano, n-octano, 1-octanol,
acetonitrila, diclorometano e metanol utilizados na extragdo, dessorcdo e preparo de
padrdes foram adquiridos da Tedia (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Para simulacdo da
matriz foi utilizada dgua ultra-pura com resistividade de 18,2 MQ cm obtida de um
sitema Milli-Q (Millipore, Bedford, EUA). O cloreto de sodio de grau analitico foi
obtido da Vetec (Rio e Janeiro, RJ, Brasil). As membranas de fibra oca de polipropileno
Q 3/2 AccurelPP (poros de 0,2 pm, espessura da parede de 200 um e diametro interno
de 600 um) foram adquiridas da Membrane (Wuppertal, Alemanha). As nanoparticulas

de palddio foram sintetizadas e cedidas pelo grupo de pesquisa coordenado pelo Prof.
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Dr. Josiel Barbosa Domingos no Laboratério de Catédlise Biomimética (LaCBio) ao
Laboratério de Quimica Ambiental e Geoquimica Organica (LQAG).

Todas as vidrarias utilizadas no preparo de amostra foram lavadas com &4gua
corrente e mantidas durante 24 h em um recipiente com solu¢do de 5% (v/v) de
detergente neutro Extran (Merck, Rio de Janeiro, Brasil) e posteriormente foram
enxaguadas com 4gua desionizada. Para eliminar fontes de contaminacdo organica, as
vidrarias foram calcinadas a 400 °C por um periodo de 4 h antes de serem utilizadas,

com excec¢do da vidraria volumétrica.

4.3 PREPARO DA MEMBRANA POROSA COM NANOPARTICULAS DE
PALADIO

As membranas utilizadas na fase extratora foram cortadas com tamanho de 2,2
cm e uma extremidade foi selada a quente (Figura 1). As membranas foram submersas
em solu¢do de acetona e mantidas em banho ultrassonico por 30 min para efetuar uma
limpeza removendo possiveis contaminantes. Posteriormente as membranas foram secas
a temperatura ambiente (25°C) e seus poros foram preenchidos com solvente extrator
como parte de fase receptora. O preenchimento ocorreu pelo contato direto da
membrana em solvente organico por 1 min. Em seguida a membrana foi lavada com
dgua ultra-pura para remover o excesso de solvente. A adicdo de dispersao de
nanoparticulas de palddio (1000 mg L'/ em tolueno) foi realizada com auxilio de uma
microsseringa com capacidade de 10 uL, a qual foi inserida no interior da membrana e 3

puL de dispersao foi liberada sendo mantida nos poros da membrana.

Figura 1: Preparo de membranas porosas com nanoparticulas de palddio.
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4.3.1 Caracterizacao da membrana estruturada com nanoparticulas de paladio

A caracterizagdo da membrana estruturada com nonaparticulas de palddio (NPs-
Pd) foi realizada utilizando a andlise de microscopia eletronica de varredura (MEV) e
espectrometria de energia dispersiva (EDS). Na andlise de microscopia eletronica de
varredura foram realizadas as imagens da superficie da membrana de fibra oca de
polipropileno Q 3/2 Accurel PP estruturada com NPs-Pd. Na andlise de espectrometria
de energia dispersiva foi realizada a caracterizacdo quimica. A membrana estruturada
com NPs-Pd foi preparada conforme o procedimento descrito no item anterior (item 4.3)
e cortada de forma a expor a parte interior da membrana. O lado exterior da membrana
foi fixado com fita dupla face de carbono no stub (porta amostras em anélises de MEV e
EDS), e o recobrimento da amostra foi realizado com camada de ouro. As andlises
foram realizadas no Laboratério Central de Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC
em um microscopico eletronico de varredura (JEOL, modelo JSM-6390LV, Tdéquio,

Japao).
4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL — EXTRACAO E DESSORCAO

A extracdo de 16 HPA (naftaleno; acenaftileno; acenafteno; fluoreno;
fenantreno; antraceno; fluoranteno; pireno; benzo(a)antraceno; criseno;
benzo(b)fluoranteno; benzo(k)fluoranteno; benzo(a)pireno; indeno(1,2,3-cd)pireno;
dibenzo(a,h)antraceno e benzo(g,h,i)perileno) ocorreu pela imersio de uma haste de
metal na qual foi imobilizada a membrana estruturada com NPs-Pd em frasco de vidro
de 20 mL contendo 10 mL de amostra aquosa e mantido sob agitacdo a 500 rpm, de
acordo com a estratégia de otimizacdo. Apds a extracdo, a fase extratora foi transferida
para um insert contendo 150 pL de solvente organico e a dessorcdo foi realizada em

banho ultrassdnico de acordo com o Item 4.6.

45 AVALIACAO DO DESEMPENHO DE EXTRACAO UTILIZANDO
MEMBRANAS MICROPOROSAS ESTRUTURADAS COM NANOPARTICULAS
DE PALADIO

Para avaliar a capacidade extrativa da técnica MMLLE aprimorada com NPs-Pd
foram realizados dois ensaios de modo univariado em triplicata. Posteriormente foi
aplicada a andlise de variancia (ANOVA) para avaliar a diferenca significativa em um
nivel de confianca de 95% entre os ensaios. O primeiro ensaio consistiu no método

convencional de extracio MMLLE e o segundo ensaio com método MMLLE
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aprimorado com NPs-Pd. No modelo convencional da técnica MMLLE a membrana ¢é
enriquecida apenas por solvente organico. Na configuracdo da técnica MMLLE
proposta para este estudo ocorreu a adi¢io de dispersdo de NPs-Pd (1000 mg L'/ em
tolueno) nos poros da membrana conforme descrito anteriormente (Item 4.3). Todas as
etapas de extracdo e dessor¢do foram mantidas como descritas no delineamento

experimental (Item 4.4).

4.6 OTIMIZACAO

Para realizar a otimizacao do método analitico desenvolvido, foi preparada uma
solucdo estoque de 10 mg L' em acetonitrila a partir de um mix de padrdes analiticos
dos 16 HPA e 150 puL dessa soluc@o foram adicionados a 10 mL de dgua ultra-pura para
simular a matriz. As concentracdes dos 16 HPA foram mantidas em 150 ug L' e foram
avaliadas as condi¢Oes Otimas dos seguintes parametros: solvente de extragcao; solvente
de dessorcdo; efeito salting out; tempo de extracdo e tempo de dessorcdo. A resposta
analitica utilizada em todos os experimentos foi a média geométrica das areas dos picos

dos 16 HPA em estudo.

