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RESUMO

Neste trabalho foi apresentado o uso do biossorvente cortica como fase extratora no
desenvolvimento, validagao e aplicagcdo de 3 novas metodologias analiticas baseadas em
extragdo sortiva em disco rotativo (RDSE), sendo elas (i) a configuragdo classica, (ii)
uma modificagdo a RDSE original, e (iii) uma nova técnica de preparo de amostra que
apresenta uma potencial evolu¢cdo da RDSE. Estratégias de planejamento experimental
multivariadas e univariadas foram utilizadas em todas as otimizagdes. A configuragdo
original do disco rotativo comporta at¢ 5 mg de material sorvente em sua cavidade e
costuma requerer volumes superiores a 3 mL de solvente organico para a dessor¢do dos
analitos. No primeiro estudo, a cortica em p6 foi utilizada como sorvente e comparada
com CI8 e argila modificada com liquido i6nico (MMT-IL) na determinacdo de
parabenos por HPLC-ESI-MS/MS utilizando a RDSE cléssica para analise de aguas
superficiais. O biossorvente proposto, além de ter apresentado melhor eficiéncia
analitica em comparagdo as outras fases extratoras, possibilitou o uso 3 mL de uma
solug¢do de hidroxido de amonio pH 10 para a dessor¢dao dos analitos; adicionando um
segundo elemento verde a metodologia j& ambientalmente amigéavel. O segundo
trabalho propds uma modificagdo a configuracdo anterior da RDSE e possibilitou um
incremento de 500% de massa de corti¢a na cavidade do disco. Neste, a fase extratora ¢
utilizada em laminas em substituicdo ao po, permitindo a remocao da tampa do aparato
original e promovendo uma reducdo superior a 65% no volume do solvente de
dessor¢do. A nova configuracao foi utilizada no desenvolvimento de uma metodologia
de preparo de amostra de alta frequéncia analitica (5 minutos por amostra) para a
quantificagdo multiresiduo de 20 micropoluentes organicos por GC-MS em amostras de
aguas superficiais, apresentando LOQs entre 0,29 e 4,19 ug L. No terceiro e ultimo
capitulo deste trabalho, ¢ apresentada a utilizacdo da cortica como fase extratora em
uma nova técnica de preparo de amostra artesanal baseada em RDSE: a Extracdo em
Sorvente Rotativo (RSE). Esta configuracdo consiste na fabricagdo de discos do
material sorvente contendo uma barra de agitacdo magnética em seu interior, permitindo
a rotagdo controlada do disco sem a necessidade da estrutura de teflon. A RSE
possibilitou o uso de discos de cortica contendo 30 vezes mais cortica e 65% menos
solvente do que a técnica original. Em comparacdo ao segundo trabalho, apesar de
volume de solvente de dessor¢do ter permanecido inalterado, o aumento da quantidade
de cortica em até 430% contribuiu para o aprimoramento da detectabilidade do método.
Por fim, a RSE utilizando cortica como biossorvente foi aplicada para a determinagdo
por GC-MS de 5 pesticidas em amostras de dgua de lavagem de produtos hortifrati. Os
excelentes resultados obtidos indicam que a RSE pode ser utilizada como uma

promissora ferramenta analitica para o desenvolvimento de futuras metodologias.

Palavras-chave: Extragdo sortiva em disco rotativo, extragdo em sorvente rotativo,

cortica, cromatografia gasosa, cromatografia liquida, amostras aquosas.



ABSTRACT

In this work the use of biosorbent cork as extraction phase in the development,
validation and application of 3 new analytical methodologies based on sorting in rotary
disc (RDSE) was presented, being (i) the classical configuration, (ii) a modification to
RDSE original, and (iii) a new sample preparation technique that presents a potential
evolution of RDSE. Multivariate and univariate experimental planning strategies were
used in all optimizations. The original configuration of the rotating disk holds up to 5
mg of sorbent material in its cavity and usually requires volumes greater than 3 ml of
organic solvent for the desorption of the analytes. In the first study, cork powder was
used as sorbent and compared with C18 and modified clay with ionic liquid (MMT-IL)
in the determination of parabens by HPLC-ESI-MS / MS using classical RDSE for
surface water analysis. In addition to having better analytical efficiency in comparison
to the other extractive phases, the proposed biosorbent allowed the use of 3 mL of an
ammonium hydroxide solution pH 10 for the desorption of the analytes; adding a
second green element to the already environmentally friendly methodology. The second
work proposed a modification to the previous configuration of the RDSE and allowed a
500% increase of mass of cork in the disc cavity. In this, the extractive phase is used in
slides in substitution to the powder, allowing the removal of the lid of the original
apparatus and promoting a reduction of more than 65% in the volume of the solvent of
desorption. The new configuration was used in the development of a high frequency
analytical sample preparation methodology (5 minutes per sample) for the multiresidues
quantification of 20 organic micro-pollutants by GC-MS in surface water samples,
presenting LOQs between 0.29 and 4 , 19 pg L!. In the third and final chapter of this
work, the use of cork as extraction phase is presented in a new technique for the
preparation of an artesian sample based on RDSE: Rotative Sorbent Extraction (RSE).
This configuration consists of manufacturing disks of the sorbent material containing a
magnetic stir bar inside it, allowing controlled rotation of the disc without the need for
the teflon structure. RSE allowed the use of cork disks containing 30 times more cork
and 65% less solvent than the original technique. In comparison to the second work,
although the desorption solvent volume remained unchanged, the increase in the amount
of cork up to 430% contributed to the improvement of the detectability of the method.
Finally, RSE using cork as biosorbent was applied for GC-MS determination of 5
pesticides in samples of washing water of vegetables. The excellent results indicate that
RSE can be used as a promising analytical tool for the development of future
methodologies.

Keywords: Rotating disk sorptive extraction, rotating sorbent extraction, cork, gas
chromatography, liquid chromatography, aqueous samples.
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1. INTRODUCAO

A globalizacdo e o desenvolvimento econdmico cresceram fortemente nas
ultimas décadas, sendo necessario melhorar os processos industriais e agricolas para
suprir as necessidades do aumento populacional. No entanto, o consumo de recursos e
geracdo de residuos decorrentes dos avangos tecnologicos vém causando impactos
consideraveis nos recursos naturais. Além disso, toneladas de produtos de uso diério,
como cosméticos e farmacos sdo utilizados e posteriormente descartados diretamente na
redes de esgoto. Devido a dificuldade de se ter um tratamento adequado, esses residuos
ou metabolitos acabam por contaminar solos, dgua e ar atmosférico.

A 4gua ¢ um recurso natural inestimdvel pois ¢ responsavel pela
manuteng¢do de ciclos bioldgicos, geoldgicos e quimicos do planeta. Além de ser recurso
estratégico no desenvolvimento e manuten¢ao econdmica. Para que seja possivel manter
esse recurso fundamental, diversas metodologias sdo constantemente desenvolvidas
visando o controle ¢ a manutengao dos recursos hidricos.

Mesmo com os constantes avangos nas tecnologias de instrumentacdo
analitica (particularmente proeminentes nas ultimas décadas), metodologias capazes de
garantir a adequacgdo da amostra ao equipamento e detectar niveis tragos ainda requerem
uma etapa de preparo de amostra. Isso porque essa etapa € responsavel por, além de pre-
concentrar, garantir resultados confidveis independentemente da matriz complexa em
que a metodologia for aplicada.

Diversas técnicas de preparo de amostra foram apresentadas, desenvolvidas
e aplicadas nos ultimos trinta anos, sempre visando simplificacdo, redugdo do uso de
solventes organicos e de geracdo de residuos — limitacdes das técnicas cléssicas
amplamente utilizadas.

A microextragdo em fase solida (SPME, do inglés solid phase
microextraction) surgiu com a vantagem por ser rdpida, ter poucas etapas de
manipulacdo e um alto fator de enriquecimento. Porém, sua limitagdo ¢ a quantidade de
fase extratora contida nas fibras. Aproximadamente 10 anos mais tarde, a extragdo
sortiva em barra de agitacdo (SBSE, do inglés stir bar sorptive microextraction) foi
desenvolvida. A SBSE ¢ capaz de fornecer limites de quantificacdo mais baixos quando
comparado a SPME devido as maiores quantidades de material extrator que podem ser
utilizadas. Entretanto, longos tempos de extracdo sdo requeridos, uma vez que altas

velocidades de agitagdo ndo podem ser aplicadas sem danificar a barra extratora.
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Com a finalidade de contornar esse viés, em 2009 Richter e colaboradores
desenvolveram a extracdo sortiva em discos rotativos (RDSE do inglés, rotating disc
sorptive extraction). Inicialmente, a técnica RDSE foi utilizada para a determinagdo de
nonilfenol, confirmando que o aparato ¢ capaz de permitir velocidades de agitagdo mais
elevadas, diminuindo os tempos de extracao.

Apesar de a extracdo sortiva em discos rotativos ja ter sido utilizada no
desenvolvimento de diversas metodologias nos ultimos 10 anos, a técnica foi
minimamente explorada quanto ao seu uso com biossorventes. Além disso, algumas
dificuldades da técnica podem ser facilmente observadas, principalmente com relagao
ao tamanho do aparato. Dessa forma, o objetivo desse trabalho ¢ o desenvolvimento de
metodologias baseadas em extracdo sortiva com diferentes configuragdes a partir da
técnica de RDSE cléssica utilizando a cortica em diferentes formas como pd, lamina e

disco para a determina¢do de contaminantes organicos em matrizes aquosas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. TECNICAS DE PREPARO DE AMOSTRA

O desenvolvimento de métodos de andlise tornou-se cada vez mais
desafiador nos ultimos anos devido a requisitos muito exigentes em termos de
confiabilidade, sensibilidade, velocidade de andlise e reprodutibilidade do método. O
objetivo da metodologia analitica quantitativa ¢ fornecer uma determinacdo precisa e
confidvel da quantidade de um analito, geralmente um medicamento ou um metabolito,
contaminante emergente ou poluidor em diversos tipos de amostras complexas (NIU et
al., 2018).

Entretanto, os efeitos de matriz que interferem na analise, baixa
concentragdo de analito e incompatibilidade com o instrumento analitico faz com que a
maioria das metodologias necessite de um preparo da amostra antes da andlise
instrumental (SOLTANI, 2014). Isso porque, embora as atuais instrumentagdes estejam
altamente seletivas e sensiveis (por exemplo, o espectrometro de massas equipado com
triplo quadrupolo) e sejam menos exigentes em relagdo as limpezas das amostras, os
componentes da matriz presentes nos extratos injetados geralmente tém um efeito
negativo no desempenho analitico (isto ¢, o efeito matriz) do sistema de separacgdo e
detec¢do cromatografica (MADEJ; KALENIK; PIEKOSZEWSKI, 2018). Na maioria
dos casos relatados na literatura, o efeito de matriz pode causar variagdes de 20 a 50%
na quantificacdo dos analitos (DEME et al., 2014)(HAN et al., 2016); no entanto, para
algumas matrizes os valores podem ser consideravelmente maiores, como para o caso
de quantificagdo de pesticidas, apresentando o efeito de matriz algumas dezenas acima
de 100% (KOESUKWIWAT et al., 2010).

Dessa forma, o preparo de amostras protege o instrumento analitico de
possiveis danos além de fornecer um aprimoramento da seletividade e sensibilidade da
andlise. Isso porque, o preparo de amostra ¢ de extrema importancia para obter os
compostos de interesse em uma solug¢do de inje¢do adequada a instrumentagdo e capaz
de fornecer resultados confidveis e precisos. No geral, o preparo de amostra tem
objetivos substanciais para realizar antes da inje¢do da amostra; sdo eles: (KOHLER;
SCHAPPLER; RUDAZ, 2013):

(1) reduzir ou eliminar interferéncias da matriz ou compostos endéogenos
indesejaveis;

(2) aumentar a seletividade do(s) analito(s) alvo(s);

(3) pré-concentrar a amostra para melhorar a sensibilidade;
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(4) estabilizar o analito reconstituindo-a em um solvente inerte.

A extragdo ¢ a estratégia mais comum em procedimentos analiticos de
preparo de amostra para isolar, limpar e pré-concentrar analitos de uma determinada
matriz, de modo a permitir a sua compatibilidade com a separagdo analitica e/ou
instrumentagdo de deteccdo. Nas técnicas de extracdo, o material extrator entra em
contato com a matriz da amostra e os analitos sdo transportados entre as duas fases. Os
protocolos tradicionais de preparo de amostra geralmente envolvem a extragdo
exaustiva de analitos da matriz, o que ¢ obtido particionando os analitos em solventes
liquidos adequados ou sorventes solidos (REYES-GARCES et al., 2018). Em técnicas
exaustivas, como extracdo liquido-liquido (LLE, do inglés liquid-liquid extraction) ou
extragdo em fase solida (SPE, do inglés solid phase extraction), a razdo de fase
extratora e amostra ¢ significativamente maior do que em abordagens de microextragao
e as geometrias sd3o mais restritivas para garantir a transferéncia quantitativa eficiente de
analitos. O objetivo da extra¢do exaustiva em técnicas tradicionais ¢ alcangar alta
sensibilidade e permitir o uso de métodos de calibragdo diretos validados pela
recuperagdo de picos. Dessa forma, tradicionalmente essas técnicas tém sido altamente
empregadas — inclusive em metodologias oficias (MADEJ; KALENIK;
PIEKOSZEWSKI, 2018).

Porém essas técnicas sofrem com algumas limitagdes e desvantagens, como
o consumo de grandes volumes de amostras e solventes organicos (na maioria das vezes
toxico ao usudrio e a0 meio ambiente), e o alto tempo de trabalho manual (necessitando
repetir varias vezes a mesma etapa), o que aumenta o tempo total de analise.

Nesse sentido, técnicas de microextragdo foram introduzidas nas ultimas
décadas com o objetivo de reduzir ou eliminar essas desvantagens (CHISVERT;
BENEDE; SALVADOR, 2018). Em principio, a microextragio pode ser definida como
um método de extracdo no qual o extrator (liquido ou so6lido) possui um volume
substancialmente menor (tipicamente <100 pl ou <100 mg) em comparagdo com a
amostra (> 1 mL); dessa forma, em equilibrio, a fracdo extraida do analito ¢
frequentemente desprezivel (ou ndo-exaustiva) (REYES-GARCES et al., 2018). Assim,
essas técnicas apresentam vantagens interessantes sobre as técnicas convencionais
mencionadas anteriormente, sendo possivel remover etapas adicionais de limpeza (que
podem significar perda de analito e tempo adicional de trabalho) além de reduzir o
consumo de solventes organicos de mililitros para apenas alguns microlitros
(melhorando a seletividade e os fatores de enriquecimento). Pelo fato dessas técnicas

de microextracdo terem ganhado popularidade nos ultimos 20 anos, algumas delas
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podem ser consideradas bem estabelecidas, possibilitando sua aplicabilidade em
andlises de rotina e sendo implementadas em laboratérios analiticos oficiais para o
monitoramento da vigilancia ambiental de diferentes contaminantes emergentes
(CHISVERT; BENEDE; SALVADOR, 2018).

De acordo com o tipo de meio de extragdo, as técnicas de microextracao
podem ser classificadas em dois grupos: técnicas de microextragdo baseadas em

sorventes ou solventes.

2.1.1 Microextracio em Fase sélida

A primeira técnica proposta foi a microextragdo em fase solida (SPME, do
inglés solid phase microextraction) em 1990 (ARTHUR; PAWLISZYN, 1990), e desde
entdo sua utilizagao tem sido crescente devido a algumas caracteristicas interessantes da
técnica. A SPME ¢ mais simples e rapida do que as técnicas tradicionais apresentando
menor manuseio da amostra e minimizando a introdugdo de erros. Ela ¢ uma técnica
com baixo uso de solventes (diminuindo os residuos em laboratério) e concentra o
analito pela razdo favoravel entre o volume da amostra e o volume da fase extratora
(AUGUSTO et al., 2000). Deve-se enfatizar que, apesar de seu nome, a tecnologia
SPME néo é uma versio miniaturizada da SPE (REYES-GARCES et al., 2018). Ao
invés disso, ela ¢ uma tecnologia de extragdo com taxa de difusdo controlada que
oferece o enriquecimento eficiente do analito a partir de uma variedade de matrizes
usando diferentes modos de utilizagdo dos dispositivos de acordo com a sua aplicagdo
(MIRNAGHTI et al., 2013)(BOYACI et al., 2015).

O dispositivo basico de SPME (Figura 1) consiste em um suporte na forma
de um bastdo recoberto com filmes de no maximo 100 um de espessura de sorventes.
Os mais utilizados sdo polidimetilsiloxano — PDMS, poliacrilato — PA, Carboxen® —
CAR e resina poliestireno-divenilbenzeno — DVB (MESTER; STURGEON;
PAWLISZYN, 2001). A Figura 1 representa uma fibra comercial em que o

recobrimento tem espessura de 100 um.
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Figura 1 - Dispositivo comercial da fibra de SPME: (a) Posi¢do com a fibra
retraida na agulha, (b) posicdo com a fibra exposta. No detalhe sdo mostradas as
dimensdes tipicas da fibra comercial com recobrimento de PDMS com 100 pm de

espessura.

(a) (b) Tubo de fixaqéo
da fibra (interno
ao hipodérmico)

Suporte
de
borracha \l
Mola
Il Tubo hipodérmico
f (agulha)
| I ——
k 10 mm
Fibra Fibra } l
retraida exposta —

300 pm

Fonte: (BORGES; FIGUEIREDO; QUEIROZ, 2015).

Ha duas maneiras de expor a fibra de SPME para realizar a extra¢do. No
modo em que a fibra ¢ colocada diretamente na amostra (modo de extragdo direta) e no
espaco confinante da fase de vapor — headspace (modo de extracdo através do
headspace). A extensdo da extragdo depende da particdo ou adsorcdo da espécie de
interesse entre a fase extratora e a matriz contendo o analito. Em ambos os casos as
moléculas dos analitos migram pela matriz até o recobrimento da fibra. Para
recobrimentos como PDMS, em que o mecanismo de extragdo atua por parti¢do, as
moléculas cruzam a interface solvente/matriz se difundindo pelo filme de recobrimento.
Para os processos de extracdo por adsor¢ao (DVB/PDMS e Carboxen®, por exemplo)
os analitos sdo retidos por sitios ativos na superficie do recobrimento ou no interior dos
poros onde penetram por difusdo. Nos dois casos a extracdo ocorre até que haja um
equilibrio entre o analito remanescente na amostra, o analito extraido presente na fibra e
o analito presente no headspace em contato com a amostra. Independentemente de o
modo de extragdo ser direto ou por headspace, o modelamento tedrico considera a
distribuicao dos analitos entre as trés fases. Isso ocorre porque, mesmo quando a fibra é
exposta por imersao direta — e para isso o frasco ¢ preenchido o maximo possivel com a
amostra — had presenga de um headspace minimo préximo a tampa.(PAWLISZYN,
1997).
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O tempo necessario para que o equilibrio de distribuicao dos analitos entre a
amostra, fibra e o headspace seja atingido depende da velocidade em que os analitos
migram pelas interfaces. Se ndo houver agita¢do no sistema o processo de transferéncia
de massa ird ocorrer apenas por difusdo. Os analitos presentes na amostra se difundem
através dela até a interface amostra:headspace ou amostra:fibra e, quando atingem,
cruzam a interface e comecam a difundir na nova fase. As taxas de difusdo dos analitos
dependem dos seus respectivos coeficientes de difusdo, os quais por sua vez dependem
do volume molar do analito (moléculas pequenas tendem a difundir mais rapidamente);
da viscosidade (quanto mais viscosa a fase, mais lenta a difusdo) e da temperatura (a
taxa de difusdo aumenta, conforme aumenta a temperatura do sistema). Atingir o
equilibrio de distribuicdo do analito na pratica necessitaria de tempos de extragdo
extremamente longos (BORGES; FIGUEIREDO; QUEIROZ, 2015).