4.6.1 Otimizacao do solvente de extracao

Para escolha do melhor solvente de extracdo foi realizado um planejamento de
misturas de superficie terndria Simplex Lattice com trés solventes organicos imisciveis
em 4dgua: n-hexano; n-octano e l-octanol. O planejamento foi executado conforme a

matriz descrita na Tabela 2.

Tabela 2: Planejamento de misturas de superficie terndria Simplex Lattice para escolha
do solvente de extracao

Ensaio/Solvente n-Hexano n-Octano 1-octanol
1 1,00 0,00 0,00
2 0,00 1,00 0,00
3 0,00 0,00 1,00
4 0,50 0,50 0,00
5 0,50 0,00 0,50
6 0,00 0,50 0,50
7, 8, 9% 0,33 0,33 0,33

*Ponto central
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4.6.2 Otimizacao do solvente de dessorcao

Para escolha do melhor solvente de dessorcao foi realizado um planejamento de

misturas de superficie terndria Simplex Lattice com trés solventes organicos:

diclorometano; metanol e acetonitrila. O planejamento foi executado conforme a matriz

descrita na tabela 3.

Tabela 3: Planejamento de misturas de superficie terndria Simplex Lattice para escolha

do solvente de dessor¢ado

Ensaio/Solvente Diclorometano Metanol Acetonitrila
1 1,00 0,00 0,00
2 0,00 1,00 0,00
3 0,00 0,00 1,00
4 0,50 0,50 0,00
5 0,50 0,00 0,50
6 0,00 0,50 0,50
7,8, 9% 0,33 0,33 0,33

*Ponto central

4.6.3 Planejamento experimental de otimizacao

Utilizou-se um planejamento fatorial completo 23 (niveis: +1; 0 e -1) para uma

avaliag@o preliminar da significAncia em um nivel de 95% de confianca dos seguintes

parametros: tempo de extracdo; tempo de dessorcdo e efeito salting out. Variou-se o

tempo de extracdo (10 a 30 min), tempo de dessorcao (10 a 30 min) e a concentragdo de

NaCl (0 a 30 % (m/v)). O planejamento foi executado conforme a matriz descrita na

Tabela 4.
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Tabela 4: Planejamento fatorial completo 2°

EnsaiofVaridvel Tempo de Extracao Tempo de Dessorcao  Concentracao de NaCl
(min) (min) (m/v)
1 10 10 0
2 30 10 0
3 10 30 0
4 30 30 0
5 10 10 30
6 30 10 30
7 10 30 30
8 30 30 30
9,10, 11* 20 20 15

*Ponto central

4.6.4 Otimizacao da concentracao de NaCl

A concentragdo de sal foi otimizada através de ensaio univariado em triplicata
com trés niveis de concentracdes (0; 5 e 10% (m/v)) de NaCl, totalizando 9
experimentos. Os niveis de concentragdes foram escolhidos com base na andlise dos
resultados do processo de planejamento experimental de otimizacdo. Para avaliar a
diferenca significativa entre as concentracdes foi aplicada andlise de variancia

(ANOVA) em um nivel de confianga de 95%.

4.6.5 Otimizacao do tempo de extracio e tempo de dessorcio

Para a escolha dos melhores tempos de extracdo e dessorcao foi realizado um
planejamento Doehlert, onde variou-se o tempo de extracao (15 a 75 min) e o tempo de
dessorcao (10 a 50 min). O planejamento foi executado conforme a matriz descrita na

tabela 5.

39



Tabela S: Planejamento Doehlert para otimiza¢do do tempo de extracdo e tempo de
dessorcao

Ensaio/Variavel Tempo de extracao (min) Tempo de dessorc¢iao (min)
1 30 10
2 15 30
3 30 50
4 60 50
5 75 30
6 60 10
7,8, 9% 45 30

*Ponto central.

4.7 AVALIACAO DA METODOLOGIA ANALITICA

4.7.1 Figuras de mérito

As figuras analiticas de mérito foram obtidas através de curvas de calibragdo
externa em 4gua ultra-pura. As curvas foram construidas a partir da adicado de padrdes
analiticos utilizando concentracdes de 5 a 100 ug L' para os hidrocarbonetos
acenafteno, fluoranteno, pireno e benzo(k)fluoranteno, de 5 a 150 pg L' para os
hidrocarbonetos naftaleno e antraceno e de 5 a 200 pg L™ para os hidrocarbonetos
acenaftileno; fluoreno; fenantreno; benzo(a)antraceno; criseno; benzo(b)fluoranteno;
benzo(a)pireno; indeno(1,2,3-cd)pireno; dibenzo(a,h)antraceno e benzo(g,h,i)perileno.
A extracdo dos analitos foi realizada em triplicata, utilizando as condi¢des otimizadas
(Item 4.6), e a identificacdo e quantificacdo dos analitos foi realizada por GC-MS. Os
resultados foram avaliados individuamente, para cada analito, sendo avaliada a 4rea do
pico cromatografico correspondente. Os parametros avalidos através da curva analitica
foram coeficiente de correlagdo linear (R), limite de quantificacdo (LOQ), limite de
deteccao (LOD), recuperacdo relativa e precisdes intradia e interdia. O LOQ foi
determinado utilizando o primeiro ponto da curva e o LOD foi calculado como sendo o

valor de LOQ dividido por 3,3.