O transporte de moléculas de analito no interior da amostra pode ser
acelerado se for utilizada uma agitagdo mecanica externa. Isso porque quanto mais
rapida for a agitacdo do meio mais rdpida é a convecgdo e, como consequéncia, 0O
equilibrio da extra¢do ¢ mais rapidamente atingido. Porém mesmo com uma agitagao
intensa, e considerando uma convecg¢ao rapida o suficiente para o tempo de transito dos
analitos ser desprezivel pela fase, ainda temos como fator limitante a difusdo dos
mesmos pelo filme de recobrimento da fibra. Dessa forma, quanto mais espesso for o
filme de sorvente, mais lentamente ¢ dado o equilibrio. Esses casos podem ser
observados quando as matrizes sdo gasosas, isso porque a convec¢do e difusdo pelo
meio sdo extremamente rapidas. Em matrizes aquosas o tempo necessdrio para o
transporte do analito pelo meio ndo é desprezivel mesmo com forte agitacdo. A por¢ao
da matriz em contato direto com a superficie da fibra fica estagnada e ndo ¢ agitada da
mesma forma que o restante da amostra. Essa regido ¢ conhecida como camada-limite
(do inglés, boundary layer) sendo que quanto menor for a espessura dessa camada, mais
rapida ¢ a difusdo e, consequentemente, menor o tempo para se atingir o equilibrio
(REYES-GARCES et al., 2018) (PAWLISZYN, 1997).

A extragdo também pode ser facilitada alterando alguns parametros. Para a
SPME as principais condigdes operacionais que podem ser otimizadas e em seguida
selecionadas sdo (ARTHUR et al., 1992):

(1) Selecio da fibra — levando em consideracdo a seletividade do
recobrimento e a afinidade dos analitos pelo material: para espécies hidrofobicas e de
baixa polaridade sdo preferidas fibras recobertas com material também de baixa

polaridade, como o PDMS. Para espécies com maior polaridade, materiais como
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poliacrilato (PA) melhoram o mecanismo de extragdo. Uma maior espessura do
recobrimento, como ja discutido acima, faz com que a extracdo e dessor¢do demandem
de mais tempo, porém fornecem uma maior eficiéncia de extragdo — uma vez que uma
maior quantidade de analitos pode migrar para a fibra. Dessa forma, ¢ necessario definir
a necessidade de otimizar uma técnica mais rdpida ou com menores limites de
deteccao(SANTOS; GALCERAN; FRAISSE, 1996).

(2) Selecao do modo de operagdo: o modo headspace € o mais utilizado pois
pode ser aplicado a matrizes complexas, como amostras biologicas e sedimentos,
apresentando bons resultados de extra¢do sem expor a fibra a risco de dano. O modo de
imersao direta (em que a fibra é exposta diretamente na amostra) ¢ utilizado apenas para
analitos com baixas pressdes de vapor.

(3) Tempo de extragdo: o ideal deve ser trabalhar com o tempo de extragao
maior ou igual ao tempo de equilibrio, ou seja, quando a extragdo atingir um efeito
platd. Porém nem sempre ¢ possivel utilizar essa condi¢do, uma vez em que alguns
casos esse tempo ¢ extremamente longo e inviavel na pratica de laboratorio.

(4) Temperatura de extracdo: com o aumento da temperatura a taxa de
transferéncia de massa entre as fases aumenta e, portanto, o equilibrio ¢ mais
rapidamente atingido. Porém, assim como os outros parametros, deve-se otimizar
experimentalmente uma vez que o aumento da temperatura também reduz a massa
transferida do /eadspace para a fibra (GLAUCIA F et al., 2004).

(5) Adigao de sal e tampao: presenga de eletrdlitos fortes € o pH do meio
podem afetar o equilibrio do sistema. Isso pelo efeito conhecido como salting out que
na presenca de cations e anions diminui a solvatacdo dos analitos pela amostra. Isso
facilita a atividade dos analitos e aumenta a eficiéncia da extracdo (GLAUCIA F et al.,
2004).

A aplicacdo da SPME nas tltimas décadas tem crescido grandemente, sendo
possivel utilizar a técnica para matrizes extremamente complexas como amostras
ambientais (SOUZA-SILVA et al., 2015a), alimenticias (SOUZA-SILVA et al., 2015b)
e biologicas (SOUZA-SILVA; GIONFRIDDO; PAWLISZYN, 2015). Mesmo assim
existem algumas limita¢des quanto a técnica principalmente devido ao pequeno volume

de revestimento utilizdvel e a dificuldade de aplicagdo para analitos polares.

2.1.2 Extracio Sortiva em Barras de agitacao

Em 1999 a extragdo sortiva em barras de agitacdo (SBSE, do inglés stir bar

sorptive microextraction) foi proposta na literatura e patenteada como Twister® logo
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apos sua introdugdo, completando atualmente 20 anos de comercializacdo
(BALTUSSEN et al., 1999). A técnica ¢ derivada da SPME, seguindo os mesmos
principios, porém tem uma configurac¢do capaz de utilizar quantidades de sorvente de 50
a 250 vezes maiores, fornecendo assim um aumento na sensibilidade quando comparado
com a SPME (B. BALTUSSEN; CRAMERS; SANDRA, 2002). O sistema de extragao
¢ baseado em um processo de agitacdo gerado pela barra magnética formando assim um

remoinho (Figura 2).

Figura 2 - Representagdo esquematica da (a) barra de SBSE comercialmente conhecida
como Twister® (b) modos relativos a extragdo sendo 1- Frasco de amostragem; 2- HS;
3- Vortex; 4- Amostra; 5- Barra de agitagdo magnética em Teflon; 6- Barra de agitacio
de SBSE.

PDMS

Vidro | Material magnético

[
T

o,

HS-SBSE SBSE
Fonte: (NOGUEIRA, 2012)

Assim como a SPME, em SBSE héd dois modos de extragdo, sendo um
headspace e um de imersao direta. No modo headspace a barra ¢ suspensa com auxilio
de um suporte de arame preso ao septo, sendo necessdria assim a utilizagdo de uma
segunda barra de agitacdo magnética no fundo do frasco para promover a convecgdo na
amostra. No modo de imersdo direta a propria barra de agitacdo ¢ recoberta realizando
assim a extracdo e agitagdo, ndo sendo necessaria a adi¢do de uma segunda barra.

As etapas que necessitam de otimizacao sdo diferentes da SPME visto que a
técnica apresenta diferente configuragdo. Os parametros de sele¢do do material e modo
de imersdo, adi¢do de sal, alteracdo de pH e tempo sdo otimizados assim como na

SPME, porém a temperatura e agitacio devem ser estudadas visando encontrar uma
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situagdo compromisso, uma vez que altas temperaturas e agitagdo podem danificar a
barra (DAVID; OCHIAI; SANDRA, 2019).

As primeiras aplicagdes da SBSE foram utilizando PDMS como fase
extratora para solutos com log P maior que 3, sendo obtidos resultados sensiveis na
determinagdo de compostos odoriferos em vinho (WEN et al., 2018), poluentes em soro
humano (BOGGESS et al.,, 2014), desreguladores endoécrinos em leite materno
(RODRIGUEZ-GOMEZ et al., 2014), entre outras aplicagdes ambientais e alimenticias.
O PDMS tem carateristicas Uinicas, como baixa temperatura de transi¢ao vitrea, perfil de
sangramento muito baixo em altas temperaturas (permitindo o condicionamento
adequado) e excelente difusividade e permeabilidade. Porém, embora as metodologias
apresentassem Otimos resultados, eram focadas na extragdo de analitos ndo polares ou
moderadamente apolares. Com isso, utilizando as mesmas condicdes, a técnica era mais
sensivel que a SPME, porém ndo solucionava a limitagdo para aplicagdo em analitos
polares (LUCENA, 2012).

Dessa forma, o fator limitante da SBSE classica sdo os baixos resultados de
recuperagdo de analitos altamente polares (log Kow <2) quando aplicadas as barras de
agitacdo de PDMS para a extracdo. Por isso, diferentes métodos de derivagdo foram
aplicados para aumentar a hidrofobicidade dos analitos e, assim, aumentar o valor do
log P. Ao longo dos anos, outros materiais de revestimento foram avaliados e/ou
desenvolvidos para maior extragdo de compostos mais polares. O surgimento de
técnicas utilizando revestimentos caseiros, como monolitos, espumas de poliuretano ou
outros polimeros sdo usados principalmente em combinagdo com a dessor¢do liquida.
Com essas modificagdes novas metodologias foram desenvolvidas para determinagao de
fenois (CACHO et al., 2013), aldeidos (GILART et al., 2013) e tidis (CACHO et al.,
2014). Alternativamente, dois outros métodos aplicando as barras de agitagdo PDMS
foram recentemente desenvolvidos para estender a aplicagdo da SBSE para mais solutos
polares: SBSE assistida por solvente (SA-SBSE) e extragdo sortiva em barra de agitagdo
associada a congelamento (ICECLES) que ¢ baseado na concentragdo de congelamento
(DAVID; OCHIAIL SANDRA, 2019).

Outro problema associado a técnica SBSE, e relacionado com sua
configuracdo, ¢ o dano causado pelo contato direto do material sorvente com o fundo do
frasco de amostra (LIU et al., 2005). Visando eliminar esse problema Richter et al.
propuseram em 2009 uma técnica em que, ao invés da barra, um disco magnetizado era
utilizado simultaneamente no processo de agitagdo e extracdo, sem que a fase extratora

tivesse contato com o frasco.
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2.1.3 Extracao Sortiva em Discos Rotativos (RDSE)

A técnica de extracdo sortiva em discos rotativos (RDSE, do inglés rotating
disk sorptive extraction) surgiu como uma nova configuracdo permitindo imobilizar o
PDMS com uma maior area de superficie em contato com a amostra. Essa configuragao
apresenta a maior vantagem da técnica gerando melhores resultados de extracdo e
concentragdo dos analitos comparado a técnicas como SBSE (RICHTER et al., 2009).
Além da maior area, a fase extratora ndo fica em contato com o fundo do frasco, dessa
forma altas velocidades podem ser aplicadas sem danificar e prejudicar o disco extrator,
facilitando assim a transferéncia de massa do analito para a superficie do PDMS.

A primeira configuragdo da RDSE surgiu em 2009 sendo representada na
Figura 3.

Figura 3 - Primeira configuracdo da RDSE:

sorvente

barra magnética

disco de teflon

amaostra aquosa

agitador
magnético

Fonte: Adaptado de (RICHTER et al., 2009).

O dispositivo de extragao consiste em um disco de Teflon no qual uma barra
de agitacdo magnética foi incorporada no interior. Na superficie superior foi aderida
fase de PDMS utilizando silicone. O disco ¢ conduzido por um agitador magnético
comum de laboratdrio. No trabalho pioneiro, além dos testes de extragdo com os discos,
foi realizado um estudo de comparagdo da RDSE com barras de SBSE revestidas
também com PDMS. A capacidade de extragdo utilizando os discos e a recuperacao do
analito apresentaram melhores resultados uma vez que pela maior agitagdo dos discos a
transferéncia de massa do analito foi facilitada. Além disso, como a fase da superficie

ndo ¢ danificada ¢ possivel reutilizar disco por pelo menos 50 experimentos. Outra
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vantagem ¢ a facilidade na troca do filme de PDMS por outras fases com maior
interacdo pelo analitos alvo.

Assim como as outras extragdes utilizando fase sélida a recuperagdo pode
ser descrita em termos de recuperacao:

Ko/w/ﬂ

Recuperacao =
PERSO Tk /B

(1)

Onde g corresponde a relacdo de volume entre amostra e a fase de PDMS.

A recuperacgdo tedrica para o analito deve ser proxima de 100% com base no volume da
amostra e de PDMS. Levando em considerag@o que a transferéncia de massa do analito
através da camada estagnada em contato com a superficie da pelicula PDMS ¢ o passo
determinante da velocidade para a sua extragdo, a agitagdo eficiente da amostra que
entra em contato com a fase PDMS ¢ obrigatdria para alcangar o equilibrio da parti¢do o
mais rapido possivel. As observagdes anteriores sobre a particdo de compostos
organicos entre PDMS e agua sugerem que a transferéncia global de massa de
compostos organicos de baixa polaridade ndo estd limitada pela difusdo interna no
PDMS, mas pela difusio na camada aquosa estagnada (MAYER et al,
2005)(RICHTER et al., 2009).

A primeira variavel estudada para a configuragdo do disco foi a velocidade
de agitagdo, por se tratar de uma limitagdo da SBSE. Dessa forma, o efeito da
velocidade de agitagdo foi avaliado em termos de quantidades extraidas de nonilfenol,

como pode ser observado na Figura 4.
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Figura 4 - Efeito de velocidade de rotacdo na quantidade extraida de nonilfenol. As
extragdes foram feitas utilizando PDMS e a partir de uma solugdo de amostra de dgua

de 250 mL adicionada com analito a 10 g.L! e tempo de extragdo: 20 min.
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Fonte: Adaptado de (RICHTER et al., 2009)

Conforme observado na Figura 4 a resposta da RDSE ¢ de acordo com o
comportamento previsto teoricamente. Com o aumento da velocidade de agitacdo o
sinal relativo de nonilfenol aumenta significativamente. A influéncia da camada limite
diminui com o aumento da agitacdo e sua relacdo com o tempo de equilibrio do analito
entre a amostra ¢ a fase sorvente pode ser teoricamente compreendida através da

equacao:

30K, P
f = d7t ()
] D (2)

Onde ¢ ¢ a espessura da camada limite, D ¢ o coeficiente de difusdo da
solugdo da amostra, t. ¢ o tempo de equilibrio, Ks € o coeficiente de distribui¢do do
analito entre a fase PDMS e a solugdo e P; é a espessura da fase PDMS.
Consequentemente, a redu¢do da camada limite pelo aumento da velocidade de rotacao
do disco facilita a extracdo uma vez que o tempo de equilibrio diminui. Testes
experimentais realizados no mesmo trabalho e apresentados na Figura 5 demostram que
utilizando uma rotagdo de 1250 rpm o equilibrio ¢ atingido apdés 20 minutos de

extracao.
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Figura 5 - Efeito do tempo de extragdo na quantidade extraida de nonilfenol. As
extragdes foram feitas utilizando PDMS e a partir de uma solugdo de amostra de dgua

de 250 mL adicionada com analito a 10 g.L!. Velocidade de rotagdo: 1250 rpm.
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Fonte: Adaptado de (RICHTER et al., 2009).

A maior vantagem da técnica de extragdo sortiva em discos rotativos ¢ a
possibilidade de aplicar grandes velocidades de agitacdo sem comprometer a fase
extratora. Em trabalhos SBSE, nas mesmas condigdes, foram necessario 60 minutos
para extrair nonilfenol em amostras de dgua (KAWAGUCHI et al., 2004) ao invés de
20 minutos necessarios para a RDSE — diferenca observada devido as diferencgas de
configuracdo das técnicas.

Outra variavel importante para o enriquecimento dos analitos ¢ a quantidade
de fase extratora. De acordo com a Equacdo (2) filmes mais espessos aumentam o
tempo de equilibrio, porém influenciam positivamente na taxa de extragdo. Para
comportar maiores quantidades de fase, uma segunda configuracio do disco foi

desenvolvida em 2014, sendo apresentada na Figura 6.
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Figura 6 - Segunda configuragdo RDSE
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Fonte: (CANAS; VALDEBENITO; RICHTER, 2014)

Nesta abordagem, o dispositivo de extracdo RDSE consiste em um disco de
Teflon, com uma cavidade que ¢ preenchida com uma fase de sorvente comercial
selecionada de acordo com a polaridade do analito. Para evitar a perda do sorvente, a
cavidade ¢ coberta com um filtro de fibra de vidro ou celulose e selada com um anel de
Teflon. A vantagem dessa nova configuracdo ¢ a possibilidade de utilizar a fase de
extracdo em maior quantidade e dispersa no interior da cavidade. Aumentando assim a
quantidade extraida de analito e facilitando o equilibrio de transferéncia de massa
devido ao material disperso em contato com a amostra — que pela alta agitacao ¢ sempre
renovada e tem a camada limite reduzida.

Em uma década de aplicacdo da técnica de RDSE, varios trabalhos foram
propostos para diferentes matrizes, utilizando diferentes instrumentagdes para a
quantificagdo de diferentes classes de analitos. As principais metodologias sdo

Apresentadas na Tabela 1.






Tabela 1 - Principais aplica¢des da técnica RDSE:
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Analito Matriz Sorvente Quantificacao Publicacao

Hexaclorobenzeno Agua de torneira Silica GC-ECD (CANAS; RICHTER, 2012)

Alquilfendis e pesticidas Agua de rio PDMS GC-MS (RICHTER et al., 2009)

Cobre (II), Cristal violeta Agua potavel e de psicultura PDMS Espectofotometria (MANZO et al., 2013)

Ibuprofeno e diclofenaco Urina C18 HPLC-DAD (MANZO; MIRO; RICHTER, 2014)
HPA'’s Agua PDMS GC-MS (CANAS; RICHTER; ESCANDAR, 2014)
Florfenicol Plasma OASIS® HLB HPLC-DAD (CANAS; VALDEBENITO; RICHTER, 2014)
AINEs Agua residual OASIS® HLB GC-MS (MANZO et al., 2014)

Triclosan e metil triclosan Agua residual e solo PDMS GC-MS (JACHERO et al., 2014)

PCBs Agua residual MMT-IL GC-ECD (FISCAL-LADINO et al., 2017)

pesticidas Agua OASIS® HLB UPLC-MS/MS (DONATO et al., 2017)

Verde malaquita Agua PDMS UV-Vis (RICHTER et al., 2011)

Diclofenaco e Agua residual DVB GC-MS (MANZO et al., 2015)

acido mefenamico



Continuagdo Tabela 1
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Analito Matriz Sorvente Quantificacao Publicacao

Pesticidas Arroz DVB/CAR/PDMS  GC-MS (OMENA et al., 2019)

Pesticidas Agua superficial PDMS GC-MS (GIORDANO; RICHTER; AHUMADA, 2011)
Parabenos Agua OASIS® HLB GC-MS (BECERRA-HERRERA et al., 2018)
Parabenos, hormonios, Agua potavel OASIS® HLB GC-MS (ARISMENDI et al., 2019)

triclosan e Bisfenol A

PCBs Residuo solido PDMS GC-MS (MENDES et al., 2018)

OASIS HLB: Fase reversa balanceada, hidrofilica-lipofilica; MMT — IL: Montmorilonita modificada por liquidos id6nicos; PDMS: Polidimetilsiloxano. C18: Octadecil;

DVB/CAR/PDMS: Divinylbenzene/Carboxen/Polydimethylsiloxane.
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Embora a técnica apresente diversas aplicagdes, somente nos ultimos anos ¢
que estudos utilizando biossorventes foram realizados (FISCAL-LADINO et al., 2017). Os
biossorventes apresentam uma excelente alternativa as fases extratoras comerciais,
principalmente pelo baixo custo, diferentes aplicabilidades e serem renovaveis e bio

disponiveis (CARASEK; MORES; MERIB, 2018)

2.2. USO DE BIOSSORVENTES EM PREPARO DE AMOSTRAS

Diversos materiais encontrados na natureza sdo formados por
macromoléculas e apresentam grupos funcionais capazes de interagir com analitos por
diferentes fendmenos como troca idnica, complexagao e sor¢ao (SOTO et al., 2011).

O carvao ativado ¢ conhecido como adsorvente universal devido a sua
ampla aplicacdo. S3o compostos de pequena camada hidrofobica de grafite com
superficies irregulares e heterogéneas com grupos funcionais hidrofilicos. As
propriedades adsorventes do carvao ativado dependem da sua composi¢do, propriedades
fisico-quimicas e resisténcia mecanica podendo ele ser preparado a partir de qualquer
material rico em carbono (J. ANTAL JR; GRONLI, 2003). A adsorcdo por carvao, por
exemplo, ¢ amplamente praticada para a remocgdo de poluentes, como corantes toxicos e
ions metalicos de aguas residuais. Contudo, o carvdo comercial ativado tem um alto
custo e poderia ser substituido por adsorventes alternativos baseados em biossorventes
(CRINI, 2006).