4.7.2 Precisao e exatidao

Os ensaios de precisdo e exatiddao foram realizados em amostra de dgua de lagoa
em concentracdes conhecidas, em triplicata, de acordo com a metodologia proposta
neste estudo. A precisdo foi calculada através do desvio padrdo relativo (DPR) dos

ensaios intradia e interdia. O valores foram considerados aceitavéis quando DPR <
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20%. A exatiddo foi expressa pela recuperacdo relativa por meio da resposta analitica de
cada analito aplicada na equacdo da reta. As amostras de dgua foram coletadas na Lagoa
do Peri, Florian6polis, SC, com auxilio de um frasco ambar. Apds a coleta, o frasco foi

armazenado a 4 °C até o momento da analise.
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S RESULTADOS

5.1 SEPARACAO CROMATOGRAFICA

Para avaliar a separacdo cromatografica dos 16 HPA (naftaleno; acenaftileno;
acenafteno; fluoreno; fenantreno; antraceno; fluoranteno; pireno; benzo(a)antraceno;
criseno; benzo(b)fluoranteno; benzo(k)fluoranteno; benzo(a)pireno; indeno(1,2,3-
cd)pireno; dibenzo(a,h)antraceno e benzo(g,h,i)perileno) foi realizada uma injec¢ao de 1
pL de solucdo padrdo contendo todos os analitos de trabalho em concentragdo de 2 mg
L' preparada em acetonitrila. Foram selecionadas as razdes m/z de todos os 16 HPA e o
espectrometro de massas foi operado em modo de monitoramento seletivo de fons
(Modo SIM). A separagao cromatografica dos compostos estd apresentada na Figura 2 e
observa-se que houve uma boa separacdo dos compostos. Os analitos foram
identificados através do tempo de retencdao e confirmados por cada espectro de massas
correspondente. Com base na boa separacdo dos compostos, prosseguiu-se no
desenvolvimento da metodologia analitica de extracdo de HPA explorando a técnica de
extracdo liquido-liquido em membranas microporosas (MMLLE) aprimorada com

nanoparticulas de palddio (NPs-Pd).
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Figura 2: Cromatograma da separacdo dos 16 HPA de estudo. 1-naftaleno; 2-acenaftileno; 3-acenafteno; 4-fluoreno; 5-fenantreno; 6-antraceno;
7-fluoranteno; 8-pireno; 9-benzo(a)antraceno; 10-criseno; 11-benzo(b)fluoranteno; 12-benzo(k)fluoranteno; 13-benzo(a)pireno; 14-indeno(1,2,3-
cd)pireno; 15-dibenzo(a,h)antraceno; 16-benzo(g,h,i)perileno.
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5.2 CARACTERIZACAO DA MEMBRANA

Para caracterizar as superficies da membrana de fibra oca de polipropileno Q 3/2
Accurel PP com NPs-Pd em relacdo a suas propriedades e composicdo quimica, foram
utilizadas as técnicas de microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia de
energia dispersiva. A Figura 4 apresenta as imagens obtidas pela andlise microscépica da

membrana porosa com um aumento de 15000 vezes.

Figura 3: Microscopia eletronica de varredura (MEV) da superficie da membrana de fibra

oca de polipropileno Q 3/2 Accurel PP, sendo A: Membrana sem presenca de nanoparticulas

-
-~ -

*

B

de palddio e B: Membrana com presenga de nanoparticulas de palddio.

X150&

Nas imagens de MEV (Figura 4-A e 4-B) € possivel observar a alta porosidade da
membrana de fibra oca de polipropileno Q 3/2 Accurel PP. Na Figura 4-A, é apresentada a
imagem de MEV da membrana sem a presenca de NPs-Pd e na Figura 4-B com a presenga
de NPs-Pd. As imagens de MEV ndo foram conclusivas quanto a presenga do nanomaterial
disperso na membrana de fibra oca, devido aos poros da membrana serem em escala de
micrometros e as nanoparticulas em escala de nandmetros. De forma qualitativa, é possivel
observar leve escurecimento na membrana (Figura 4-B), o que pode ser resultado da
presenca de NPs-Pd que apresentam coloragdo escura.

As imagens de MEV ndo identificaram a presenga de NPs-Pd na membrana de fibra
oca de polipropileno. Portanto, foi realizada a caracterizacdo quimica da membrana com
NPs-Pd por espectroscopia de energia dispersiva (EDS). Ao realizar as andlises por EDS,
foram selecionadas as energias correspondentes aos dtomos de carbono e palddio, pois sdo
correspondentes a composi¢do quimica da membrana e nanoparticulas, respectivamente. A

andlise EDS da membrana sem a presenga de NPs-Pd (Figura 5) apresentou um resultado de
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100% de carbono (Erro +/- 0,63). Para andlise EDS da membrana com a presenca de NPs-Pd
(Figura 6), os resultados apresentaram 94,50% de carbono (Erro +/- 2,19) e 5,5% de palddio
(Erro +/- 0,98). De acordo com os resultados € possivel identificar a presenca de
nanoparticulas na membrana. O pico de segunda maior intensidade representado no espectro
¢ proveniente da deteccdo do ouro, devido ao recobrimento realizado na amostra quando

fixada no stub.

Figura 4: Espectro de EDS para drea analisada da membrana de fibra oca de polipropileno

Q 3/2 Accurel PP sem a presenga de nanoparticulas de palddio.
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Figura 5: Espectro de EDS para drea analisada da membrana de fibra oca de polipropileno

Q 3/2 Accurel PP com a presenca de nanoparticulas de paladio.
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5.3 DESEMPENHO DA EXTRACAO

Os desempenhos de extracdo de 16 HPA utilizando o modelo convencional de
extragdo e modelo proposto (técnica MMLLE aprimorada com NPs-Pd) foram avaliados.
Inicialmente foi realizado um branco de extracdo empregando a fase receptora com NPs-Pd
para verificar a presenca de possiveis interferentes na andlise e determinacdo dos analitos. O
solvente de extracdo utilizado foi o hexano e o metanol foi empregado como solvente de
dessorcao. O tempo de extracdo foi de 15 min., sem a presenca de sal, e a dessorcdo foi
realizada em banho ultrassdnico por 15 min. A fase doadora foi mantida em 10 mL e foram
adicionados 150 uL da mistura de 16 HPA a 10 mg L.