Embora a fonte convencional e mais utilizada seja o proprio carvao, uma
série de residuos agricolas tem sido proposta como matéria-prima para a producdo de
novos adsorventes de carbono, incluindo pedras, cascas de frutas (A. PHILIP; S.
GIRGIS, 1996), madeira (TANCREDI et al., 2004) melago de agucar (LEGROURI et
al., 2005), cdco, améndoas ¢ nozes (SHOPOVA; MINKOVA; MARKOVA, 1997).

Os biossorventes sdo derivados de biomassa vegetal, animal, mineral e
microbiana e tém um imenso valor no contexto atual de reservas de petroleo em
declinio e aquecimento global associado ao uso de polimeros sintéticos. Podem ser
polissacarideos, lipopolissacarideos, glicolipidos, proteinas ou poli-hidroxialcanoatos e
sdo passiveis de aplicagdes ambientais (KALIA; AVEROUS, 2011).

Os adsorventes minerais incluem materiais provindo de silica, argila e
zedlitas naturais, que também apresentam capacidade de troca idnica (WANG; PENG,
2010) sendo que modificagdes quimicas podem aumentar a afinidade para alguns

compostos. Outros materiais de baixo custo para a extragdo podem ser obtidos a partir
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de residuos industriais e agricolas, como penas de galinha (BANAT; AL-ASHEH,
2001a), fibras de colageno de couro (PIN LIAO; LU; SHI, 2003) e residuos de cabelo
humano (BANAT; AL-ASHEH, 2001Db).

Outra classe sdo os adsorventes a base de polissacarideos. Este grupo inclui
a quitina, quitosana, ciclodextrina, amido, amido reticulado, derivados de amido,
materiais hibridos, como a ciclodextrina ligada a silica, tecidos imobilizados em
polipropileno, quitosana imobilizada em areia, géis de alginato-quitosano ou derivados
de quitosano-ciclodextrina. Os materiais de polissacarideos mostram versatilidade,
estabilidade quimica, alta reatividade e capacidade de interacdo com uma variedade de
moléculas. Alguns grupos funcionais fornecem excelentes propriedades quelantes e
complexantes, permitindo uma regeneracao facil (CRINI, 2006).

Outro material ecoldgico recentemente introduzido como sorvente para
varias técnicas de preparo de amostras ¢ a cortiga, devido as suas propriedades
interessantes, uma vez que ¢ renovavel, biodegradavel e possui alta capacidade de
adsorcao (DIAS et al.,, 2013). Hidrocarbonetos policiclicos aromdticos e pesticidas
organoclorados foram determinados usando cortica como fase de extragdo em SPME
(NEVES DIAS et al., 2015). A cortica associada a microextragdo em barras adsortivas,
(BapE, do inglés bar adsorptive microextraction) também foi utilizada para
determinagdo de triclocarban e parabenos (DIAS et al., 2015) demostrando a vasta

aplicacdo do material.

2.2.1 Cortica como material extrator

A corti¢a consiste na casca exterior do sobreiro, conhecida botanicamente
como Quercus suber L (Figura 7). O sobreiro tem uma notavel capacidade de criar
tecido suberoso a partir da sua casca interna, sendo que durante seu ciclo de vida ha a
producdo de trés qualidades de tecido suberoso: a cortiga virgem, a cortica de
reproducdo do segundo stripping e a reproducdo da cortica a partir de tiras subsequentes
(SILVA et al., 2005).
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Figura 7 - Casca do sobreiro sendo retirada e producao em

3 14é

larga escala de cortiga.

R

Fonte: (AMORIM, 2017)

A colheita da cortica e sua utilizagdo apoiam uma das industrias mais
importantes da economia portuguesa ¢ da regido do Mediterrineo. Embora existam
muitas aplicagdes para a cortica, como aglomerados, revestimentos de pisos e paredes,
placas de cortica de isolamento entre outros (GIL, 2009), a utilizagdo da cortica em
rolhas para engarrafamento de vinho cobrem parte de 60% das vendas e utilizagdo de
cortica no mundo (AMORIM, 2017). Nos ultimos anos, diversos materiais sintéticos
foram desenvolvidos para utilizagdo em rolha de vinhos, porém relatdrios atuais

apresentam que as vendas de rolhas naturais aumentaram 8,6% em 2017 (Figura 8).

Figura 8 - Demostracao da forma com que rolhas de cortica sdo cortadas da casca.

Fonte: (AMORIM, 2017)
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Além da grande utilizagdo industrial, a variedade de recursos que podem ser
produzidos ou extraidos da cortica chamou a aten¢cdo de muitos investigadores. A
composi¢ao quimica da cortica ¢ estudada desde o século XVIII (CONDE et al., 1998),
no entanto, o conhecimento total das caracteristicas quimicas da corti¢a ainda ndo esta
completo e muito menos todas as suas potenciais aplicagdes e transformagdes. Porém, o
que os estudos ja reportam € que a cortica ¢ quimicamente constituida principalmente
por suberina e lignina, além de polissacarideos (celulose e hemicelulose) e extrativos
(ceras e taninos) em menor quantidade (F. BENTO et al., 2001)(SILVA et al., 2005).
Porém a propor¢do em que aparecem na composi¢do das células da cortica ¢ variavel,
tendo sido determinada por diversos autores com fragdes de: 45% suberina — 27%
lignina — 12% polissacarideos — 10% extrativos e 5%de cinzas (CALDAS; FERREIRA;
BORGES, 1986); 45% suberina — 21% lignina — 13% polissacarideos — 19% extrativos
e 1,2% de cinzas (PEREIRA, 1982) e 38,6% suberina — 21,7% lignina — 18,2%
polissacarideos — 15,3% extrativos e 0,7% de cinzas (PEREIRA, 1988). Estudos
apresentam que essas diferengas de composi¢@o sdo caracteristicas adquiridas de acordo
com a regido de crescimento (CABRERA, 2002). No entanto, independentemente da
localizagdo, os arranjos da estrutura celular sdo semelhantes, apresentando pequena
variagdo apenas na composicdo quimica e razdo suberina/lignina, uma vez que
polissacarideos, extrativos e cinzas apresentam propor¢des sempre proximas, indicando
que pequenas diferencas na composicao da cortica ndo sdo significativas (SEN et al.,
2016), (PEREIRA, 1988) e (LEIL; JIA; SONG, 2012).

A cortiga exibe algumas propriedades tnicas, devido a sua estrutura celular
e composi¢cdo quimica, como alto coeficiente de atrito, resiliéncia, impermeabilidade a
liquidos, baixa condutividade térmica, baixa densidade, alta absorcdo de energia,
excelentes propriedades de isolamento e resisténcia ao fogo (FERNANDES et al.,
2010),(PEREIRA, 1988) e (CONDE et al., 1998). A porosidade macroscopica da
cortica ¢ causada por canais lenticulares, ocos e aproximadamente cilindricos, que
atravessam radialmente as tdbuas de cortica (LEQUIN et al., 2009). A prevaléncia
destes canais varia entre arvores e entre diferentes idades de cortica (SILVA et al.,
2005).

A cortiga tem caracteristicas microscopicas diferentes de outros materiais
lignoceluldsicos. Sua estrutura ¢ formada por células prismaticas poliedrais ocas, de
formato alveolar, quando observadas a partir da direcdo radial (em relagdo ao tronco da

arvore) e retangulares quando vistas de diregdes transversais, assemelhando-se a uma
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parede de tijolos (Figura 9) (CARROTT; RIBEIRO CARROTT; MOURAO, 2006),
(LEQUIN et al., 2009) e (SILVA et al., 2005).

Figura 9 - Micrografia SEM de cortica natural (apos fervura) — a) uma secao radial; b)
secdo tangencial.

Fonte: (SILVA et al., 2005)

Em sua superficie, a corti¢a apresenta alta afinidade por liquidos nio polares
(angulo de contato nulo observado para n-alcanos) e polaridade muito baixa. A
superficie da cortica ¢ anfotérica, isto €, compativel com grupos funcionais poliméricos
acidos e basicos (SILVA et al., 2005). As caracteristicas quimicas da superficie da
cortica estdo intimamente ligadas a sua composi¢do quimica, que tem sido estudada
tanto por ressonancia magnética nuclear de '*C (RMN) quanto por espectroscopia de

infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), sendo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Estruturas quimicas na superficie da cortiga identificadas pelos espectros de
RMN 3C-CP / MAS ¢ FTIR.

Picos Grupo/ Estrutura Constituinte

3C-CP/MAS NMR

21 ppm CH?*-COO- Hemicelulose

25-33 ppm Metileno (-(CHz)a-) Suberina

56 ppm Metoxil (-OCH3) Lignina, suberina e
hemicelulose

65-105 ppm Carbohidratos Celulose

110-155 ppm Carbonos aromaticos Lignina

172 ppm Esteres (-COO-) Suberina
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Picos

Grupo/ Estrutura

Constituinte

FTIR

3425 cm™!

-OH “‘estiramento”

Agua, hemicelulose, celulose

2919, 2854-2849 cm™!

-CHj; “estiramento”alifatico

Suberina

1749-1747, 1719 cm™! C=0 “estiramento” Suberina, hemicelulose,
celulose

1635, 1607, 1513 cm’! C=C “estiramento” Suberina, lignina, extratos

1466 cm’ CH deformacao assimétrica  Ligninas

1366 cm’ CH deformacao simétrica Extratos vegetais

1267 cm’! CO “estiramento” Suberina, hemicelulose,
celulose

1164 cm’! CO “estiramento” Suberina, hemicelulose,

assimétrico celulose

1101, 1036 cm™! CH, CO deformacéo Hemicelulose, celulose

Fonte: Adaptado de (PINTOR et al., 2012)

A remocdo adsortiva de metais pesados em aguas residuais ¢ geralmente
obtida utilizando carvao ativado, alumina ativada ou resinas de polimeros
(VILLAESCUSA; MARTINEZ; MIRALLES, 2000). Porém, nos ultimos anos, apos
maior conhecimento de sua composicao, a cortica ganhou importancia, tornando-se um
material atraente para diversas aplicagdes. A maioria das empresas descartam restos e
p6 de cortica, utilizando-os apenas como uma fonte de energia — devido a sua elevada
capacidade de combustdo (GIL, 1997). Porém, estudos de meados de 2005 ja
apresentavam a cortica como um potencial biossorvente, visto que, além do baixo custo,
esta apresentava caracteristicas com facil aplicagdio no desenvolvimento de
metodologias (SILVA et al., 2005).

Confirmando a projecao dos Ultimos anos, a cortica se tornou uma excelente
alternativa de baixo custo para a remocdo de poluentes em dguas (QUESADA et al.,
2019); sendo possivel observar na Figura 10 um aumento nas publicacdes com sua
utilizagdo. Diversas metodologias foram desenvolvidas, sendo possivel encontrar
aplicagdes de cortica in natura e apos tratamento térmico para diferentes contaminantes
ambientais (MESTRE et al., 2014), (VILLAESCUSA et al., 2011), (DORDIO et al.,
2011).
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Figura 10 - Evolugdo do numero de publicagdes em jornais indexados contendo a
palavra-chave "corti¢a" entre 2000 e 2018.
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2.2.2 Sorventes e potenciais biossorventes em RDSE

Extragdes utilizando RDSE podem ser realizadas com diferentes tipos de
sorventes, principalmente utilizando a segunda configuragdo da técnica, onde ndo ha
necessidade de aderir a fase ao disco. Sorventes comerciais foram utilizados para extrair
diversos analitos, como por exemplo Oasis™ HLB para a determinagdo de farmacos
anti-inflamatorios ndo esterdides em aguas residuais (MANZO et al., 2014); C-18 e
copolimero de divinilbenzeno-N-vinilpirrolidona para a extracdo de hormdnios de dguas
residuais (CORROTEA et al., 2015), além de polidimetilsiloxano para a extragdo de
hidrocarbonetos  policiclicos arométicos em amostras de dgua (CANAS;
VALDEBENITO; RICHTER, 2014). Polimeros molecularmente impressos (MIP do
inglés, molecular imprinted polymer) também podem ser utilizados como sorventes por
uma série de técnicas. Para extracdes utilizando RDSE, MIPs foram usados para
determinar diclofenaco e acido mefendmico em daguas residuais (RICHTER et al.,
2009). Mais recentemente, a argila modificada através da intercalagdo de liquidos
i0nicos a base de sais de amonio quaternario de imidazdlio foi utilizada como sorvente
para RDSE. Este tipo de material ecologico exibe boas caracteristicas para uso como
fase de absor¢do para a determinagdo de bifenilas policloradas (PCB) em amostras
aquosas (FISCAL-LADINO et al., 2017)
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Embora diversos sorventes naturais tenham sito aplicados para as mais
diferentes técnicas, as metodologias utilizando RDSE e biossorventes foram pouco

exploradas, sendo potencial a aplicagdo da técnica nos proximos anos.

2.3. CONTAMINANTES AMBIENTAIS

Como consequéncia dos avangos industriais, novos produtos quimicos tém
sido desenvolvidos e, embora tragam beneficios para a sociedade, esses processos
acabam poluindo o meio ambiente (PAL et al., 2014). Além disso, com o aumento do
crescimento populacional vem o aumento no consumo de produtos de cuidado diério,
medicamentos e uma variedade de outros que, juntamente com os processos industriais
utilizados em sua produgdo, corroboram para a contaminacdo de aguas residuais
(BENSON et al, 2017). Os contaminantes gerados sdo, em sua maioria,
bioacumulativos e podem se depositar nos recursos hidricos, colocando em risco a
satde humana. Para alguns dos contaminantes héa fiscalizagdo, sendo aplicadas
legislagdes de controle; porém para outros, conhecidos como contaminantes
emergentes, ainda hé pouca regulamentagdo na maioria dos paises, sendo entdo tratados
recentemente como uma problematica mundial (POYNTON; ROBINSON, 2018).

O termo “compostos organicos” abrange compostos organicos volateis
(VOCs do inglés, volatile organic compounds), compostos organicos ndo-volateis e
poluentes organicos persistentes com uma ampla gama de solubilidade na 4gua e meia-
vida ambiental (LI; MIGLIACCIO, 2010). Em geral, esses compostos toxicos sdo
liberados ndo como constituintes isolados, mas como misturas complicadas que afetam
diferentes compartimentos ambientais através de multiplas rotas. No ambiente, suas
interacdes sinérgicas ou antagonicas resultam em riscos a saide imprevisiveis, variando
de alergias a canceres (LI; MIGLIACCIO, 2010). Os parabenos, por exemplo, além de
associados a canceres de mama, especula-se que possam influenciar no crescimento e
desenvolvimento de tumores (W HARVEY; J EVERETT, 2004) (DARBRE et al.,
2004).

Além disso, uma subclasse conhecida como micropoluentes organicos
(OMPs, do inglés organic micro-pollutants) também se tornaram uma questdo mundial
de crescente preocupacdo ambiental. OMPs ¢ uma definicdo operacional para um grupo
de compostos constituido por mais de 20 classes que ndo s3o cobertos pelos
regulamentos de qualidade de 4agua existentes devido as suas concentragdes residuais

(ou seja, ng L' a alguns pg L"). Sua ocorréncia ndo s6 aumenta as preocupacdes
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toxicologicas nos ecossistemas, mas também representa ameaga a satde publica. Isso
porque, se presente na agua potavel, podem causar efeitos adversos em organismos
vivos, como genes de resisténcia a antibidticos, efeitos de desregulacdo endocrina e

mutagénese (LI et al., 2019)(ANJUM; GILL; TUTEJA, 2017).

2.3.1 Compostos Organicos Volateis

Compostos organicos volateis (VOCs) sdo compostos com um ponto de
ebulicdo de 50-260 °C e uma pressdo de vapor de mais de 133,32 Pa, existindo na forma
de vapor a temperatura ambiente (BROWN et al., 1994). Os VOCs podem ser
provenientes de duas fontes: processos naturais e atividades humanas (fontes
antropogénicas). As emissdes incontrolaveis sdo principalmente referentes a incéndios
florestais ¢ plantas (DUDAREVA et al., 2006)(MONTERO-MONTOYA; LOPEZ-
VARGAS; ARELLANO-AGUILAR, 2018). J4 os VOCs que sdo liberados pelas
atividades humanas, sdo gerados principalmente pelas indstrias e transporte através da
queima de combustiveis. Embora em menores quantidades, VOCs também podem ser
gerados por outras fontes de combustdo, como fumo, fumaca de cozinha, moveis,
eletrodomésticos e até emissdes do corpo humano (THELOKE; FRIEDRICH,
2007)(SEXTON et al., 2004)(HUANG et al., 2017).

Em um sentido geral, VOC ¢ a matéria organica volatil; mas na defini¢ao de
protecdo ambiental refere-se aos compostos organicos volateis altamente reativos, que
produzirdo danos ao meio ambiente e a saude humana. Atualmente 188 poluentes
atmosféricos perigosos sao listados pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (EPA, do inglés Environmental Protection Agency), na qual mais de 100
poluentes sd3o VOCs toxicos, incluindo hidrocarbonetos halogenados, aminas, nitro-
compostos e benzenos (ZANG et al., 2019). Os VOCs téxicos mais comuns sao
benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (comumente denotados como BTEX), e foram
classificados como carcinogénicos para humanos pela Agéncia Internacional de
Pesquisa sobre Cancer (IARC, do inglés International Agency for Research on Cancer )
(SEXTON et al., 2004)(ANTTILA et al., 2002). A Tabela 3 apresenta VOCs utilizados

nesse estudo seguido da Figura 11 com suas respectivas estruturas quimicas.
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Tabela 3 - Informacdes e Propriedades dos VOCs estudados.

Analitos Formula *CAS Massa ®Log ‘pKa
molecular Molecular Kow
g/mol
Etilbenzeno CsHio 100-41-4 106.16 3.15 -
o-xileno CsHio 106-42-3 106.16 3.15 -

#Registro tinico do composto quimico.
b Coeficiente de parti¢do n-octanol/dgua.
¢ Constante de ionizagao.

Fonte: Chemicalize Database

Figura 11 - Estrutura Quimica dos VOCs estudados no trabalho
HC CH,
CH,

Etilbenzeno o-xileno

Fonte: Chemicalize Database

2.3.2 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHs do inglés, Polycyclic
Aromatic Hydrocarbons) sdo poluentes ambientais comuns que sdo liberados como
produtos de processos de combustdo incompleta. Eles t€ém atraido grande preocupagdo
do publico por causa de seus efeitos adversos na saide humana, incluindo
carcinogenicidade, teratogenicidade e mutagenicidade (BOSTROM et al., 2002).

Efeitos nocivos a satide humana apds exposicdo aos PAHs sido observados
no aumento da morbidade das doencgas respiratdrias, cardiovasculares e imunoldgicas.
Um grupo particularmente sensivel a exposicao desses compostos € a gestante e seu feto
em desenvolvimento. Os PAHs podem atravessar a barreira placentaria e muitos dados
publicados indicaram que a exposi¢do pré-natal pode levar ao retardo de crescimento
intra-uterino. Além disso, o contato pds-natal pode levar a dificuldades no
desenvolvimento além de baixo QI, problemas com comportamento, alergias ou asma
(DRWAL; RAK; GREGORASZCZUK, 2019).

A ocorréncia de varios compostos de PAHs em todos os principais

compartimentos ambientais (por exemplo, ar, 4gua e solo) e os riscos crescentes que
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eles apresentam para seres humanos e animais destacam a importancia de monitorar
precisamente o comportamento desses compostos. Portanto, os métodos de amostragem,
pré-concentragdo e deteccdo devem ser otimizados (RAZA et al., 2018).

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA e a Comissdo Européia
classificaram 54 PAHs como residuos perigosos sendo desses 16 listados como
poluentes prioritarios devido a sua persisténcia no ambiente e potencial toxicidade; sdo
eles: naftaleno, acenafteno, fenantreno, fluoreno, antraceno, fluoranteno, pireno,
benzo(a)antraceno, criseno, benzo(a)antraceno, benzo(a)fluoranteno ,
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, indeno(1,2,3-cd)pireno, dibenzo(a, h)antraceno e
benzo(g,h,i)perileno. (SHIN; MCKONE; BENNETT, 2013). A Tabela 4 contém os
PAHs alvo dos estudos, seguido da Figura 12 com suas respectivas estruturas. Todos os
PAHs estudados fazem parte da lista de compostos perigosos determinado pelas

agéncias reguladoras.

Tabela 4 - Informacdes e Propriedades dos PAHs estudados

Formula Massa
Analitos molecular 2CAS Molecular Log pKa
g/mol Kow
Acenaftileno Ci2Hg 208-96-8 152.106 3,33 -
Fluoreno CizHio 86-73-7 166,223 3,74 -
Fenantreno CusHio 85-1-8 178,234 3,95 -
Antraceno CusHio 120-12-7 178,234 3,95 -
Pireno CieHio 129-00-0 202,256 4,28 -
Benzo[a]antraceno CisHiz 56-55-3 228,294 4,94 -
Criseno CisHiz 205-923-4 228,294 4,94 -
Benzo(e)acefanantrileno  CoHiz 205-99-2 252,316 5,27 -
Benzo(k)fluoranteno CaoH12 207-08-9 252,316 5,27 -
Benzo(a)pireno CaoH12 50-32-8 252,316 5,27 -
Indeno[1,2,3-cd]pireno Ca2Hiz 193-39-5 276,388 5,61 -
Benzo[ghi]pirileno CHi2 191-24-2 276,338 5,61 -

Dibenzo(a,h)antraceno CoHi4 53-70-3 278,354 5,93 -

®Registro tinico do composto quimico.

b Coeficiente de parti¢do n-octanol/dgua.

¢ Constante de ionizagao.

Fonte: Chemicalize Database
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Figura 12 - Estrutura Quimica dos HPAs estudados no trabalho.
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Fonte: Chemicalize Database

2.3.3 Pesticidas

O uso de pesticidas tornou-se um marco para aumento da producdo agricola.
Porém com o passar dos anos, seu consumo em todo o mundo atingiu quantidades
extremamente elevadas. A maior problematica dos pesticidas ¢ com relagdo a aplicacao
e ao armazenamento inadequados desses produtos que geralmente contaminam os
tecidos vegetais, o ar, a 4gua ou o solo (RAMAKRISHNAN et al., 2019).

O termo 'pesticidas' ¢ genérico e compreende um grande nimero de
compostos, com alvos muito diferentes, estrutura quimica e efeitos bioldgicos (KIM;
KABIR; JAHAN, 2017)(FENGA et al., 2014). Ao longo dos anos, um grande nimero
de doencas, agudas e cronicas, tem sido associado a exposi¢do a esses produtos
quimicos (ALAVANIJA; ROSS; BONNER, 2013) .

No entanto, varios estudos associaram a exposi¢cdo a pesticidas especificos
(como organofosforados) com o desenvolvimento de patologias cronicas, como cancer e
doengas neurodegenerativas (COSTA et al., 2019). O amplo espectro de doencas
potencialmente ligadas a exposicdo a pesticidas destaca a presenca de mecanismos

patogénicos especificos e ndo especificos, que incluem o estresse oxidativo (BLESA et
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al., 2015). A producdo de radicais livres ¢ capaz de induzir danos gendmicos, € esse
processo pode ser potencializado pela reducdo do potencial antioxidante do individuo
(COSTA et al., 2019).

Devido a importancia desses compostos e as relagdes recentes sobre seus
males, alguns pesticidas foram selecionados para aplicacdo no trabalho (Figura 13). Na
Tabela 5 sdo apresentadas informagdes e propriedades desses analitos. Pendimentalina,
Atrazina e Tebuconazol apresentam pka acido e bdasico, sendo entdo apresentado um

grafico de distribui¢do das espécies nas Figuras 14, 15, 16 e 17.

Tabela 5 - Informacdes e Propriedades dos Pesticidas estudados.

Analitos Formula 2CAS Massa ®Log ‘pKa
molecular Molecular Kow
g/mol
Trifluralina CisHi6F3N304  1582-09-8 335,283 4,60 -
Pendimentalina Ci3H9N304 40487-42-1. 281,312 4,82 10,52"
0,07
Permetrina C21H20C1203 52645-53-1 391,29 5,70 -
Carbofurano C12H1sNOs3 1563-66-2 221,256 2,05 14,76
Molinato CoH17NOS 2212-67-1 187,3 2,34 -
Atrazina CsH14CINs 1912-24-9 215,69 2,20 14,48"
42"
Tebuconazol CisH22CIN3O  107534-96-3 307,82 3,69 13,85
2,01

“pka 4cido; ““pka bésico
®Registro tinico do composto quimico.
b Coeficiente de parti¢do n-octanol/dgua.

¢ Constante de ionizagao.

Fonte: Chemicalize Database
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Figura 13 - Estrutura Quimica dos Pesticidas estudados no trabalho.
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Figura 14 - Grafico de distribui¢do das espécies para Pendimentalina.
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Figura 15 - Grafico de distribui¢do das espécies para Carbofurano.
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Figura 16 - Grafico de distribui¢do das espécies para Tebuconazol.
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Figura 17 - Grafico de distribui¢do das espécies para Atrazina.
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2.3.4 Parabenos, Canfora e EHPABA

Produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais (PPCPs) sdo frequentemente
detectados em fontes de agua potavel (LEUSCH et al., 2019). Esses contaminantes
antropogénicos geralmente ndo sdo monitorados, mesmo podendo causar efeitos
adversos & saude (PENA-GUZMAN et al., 2019). Para manter um registro de tais
contaminantes, a rede NORMAN foi criada. Esta ¢ uma rede permanente de
laboratérios de referéncia, centros de pesquisa e organizacdes relacionadas para
monitoramento € biomonitoramento de substancias ambientais emergentes (BRACK;
DULIO; SLOBODNIK, 2012). Dentro dessa rede, um portal de informagdes sobre
poluentes emergentes foi criado permanentemente em 2005 e, desde 2009, existem
laboratérios, centros de pesquisa e organizacdes que visam especificamente monitorar
esses poluentes emergentes. A rede NORMAN identificou mais de 1000 substancias
emergentes (GEISSEN et al., 2015); estas substancias sdo classificadas em grupos,

incluindo farmacos, drogas ilegais ou de abuso, produtos de higiene pessoal,
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desreguladores endécrinos e retardadores de chama (FARRE et al., 2008). Parabenos,
MBC-Canfora ¢ EHPABA fazem parte dessa lista de compostos monitorados.
Recentemente, alguns contaminantes foram investigados e mencionaram que alguns
desses podem persistir no ambiente (os tratamentos convencionais ndo os eliminam
facilmente), além de serem toxicos e bioacumulativos (EBELE; ABOU-ELWAFA
ABDALLAH; HARRAD, 2017).

Parabenos j4 foram apontados como desreguladores enddcrinos em
potencial, embora ainda n3o haja regulamentacdo para eles em aguas residuais e
potaveis no Brasil (DODSON et al., 2012).

Os desreguladores enddcrinos sdo compostos pseudo-persistentes presentes
no meio ambiente em concentracdes trago mas que estdo associados a uma variedade de
problemas de saude, tais como danos reprodutivos, comprometimento do
desenvolvimento e cancer em mulheres e homens. Além disso, contribuem para a
progressdo de algumas desordens metabdlicas incluindo obesidade, diabetes e
endometriose (GIULIVO et al., 2016).

A Tabela 6 apresenta as estruturas quimicas e propriedades fisico-quimicas
dos analitos utilizados neste estudo. As Figuras 18, 19 e 20 apresentam as estruturas

quimicas e os graficos de distribuicdo das espécies de parabenos e EHPABA.

Tabela 6 - Informacdes e Propriedades dos contaminantes emergéntes estudados

Analitos Formula 2CAS Massa Log pKa
molecular Molecular Kow
g/mol

Metilparabeno CsHsOs3 99-76-3 152.149 1,97 8,5
Etilparabeno CoH1003 120-47-8 166.176 2,47 8,5
Propilparabeno  Ci0Hi1203 94-13-3 180.203 3,04 8,5
Butilparabeno C11H1403 94-26-8 194.230 3,57 8,5
EHPABA® C17H27NO2 21245-02-3 277,408 5,11 2,9
MBC™* CisH220 36861-47-9 254,373 5,12 -

“2-etilhexil-p-dimetilaminobenzoato; **3-(4-metilbenzilidano)canfora.
®Registro tinico do composto quimico.
b Coeficiente de parti¢do n-octanol/dgua.

¢ Constante de ionizagao.

Fonte: Chemicalize Database
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Figura 18 - Estrutura Quimica dos Parabenos, MBC e EHPABA estudados no trabalho
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Figura 19 - Grafico de distribui¢do das espécies para Parabenos.
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Figura 20 - Grafico de distribui¢do das espécies para EHPABA.
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3. OBJETIVOS

3.1.0BJETIVO GERAL

Desenvolver metodologias baseadas em Extracdo Sortiva com diferentes
configuragdes a partir da técnica de RDSE cléssica utilizando a cortica em p0, lamina e

disco para a determina¢do de contaminantes organicos em matrizes aquosas.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar as condi¢des de extracio por RDSE para a determinacdo de
parabenos em amostras de aguas superficiais comparando cortica, argila
modificada e octadecil como fases extratoras por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas;

e Otimizar as condigdes de extragdo para a técnica RDSE modificada para uso
de corti¢a na forma de lamina para a determinagdo multiresiduo em amostras
de 4guas superficiais por cromatografia gasosa com deteccdo por
espectrometria de massas;

e Comparar a eficiéncia da fase extratora laminar com a técnica RDSE cléssica
aplicando extragdes com amostras fortificadas nas mesmas concentracdes e
nas condi¢des otimizadas individualmente para cada metodologia;

e Otimizar as condi¢des de extracdo para a nova técnica desenvolvida RSE de
discos de cortiga para a determinagdo de pesticidas em amostras de agua de
lavagdo de verduras e por cromatografia gasosa com deteccdo por
espectrometria de massas;

e Comparar a eficiéncia da técnica de sorvente rotativo com a modificagdo
laminar de RDSE aplicando as metodologias desenvolvidas para cada técnica
em amostras fortificadas na mesma concentragao.

e Determinar as principais figuras analiticas de mérito dos analitos para os
métodos propostos.
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4- EXPLORANDO BIOSORVENTES NA EXTRACAO SORTIVA EM
DISCOS ROTATIVOS PARA A DETERMINACAO DE PARABENOS
POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA COM
IONIZACAO POR ELETROSPRAY TANDEM ESPECTROMETRIA
DE MASSAS TRIPLO QUADRUPOLAR

Os biosorventes foram pouco explorados em RDSE, por isso o objetivo
deste estudo foi avaliar o desempenho de extragdo e as caracteristicas analiticas da
cortica e argila modificada, chamada de MMT-IL quando usados na técnica de RDSE.
Neste estudo, os compostos determinados foram 4-hidroxibenzoato de metila (MP), 4-
hidroxibenzoato de etila (EP), 4-hidroxibenzoato de propila (PP) e 4-hidroxibenzoato de
isobutila (BP) presentes em amostras aquosas. Inicialmente, um estudo dos parametros
da extracdo foi realizado para os dois biossorventes e um sorvente comercial C-18.
Ap6s a otimizagao individual foi possivel realizar uma comparagdo de eficiéncia. Além
disso, os parametros analiticos de mérito foram determinados e as amostras de agua

superficial foram analisadas.

4. 1MATERIAL E METODOS

4.1.1 Reagentes quimicos e materiais

Os padrdes analiticos de MP, EP, PP e BP foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(Milwaukee, WI, EUA) e usados para preparar solugdes estoque de 10 mg L' em
acetonitrila (ACN) obtido de J.T. Baker (Mallinckrodt, NJ, EUA).

As solugdes estoque foram usadas para preparar uma solu¢do de trabalho
contendo uma mistura de padrdes, cada um em uma concentragdo de 50 pug L' em
ACN. As solugdes tampao foram preparadas usando padrdes analiticos de fosfato de
sodio dibasico e acido citrico, ambos obtidos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). O efeito
salting-out foi estudado usando cloreto de sédio obtido da Synth (Sdo Paulo, Brasil).
Sorvente comercial C18 da Sigma-Aldrich foi usada para comparagdo com os
biossorventes.

Utilizou-se lixa e peneira granulométrica (200 mesh) para preparar o p6 de cortica
a partir das rolhas de cortica usadas. As extragdes foram realizadas em frascos com
capacidade de 40 mL. Um banho de aquecimento foi empregado na dessorc¢do liquida
(Microquimica, Brasil). A 4gua ultrapura usada nos experimentos foi obtida a partir de

um sistema Mega Purity (Billerica, EUA).
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4.1.2 Amostras Aquosas

As amostras utilizadas para a validagdo do método proposto foram coletadas
em frascos de vidro ambar com capacidade de 1 L em cinco locais diferentes,
armazenadas em refrigeracdo até posterior andlise. As amostras de dgua do rio foram
coletadas no rio Cubatido (coordenadas geograficas -27.68939605 / -48.73518439 e -
27.69393742 / -48.7089750) usando um coletor piezométrico e a dgua da torneira foi
coletada de uma casa na mesma regido (-27.68117267 / -48.71198922).

Todas as amostras foram obtidas na regido metropolitana de Florianopolis,

Santa Catarina.

4.1.3 Instrumentacio e condicées cromatograficas

A andlise cromatografica foi realizada em um Agilent Série LC 1200,
sistema de HPLC (Agilent, EUA) equipado com um detector de espectrometria de
massas (série triplo quadrupolo API 3200 ™) com uma célula de colisdo LINAC® e
uma fonte de ionizacdo Tube V® operada no modo TurbolonSpray®. A fonte de
eletropulverizagdo foi operada no modo de ionizagdo negativa. A separacio
cromatografica foi realizada em coluna Shimadzu Shim-pack XR-ODS (30 mm x 2,0
mm x 2.2 pum; Shimadzu, Japdo) mantida a 30 °C. O sistema cromatografico e
espectrometro de massa foram operados pelo software Analyst 1.6.2.

A morfologia da cortica foi investigada por MEV, utilizando um
microscopio Philips XL-30. A cortica ndo foi submetida a condicionamento térmico ou

quimico antes de ser usada nas extragdes.

4.1.4 Preparacao das fases extratoras

A cortiga e a argila modificada que operam através de diferentes processos
de sorcdo foram avaliadas para a extracdo de parabenos (MP, PP, EP, BP). A argila
montmorilonita modificada com liquidos i6nicos (MMT-IL) e cortica utilizada para
aplicacdo como material de sor¢do foram preparadas conforme relatado anteriormente
(FISCAL-LADINO et al., 2017)(DIAS et al., 2013). Resumidamente, as rolhas de
cortica foram acondicionadas num béquer contendo agua ultrapura durante 2 h sob
agitacdo ultrassonica. Este procedimento foi repetido até se obter uma 4gua incolor,
indicando que as rolhas de corti¢a estavam limpas. As rolhas de cortica foram deixadas

num forno a 110 °C durante 12 h. No passo seguinte, o pd de cortica foi preparado
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utilizando lixa e peneira granulométrica (200 mesh). Finalmente, o material foi
acondicionado por 15 min com agitacdo ultrassonica e 250 plL. de acetonitrila. O
material foi transferido para outro béquer contendo dgua ultrapura aplicando agitagao
ultrassonica por 15 min.

Para a preparagdo da argila, o liquido i6nico (IL, do inglés ionic liquid)
brometo de 1-hexadecil-3-metilimidazolio (HDMIM-Br) foi sintetizado (FISCAL-
LADINO et al.,, 2017) misturando quantidades equimolares de metilimidazol e 1-
bromohexadecano, formando um sé6lido amarelo. Outros ILs foram testados (hidroxido
de 1-hexadecil-3-metilimidazélio (HDMIM-OH), tetrafluoroborato de 1-hexadecil-3-
metilimidazolio (HDMIM-BF4), série 1-butil-3-metilimidazélio (BMIM-Br, BMIM-
OH e BMIM-BF4), série 1-octil-3-metilimidazolio (OMIM-Br, OMIM-OH ¢ OMIM
BF4) e preparadas seguindo o mesmo procedimento. Para a modificacdo da argila,
dispersou-se 1 g de MMT em 3,0 g de uma solugdo de ILs. O estudo mostrou melhores
resultados em termos de eficiéncia de extracdo em argilas modificadas com HDMIM-Br
em comparacdo com outros ILs estudados. Por esse motivo, 0 MMT-HDMIM-Br foi

escolhido para o estudo atual.

4.1.5 Preparacio e condicionamento do sistema RDSE

O método usando a RDSE ¢ ilustrado na Figura 21. O disco rotativo usado
neste estudo foi um disco de Teflon (1,5 cm de didmetro) contendo uma barra de
agitacdo magnética miniatura embutida, adquirida da VWR International (Radnor, PA,
EUA). O disco tem uma cavidade de 0,44 cm® e foi coberto com papel de filtro
quantitativo (tamanho médio dos poros de 2 um) e selado com anel de Teflon.

Apds o condicionamento do material, a extracdo pode ser realizada. O disco
rotativo foi preparado pela adicdo de 5 mg de cortiga, que corresponde a quantidade
maxima deste sorvente permitida pela técnica RDSE, que foi coberta com um filtro de
celulose. Para os estudos com argila e C18 foram mantidas a mesma quantidade de cada
sorvente (5 mg) para melhor comparagdo analitica. Apds a preparagdo do disco, foi
colocado em um frasco de 40 mL contendo 25 mL da amostra. A amostra foi
tamponada e o sal adicionado como requerido para o estudo. Um agitador magnético e
um banho de aquecimento foram usados. Apds o periodo de extragdo, o disco foi
retirado e colocado em um béquer com 3 mL de solvente de dessor¢do (o volume
minimo necessario de solvente para cobrir o disco). O extrato resultante foi colocado

em um frasco e submetido a andlise sem a necessidade de evaporagdo e reconstituicao.



60

Apds cada extragdo o disco contendo o material foi preparado para
reutilizagdo por meio da aplicacdo de tratamento ultrassonico por 5 min em um béquer
contendo 3 mL do solvente de dessor¢do. Utilizando este procedimento os biossorventes
foram reutilizados em pelo menos 50 ciclos (extragdo/dessor¢do) sem perda

significativa da eficiéncia de extragdo.

Figura 21 — Esquema do procedimento RDSE. 1) Montagem do disco: (a) tampa, (b)
filtro de papel, (c) sorvente e (d) barra magnética; 2) condicionamento; 3) extracdo dos
analitos da amostra aquosa; 4) dessorcdo; 5) Extrato em um frasco para posterior

injecdo; e 6) Recondicionamento do disco para a proxima extracao.

Fonte: Autoria propria (2018)

4.1.6 Otimizacao das condi¢coes cromatograficas

Os parametros para a fonte de ionizacdo e a célula de colisdo foram
otimizados no modo automadtico por infusdo direta das solu¢des padrdo individuais de
cada um dos parabenos diretamente no espectrometro de massas. O modo de varredura
em massa foi aplicado por monitoramento de multiplas reagdes (MRM). A temperatura
da fonte foi de 550 °C e os fragmentos Q1 e Q3 dos analitos foram respectivamente: MP
(151/92), EP (165/92), PP (179/92) e BP (193/92).

As misturas contendo os parabenos (50 pg L") foram preparadas e injetadas
no instrumento para obter o tempo de retencdo de cada analito. A fase movel utilizada
inicialmente foi HoO/ACN (95: 5), em modo gradiente por 3 min, seguida de HO/ACN
(5:95) por 5 min. Entre as injec¢des, o sistema foi condicionado com H>,O/ACN (95: 5)

por 10 min.
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4.1.7 Otimizaciao do Procedimento RDSE

Condigdes iniciais foram fixadas para estudo: para a extragdo foi utilizado
25 mL de amostra, tampao pH 4, tempo de extragdo de 45 minutos a temperatura
ambiente e na maxima velocidade de agitagdo fornecida pelo agitador magnético. Para a
dessorcdo, 3 mL de solvente durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Os parametros experimentais que podem afetar a extracdo dos compostos
alvo foram investigados como descrito abaixo.