De acordo com os resultados obtidos, ndo foram detectados interferentes para a
configuracdo de extracdo proposta. Apds o ensaio do branco de extracdo. Seguiu-se com o
teste de desempenho da extracdo empregando a metodologia proposta neste estudo. O
desempenho da metodologia proposta foi comparado com o desempenho utilizando o
modelo convencional. As metodologias de extracdo foram avaliadas quanto a capacidade de
extrair os analitos da fase doadora. Para o desenvolvimento da nova metodologia analitica,
foi escolhido utilizar nanoparticulas de palddio para estudar a sua capacidade de interagir
com os analitos de trabalho. A sintese e caracterizacdo das NPs-Pd foram realizadas por
Elias et al, 2017. Para melhor adaptacdo na metodologia proposta, as NPs-Pd foram
mantidas em dispersdo em solvente organico tolueno.

Ao avaliar a capacidade de extragdo dos analitos observou-se que houve aumento
significativo (p<0,05) (Figura 3) na capacidade de extra¢do ao utilizar o método proposto
com NPs-Pd, quando comparada com a capacidade do método convencional. O modelo
convencional de extracdo € aquele onde os poros da membrana sdo preenchidos apenas com
solvente organico. De acordo com a andlise de varidncia, os resultados obtidos entre o
modelo convencional e o modelo proposto apresentam diferenca significativa (p<0,05), com
valor de F calculado maior que F critico, afirmando que a aplicacdo de NPs-Pd, quando
integrada a MMLLE, € uma promissora ferramenta para determinacdo de HPA em amostras

aquosas.
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Figura 6: Avaliacdo do desempenho de extracdo de HPA aplicando o modelo de

extracao convencional e proposto.
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A integracdo de nanomateriais utilizando membranas microporosas, ¢ denominada
pela literatura como microextracdo em fase solida e liquida. No presente estudo, a dispersao
de NPs-Pd em tolueno é mantida nos poros da membrana junto ao solvente organico
extrator, formando assim a fase receptora, com uma forte capacidade de adsor¢dao dos
analitos. Neste método de extracdo, os nanomateriais atuam como uma via adicional para o
transporte de solutos. O mecanismo de transferéncia do soluto da fase doadora para a fase
receptora envolve extracdes em fase liquida e em fase sélida, e a passagem dos compostos
de uma fase para outra € definida por mecanismo de difusdo. (YANG; CHEN; SHI, 2015).
A extracdo dos compostos organicos presentes na fase doadora ocorre porque a solubilidade
desses compostos é maior na fase organica quando comparada com a fase aquosa (fase
doadora). E com a presencga de nanoparticulas na fase receptora, os analitos podem migrar da
fase orgénica via interacOes de adsorcdo com as nanoparticulas, de modo que a concentra¢io
dos compostos na fase orgénica reduza, provocando uma perturbacdo no pré-equilibrio entre
as duas fases. Como resultado, os compostos come¢am a migrar em maior concentracao da
fase aquosa para a fase receptora para restabelecer o pré-equilibrio, resultando em uma
melhor eficiéncia de extragdo. Além dessas propriedades, os HPA apresentam em sua
estrutura elétrons m, proveniente da dupla ligacdo entre dtomos de carbono. A presenca

desses elétrons m tornam os HPA compostos com alta afinidade com nanomateriais, podendo
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realizar intera¢des n- m. Como resultado, a interagdo entre HPA e nanomateriais ¢ favorecida

(YANG; CHEN; SHI, 2015).
5.4 OTIMIZACOES DO METODO PROPOSTO

5.4.1 Otimizacao do solvente de extracao

A escolha do solvente de extracdo é de suma importancia para o desenvolvimento da
metodologia analitica, pois o solvente interage diretamente com o analito de interesse. O
solvente organico ideal deve apresentar imiscibilidade com a fase doadora (fase aquosa),
apresentar uma boa interacdo com a membrana e alta eficiéncia de extracdo e seletividade
para os analitos (HYDER et al.,, 2011). Os trés solventes organicos selecionados para
preencher os poros da membrana, como parte da fase receptora foram escolhidos a partir
desses critérios e avaliados de acordo com seus desempenhos na extragdo dos 16 HPA. O
solvente metanol foi utilizado como solvente de dessor¢do, o tempo de extracdo foi de 15
min sem a presenga de sal e a dessor¢@o foi realizada em banho ultrassonico por 15 minutos.
A fase doadora foi mantida em 10 mL e foram adicionados 150 uLL da mistura de 16 HPA a
10 mg L.

O grafico de superficie terndria Simplex Lattice (Figura 7) foi obtido através do
modelo matematico quadratico aplicado para interpretacdo dos dados. Através deste gréfico,
foi observada uma tendéncia no aumento da resposta analitica entre propor¢des de solvente
préxima de 100% (v/v) de 1-octanol. O coeficiente de determinacio (R? - 0,9944) indica que
99,44% dos dados estdo ajustados ao modelo matemdtico, portanto ndo apresenta falta de

ajuste.
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Figura 7: Superficie terndria Simplex Lattice obtida para otimizacdo do solvente de

extracao.
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Através da resposta analitica observada, optou-se por utilizar 1-octanol como
solvente de extracdo. O desempenho de extracdo observado para 1-octanol pode ser
justificado por sua longa cadeia linear de 4tomos de carbono, caracterizada como apolar, que
proporciona uma melhor interacdo com os analitos hidrofébicos. Por outro lado, o
substituinte hidroxila, caracterizado como polar, interage com as moléculas de 4dgua de
forma simultdnea. Além disso, a alta viscosidade e baixa solubilidade em &dgua desse
solvente garantem que ele permaneca imobilizado nos poros da membrana e ndo seja
disperso para a fase doadora durante o processo de extracdo (ESRAFILI et al., 2018).

Neste estudo, observou que compostos mais leves sdo extraidos mais facilmente
quando comparados com os HPA de maior massa. Mas a tendéncia de cada composto a ser

extraido ndo mudou com a variacdo de solvente.