Procedimentos de dessor¢do liquida: O solvente de dessorcdo foi
investigado com base em um planejamento Simplex-Centroide de doze experimentos
para estudar a escolha dos solventes. Foram aplicados uma solu¢do de hidréxido de
amonio (pH 10, para garantir a completa ionizagdo dos parabenos), ACN e metanol
(MeOH) conforme indicado na Tabela 7. O tempo de dessor¢do foi fixado em 20 min e
foram utilizados 3 mL de solvente em cada experimento. Em seguida, o tempo ¢ a
temperatura de dessorcdo foram investigados aplicando um planejamento Doehlert
(Tabela 8), avaliando o tempo em cinco niveis (10 a 30 min) e temperatura em trés
niveis (20 a 40 °C) com a escolha do solvente de dessorcdo ja otimizada. Os dados
experimentais dos dois planejamentos foram processados utilizando um programa
computacional Statistica 8.0 e a resposta obtida foi calculada a partir das médias
geométricas das areas dos picos de cada analito.

Tabela 7 - Planejamento Simplex-Centroide para a escolha do solvente(s) de dessor¢ao
liquida

Planejamento Experimental — Solvente de Dessorc¢ao

Valores codificados Valores reais (mL)
Experimento | NH4OH  ACN MeOH NH4OH ACN MeOH

1 1 0 0 3,0 0 0

2 0 1 0 0 3,0 0
3 0 0 1 0 0 3,0

4 0,5 0,5 0 1,5 1,5 0
5 0,5 0 0,5 1,5 0 1,5
6 0 0,5 0,5 0 1,5 1,5
7 0,666 0,166 0,166 2,0 0,5 0,5
8 0,166 0,666 0,166 0,5 2,0 0,5
9 0,166 0,166 0,666 0,5 0,5 2,0
10 0,333 0,333 0,333 1,0 1,0 1,0
11 0,333 0,333 0,333 1,0 1,0 1,0
12 0,333 0,333 0,333 1,0 1,0 1,0

Fonte: Autoria Propria



Tabela 8 - Planejamento Doehlert para tempo e temperatura de dessor¢ao

Planejamento Experimental — Solvente de Dessor¢ao
Valores codificados Valores reais
Experimento | Temperatura Tempo | Temperatura  Tempo

§®) (min)

1 0 -1 30 10

2 -0,866 -0,5 20 15

3 0,866 -0,5 40 15

4 (ponto central) 0 0 30 20
5 (ponto central) 0 0 30 20
6 (ponto central) 0 0 30 20
7 -0,866 0,5 20 25

8 0,866 0,5 40 25

9 0 1 30 30
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Fonte: Autoria Propria

Procedimentos de Extracdo: A significancia dos parametros foi avaliada
usando um planejamento fatorial completo. O tempo de extracdo (30—60 min), pH da
amostra (4-7), velocidade de agitacdo (velocidade de rotagao de 700-1400 rpm) e forga
ionica (adicdo de 0-30% m/v de NaCl) foram os parametros avaliados neste estudo
(Tabela 9). Os dados experimentais do planejamento fatorial completo foram
processados usando o programa computacional Statistica 8.0 e a resposta obtida foi

calculada a partir das médias geométricas das areas dos picos de cada analito.
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Tabela 9 - Planejamento Fatorial Completo para o estudo da extracao

Planejamento Fatorial Completo
Valores codificados Valores reais

Exp Tempo pH Agitagdo Sal Tempo pH Agitagdo Sal
1 -1 -1 -1 -1 30 4 4 0
2 1 -1 -1 -1 60 4 4 0
3 -1 1 -1 -1 30 7 4 0
4 1 1 -1 -1 60 7 4 0
5 -1 -1 1 -1 30 4 8 0
6 1 -1 1 -1 60 4 8 0
7 -1 1 1 -1 30 7 8 0
8 1 1 1 -1 60 7 8 0
9 -1 -1 -1 1 30 4 4 30
10 1 -1 -1 1 60 4 4 30
11 -1 1 -1 1 30 7 4 30
12 1 1 -1 1 60 7 4 30
13 -1 -1 1 1 30 4 8 30
14 1 -1 1 1 60 4 8 30
15 -1 1 1 1 30 7 8 30
16 1 1 1 1 60 7 8 30

Fonte: Autoria Propria

4.1.8 Figuras analiticas de mérito e aplicacio do método desenvolvido

As curvas de calibragdo para a dgua do rio foram realizadas adicionando
cinco concentragdes diferentes de cada parabeno (0,8-75,0 ug L' para cortiga, 3—-100
ug L para argila MMT — IL e 6-50,0 ug L! para C18) sendo determinadas com a area
do pico versus a concentracdo de analitos em triplicata. O coeficiente linear de
determinagdo (R?) foi calculado com base nas curvas de calibragdo. Os LOQs foram
adotados como o primeiro nivel concentracdo do intervalo linear para cada analito e os
LODs foram obtidos dividindo o LOQ por 3,3. A precisdo e exatiddo do método foram
avaliadas realizando extracdes em amostras reais de 4gua contaminadas com os analitos
em trés diferentes concentragdes (0,8, 3 € 25 pug L para cortiga; 3, 12,5 € 25 ug L! para
MMT- IL argila). A precisdo foi calculada como o RSD obtido da agua do rio
misturada em trés niveis de concentracdo e a precisdo foi verificada através da
recuperagdo relativa dos analitos. Além disso, a aplicabilidade desta metodologia foi

avaliada usando trés amostras diferentes (duas de rio e uma agua da torneira).
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4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.2.1 Caracterizacio do material sorvente

Em estudos anteriores, nosso grupo de pesquisa ja caracterizou a cortica
usada como sorvente (DIAS et al., 2013). Porém as caracterizagdes foram realizadas
apos tratamento térmico do material. Entdo, para complementar essa caracterizagdo,
uma andlise de microscopia eletronica de varredura (MEV) foi realizada neste estudo
em diferentes ampliacdes e revelou que a superficie do material possui uma estrutura

porosa. Isso explica a natureza de adsor¢ao do material e pode ser visto na Figura 22.

Figura 22 -Microscopia Eletronica de Varredura da cortica em pd: (A) magnificagdo de
800X e (B) magnificacdo de 1200X.

A X800 100pm B x12k 50 um

Fonte: Autoria Propria

Para o segundo biossorvente, MMT-IL estudos de caracterizagdo ndo foram
necessarios, uma vez que sao apresentados de forma bem completa na literatura
(FISCAL-LADINO et al., 2017).

No caso da corti¢a, os analitos interagem principalmente por adsor¢do na
superficie solida do sorvente, enquanto no caso do MMT-IL os analitos sdo
principalmente dissolvidos no liquido i6nico imobilizado na argila MMT. Novos
estudos tém reportado que o mecanismo de sor¢do ndo deve afetar o tempo de
equilibrio, porque a etapa determinante da taxa do processo de extracdo ¢
principalmente dependente da taxa de transferéncia do analito através da camada limite,

que ¢ a mesma para o dois materiais estudados (FISCAL-LADINO et al., 2017).
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4.2.2 Otimizaciao das condicoes de extracio para RDSE

4.2.2.1.0timizacao da etapa de dessor¢do

Para obter boa eficiéncia na dessor¢do de parabenos extraidos nos
biossorventes a etapa de dessor¢do liquida foi otimizada. A Figura 23 mostra os
cromatogramas obtidos usando trés solventes de dessor¢do em extragdes utilizando a
cortica como sorvente. O mesmo estudo foi realizado com os dois outros sorventes e
resultados similares foram obtidos. Como pode ser visto na Figura 23 A, a solucdo de
hidroxido de amoénio (pH 10) forneceu um melhor formato e altura de pico para todos os
quatro analitos em comparagdo com os outros dois solventes (Figura 23 B e C). Por
outro lado, quando apenas a area do pico ¢ considerada como a resposta para obter a
superficie de resposta triangular, o MeOH seria a melhor escolha para o solvente de

dessor¢do (Figura 24 A).

Figura 23 - Cromatograma obtido com diferentes solventes de dessorcao: (A) solugdo
de amoénia pH 10, (B) acetonitrila, e (C) metanol. Analitos: MP (1), EP (2), PP (3) e BP
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Dessa forma, a superficie de resposta triangular precisou ser plotada ndo em
relacdo a média das areas e sim de acordo com a resolucdo de pico (numero de pratos

teoricos) (Figura 24 B).

Figura 24 - Superficie de resposta triangular para a escolha do solvente de dessor¢ao
utilizando cortica como fase extratora e resposta: A) média geométrica dos picos

cromatograficos; (B) eficiéncia dos picos cromatograficos.

A) Resposta(%) B)

DV: Resposta(%): R-sqr=,8452; Adj. 2017
Model: Quadrate
MeOH
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1,
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Fonte: Autoria Propria

A solugdo de hidroxido de amoénio (pH 10) proporcionou a melhor
eficiéncia para a dessor¢do de todos os analitos utilizando os trés sorventes (a superficie
de resposta para argila MMT-IL e C18 podem ser observadas no apéndice A). Como os
analitos t€ém pKa proximo a 8,5, a solugdo de dessor¢ao em pH 10 permite a ionizacao
completa do grupo funcional -OH na estrutura da molécula dos conservantes
(ANGELOV; VLASENKO; TASHKOV, 2007), diminuindo sua lipofilicidade e,
portanto, a afinidade para os sorventes aplicados. Embora os parabenos tenham
estruturas diferentes, com o aumento de 1 carbono entre eles, essa diferenca nao altera
fortemente o pka. Para metil, etil, propil e butilparabeno, os pkas sdo proximo a 8§,5.
Valores de pH abaixo de 6 ja garantem as espécies todas neutras, enquanto valores
acima de pH 10 garantem elas ionizadas.

Continuando os estudos de dessor¢do, a melhor temperatura e tempo foram
obtidos usando o design Doehlert. Um ponto central em triplicata foi realizado para
calcular o Desvio Padrao Relativo (RSD do inglés Relative Standard Deviation) usando
diferentes discos de extracdo. O tempo de dessorcdo ¢ uma varidvel crucial porque os
analitos ndo sdo suficientemente dessorvidos do sorvente com a aplicagdo de tempos
curtos, enquanto que por longos periodos um processo de reextracdo (back-extraction)

pode ocorrer, com algumas moléculas retornando ao sorvente e diminuindo a resposta
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instrumental. Da mesma forma, como um aumento na temperatura aumenta tanto a
cinética de dessorcao quanto a solubilidade em 4gua, essa variavel deve ser otimizada
para obter a dessor¢cdo maxima dos compostos alvo.

A superficie de resposta foi obtida diretamente usando a é4rea média
padronizada dos picos cromatograficos. A presenca de regides mais escuras nas
superficies pode ser observada na Figura 25, que corresponde a areas maiores € ao
6timo comprometimento entre a temperatura ¢ o tempo de dessor¢do. As melhores
respostas foram obtidas aplicando-se as condi¢des de 10 min a temperatura ambiente
(20 °C) para corti¢a, 20 min a temperatura ambiente (20 °C) para argila MMT-IL e 20
min a 40 °C para C18.

Figura 25 - Superficie Doehlert baseada na média geométrica dos picos: (A) cortica,

(B) argila MMT-IL e (C) C18.
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Fonte: Autoria Propria

4.2.2.2 — Otimizacao da Extragdo

Para otimizar a extragdo, um planejamento fatorial completo foi realizado,
totalizando 16 experimentos, para obtencdo de um grafico de Pareto. Para a cortiga, o
grafico de Pareto (Figura 26) mostrou que a adi¢do de sal e a agitagdo sdo variaveis
significativas, bem como a interagdo entre estas duas varidveis e a adicao de sal versus o

pH da amostra. O uso de sal aumenta a for¢a ionica da solugdo, levando ao efeito de
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salting out, o que facilita a migracdo do analito da amostra para o sorvente. Um alto
grau de agitacdo aumenta a forca cinética e melhora a extragcdo dos analitos. Por outro
lado, o pH nado foi significativo na faixa de 4-7 porque, como mencionado acima, nesta
faixa de pH os analitos sdo totalmente protonados (forma nao-ionizada). Portanto, ndo ¢
necessario utilizar a adicdo de tampdo na andlise de amostras de aguas residuais e

superficiais em geral.

Figura 26 - Diagrama de Pareto” obtido pelo planejamento fatorial completo para
triagem das variaveis e suas interagdes na determinagdo de parabenos utilizando cortica

como fase extratora.

@ sal 777 2 7 7 /1325139
(3)Agita(;§o/7 / / // / // /%3,4502543
3byd // //%/// // /%7.317705
2by4 7 /4%-2,92051
Y3y faarss
@) pH %-1.4‘;:2&-.
(1) Tempo //%1,153%79
1by3 % 574558
1by2 /%-.352?94 I
oys 7 %_3437&-5??

Fonte: Autoria Propria
" Tabela ANOVA pode ser encontrada no Apéndice A.

Como o tempo de extragdo ndo apresentou resultado estatisticamente
significativo na faixa de 30 a 60 min, outros estudos utilizando estratégia univariada
para tempos de extracdao mais curtos (10, 20 e 30 min) foram realizados para verificar a
possibilidade de aumentar a frequéncia analitica (Figura 27). Este estudo confirmou a

necessidade de usar 30 min como tempo de extragdo para um bom sinal analitico.



69

Figura 27 - Otimizag¢do univaridada para o tempo de extracao.
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Fonte: Autoria Propria

Resultados semelhantes foram obtidos para extragdes utilizando argila
MMT-IL e CI18 (dados apresentados no apéndice A). Com base nesses resultados,
obteve-se uma melhor resposta analitica utilizando a maior quantidade de sal possivel
(30 g por 100 mL de amostra) e a maior agitacdo disponivel (1400 rpm, sendo a mais
rapida oferecida pelo equipamento disponivel). A Tabela 10 resume as condi¢des

otimizadas de dessor¢ao e extracdo para cada sorvente.

Tabela 10 - Condicao otimizada para a metodologia utilizando diferentes fases
extratoras

Extracao Dessorcao
Quantidade  Tempo Sal NaCl Agitagdo | Agitagdo  Tempo o
Sorvente (mg) (min) (/100 mL) (rpm) (rpm) (min) Temp (°C)
Cortica 5 30 30 1400 1400 10 20
MMT-IL 5 30 30 1400 1400 20 20
C18 5 30 30 1400 1400 20 40

Fonte: Autoria Propria

Ao aplicar as condi¢des otimizadas, resultados positivos foram obtidos para
os biossorventes. Utilizando a mesma quantidade de amostra e sorvente dentro do disco,
os sorventes renovaveis proporcionaram melhores resultados quando comparados com o
C18. Isso pode ser atribuido a necessidade de altas temperaturas para a dessorcio
quando o sorvente C18 comercial ¢ aplicado, enquanto que para os biossorventes o
processo pode ser realizado a temperatura ambiente. Portanto, ndo ¢ necessario aquecer
o sistema, eliminando a necessidade de um banho de aquecimento e reduzindo a

manipulacdo necessaria e o custo de extragao.
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4.2.2.3 Parametros analiticos de mérito

As figuras analiticas de mérito obtidas neste estudo podem ser visualizadas
na Tabela 11. Os coeficientes lineares de determinagdo (R?) foram maiores que 0,99
indicando bom ajuste linear. Valores mais baixos para LOD e LOQ foram obtidos
quando a cortica foi utilizada como sorvente, provavelmente por causa do ruido

reduzido apos a dessor¢ao do analito desta fase.

Tabela 11 - Figuras analiticas de mérito para a metodologia proposta utilizando RDSE

para diferentes sorventes.

Analito Faixa Linear Equagio da reta R? LOD? LOQP
(ng L) (ng L) (ng L)
Cortica
MP 0,875 y=2729,9 x + 16740 0,9982 0,24 0,8
EP 0,875 y =15350,9 x + 8479 0,9991 0,24 0,8
PP 0,875 y =3972,1 x +8997,5 0,9965 0,24 0,8
BP 0,875 y=11941 x + 32989 0,9983 0,24 0,8

Argila MMT-IL

MP 3-100 y =1729,2 x +9041,6 0,9942 0,9 3,0
EP 3-100 y=923,55x+5992,7 0,9997 0,9 3,0
PP 3-100 y=4121,3 x + 13745 0,996 0,9 3,0
BP 3-100 y =14825 x — 35380 0,9939 0,9 3,0
C18
MP 6-50 y=1643 x + 8918,2 0,9999 1,81 6,0
EP 6—50 y=1510,3x—-1014 0,9983 1,81 6,0
PP 6—50 y=4731,5x-7700,9 0,9976 1,81 6,0
BP 6—50 y=11994 — 12582 0,9998 1,81 6,0

Fonte: Autoria Propria
2 LOD foi obtido dividindo o LOQ por 3,3

5 LOQ foi adotado como a primeiro nivel concentra¢do do intervalo linear para cada analito.

A precisdo foi avaliada em termos de repetibilidade intra-dia (n = 3) e

precisdo intermedidria inter-dia (n = 6) em trés niveis de amostra fortificada para ambos
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os biossorventes. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 12. De acordo

com a tabela, a precisdo intra e inter-dia para o sorvente de corti¢a apresentou valores

de RSD menores que 15 e 19%, respectivamente. Para o sorvente de argila MMT-IL, os

valores de RSD foram inferiores a 19 ¢ 17%.

Tabela 12 - Precisdo (inter-dia e intra-dia) para extra¢cdo de parabenos em amostras de

aguas superficial de rio usando biossorventes.

Cortica Argila MMT-IL
Analito Add” RSD, intra-dia  RSD, inter-dia Add* RSD, intra-dia  RSD, inter-dia
(ngL™) (%) (n=3) (%) (n=0) (ngL™) (%) (n=3) (%) (n=0)

MP 0,8 1,15 4,92 3 18,14 14,38
3 2,17 2,90 12,5 10,63 9,87

25 10,43 7,04 25 9,11 8,97

EP 0,8 9,17 6,55 3 8,88 13,25
3 2,12 11,13 12,5 17,63 14,02

25 1,45 7,80 25 10,41 9,01

PP 0,8 6,57 7,96 3 13,03 14,87
3 1,79 8,25 12,5 16,71 16,12

25 9,08 5,19 25 15,54 12,99

BP 0,8 14,29 18,11 3 9,63 7,95
3 3,28 8,44 12,5 6,27 4,75

25 5,07 12,00 25 3,24 7,08

Fonte: Autoria Propria

*concentragao de analito fortificado na amostra.

A precisdo do método, usando trés diferentes concentragdes de analito, foi

determinada com base nas recuperacdes relativas usando diferentes discos de extragao.

As recuperagdes relativas variaram de 80,3 a 118,7% para a extracdo realizada com

cortica. Para a extracdo utilizando argila MTM-IL, as recuperacdes variaram de 80,0 a

119,9%. Esses resultados sdo demonstrados na Tabela 13.
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Tabela 13 - Recuperacgdes relativas de parabenos em amostras de 4gua superficial de rio

e de dgua de torneira usando o método desenvolvido para diferentes sorventes.

Add” (ng L) Recuperagiio
. Amostra 1 % Amostra 3
Analitos ( )Amostra )
Cortica
sem adicao <LOD <LOD <LOD
0,8 80,3 84,6 109,1
MP 3 108,6 108,8 92,4
25 89,7 109,6 115,4
sem adicao <LOD <LOD <LOD
EP 0,8 84,5 82,2 85,6
3 98,7 90,4 82,7
25 82,1 108,0 81,4
sem adicao <LOD <LOD <LOD
PP 0,8 86,1 93,9 88,2
3 104,8 112,9 101,6
25 115,4 118,7 94,6
sem adicao <LOD <LOD <LOD
BP 0,8 89,3 95,5 83,8
3 80,5 97,6 99.8
25 95,1 114,6 100,2
Argila MMT-IL
sem adicao <LOD <LOD <LOD
3 95,5 91,8 85,8
MP 12,5 114,9 119,9 100,0
25 108,4 117,6 97,8
sem adicao <LOD <LOD <LOD
EP 3 103,5 89,3 108,3
12,5 110,7 103,0 98,2
25 96,8 84,2 103,4
sem adicao <LOD <LOD <LOD
PP 3 105,7 119,9 112,2
12,5 80,9 86,1 103,3
25 90,9 88,5 106,6
sem adicao <LOD <LOD <LOD
BP 3 92,8 94,3 91,1
12,5 96,0 91,9 86,4
25 80,0 99,7 88,9

Fonte: Autoria Propria

*concentragao de analito fortificado na amostra.

A seletividade do método proposto usando diferentes fases de extracao foi

confirmada através da analise cromatografica do extrato obtido da amostra de dgua de

rio sem a adicdo dos analitos. Nenhum pico apareceu nos tempos de retengdo dos
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analitos alvo. O método proposto foi aplicado, usando os dois biossorventes, em trés
amostras diferentes. Para cada amostra, as concentracdes dos analitos estavam abaixo

dos LODs, como pode ser visto nas Figuras 28 e 29.

Figura 28 - Cromatogramas obtidos para amostras e amostras fortificadas
aplicando o método desenvolvido utilizando cortiga como sorvente. A) MP, B) EP, C)
PP, e D) BP. Em cada grafico: a) branco da amostra; b) amostra de agua fortificada em

12,5 ug L' e ¢) amostra de 4gua fortificada em 25 pg L
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Figura 29 - Cromatogramas obtidos para amostras e amostras fortificadas aplicando o
método desenvolvido utilizando argila MMT-IL como sorvente. A) MP, B) EP, C) PP, e
D) BP. Em cada grafico: a) branco da amostra; b) amostra de agua fortificada em 12,5

ugl! e ¢) amostra de agua fortificada em 25 pglL™"
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Fonte: Autoria Propria

Os cromatogramas das Figuras 28 e 29 apresentam a amostra em branco
assim como as amostras adicionadas em dois niveis diferentes de concentragdo. Além
disso, uma comparagdo dos resultados obtidos neste estudo usando o método proposto
com outros relatados na literatura ¢ apresentada na Tabela 14. Pode-se observar que o
método proposto forneceu LOQs semelhantes ou melhores em relagdo aos outros
trabalhos citados quando a cortica ¢ usada como sorvente. A exce¢do ¢ para o uso do
RDSE com o Oasis™ HLB, que apresentou menor LOQ. No entanto, o trabalho
reportado precisou de mais duas etapas que envolveram a evaporacao do solvente apos a
dessor¢gdo e um método de derivatizagdo com N-metil-N-(trimetilsilil)-
trifluoroacetamida (MSTFA).
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Tabela 14 - Comparacdo do método proposto com outros relatados na literatura para os mesmos analitos. Todos os estudos utilizaram LC como
técnica de separagdo

Analito Preparo de amostra Método de deteccio LOD LOQ Ref
(ng LY (ngL
MP/EP/PP/BP RDSE MS/MS (ESI) 0,24/ 0,90/ 1,81 0,8/3,0/ 6,0 Este trabalho
(cortica/MMT-IL/C18)
MP/EP/PP/BP DLLME uv 0,2-0.4 1,0-1000 (SHEN et al., 2017)
MP/EP/PP/BP SPE MS/MS (APCI) 0,1-0,18 0,3-0,6 (YE et al., 2006)
MP/EP/PP/BP Polimero molecularmente uv 0,028 / 0,026/ 0,021 - (YOU; PIAO; CHEN, 2016)
impresso
MP/EP/PP/BP LLE, etil acetato MS/MS (ESI) 0,2-2 (ASIMAKOPOULOS et al., 2014)
MP/EP/PP/BP DLLME MS (ESI) 7-11 11-22 (CARRASCO-CORREA et al., 2015)
MP/EP/PP/BP SPE (strata) MS/MS 0,08 -0,3 0,2-1 (LEE et al., 2013)
MP/EP/PP/BP In-tube SPME MS/MS (ESI) - 10 —400 (SOUZA et al., 2016)
MP/EP/PP SPME protegida por uv 0,08-0,4 - (DIAS et al., 2015)
membranas

Fonte: Autoria Propria
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Os biossorventes parecem representar uma alternativa confidvel para
aplicacdo em RDSE, mostrando desempenho analitico muito satisfatdrio, baixo custo e
simples procedimento de fabricacdo. Além disso, um dos destaques do método
desenvolvido € o reaproveitamento de material de extragdo com pelo menos 50 ciclos de
extragdo (extracdo/dessor¢do) realizados sem perda significativa da eficiéncia de
extragdo. Outra ¢ a solug¢do de dessor¢do ambientalmente amigavel em comparacdo com

solventes organicos comumente usados com maior toxicidade.

43 CONCLUSOES PARCIAIS

Neste estudo, o uso de sorventes naturais utilizando RDSE forneceu
resultados promissores, em comparacdo a um sorvente comercial amplamente utilizado.
A preparagdo do sistema contendo o disco ¢ simples e o material sorvente pode ser
reutilizado varias vezes. O método desenvolvido pode ser aplicado a amostras
complexas (com solidos suspensos), uma vez que a fase de extragdo ndo entra em
contato com a amostra. A separacao e detec¢ao dos analitos por HPLC-ESI-MS/MS sao
eficazes e ¢ possivel determinar uma faixa de trabalho aplicavel para futuras
regulamentacdes brasileiras. O método proposto forneceu bons resultados para
linearidade, LOD, LOQ, recuperacdo e precisdo, particularmente utilizando os
biossorventes. O método ¢ de baixo custo porque os sorventes naturais podem ser
reutilizados em numerosas extra¢des. Outras vantagens sdo que nenhum solvente
organico ¢ requerido durante a prepara¢do da amostra e a corrida analitica ¢ de curta
duracdo, diminuindo a geragdo de residuos e aumentando a frequéncia analitica. Porém
a configura¢do do aparato permite pequenas quantidades de sorventes, sendo possivel

um melhor desenvolvimento para melhores aplicagdes.
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5 UMA ABORDAGEM DE ALTA FREQUENCIA ANALITICA PARA A
EXTRACAO SORTIVA EM DISCOS ROTATIVOS (RDSE)
UTILIZANDO CORTICA EM LAMINA PARA A DETERMINACAO
SIMULTANEA DE MICRO-POLUENTES ORGANICOS MULTICLASSE
EM AMOSTRAS AQUOSAS POR CROMATOGRAFIA GASOSA COM
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Uma abordagem utilizando RDSE modificada aplicando a cortica de forma
laminar como fase extratora ¢ apresentada neste trabalho. A configuracdo feita em
laboratorio para acoplar até seis agitadores magnéticos em uma técnica RDSE
modificada foi utilizada para a extra¢do de vinte micro poluentes organicos multiclasse
(etilbenzeno, o-xileno, acenaftileno, fluoreno, trifluralina, fenantreno, antraceno,
pendimetalina,  2-etilhexil-p-dimetilaminobenzoato = (EHPABA), pireno, 3-(4-
metilbenzilideno)canfora (MBC), benzo [a] antraceno, criseno , permetrina, benz (e)
acef enantrileno, benzo (k) fluoranteno, benzo (a) pireno, dibenzo (a, h) antraceno,
indeno [1,2,3-cd] pireno e benzo [ghi] perileno) de amostra aquosa com separagdo e
deteccdo por GC-MS. A metodologia foi aplicada em amostra de agua de rio da Grande
Floriandpolis. Uma metodologia de alta frequéncia analitica nunca antes foi proposta

para RDSE, se tornando uma interessante alternativa.

5.2 MATERIAIS E METODOS
5.1.1 Reagentes quimicos e materiais

Padroes analiticos de vinte analitos (etilbenzeno, o-xileno, acenaftileno,
fluoreno, trifluralina, fenantreno, antraceno, pendimetalina, 2-etilhexil-p-
dimetilaminobenzoato (EHPABA), pireno, 3-(4-metilbenzilideno)canfora (MBC),
benzo [a] antraceno, criseno, permetrina, benz (e) acephenanthrylene, benzo (k)
fluoranteno, benzo (a) pireno, dibenzo (a, h) antraceno, indeno [1,2,3-cd] pireno e benzo
[ghi ] perileno) foram adquiridos pela Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI, EUA) e foram
usados para preparar solugdes estoque tnicas de 100 mg L' em metanol obtido da
Merck (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Ap6s a preparacao individual, uma solugdo de
trabalho contendo todos os analitos na concentragdio de 10 mg L' foi obtida em
metanol. As solu¢des tampao - acido citrico e fosfato de sodio dibasico - utilizadas no
ajuste do pH foram adquiridas da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Cloreto de s6dio obtido

em Synth (Sdo Paulo, Brasil) foi utilizado para os estudos de efeito de salting out.
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Acetato de etila (AcOEt) e acetona (AC) grau HPLC foram adquiridos da Merck
(Kenilworth, NJ, EUA). Além disso, a 4gua ultrapura (18,2 MQ cm) foi purificada pelo
sistema de purificagdo de 4gua Mega Purity (Billerica, MA, EUA).

Para as extragdes, seis agitadores magnéticos (Fisatom, SP, Brasil) foram
conectados a um regulador de tensdo Variac TDGC2-1 1KVA / 4 AMP (EXA
Instruments, SP, Brasil) por régua de energia (NBR 20605, Power Line). Um
multimetro digital ET-1002 (Minipa, SP, Brasil) foi usado para controlar a tensao dos
agitadores magnéticos de acordo com um estudo anterior do nosso grupo (MAFRA et
al., 2018). As extracdes foram realizadas em frascos de capacidade de 40 mL com

tampa.

5.1.2 Amostra aquosa

A amostra de 4gua do rio foi coletada no rio Cubatdo (-27.68939605 / -
48.73518439) na regido metropolitana de Florianopolis, Santa Catarina, Brasil,
utilizando um coletor piezométrico. A amostra foi mantida em refrigeracdo e em

seguida analisada.

5.1.3 Instrumentacio e condicdes cromatograficas

Um cromatografo a gas Shimadzu GC-MS QP2010 Plus, equipado com um
detector de espectrometro de massa e split/splitless (Kyoto, Japao), com uma coluna
capilar Zebron ZB-5MS (30 m % 0,25 mm x 0,25 pm; Torrance, CA, EUA) foi utilizado
para a andlise cromatografica. A inje¢do de liquido foi realizada no modo sem divisor,
com a temperatura do injetor ajustada em 250 °C. A temperatura inicial do forno foi de
40 °C (5 min), que aumentou a 20 °C min™! até 80 °C, e depois aumentou a taxa de 6 °C
min!' a 300 °C (10 min). Hélio ultrapuro 5.0 (99,999%) foi usado como gas de arraste a
uma vazdo de 1,0 mL min™!. Para o0 GC-MS, as temperaturas da linha de transferéncia e
da fonte de ions foram fixadas em 280 e 250 °C, respectivamente. O espectrémetro de
massa foi operado no modo de ionizagdo por impacto de elétrons (EI) a 70 eV. Os
analitos foram determinados em modo de monitoramento com ions selecionados (SIM)
e as razoes de massa/carga (m/z) sdo apresentados no Apéndice C. Os valores m/z em

negrito foram utilizados para a determinagdo quantitativa dos analitos.

5.1.4 Preparacio e caracterizacio do material sorvente
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As rolhas de cortica foram condicionadas em um béquer contendo dgua
ultrapura durante 2 h sob agita¢do ultrassonica. Este procedimento foi repetido até se
obter uma agua incolor, indicando que as rolhas de cortica estavam limpas. Em seguida,
as rolhas foram deixadas em estufa a 110 °C por 12 h. Apds a limpeza da rolha de
cortica foi utilizado uma lamina para corta-la na forma de folhas com aproximadamente
a mesma espessura (2 mm). Um vazador com didmetro de 10 mm foi usado para
fragmentar o material em discos. Posteriormente, os discos foram mantidos em banho
ultrassonico em ACN por 30 min, seguido por 10 min em agua. Ao final do processo,
com o material j& seco, todas as laminas circulares de cortica foram pesadas, garantindo
a mesma quantidade de sorvente em todas as extragdes (0,03 g).

A caracterizacdo da cortica laminar foi realizada utilizando um
espectrometro infravermelho com transformada de Fourier de reflectincia total ABB
FTLA 2000 (ATR-FTIR) (Zurique, Sui¢a). Um analisador Perkin-Elmer 2400 CHNS/O
foi utilizado para realizar a analise elementar. A andlise termogravimétrica foi realizada
num analisador termogravimétrico Shimadzu modelo TGA-50 (Toquio, Japao) sob taxa
de aquecimento de 10 °C min! a 600 °C, atmosfera de N> e de 50 mL min'! numa célula
de platina. Um microscopio eletronico de varredura Hitachi TM 3030 (Tarrytown, NY,

EUA) foi usado para avaliar a morfologia do material.

5.1.5 Técnica RDSE modificada contendo a cortica laminar

A RDSE modificada proposta neste estudo consiste no disco rotativo
contendo a lamina circular laminar (10 mm de didmetro) colocada dentro da cavidade
do disco. Como a lamina de cortica e a cavidade do disco possuem o mesmo didmetro,
ndo foi necessario o uso de qualquer tipo de cola para aderir a cortica ao aparato.
Também nao foi necessario utilizar a capa de Teflon, que faz parte do aparato da técnica
original. Essa nova configuracdo, que ¢ reduzida em tamanho em aproximadamente
15%, permitiu que menores quantidades de solvente fossem necessarias para etapa de
dessor¢do em comparacdo com o aparelho RDSE tradicional, além da possibilidade da
utilizagdo de maiores quantidades de fase extratora. Agitadores magnéticos conectados
a um regulador de tensdo permitiram extracdes simultdneas para aumentar o rendimento
do método. Um esquema que compara a nova configuracdo usada neste estudo e a

configura¢do tradicional ¢ mostrado na Figura 30.
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Figura 30 - Comparagdo entre RDSE modificada e tradicional: A-1 (circunferéncia) e
A-2 (altura) para o disco modificado e B-1 (circunferéncia) e B-2 (altura) para o disco

tradicional.
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Fonte: Autoria Propria

Um estudo comparativo foi realizado entre a técnica tradicional, com cortiga
em po, e a técnica modificada, com a cortica em lamina.

Condi¢des iniciais foram fixadas: na extragdo, 35 mL de amostra, sem
adi¢do de tampao, durante 45 minutos a temperatura ambiente € na maxima velocidade
de agitacdo fornecida pelo agitador magnético. Para a extracdo em lamina, 0,03 g de
cortica foi utilizada enquanto em p6 0,005 g (maxima capacidade do dispositivo). Para a
dessor¢ao, metanol foi utilizado como solvente durante 20 minutos de dessor¢ao a
temperatura ambiente. Para a técnica utilizando corti¢ga em pd, 3 mL foram utilizados de
solvente de dessor¢do enquanto apenas 1 mL foi requerido para a utilizagdo da fase em

lamina.

5.1.6 Otimizaciao do Procedimento RDSE modificado

Os parametros experimentais que podem influenciar a extragdo e a dessorgdo
liquida dos compostos foram avaliados como descrito abaixo. Ao longo da otimizagao,
as médias geométricas das areas de pico normalizadas correspondentes aos compostos
estudados foram utilizadas para plotar os graficos.

Procedimentos de dessor¢do liquida: solventes de dessor¢dao foram investigados

com base em um planejamento simplex-centroide, contendo 12 experimentos (incluindo



81

uma triplicata no ponto central), usando metanol (MeOH), acetato de etila (AcOEt) e
acetona (AC) para obter uma superficie triangular (Tabela 15). Em seguida, investigou-
se o tempo e o volume de dessor¢ao necessarios para a dessor¢do liquida, aplicando-se o
planejamento Doehlert, avaliando o tempo (10 a 30 min) e o volume de solvente (1 a 3
mL) (Tabela 16). Os dados experimentais dos dois planejamentos foram processados

utilizando um programa computacional Statistica §8.0.

Tabela 15 - Planejamento Simplex-Centroide para a escolha do solvente(s) de

dessor¢ao liquida

Planejamento Experimental — Solvente de Dessorc¢ao

Valores codificados Valores reais (mL)
Experimento | MeOH AcOEt AC MeOH AcOEt AC
1 1 0 0 1,0 0 0
2 0 1 0 0 1,0 0
3 0 0 1 0 0 1,0
4 0,5 0,5 0 0,5 0,5 0
5 0,5 0 0,5 0,5 0 0,5
6 0 0,5 0,5 0 0,5 0,5
7 0,666 0,166 0,166 0,5 0,25 0,25
8 0,166 0,666 0,166 0,25 0,5 0,25
9 0,166 0,166 0,666 0,25 0,25 0,5
10 0,333 0,333 0,333 0,333 0,333 0,333
11 0,333 0,333 0,333 0,333 0,333 0,333
12 0,333 0,333 0,333 0,333 0,333 0,333

Fonte: Autoria Propria



Tabela 16 - Planejamento Doehlert para tempo e temperatura de dessor¢ao

Planejamento Experimental — Solvente de Dessor¢ao

Valores codificados Valores reais
Experimento Volume Tempo Volume Tempo

(mL) (min)

1 0 -1 2 10

2 -0,866 -0,5 1 15

3 0,866 -0,5 3 15

4 (ponto central) 0 0 2 20
5 (ponto central) 0 0 2 20
6 (ponto central) 0 0 2 20
7 -0,866 0,5 1 25

8 0,866 0,5 3 25

9 0 1 2 30
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Fonte: Autoria Propria

Procedimentos de extracdo: a significancia dos parametros que podem influenciar
a eficiéncia de extragdo foi avaliada usando um planejamento fatorial completo
incluindo tempo de extragdo (30 e 60 min), pH da amostra (4 e 8) e forca i6nica (0% e
30% m/v de NaCl) (Tabela 17). Em seguida, o tempo de extracdo foi estudado em um

planejamento univariado considerando 10, 20 e 30 min.

Tabela 17 - Planejamento Fatorial Completo para o estudo da extragao.

Valores codificados Valores reais

Exp Tempo pH Sal Tempo pH Sal
(min) (%0)

1 -1 -1 -1 30 4 0

2 1 -1 -1 60 4 0

3 -1 1 -1 30 8 0

4 1 1 -1 60 8 0
5 -1 -1 1 30 4 30
6 1 -1 1 60 4 30
7 -1 1 1 30 8 30
8 1 1 1 60 8 30

Fonte: Autoria Propria



83

5.1.7 Procedimento de alta frequéncia analitica

Primeiramente, todas as fases em lamina utilizadas neste estudo foram
pesadas (m = 0,030 + 0,003 g) e condicionadas com ACN por 10 min. Em seguida, o
disco contendo o material sorvente foi colocado dentro de um frasco contendo 35 mL de
agua ultra pura fortificada com os analitos. Seis agitadores magnéticos ligados a um
regulador de tensdo foram usados para prosseguir as extragdes ao mesmo tempo (Figura
31). Apds o periodo de extracdo o disco foi removido e colocado em um béquer com 1
mL de solvente de dessor¢do e levado a agitacdo. Sem a necessidade de evaporagdo e
reconstitui¢do, o extrato resultante foi mantido em um frasco até a inser¢@o posterior no
equipamento analitico. Apos a dessor¢do, o disco pode ser reutilizado exigindo apenas
uma etapa de limpeza, aplicando uma agita¢do por 10 min em 1 mL do solvente de
dessorgao.