5.4.2 Otimizacao do solvente de dessorcao

A escolha do solvente de dessorcdo deve considerar alguns fatores, como afinidade
com os compostos de estudo e compatibilidade com a técnica empregada na deteccdo
(GONZALEZ-PENAS et al., 2004). Os trés solventes organicos selecionados para realizar a
dessorcdo dos analitos da fase receptora foram escolhidos a partir desses critérios e
avaliados de acordo com seus desempenhos na dessor¢cdo dos 16 HPA. Os demais
parametros foram fixados, como o solvente de extragdo: 1-octanol; o tempo de extragdo: 15
min ¢ o tempo de dessor¢do: 15 min. A fase doadora foi mantida em 10 mL e foram

adicionados 150 uL da mistura de 16 HPA a 10 mg L' para esta otimizac@o.
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O grafico de superficie terndria Simplex Lattice (Figura 8) foi obtido por meio do
modelo matemdtico quadrético aplicado para interpretacdao dos dados. Através do gréfico,
foi observada uma tendéncia de melhor resposta analitica utilizando acetonitrila como
solvente de dessor¢do. O coeficiente de determinacdo (R? - 0,9914) indica que 99,14% dos

dados estao ajustados ao modelo matematico, portanto ndo apresenta falta de ajuste.

Figura 8: Superficie terndria Simplex Lattice obtida para otimizacdo do solvente de

dessorcao.
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O desempenho observado pelo gréfico de superficie terndria Simplex Lattice obtido
mostrou que acetonitrila, como solvente de dessor¢do, foi capaz de interagir com os analitos
de modo a estabelecer um equilibrio entre a fase receptora e o solvente orgédnico de
dessor¢do, permitindo a passagem dos analitos extraidos para o solvente organico para
posterior andlise cromatogrifica. A dessor¢do dos analitos foi realizada em banho

ultrassOnico para melhorar a eficiéncia de dessorcao dos 16 HPA avaliados neste estudo.

5.4.3 Planejamento experimental de otimizacao

O planejamento experimental através de superficies de respostas € possivel
aplicando-se planejamentos fatoriais para avaliar a tendéncia na influéncia significativa de
parametros da metodologia proposta. O planejamento € definido por matrizes, compostas
por diferentes niveis dos parametros em estudo. Através dos resultados desse planejamento é
possivel obter boas estimativas quanto a significancia dos parametros estudados.

Os resultados do planejamento experimental foram expressos pela resposta analitica

de dois grupos de compostos. O grupo 1 foi estabelecido pela média geométrica da drea dos
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picos dos compostos: naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno,
fluoranteno e pireno. E o grupo 2 foi estabelecido pela média geométrica da area dos picos
dos compostos: benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno,
benzo(a)pireno, indeno(1,2,3-cd)pireno, dibenzo(a,h)antraceno e benzo(g,h,i)perileno. Os
resultados foram expressos em dois grupos devido ao compartamento distinto entre os
compostos que compdem grupos diferentes e os compostos foram agrupados em um mesmo
grupo pelas caracterfsticas e propriedades semelhantes.

A influéncia significativa dos paramétros foi avaliada através dos graficos de Pareto,
além da influéncia individual de cada parametro, foram avaliados os comportamentos das
varidveis quando combinadas entre si, interacdes de segunda ordem. Para o grupo 1, quando
avaliados individualmente e interacdes em pares, todos o0s parametros apresentaram
influéncia significativa (p<0,05), com exce¢do para a combinacdo entre os trés parametros,
interacdo de terceira ordem.

De acordo com o grifico (Figura 9), a extracdo dos analitos € favorecida em
concentragdes baixas de sal (NaCl) e em maiores tempos de extracdo. O tempo de dessor¢ao
apresentou uma influéncia baixa sobre os resultados, porém significativa. Através das
superficies de respostas obtidas, é possivel perceber que o tempo de dessorcdo apresenta
bons resultados ao longo de todos os niveis estudados. E o comportamento na mudanga de
concentragdo de sal e no tempo de extracdo concluidos pelo grafico de Pareto é confirmado
pelas superficies de respostas (Figura 10), onde observou-se uma tendéncia em melhores
resultados com concentragdes de sal proximos a 5% (m/v NaCl) e tempos de extracdes

préoximos a 30 minutos.
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Figura 9: Gréfico de Pareto obtido para o planejamento experimental dos parametros

estatisticamente significativos do

grupo 1.
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Figura 10: Superficies de resposta obtidas pelo planejamento fatorial completo para o grupo
1.
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Para o grupo 2, os paramétros individuais, interacdes em pares € a combinagdo entre
os trés parametros apresentaram influéncia significativa. De acordo com o grifico de Pareto
(Figura 11), a extracdo dos analitos é favorecida em concentracdes altas de sal (NaCl) e em
maiores tempos de extracdo e dessor¢cdo. O comportamento apresentado é o oposto em
relagcdo ao grupo 1 quando comparadas as mudancas de concentracdo de sal e mudangas no
tempo de dessorcdo, ndo obstante, apenas o tempo de extracdo manteve a mesma tendéncia.
Os resultados observados pelo grifico de Pareto sdo confirmados pelas superficies de
respostas (Figura 12), onde observou-se uma tendéncia em melhores resultados com

concentragdes de sal proximos a 30% (m/v NaCl) e tempos de extragdo e dessor¢do

proximos a 30 min.
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Figura 11: Gréifico de Pareto obtido para o planejamento experimental dos parametros

estatisticamente significativos do grupo 2.
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Figura 12: Superficies de resposta obtidas pelo planejamento fatorial completo para o grupo
2.
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Os resultados apresentados para o grupo 1 e o grupo 2 com comportamentos
diferentes, pode ser justificado pelo tamanho das moléculas e o arranjo espacial. No grupo 1,
os HPA variam de 2 a 3 anéis aromaticos, com exce¢do ao pireno, que possul 4 anéis
aromdticos. Para o grupo 2, os HPA variam entre 4 a 5 anéis aromaticos. O tamanho da
molécula implica diretamente na sua difusdo até a fase receptora e na adsorcdo pelas NPs-
Pd. O comportamento do pireno foi semelhante aos compostos do grupo 1, o que pode ser
explicado pelo arranjo espacial dos 4 anéis aromdticos que estdo distribuidos de maneira a

ocupar 0 menor espagco em um mesmo plano e mantendo sua aromaticidade. Quando
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comparado ao pireno, pode-se observar que a distribuicao espacial dos 4 anéis do criseno e

do benzo(a)antraceno ocupam um maior espaco no mesmo plano (Figura 13).

Figura 13: Comparacao da distribui¢do espacial do Fenantreno, Pireno e Criseno.