Figura 31 - Esquema do acoplamento dos agitadores ao regulador de tensao.
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Filtro de linha Regulador de tensdo Multimetro digital Rede elétrica

Fonte: (MAFRA, 2016)

5.1.8 Figuras analiticas de mérito e aplicacdo do método desenvolvido

Figuras de mérito como coeficiente de determinacdo linear, faixa linear,
limite de deteccdo, limite de quantificagdo, exatiddo e precisdo foram determinadas
utilizando as condi¢des otimizadas de extragdo. As curvas de calibrac¢do, considerando
cinco niveis de concentracdo (n = 3), foram obtidas pela plotagem da area do pico
versus a concentracdo de analitos adicionados diretamente na amostra em uma faixa de
6,25-100 pg L! para todos os analitos com exce¢do do EHPABA e do MBC, que foram
adicionados no intervalo de 2,0-32 pg L''. Os coeficientes de determina¢do foram

calculados com base nas curvas de calibracdo e os limites de detec¢ao (LOD) baseado
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na relacdo sinal ruido de 3 (S/N=3) enquanto os limites de quantificagdo (LOQ) foram
baseados na relagdo sinal ruido de 10 (s/n=10). A precisdo do método foi calculada com
base RSD. A exatidao (recuperacdes relativas, n = 3) e a precisdo (intra-dia, n = 3 e
inter-dia, n = 9) do método foram avaliadas realizando-se extragdes em amostra de dgua
enriquecida em trés diferentes concentragdes (2,0, 4,0 € 8,0 ug L' para o EHPABA e
MBC € 6,25, 12,5 € 25,0 ug L' para os outros analitos).

53 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.2.1 Caracterizacao do material sorvente

A andlise elementar mostra uma composicdo de cortica de 61,76% de
carbono, 8,30% de hidrogénio, 0,75% de nitrogénio e 29,19% de oxigénio. Estes
valores sdo compativeis com os relatados na literatura (PINTOR et al., 2013). A
isoterma de adsor¢@o de N> foi determinada para avaliar a area superficial especifica e
porosidade nos discos de cortica. Vale ressaltar que a analise foi realizada com um disco
inteiro. Isotermas do disco de cortiga sdo do Tipo III, onde ndo ¢ inidentificavel
nenhuma formagdo de monocamada por conta das fracas interagdes adsorvente-
adsorbato, comportamento caracteristico de s6lidos ndo porosos ou macroporosos, de
acordo com a classificagdo de Brunauer (THOMMES et al., 2015). A cortica em forma
de disco possui uma érea especifica de 2,1 m? g'!, valor similar, menor que 2 m? g'!
usando N? como adsorbato, foi relatado para cortiga em p6 com tamanho de particula
entre 0,2-0,3 mm, bem como auséncia de poros (PINTOR et al., 2013). Outro estudo
alcangou uma érea superficial especifica de 8,2 m? g'! quando foi adotado um tamanho
de particula entre 400 pm e 1 mm do p6 de cortica (NOVAIS et al., 2018).

O disco de cortiga foi cortado na seccao transversal, se¢ao esta caracterizada
pela estrutura do tipo parede de tijolos, com alinhamento em filas paralelas entre as
células, como pode ser observado nas micrografias apresentadas na Figura 32
(FERREIRA et al., 2016)(MIRANDA; GOMINHO; PEREIRA, 2013). As células de
cortica constituem os macroporos €, como pode ser evidenciado na Figura 32 C, esses
macroporos possuem seus interiores fechados. Essa constatacdo corrobora com o
resultado da baixa area superficial e a isoterma do tipo III. Portanto a cortica apresenta

somente macroporos externos, que em nada contribuem.
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Figura 32 - Microscopia Eletronica de Varredura da cortica em lamina: (A)

magnlﬁcagao de 100X, (B) magmﬁcag:ao de 500 e (C) magmﬁcag:ao de 1000X.

Fonte: Autoria Propria

Além disso, as analises de infravermelho e termogravimétrica foram
realizadas. As frequéncias de absorcdo dos grupos funcionais dos constituintes da

cortica podem ser observadas na Figura 33.

Figura 33 - Espectro de ATR-FTIR referente a cortica em lamina
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Fonte: Autoria Propria

*Tabela referente as espectro encontra-se no Apéndice B.

A andlise termogravimétrica da cortica utilizada neste trabalho foi realizada
com uma taxa de aquecimento de 10 °C/min até 600 °C, sob atmosfera de N> com vazao
de 50 mL min! em célula de platina (Figura 34). A cortica sofreu uma degradacdo
térmica em trés etapas. O primeiro pico em 53,38 °C se refere a evaporagdo de umidade
e desidratacdo do disco de cortica. O segundo evento apresenta um suave declive das
curvas, tendo seu inicio em 255,81 °C e seu término em 351,54 °C com perda de 19,72

% de sua massa. O terceiro evento ocorre com grande declive das curvas, iniciando em
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381,67 °C e termina em 468,85 °C, tendo seu auge em 433,15 °C e correspondendo a
uma perda de massa de 55,70%. O residuo resultante da andlise termogravimétrica
corresponde a 22,56% da massa inicial. A grande perda de massa evidenciada no
terceiro evento corrobora com publicacdes que evidenciaram a degradagdo térmica de
polissacarideos, como hemicelulose e celulose, e a degradagdo parcial da suberina e
lignina, sendo essa ultima a responsavel pela resisténcia ao calor (PINTOR et al.,
2013)(SEN et al., 2014).

Figura 34 - Anélise termogravimétrica para a cortica em lamina
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Fonte: Autoria Propria

“Tabela referente a analise termogravimétrica encontra-se no Apéndice B.

5.2.2 Comparacao da eficiéncia de extracio utilizando RDSE e RDSE

modificada

Primeiramente, a eficiéncia de extragdo do material biossorvente foi
avaliada de duas maneiras: laminar e p6 de cortica. As extragdes foram realizadas para
avaliar qual o aparato utilizando cortica apresentaria melhores 4reas de pico
cromatografico dos analitos. A Figura 35 mostra os cromatogramas dos dois formatos
de cortica e também um grafico de barras que compara a eficiéncia de extragdo do pd e

da cortica laminar, respectivamente.
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Figura 35 - A) Cromatogramas utilizando a corti¢a laminar (preto) em comparagdo com
o p6 de cortica (vermelho). B) Grafico de barras obtido para a extragdo dos analitos nos
formatos laminar e em po6. Condigdes: 35 mL de agua purificada ultrapura com 200 de
ug L' dos analitos, pH = 6,0, 45 min de tempo de extragdo e dessor¢do liquida em 1 mL

de metanol durante 20 min.
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Fonte: Autoria Propria

De acordo com a Figura 35 ¢ possivel observar que o uso da corti¢a laminar
como fase de extragdo apresentou resultados promissores para a continuacdo do
trabalho. O uso de cortica laminar aumenta a quantidade de fase extratora em pelo
menos 6 vezes, permitindo um aumento significativo no sinal analitico, sem requerer

aparelhagem especifica para a etapa de evaporacao.

5.2.3 Otimizacao das condicoes da RDSE modificada
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5.2.3.1 Otimizagdo da dessorcao liquida

A dessorcdo ¢ um passo muito importante que precisa ser otimizado para se
obter uma boa eficiéncia do método e evitar possiveis efeitos de memoria. Portanto, a
natureza do solvente de dessorcdo, o volume necessirio € o tempo devem ser
cuidadosamente otimizados.

Em primeiro lugar, o melhor solvente ou mistura de solventes foi avaliado
usando um planejamento simplex-centrdide. A escolha dos trés solventes avaliados foi
associada a polaridade dos compostos estudados e também a compatibilidade com o
sistema cromatografico. A Figura 36 mostra a superficie de resposta das médias
geométricas dos analitos como uma condi¢do de compromisso obtida pela otimizagdo

do solvente de dessorgao.

Figura 36 - Superficie simplex-centrdide para otimiza¢do de solvente de dessor¢do.
Condigdes: 35 mL de agua purificada ultrapura com 200 de L' dos analitos, pH = 6,0,

45 min do tempo de extragdo e dessor¢ao lida em 1 mL durante 20 min.

Resposta

AC l).'.’.S Vo\ume

Fonte: Autoria Propria

Os trés solventes foram selecionados de acordo com suas polaridades (log
P: metanol -0,72, acetona -0,16 ¢ acetato de etila 0,71 — valores obtidos com a
calculadora de log P “ACD/LogP”). A mistura de 50:50 (v/v) de metanol e acetato de
etila exibe uma polaridade semelhante a da acetona pura, justificando as duas regides
com excelentes eficiéncias de extracdo indicadas na Figura 36. Como as extragdes
foram ainda melhores usando a mistura de metanol e acetato de etila e devido a acetona

ser o solvente mais volatil dos trés, dificultado a preparo de amostra, o solvente de
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dessor¢do selecionado para a continuacdo dos estudos foi 50% (v/v) de metanol e
acetato de etila.

Apbs a otimizacao para escolha do solvente, o tempo e volume de dessor¢ao
foram avaliados usando um planejamento Doehlert. A menor quantidade de solvente
deve ser usada para evitar a diluicdo excessiva dos analitos. Assim, 1 mL de uma
mistura de 50:50 (v/v) AcOEt:MeOH foi selecionado, uma vez que forneceu a menor
diluicdo dos analitos. Como os analitos t€ém uma boa afinidade pelo solvente
selecionado, tempos baixos de dessor¢do foram suficientes para remové-los da fase de
extragdo (Figura 37). Assim, 20 min foram utilizados, garantindo adequada eficiéncia.
Dessa forma, os melhores resultados foram obtidos com 20 min de dessor¢do ¢ 1 mL de

solvente.

Figura 37 - Superficie Doehlert para determinagao do volume ideal de solvente e tempo
de dessorcao (R: 0,9787). Condicdes: 35 mL de dgua ultrapura enriquecida com 200 pg
L-1 dos analitos, pH = 6,0, 45 min do tempo de extragdo e dessor¢do de liquido em 1
mL de MeOH: ETAC (50:50 v/ v) por 20 min.
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Fonte: Autoria Propria

Além disso, para avaliar o efeito memoria, apds uma etapa de limpeza, uma
segunda dessor¢do foi realizada e injetada no equipamento cromatografico. Os
cromatogramas nao apresentaram picos de analitos correspondentes, indicando que o

processo de dessorcao foi eficiente.



90

5.2.3.2 Otimizagao da Extra¢ao

Para avaliar as varidveis que podem influenciar a eficiéncia da extragao foi
realizado um planejamento fatorial completo estudando o pH da amostra, tempo de
extragdo e adicdo de sal, totalizando 8 experimentos. O grafico de Pareto obtido pode

ser visto na Figura 38.

Figura 38 - Planejamento fatorial completo (2%). Condigdes: 35 mL de 4gua purificada
ultrapura com 200 pg L' dos analitos, dessor¢do liquida em 1 mL de MeOH: ETAC
(50:50 v/ v) por 20 min.

(3) sal -3,051
1by2 1,63931
(2) pH -1,07218
(Dtempo -0,919183
2by3 -0,853868
1 by 3 0,292286

p= 0,05

Fonte: Autoria Propria

O pH das amostras afeta a dissocia¢do dos analitos, bem como a eficiéncia
de extracdo. Como os compostos alvo ndo ionizam na faixa de pH usual (exceto para
EHPABA, cujo pKa ¢ proximo a 2,9 (DIXON; JURS, 1993), este pardmetro pode ser
avaliado de acordo com o pH esperado para adguas residuais (valores variando de 4 a 8)
porque, neste intervalo, todos os 20 analitos estdo em sua forma neutra. Para EHPABA,
valores de pH do meio maiores que 4 j& garantem a espécie neutra, garantindo extracdes
eficientes acima desse pH. Como pode ser visto na Figura 38, o grafico de Pareto
mostrou que para esta faixa de pH ndo ha diferenca significativa na eficiéncia de
extracdo, portanto nenhum ajuste de pH foi necessario para o desenvolvimento desta

metodologia.
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O uso de sal aumenta a forca id6nica da amostra, levando ao efeito salting
out, o que torna mais facil para os analitos semi-polares e polares migrarem da amostra
para o sorvente. Em contraste, pode dificultar a difusdo dos analitos pela amostra. Os
estudos de adicdo de sal ndo foram significativos, a condi¢do otimizada para essa
variavel foi escolhida sem adigao de sal.

De acordo com o grafico de Pareto, ¢ possivel observar também que o
tempo selecionado como dominio para o estudo do parametro excedeu os valores ideais
para a extracdo. Isso ocorre porque, apds atingir o equilibrio, tempos extras ndo
melhoram significativamente o sinal dos analitos. Desta forma, uma otimizagao
aprimorada do tempo ¢é requerida.

Dessa forma, uma otimizag¢ao univariada do tempo foi realizada para avaliar
diferencas significativas nos tempos de extracdo inferiores a 30 min. O resultado desta
otimizagdo ¢ mostrado na Figura 39 sendo selecionado 10 min como tempo de extracao
o6timo. Apos esse periodo, um efeito platd ¢ observado, ndo exigindo tempos de

extragdo mais longos.

Figura 39 - Estudo univariado para o tempo de extracdo para avaliagdo do parametro

em tempos menores que 30 minutos.
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Fonte: Autoria Propria

O procedimento RDSE otimizado consiste de 35 mL de amostra e tempo de
extragdo sob agitagdo constante por 10 min. Em seguida, a dessor¢do liquida foi

otimizada em um béquer contendo 1 mL de MEOH:AcOEt (50:50 v/v) por 20 min.
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As figuras analiticas de mérito obtidas neste estudo sao mostradas na Tabela

18. O coeficiente de determinagdo linear (R?) foi maior que 0,9915 indicando bom

ajuste linear. Os valores de LOD e LOQ foram obtidos sem a etapa de evaporagdo,

confirmando a possibilidade de utilizacdo da metodologia proposta para a quantificacao

de analitos de acordo com a Legislacdo Brasileira vigente. Além disso, resultados

satisfatorios para a precisdo do método foram alcangados. A precisdo inter e intra-dia

apresentou valores de RSD menores que 19,5% e 20,0%, respectivamente (Tabela 19)

Tabela 18 - Figuras analiticas de mérito para o método proposto.

Faixa LOD? LOQP
Analito Linear Equagio dareta  R? ; ;
(gL (ngL™) (ugl?)
Etilbenzeno 6,25-100 y=380,23x - 1379,8  0,9975 0,60 2,02
o-Xileno 6,25-100 y=299,37x — 484,96  0,9923 0,37 1,22
Acenaftileno 6,25-100 y=1011,9x - 2366,9 0,9973 0,24 0,81
Fluoreno 6,25-100 y =849,82x —33,042  0,9929 0,38 1,28
Trifluralina 6,25-100 y=141,29x + 30,833  0,9992 1,44 4,81
Fenantreno 6,25-100 y=670,7x —2192,3 0,9939 0,29 0,96
Antraceno 6,25-100 y =1972x — 8547,8 0,9961 0,15 0,52
Pendimetalina 6,25-100 y =89,245x — 33,042  0,9993 1,50 5,00
EHPABA 2,00-32,0 y=91,533x +204,29  0,9929 0,51 1,72
Pireno 6,25-100 y=2957,4x -2150,3  0,9984 0,09 0,29
MBC 2,00-32,0 y=1592,6x -998,54  0,9992 0,14 0,46
Benzo[a]antraceno 6,25-100 y=604,31x+6301,1  0,9996 0,09 0,31
Criseno 6,25-100 y=3392,4x — 17821 0,9951 0,12 0,39
Permetrina 6,25-100 y=156,16x—747,17  0,9915 1,26 4,19
Benz(e)acefenantrileno 6,25-100 y=714,01x +3869,8  0,9954 0,16 0,55
Benzo(k)fluoranteno 6,25-100 y =1870,4x — 2198 0,9919 0,11 0,37
Benzo(a)pireno 6,25-100 y =2808,4x —7574,5  0,9917 0,13 0,44
Dibenzo(a,h)antraceno 6,25-100 y=1472,8x - 7797,7  0,9953 0,18 0,62




Continuacéo Tabela 18
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Faixa LOD? LOQP
Analito Linear Equacdo dareta  R? el (el
] ng n
(ngL™)
Indeno[1,2,3-cd]pireno 6,25-100 y=200,27x - 567,19  0,9940 0,80 2,68
Benzo[ghi]perileno 6,25-100 y =1464,4x —4854,8  0,9937 0,15 0,49

Fonte: Autoria Propria

2 LOQ foi calculado baseado na relagdo sinal ruido de 10 (s/n=10).

5 LOD foi calculado baseado na relagio sinal ruido de 3 (s/n=3).

A precisdo do método, usando trés diferentes concentragdes de analito, foi

determinada com base nas recuperagdes relativas. Como também mostrado na Tabela

19, as recuperagdes relativas variaram de 80,1 a 119,8%. Quanto a amostra, nenhum dos

analitos foi observado no cromatograma.

Tabela 19 - Recuperacao relativa e precisao (intra e inter-dia) para os analitos

estudados.
Analito Etilbenzeno 0-Xileno Acenaftileno Fluoreno
Ad* 6,25 12,5 25 | 625 12,5 25 6,25 12,5 25 6,25 12,5 25
0
Rec () | 1091 103,7 939 |113,7 108,10 80,1 |1002 1020 1149 |836 856 992
Intra-dia 1y 53 495 050 | 1075 346 10,70 | 3,09 2,04 4,90 057 3,11 733
(%) (n=3)
Interdia | 557 958 378 | 764 396 773 | 8,60 1564 19,88 |527 11,19 5,18
(%) (n=9)
Analito Trifluralina Fenantreno Antraceno Pendimetalina
Ad* 6,25 12,5 25 | 625 12,5 25 6,25 12,5 25 6,25 12,5 25
0
Rec (%) | 1039 1063 988 | 1040 962 819 | 1040 962 81,9 90,5 1198 113,0
Intra-dia 1030 155 214 |505 1940 391 | 505 1940 391 9,59 3,84 1,66
(%) (n=3)
Inter-dia | 1991 106 1375|1893 17,56 19,04 | 1893 17,56 1904 | 743 506 462
(%) (n=9)

Continuagdo Tabela 19
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Analito EHPABA Pireno MBC Benzo[a]antraceno
Ad” 6,25 12,5 25 6,25 12,5 25 6,25 12,5 25 6,25 12,5 25
Rec (%) 90,5 119,8 113,0 | 89,4 96,5 95,5 80,4 100,0 107,3 109,1 101,6 92,7
Intra-dia |59 384 166 [206 1922 237 |457 1823 1817 |792 1524 234
(%) (n=3)
{)nter"ila 743 506 4,62 | 1411 1853 1722 | 524 12,64 12,84 [564 1524 894
(%) (n=9)
Analito Criseno Permetrina Benz(e)acefenantrileno Benzo(k)fluoranteno
Ad” 6,25 12,5 25 6,25 12,5 25 6,25 12.5 25 6,25 12,5 25
0,
Rec (%) 109,9 95,8 89,8 | 119,8 1142 84,5 84,6 115,6 111,6 91,3 112,1 83,5
I?tra—dia 390 14,17 9,92 | 15,04 3,81 4,60 9,68 15,14 2,72 12,73 2,80 6,56
(%) (n=3)
Interdia | 1090 1013 7.54 |1859 264 1502 | 1932 577 207|899 1306 462
(%) (n=9)
Analito Benzo(a)pireno Dibenzo(a,h)antraceno Indeno[1,2,3-cd]pireno Benzo[ghi]perileno
Ad” 6,25 12,5 25 6,25 12,5 25 6,25 12,5 25 6,25 12,5 25
Rec (%) 87,5 1048 1146 | 1143 111,1 824 110,7 112,6 86,4 116,6 107,5 84,1
If}“a‘dia 19,65 9,50 16,77 | 16,13 11,67 027 | 16,56 3,36 13,92 | 1325 1692 225
(%) (n=3)
I?ter—dia 16,17 7,64 11,78 | 18,30 10,92 2,02 10,85 2,51 10,72 15,16 16,33 8,23
(%) (n=9)

Fonte: Autoria Propria *concentracdo de analito fortificado na amostra.
P Y

Finalmente, o método proposto foi comparado com outros métodos

previamente relatados na literatura para a determinacdo dos compostos. Como mostra a

Tabela 20, ¢ possivel observar que o método proposto apresenta excelentes resultados

utilizando a cortiga, um biossorvente renovavel e de baixo custo. Métodos com baixos

limites de quantificagcdo requerem etapa de secagem ou tempo de preparagdo de amostra

alto. O método desenvolvido possui limites aceitdveis de quantificagdo considerando a

rapidez da preparacdo da amostra. Adicionando uma etapa de secagem, melhores limites

ainda poderiam ser explorados. Neste estudo, o rendimento da andlise para esta

metodologia foi substancialmente aumentado devido ao acoplamento de seis agitadores

magnéticos, o que permitiu um tempo total de extracdo de apenas 5 min por tempo de

andlise da amostra quando a capacidade méxima do sistema ¢ utilizada.