A ; A - Fenantreno
B E - B- Pireno
C C - Criseno

Com base nos resultados apresentados no planejamento experimental estudado
através do planejamento fatorial completo 2, a concentracdo de sal foi otimizada optando-se
por um planejamento univariado para melhor compreensdo e discussdo dos resultados. E a
otimizacdo dos tempos de extracdo e dessorcao seguiu-se com planejamento de superficies

de respostas, optando-se por um planejamento Doehlert.

5.4.4 Otimizac¢ao da concentracao de sal

A partir dos resultados apresentados no planejamento experimental, a concentracao

do sal foi otimizada de forma univariada em tré€s concentragdes de NaCl: 0; 5 e 10% (m/v).
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Os resultados foram expressos pela resposta analitica de dois grupos de compostos. Os
compostos que pertencem a cada grupo foram distribuidos conforme o planejamento
experimental. Grupo 1: naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno,
fluoranteno e pireno (Figura 14). Grupo 2: benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, indeno(1,2,3-cd)pireno, dibenzo(a,h)antraceno e
benzo(g,h,i)perileno (Figura 15). Os resultados foram expressos por graficos de barra. O
solvente 1-octanol foi utilizado como solvente de extracdo e o solvente acetonitrila foi
utilizado como solvente de dessor¢do, o tempo de extracdo foi de 15 minutos e a dessor¢ao
foi realizada em banho ultrassonico por 15 minutos. A fase doadora foi mantida em 10 mL e
foram adicionados 150 uL da mistura de 16 HPA a 10 mg L.

Para o grupo 1, a presenca de sal ndo apresentou diferencas significativas, mesmo
com as mudancas na concentracdo. Para o grupo 2, a adicdo de sal em uma concentragdo de
5% (m/v) de NaCl aumentou a efici€éncia de extrac@o significativamente (p < 0,05) quando
comparada com a capacidade de extracdao sem adicdo de sal. E de acordo com a andlise de
variancia, os resultados obtidos para o grupo 2 entre as concentragdes de 0 e 5% (m/v) NaCl
apresentaram diferenga significativa (p < 0,05), com valor de F calculado maior que F

critico.

Figura 14: Gréfico de barras obtido pela otimizacao univariada da concentracdo de sal para

o grupo 1.
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Figura 15: Gréfico de barras obtido pela otimiza¢do univariada da concentracio de sal para
o grupo 2.
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O objetivo da otimizagdo da concentracdo de sal foi estabelecer uma condi¢do na
qual ambos os grupos fossem favorecidos, portanto, foi estabelecida a concentragao de NaCl
em 5% (m/v), onde para o grupo 1 ndo ocorreu aumento na eficiéncia de extragdo com
aumento da concentragdo, mas € possivel perceber um declinio na resposta analitica com
aumento da concentracdo. O grupo 2 foi favorecido pela presenca de sal, onde a adi¢ao de
5% (m/v) de NaCl aumentou o desempenho de extracdo dos analitos deste estudo.

A presenca de sal na solucdo doadora causa o efeito salting out, reduzindo a
solubilidade dos analitos em agua devido a presenca de fons Na* e CI” que sdo facilmente
solvatados por moléculas de agua (HASSEINE; MENIAI; KORICHI, 2009). E conhecido
que com aumento da massa molar de HPA a sua solubilidade em dgua reduz, entdo em uma
primeira analise o esperado seria que os HPA do grupo 2 apresentassem maior capacidade
de serem extraidos. Porém como a extracdo ocorre por difusdo e a mobilidade dos analitos
diminui com o aumento da massa molar e arranjo espacial, a capacidade de extracdo de HPA
de massa molar mais elevada também diminui. A adicdo de sal na solu¢do doadora
proporciona uma maior mobilidade dos compostos do grupo 2, devido as moléculas de dgua
estarem na esfera de hidratacdo dos ions salinos em maior quantidade que ao redor das

moléculas organicas, conseqiientemente, ocorre um aumento na eficiéncia de extragao.
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5.4.5 Otimizacao do Tempo de Extraciao vs Tempo de Dessorcao

A extracdo dos analitos ocorre por meio de transferéncia de massa requerendo um
periodo de tempo determinado, o que estd relacionado diretamente com o tempo necessario
para atingir o equilibrio entre a concentracdo dos compostos na fase aquosa e concentracao
na fase receptora, portanto, o tempo de extracdo se torna um fator importante ao qual deve
ser otimizado (MERIB; CARASEK, 2013). Do mesmo modo que para que ocorra a
dessorcao dos analitos € necessdario um determinado tempo para estabelecer um novo
equilibrio entre a fase receptora e o solvente de dessorcio (GONZALES-PENAS et al.,
2004). De modo a reduzir o nimero de experimentos, o tempo de extracdo e dessor¢ao
foram avaliados por meio de planejamento multivariado Doehlert, que combina o estudo
simultaneo de dois parametros. Neste estudo as interacdes entre as duas varidveis ndo foram
levadas em consideracdo por se tratarem de parametros executados em etapas diferentes no
delineamento experimental. Na execu¢cdo do planejamento, variou-se o tempo de extracao
(15 a 75 min) e o tempo de dessor¢do (10 a 50 min). O solvente 1-octanol foi utilizado como
solvente de extracdo e o solvente acetonitrila foi utilizado como solvente de dessor¢ao. A
concentragao de NaCl foi de 5% (m/v) e a fase doadora foi mantida em 10 mL e foram
adicionados 150 uL da mistura de 16 HPA a 10 mg L. A partir dos experimentos realizados

foi obtida uma superficie de resposta apresentada na Figura 16.

Figura 16: Superficie de resposta obtida pelo planejamento Doehlert para otimiza¢do do

tempo de extracdo e tempo de dessor¢ao.
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O grifico foi obtido através do modelo matematico quadrético aplicado para
interpretacdo dos dados. Através do grafico, foi observada uma tendéncia no aumento da
resposta analitica em tempos préximos a 70 minutos de extracdo e proximos a 30 minutos de
dessorcao. Estes resultados foram selecionados como valores 6timos de tempo de extragcdo e
dessorcdo. O coeficiente de determinaciio (R? - 0,8899) indica que 88,99% dos dados estdo
ajustados a0 modelo matemaético, portanto ndo apresenta falta de ajuste. De acordo com a
tendéncia observada na superficie de resposta, conclui-se que o equilibrio entre a fase
aquosa e a fase receptora nao foi atingido, o mesmo ocorreu para o equilibrio de dessor¢ao
entre a fase receptora e o solvente organico de dessor¢do, indicando que para ambos 0s casos
a extracdo e dessor¢do ocorreu através de um pré-equilibrio. Considerando tempos maiores,
a frequéncia analitica seria prejudicada, portanto optou-se por estabelecer 70 e 30 minutos

como valores 6timos de extragdo e dessorcao, respectivamente.

5.4.6 Condicoes Otimizadas do Método

Na etapa de extragdao as condicdes otimizadas foram o solvente extrator 1-octanol,
para preenchimento dos poros da membrana, a concentracio de NaCl onde foram
adicionados 5% (m/v) na fase doadora (amostra) e o tempo de 70 minutos de extragdo. A
taxa de agitacdo foi fixada em 500 rpm de acordo com a estratégia de extracdo e o volume
da fase doadora (fase aquosa) foi fixado em 10 mL. Na etapa de dessor¢ao as condigcdes
otimizadas foram o solvente de dessor¢c@o acetonitrila e o tempo de 30 minutos em banho

ultrassdnico para dessor¢cdo dos analitos, o volume de solvente foi fixado em 150 pL.

Tabela 6: Parametros otimizados para extra¢do de 16 HPA

Parametro Condicao 6tima
Solvente de Extracdo 1-octanol
Solvente de Dessor¢ao Acetonitrila
Concentragao de NaCl 5% (m/v)
Tempo de Extracao 70 min
Tempo de Dessorcao 30 min
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5.5 FIGURAS ANALITICAS DE MERITO

Os parametros de mérito avaliados por meio da curva analitica estdo apresentados na

Tabela 7. Os coeficientes de correlagdo apresentaram valores maiores ou iguais a 0,9839 o

que indica boa correlacao linear em todo a faixa linear de trabalho para todos os analitos. Os

limites de quantificacdo (LOQ) foram estabelecidos como sendo o valor de menor nivel de

concentracdo das curvas analiticas para cada analito. No presente estudo o LOQ para os 16

HPA foi de 5 pg L!. Os valores de limites de detecciio foram obtidos pelo valor de LOQ

dividido por 3,3.

Tabela 7: Limites de detec¢do e quantificacdo, faixas lineares de trabalho, coeficientes de

correlagdes lineares e equagdes lineares de 16 HPA

Faixa linear

Analito LOD LOQ de trabalho R Equacdo linear
(ugL™") (ugL™h (ng LY
Naftaleno 1,5 5,0 5-150 0,9990 y=8948x + 2684
Acenaftileno 1,5 5,0 5-150 0,9894 y=19239x + 41677
Acenafteno 1,5 5,0 5-100 0,9965 y=3165x-91910
Fluoreno 1,5 5,0 5-200 0,9905 y=22253x + 56623
Fenantreno 1,5 5,0 5-200 0,9910 y=15456x +7137
Antraceno 1,5 5,0 5-150 0,9839 y=6660x +27995
Fluoranteno 1,5 5,0 5-100 0,9884 y=11491x - 25839
Pireno 1,5 5,0 5-100 0,9970 y=11271x -52358
Benzo(a)antraceno 1,5 5,0 5-200 0,9980 y=1552x-891,4
Criseno 1,5 5,0 5-200 0,9970 y=1680x - 5213
Benzo(b)fluoranteno 1,5 5,0 5-200 0,9985 y=2008x -2495
Benzo(k)fluoranteno 1,5 5,0 5-100 0,9950 y=1728-6110
Benzo(a)pireno 1,5 5,0 5-200 0,9970 y=1621x-12753
Indeno(1,2,3-cd)pireno 1,5 5,0 5-200 0,9985 y=1279x — 11823
Dibenzo(a,h)antraceno 1,5 5,0 5-200 0,9955 y=2286x —22671
Benzo(g,h,i)perileno 1,5 5,0 5-200 0,9980 y=1490x — 12522
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Os ensaios de precisdo e exatidao foram realizados em amostra de dgua da Lagoa do
Peri, Florianopdlis, SC. A exatiddo do método foi expressa através da recuperagdo relativa
dos analitos. Inicialmente foi realizada uma extracdo na amostra aplicando-se o método
otimizado neste estudo para verificar a presenca de HPA e/ou possiveis interferéncias. Por
meio da andlise na amostra foi possivel concluir que nenhum analito avaliado foi encontrado
acima do limite de detec¢do do método e ndo foram encontrados compostos interferentes.

Os ensaios de precisdo intradia foram realizados utilizando 3 niveis de concentracio
da faixa linear de trabalho para cada analito. E a precisao interdia foi realizada utilizando 1
nivel de concentracdo para os 16 analitos. Os resultados foram expressos pelo desvio padrao
relativo (DPR %) da resposta analitica da extracdo realizada em triplicata para cada nivel de
concentragcdo, obtendo-se valores menores ou igual a 20%, considerados aceitavéis, de
acordo com os parametros estabelecidos pela AOAC (2016) para andlises tracos ou de
impurezas. A Tabela 8 apresenta os valores obtidos para cada analito nos ensaio de precisao.
A recuperagdo relativa dos anaitos foi estudada através de ensaios realizados em 3 niveis de
concentragdo da faixa linear de trabalho para cada analito. A Tabela 9 apresenta os valores

obtidos para cada analito para os ensaios de recuperagao.
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Tabela 8: Precisoes interdia e intradia na amostra de 4gua da Lagoa do Peri, Florianépolis, SC

Fortificacio Precisao Precisiao Fortificacio Precisao Precisao
Analito ( L_l(i interdia Intradia Analito ( L_f‘; interdia Intradia
He (%)n=9 (%)n=3 e (%)n=9 (%)n=3

5 10,30 13,63 5 19,90 4,31

Naftaleno 100 - 9,72 Benzo(a)antraceno 100 - 5,0

150 - 5,51 200 - 3,0
5 16,91 8,22 5 11,51 10,82

Acenaftileno 50 - 13,56 Criseno 100 - 8,82
150 - 1,73 200 - 8,65

5 19,46 10,50 5 11,70 9,74

Acenafteno 50 - 16,44 Benzo(b)fluoranteno 100 - 3,64
100 - 2,32 200 - 5,02
5 13,00 12,37 5 19,95 16,24
Fluoreno 150 - 0,30 Benzo(k)fluoranteno 50 - 18,32
200 - 4,70 100 - 17,56

5 16,55 5,96 5 18,42 9,6

Fenantreno 100 - 5,85 Benzo(a)pireno 100 - 6,4
200 - 2,57 200 - 14,49

5 13,83 7,33 5 19,72 8,64

Antraceno 75 - 10,65 Indeno(1,2,3-cd)pireno 100 - 1,93
150 - 13,93 200 - 11,59
5 11,23 10,79 5 10,19 11,60
Fluoranteno 100 - 7,43 Dibenzo(a,h)antraceno 100 - 10,02
200 - 10,40 200 - 11,21

5 8,81 6,86 5 17,24 6,70

Pireno 50 - 10,82 Benzo(g,h,i)perileno 100 - 9,78
100 - 1,39 200 - 10,11
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Tabela 9: Recuperacdes relativas obtidas na amostra de dgua coletada na Lagoa do Peri, Florian6polis, SC.

Analito Fortificacdo (ug L) Recuperacao (%) Analito Fortificacdo (ug L) Recuperacao (%)

5 60 5 111

Naftaleno 100 75 Benzo(a)antraceno 100 98
150 70 200 96
5 80 5 115

Acenaftileno 50 94 Criseno 100 98
150 77 200 68

5 91 5 72

Acenafteno 50 85 Benzo(b)fluoranteno 100 81
100 65 200 68

5 91 5 91

Fluoreno 50 88 Benzo(k)fluoranteno 50 71
150 73 100 77

5 87 5 96

Fenantreno 50 77 Benzo(a)pireno 100 74
100 73 200 51

5 82 5 20

Antraceno 50 82 Indeno(1,2,3-cd)pireno 100 40
100 84 200 36

5 94 5 22

Fluoranteno 50 62 Dibenzo(a,h)antraceno 100 37
100 55 200 33

5 126 5 22

Pireno 50 64 Benzo(g,h,i)perileno 100 36
100 57 200 37
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Os HPA naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno,
fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno e benzo(a)pireno apresentaram valores de recuperacdo de 51 a
126%. Os compostos indeno(1,2,3,cd)pireno, dibenzo(a,h)antraceno e
benzo(g,h,i)perileno ndo apresentaram boa recuperaciao, com valores menores ou igual a
37%, estes resultados podem ser atribuidos aos fatores relacionados com o equilibrio
termodindmico da extra¢do, como por exemplo a baixa difusd@o dos analitos em meio
aquoso, o que se deve as elevadas massas molares quando comparado aos HPA de
menor massa molar (NOKWETHEMBA, 2012). Essa tendéncia também é observada
com o aumento da concentracdo para a alguns HPA, com excecdo do naftaleno,
acenaftileno, benzo(b)fluoranteno e benzo (a) pireno que apresentaram valores de
recuperacdo semelhantes ao longo da faixa linear. Outro fator relevante na recuperagio
de HPA estd associado a matriz, pois os HPA sdo compostos com propriedades
hidrofébicas e em amostras ambientais tendem a serem adsorvidos por particulas em
suspensao. Portanto, a recuperacdo desses analitos pode ser prejudicada quando ha
presenca de materiais interferentes na matriz aquosa (TAROZO; FRENA;

MADUREIRA, 2010).
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6 CONCLUSAO

A metodologia analitica otimizada neste estudo explorando a técnica de extragcdo
liquido-liquido com membranas microporosas aprimorada com nanoparticulas de
palddio apresentou resultados promissores para a determinacdo de HPA em amostras
aquosas ambientais. A integracdo de nanoparticulas de palddio na fase receptora
resultou em um aumento satisfatério na efici€éncia de extracdo quando comparada a
técnica convencional que utiliza apenas solvente organico na fase receptora. A
metodologia desenvolvida também apresentou vantagens frente as técnicas de extracao
liquido-liquido tradicionais, como o reduzido uso de solventes organicos, apenas alguns
microlitros de solvente organico sdo utilizados durante o processo de extracdo e
dessorcao, e baixo volume de amostra. Essas caracteristicas tornam a técnica atrativa e
de facil aplicacdo, com bom custo beneficio e vantagens de acordo com os conceitos de
quimica analitica verde. A otimizacdo dos parametros de extracdo e dessorc¢ao
realizados em sua maioria com planejamento multivariado, com excecdo da otimizacao
da concentracdo de sal, permitiram reconhecer importantes interagdes estatisticamente
significativas entre os principais parametros avaliados, possibilitando uma melhor
identificacio da condi¢do Otima para cada parametro, através da reducdo de
experimentos. Os resultados apresentados em relacdo as curvas analiticas de 16 HPA
apresentaram boa linearidade e correlac@o entre as concentra¢des em toda a faixa linear
de trabalho para todos os analitos avaliados, com valores de R maiores ou igual 0,9839.
Os limites de detec¢do e quantificac@o alcangados para todos os compostos foram de 1,5
e 5 ug L, respectivamente. Foram obtidos valores aprecidveis de recuperacdes para
todos os analitos, com excecdo dos compostos indeno(1,2,3,cd)pireno,
dibenzo(a,h)antraceno e benzo(g,h,i)perileno, que apresentaram valores baixos de
recuperacoes. A aplicacdo da técnica em amostra aquosa da Lagoa do Peri,
Florianépolis, SC, ndo identificou nenhum dos 16 HPA acima do limite de deteccao do
método analitico. A técnica de extracdo liquido-liquido em membranas microporosas
aprimorada com nanoparticulas de paladio foi devidamente otimizada e validada, com
capacidade de extracdo de 16 HPA em amostras aquosas ambientais. Por fim, visa-se a

aplicacao desta metodologia analitica otimizada em diferentes matrizes ambientais.
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