95

Tabela 20 - Comparagao das caracteristicas analiticas para o RDSE e outras abordagens de extracdo sorvente para os analitos com caracteristicas

similares e mesma matriz. Técnica de extragdo: SBSE: Extracdo sortiva em barra de agitacdo; SBSDUE: microextragdo sortiva-dispersiva em

barra de agitacao.

LOQ Etapa de Tempo total de
Técnica Instrumentacio Analitos Fase extratora preparo por Referéncia
(zpgL')  evaporacio .
amostra (min)
(BECERRA-
RDSE GC-MS parabenos OASIS HLB 0,15 Sim 80 HERRERA et al.,
2018)
o ) (DONATO et al.,
RDSE UPLC-MS/MS pesticidas OASIS HLB 0,05 Sim 140 2017)
) (FISCAL-LADINO et
RDSE GC-ECD PCBs MMT - IL 0,0065 Sim 40
al., 2017)
_ Cl18 . (MANZO; MIRO;
RDSE LC-UV Drogas acidas . 72,4 Sim 26
modificada RICHTER, 2014)
RDSE GC-MS drogas OASIS HLB 0,007 Sim 110 (MANZO et al., 2014)
diclofenaco e acido )
RDSE GC-MS ) MIP 0,20 Sim 130 (MANZO et al., 2015)
mefenamico
(BECERRA-
UHPLC-UESI-TOF-
RDSE drogas OASIS HLB 0,009 Sim 70 HERRERA; HONDA,;

MS

RICHTER, 2015)




Continuacéo Tabela 20
Tempo total de
LOQ Etapa de
Técnica Instrumentacio Analitos Fase extratora preparo por Referéncia
(zpgL')  evaporacio
amostra (min)
(GIORDANO;
RDSE GC-MS pesticidas PDMS 1,61 Sim 210 RICHTER;
AHUMADA, 2011)
(CHISVERT;
SBSDuE GC-MS MBC MNPs 0,078 Nao 35 BENEDE;
SALVADOR, 2018)
(KRUGER et al.,
SBSE HPLC-FLD PAH Sand 0,79 Nao 65
2011)
pesticidas <5,0
MBC 0,47
RDSE GC-MS Indeno[1,2,3- Cortica 558 Nao 5 Esta metodologia
cd]pireno laminar ’
PAH (outros) <1,28

Fonte: Autoria Propria
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54 CONCLUSOES PARCIAIS

A metodologia de alta frequéncia analitica desenvolvida com o uso de uma
modificacdo de procedimento RDSE laminar em corti¢a foi otimizada com sucesso,
exibindo um desempenho analitico muito satisfatorio apresentando melhores resultados
do que a técnica clédssica usando sorvente em pd. A nova configuragdo da técnica ¢
simples de usar, reutilizdvel e requer pequenas quantidades de solvente organico,
contribuindo para o desenvolvimento de uma metodologia verde. Além disso, a
otimiza¢do do método permitiu a extracao de diferentes micropoluentes, sendo possivel
explorar a técnica modificada para a aplicagdo em diferentes amostras. A metodologia
proposta apresenta resultados que a torna util para analise de 4guas de acordo com a
Legislagcdo Brasileira vigente, mesmo sem a etapa de evaporagdo. No entanto, para
melhorar o LOQ e o LOD, uma etapa de secagem pode ser adicionada ainda mantendo

um alto rendimento.
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6 EXTRACAO EM SORVENTE ROTATIVO: UMA NOVA ABORDAGEM
ARTESANAL, VERDE E DE BAIXO CUSTO APLICADA PARA A
DETERMINACAO DE PESTICIDAS EM AGUA DE LAVACAO DE
PRODUTOS DE HORTIFRUTI POR CROMATOGRAFIA GASOSA E
ESPECTROMETRIA DE MASSAS.

Neste ultimo capitulo, um aparato simplificado para extragdo foi proposto.

Utilizando a cortica como fase extratora, discos foram cortados e barras magnéticas

encaixadas na parte inferior para promover a agitacdo necessdria para a extragdo,

apresentando assim, pela primeira vez, a Extra¢cdo em Sorvente Rotativo (RSE do inglés
rotating sorbent extraction). Neste estudo, os compostos determinados foram
carbofurano, molinato, trifluralina, atrazina e tebuconazol presentes em amostras de
agua de lavacdo de frutas e verduras. Inicialmente, as otimiza¢des dos parametros de
influéncia foram realizadas para a nova proposta. Apds, os parametros analiticos de

mérito foram determinados, confirmando assim o bom desempenho do método

proposto.

6.2 MATERIAIS E METODOS
6.1.1 Reagentes quimicos e materiais

Padrbées analiticos de carbofurano, molinato, trifluralina, atrazina e
tebuconazol foram adquiridos pela Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI, EUA) e usados
para preparar solugdes estoque unicas de 100 mg L' em metanol obtido da Merck (Rio
de Janeiro, RJ, Brasil). Apos a preparacdo individual, uma solugdo de trabalho contendo
todos os analitos na concentragdo de 10 mg L! foi obtida em metanol. Cloreto de sodio
obtido em Synth (Sao Paulo, Brasil) foi utilizado para os estudos de efeito de salting
out. Acetato de etila (AcOEt) e acetonitrila (ACN) grau HPLC foram adquiridos da
Merck (Kenilworth, NJ, EUA). Além disso, a agua ultrapura (18,2 MQ cm™) foi
purificada pelo sistema de purificacdo de agua Mega Purity (Billerica, MA, EUA).

Para as extragdes, seis agitadores magnéticos (Fisatom, SP, Brasil) foram
conectados a um regulador de tensdo Variac TDGC2-1 1KVA / 4 AMP (EXA
Instruments, SP, Brasil) por régua de energia (NBR 20605, Power Line). Um
multimetro digital ET-1002 (Minipa, SP, Brasil) foi usado para controlar a tensdo dos
agitadores magnéticos de acordo com um estudo anterior do nosso grupo (MAFRA et
al., 2018). As extracdes foram realizadas em frascos de capacidade de 40 mL com

tampa.
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6.1.2 Instrumentacio e condicdes cromatograficas

Um cromatografo a gas Shimadzu GC-MS QP2010 Plus, equipado com um
detector de espectrometro de massa e injetor split/splitless (Kyoto, Japao), com uma
coluna capilar Zebron ZB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um; Torrance, CA, EUA) foi
utilizado para a analise cromatografica. A injecdo de liquido foi realizada no modo sem
divisor, com a temperatura do injetor ajustada em 250 °C. A temperatura inicial do
forno foi de 60 °C (1 min), que aumentou subsequentemente a 25 °C min'! até 150 °C;
em um segundo estagio a rampa de temperatura foi aumentada a 15 °C min™! até 270 °C
(3,5 min). Hélio ultrapuro 5.0 (99,999%) foi usado como gas de transporte a uma vazao
de 1,0 mL min'!. Para 0 GC-MS, as temperaturas da linha de transferéncia e da fonte de
ions foram fixadas em 280 e 250 °C, respectivamente. O espectrometro de massa foi
operado no modo de ionizacdo por impacto de elétrons (EI) a 70 eV. Os analitos foram
determinados em modo de monitoramento com ions selecionados (SIM) e as razdes de
massa/carga (m/z) sdo apresentados no Apéndice C. Os valores m/z em negrito foram

utilizados para a determinacgao quantitativa dos analitos.

6.1.3 Preparaciao do material sorvente e desenvolvimento de uma nova

técnica

O procedimento seguiu as etapas iniciais do capitulo 5 — onde foi proposta a
modificacdo da RDSE com sorvente em lamina. As rolhas de cortica foram
condicionadas em um béquer contendo 4agua ultrapura durante 2 h sob agitagdo
ultrassonica. Este procedimento foi repetido até se obter uma dgua incolor, indicando
que as rolhas de cortica estavam limpas. Em seguida, as rolhas foram deixadas em
estufa a 110 °C por 12 h. Apds a limpeza da rolha de corti¢a, uma lamina foi utilizada
para cortar as rolhas na forma de discos com aproximadamente a mesma espessura. Um
vazador com didmetro de 15 mm foi usado para fragmentar o material em discos. Um
estilete foi utilizado para realizar um corte na parte inferior do disco — para acondicionar
a barra magnética. Posteriormente, os discos foram mantidos em banho ultrassonico
com cloroféormio por 30 min seguido por 10 min com agua. Ao final do processo, com o
material ja seco, todos os discos circulares de cortica foram pesados, garantindo a
mesma quantidade de sorvente em todas as extragdes (0,160 g). A Figura 40 apresenta o

aparato.
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Figura 40 - Aparato para RSE sendo apresentado em uma foto superior e inferior da

fase extratora (na parte inferior a barra de agitacdo magnética € inserida).

Fonte: Autoria Propria

6.1.4 Otimizacio do preparo de amostra

Os parametros experimentais que podem influenciar a extragdo e a
dessor¢do liquida dos compostos foram avaliados como descrito abaixo. Ao longo da
otimizagdo, as médias geométricas das areas de pico normalizadas correspondentes aos
compostos estudados foram utilizadas para plotar os graficos. Os dados experimentais
de todos os planejamentos das otimizagdes foram processados utilizando o Statistica
8.0.

Procedimentos de dessor¢do liquida: solventes de dessorcdo foram
investigados com base em um planejamento simplex-centrdide, contendo 8§
experimentos (incluindo uma duplicata no ponto central), usando metanol (MeOH),
acetato de etila (AcOEt) e acetonitrila (ACN) para obter uma superficie triangular
(Tabela 21). Em seguida, investigou-se o tempo e o volume de dessor¢do necessarios
para a dessor¢ao liquida, aplicando-se o planejamento Doehlert, avaliando o tempo (10

a 30 min) e o volume de solvente (1 a 3 mL) (Tabela 22).
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Tabela 21 - Planejamento Simplex-Centroid para a otimiza¢ao da escolha do solvente

de dessor¢ao

Planejamento Experimental — Solvente de Dessorc¢ao
Valores codificados Valores reais (mL)
Experimento | AcOEt MeOH ACN | AcOEt MeOH ACN
1 0 1 0 0 1 0
2 0,5 0 0,5 0,5 0 0,5
3 0,5 0,5 0 0,5 0,5 0
4 1 0 0 1 0 0
5 0 0 1 0 0 1
6 0 0,5 0,5 0 0,5 0,5
7 0,333 0,333 0,333 0,333 0,333 0,333
8 0,333 0,333 0,333 0,333 0,333 0,333

Fonte: Autoria Propria

Tabela 22 — Planejamento Doehlert para tempo e temperatura de dessor¢do

Planejamento Experimental — Solvente de Dessor¢ao
Valores codificados Valores reais
Experimento Volume Tempo Volume Tempo
(mL) (min)
1 0 -1 2 10
2 -0,866 -0,5 1 15
3 0,866 -0,5 3 15
4 (ponto central) 0 0 2 20
5 (ponto central) 0 0 2 20
6 (ponto central) 0 0 2 20
7 -0,866 0,5 1 25
8 0,866 0,5 3 25
9 0 1 2 30

Fonte: Autoria Propria

Procedimentos de extracdo: Um planejamento Doehlert contendo 9
experimentos (Tabela 23) foi aplicado para otimizagdo, avaliando o tempo (20 a 40

min) e o adi¢do de sal (0 a 30% NaCl m/v). Apos a otimizacdo, as médias geométricas
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das areas de pico normalizadas correspondentes aos compostos estudados foram

utilizadas para plotar os graficos.

Tabela 23 - Planejamento Doehlert para tempo e adig¢do de sal para a extracao

Planejamento Experimental — Solvente de Dessor¢ao
Valores codificados Valores reais
Experimento Sal Tempo Sal (%) Tempo
(min)
1 0 -1 15 20
2 -0,866 -0,5 0 25
3 0,866 -0,5 30 25
4 (ponto central) 0 0 15 30
5 (ponto central) 0 0 15 30
6 (ponto central) 0 0 15 30
7 -0,866 0,5 0 35
8 0,866 0,5 30 35
9 0 1 15 40

Fonte: Autoria Propria

6.1.5 Comparacio da técnica proposta (RSE) e RDSE

Um estudo comparativo foi realizado, utilizando a técnica RDSE
modificada com cortica em lamina e a técnica proposta RSE contendo a cortica em
forma de disco.

Condig¢des foram fixadas de acordo com os parametros ja otimizados para as
duas técnicas:

e RSE: disco contendo 0,16 g de cortica, 30 mL de amostra, 30% de NacCl,
tempo de extragdo de 35 minutos a temperatura ambiente € na maxima
velocidade de agitacdo fornecida pelo agitador magnético. Para a dessorcao, 1
mL de acetato de etila por 30 minutos.

e RDSE: Para a extragdo em lamina, 0,03 g de cortica, 30 mL de amostra, sem
adicao de sal e 10 minutos de extragdo. Para a dessor¢do, 1 mL de metanol foi

utilizado como solvente durante 20 minutos a temperatura ambiente.
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6.1.6 Figuras analiticas de mérito

As principais figuras de mérito (coeficiente de determinacgdo linear, faixa
linear, limite de detec¢do, limite de quantificacdo, exatiddo e precisdo) foram
determinadas utilizando as condigdes otimizadas de extracdo. As curvas de calibragdo
foram obtidas pela plotagem da é4rea do pico versus a concentragdo de analitos,
considerando cinco niveis de concentracdo (n = 3), adicionados em uma faixa de 3,125-
100 ug L! para todos os analitos, exceto para carbofurano que foram adicionados no
intervalo de 6,25-100 ug L. Os coeficientes de determinagdo foram calculados com
base nas curvas de calibragdo e o limite de quantificagdo (LOQ) foi adotado como o
primeiro nivel de concentragdo do intervalo linear para cada analito, enquanto, o limite
de detecc¢ao (LOD) foi obtido dividindo o LOQ por 3,3.

A precisdo do método foi calculada com base no desvio padrdo relativo
(RSD). A exatidao (recuperacdes relativas, n = 3) e a precisdo (intra-dia, n = 3 e inter-
dia, n = 9) do método foram avaliadas realizando-se extragdes em amostra de agua de
lavagdo de produtos de hortifruti enriquecidas em trés diferentes concentracdes (6,25,

12,5 e 25 ug L! para todos outros analitos).

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.2.1 Otimizacao das condicoes da ESR
6.3.2.2 Otimizagao da dessor¢do liquida

Para garantir uma boa eficiéncia de extracdo, a dessorcdo foi otimizada. No
capitulo anterior, a otimiza¢do para analitos similares apresentaram dois resultados
eficientes (utilizando 50:50 v/v/ MeOH: AcOEt e Acetona). Porém devido a alta
volatilidade da acetona, no novo estudo foi proposto a alteragdo para acetonitrila. Além
disso, a troca ¢ justificada pelos solventes terem valores de log P semelhantes (acetona -
0,16 e acetronitrila - 0,45). Dessa forma, o melhor solvente ou mistura de solventes foi
avaliado entre MeOH, ACN e AcOEt utilizando um planejamento simples-centride.

A Figura 41 mostra a superficie de resposta das médias geométricas dos
analitos como uma condicdo de compromisso obtida pela otimizagdo do solvente de

dessorcao.
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Figura 41 - Superficie Simplex-Centroide para escolha do solvente de dessor¢do da

metodologia proposta
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Fonte: Autoria Propria

Os trés solventes foram selecionados de acordo com suas polaridades (log
P: metanol - 0,72, acetonitrila - 0,45 e acetato de ctila 0,71 — valores obtidos com a
calculadora de log P “ACD/LogP”). Entretanto ¢ possivel observar na Figura 41 que
melhores resultados sdo observados com a utilizagao do acetato de etila (solvente menos
polar). O resultado estd de acordo com o esperado devido a similaridade com a
polaridade dos analitos.

Apbs a otimizagdo do solvente de dessor¢do, o tempo de dessor¢do e o
volume de solvente foram avaliados usando um planejamento Doehlert. A menor
quantidade de solvente de dessor¢ao deve ser usada para evitar a dilui¢ao excessiva dos
analitos. Porém, quantidades maiores de solvente sdo capazes de cobrir todo o disco,
resultando em maiores sinais analiticos. Essa dualidade pode ser evidenciada pela
resposta do planejamento demostrado na Figura 42. Volumes acima de 2,5 mL
comecam a apresentar resultados piores uma vez que fornecem menores sinais
analiticos. Embora a faixa de 1 mL a 2,5 mL apresentem resultados semelhantes, o
volume 6timo foi determinado como 1 mL. Menores quantidades de solventes organicos
aplicados a técnica sdo mais interessantes, uma vez que a mesma se torna
ambientalmente amigédvel e verde. Com relagdo ao tempo, embora os analitos tenham

uma boa afinidade pelo solvente, tempos de dessorcdo altos foram requeridos. Isso €
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justificado pela grande quantidade de fase extratora que compde o disco. Dessa forma,

30 min foram utilizados para o tempo de dessor¢do e 1 mL de AcOEt como solvente.

Figura 42 - Superficie de resposta para a otimizacdo de tempo e volume de solvente de

dessorgao
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Fonte: Autoria Propria

6.1.2.2 Otimizagao da extragao

Estudos anteriores apresentaram resultados em que agitacio e pH ndo eram
pardmetros que necessitavam otimizagcdo para analitos e técnicas similares. No
parametro de agitagdo, ¢ conhecido que maiores velocidades promovem uma extragao
mais eficiente, uma vez que essa diminui a camada limite entre as fases, promovendo
uma melhor difusdo dos analitos pelo meio. J& com relagdo ao pH da amostra para
extragcdo, molinato e trifluralina ndo contém hidrogénios ionizaveis; carbofurano (pKa
basico 14,76), atrazina (pKa acido 4,2 e pKa basico 14,48) e tebuconazol (pKa acido
2,01 e basico 13,85) estdo nas suas formas neutras em pH da matriz de 4gua de lavagdo,
ndo necessitando assim da adicdo de tampao e otimizacdo — uma vez que aguas para
consumo humano apresentam pH de 6 a 9,5 (“PORTARIA DE CONSOLIDACAO No
57,2017).
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Figura 43 - Resposta da otimizacao da extracdo para os parametros de tempo e adi¢ao

de sal
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Fonte: Autoria Propria

A otimizagdo do tempo de extracdo e da adi¢do de sal foi otimizada. A
Figura 43 apresenta a resposta da superficie. A extragdo apresentou resposta analitica
eficiente para tempos maiores que 25 min — quando utilizado sal. Como era esperado,
em decorréncia do disco ter maior quantidade de sorvente, maiores tempos de extracao
foram requeridos. O uso de sal aumenta a forca idnica da amostra, levando ao efeito de
salting out, o que facilita a migracdo do analito da amostra para o sorvente. Como
tempos maiores de extragdo foram necessarios, quantidades maiores de sal facilitaram a

extra¢do. Dessa forma, 35 minutos ¢ 30% de sal (m/v) foram determinados como 6timo

para a extragao.

6.2.2 Comparacao da eficiéncia da extracio utilizando RSE e RDSE

A comparagdo entre a técnica de RDSE modificada com lamina de cortiga e

a nova proposta nomeada como extracdo em sorvente rotativo (RSE) esta apresentada

na Figura 44.
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Figura 44 - Comparacdo de sinais analiticos pelos cromatogramas das técnicas RDSE
modificada e RSE.
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Fonte: Autoria Propria

Como ¢ possivel observar, a nova técnica apresenta melhores sinais
analiticos — em média 30% maiores do que a técnica RDSE modificada. Como o novo
aparato contém maiores quantidades de sorvente — no minimo 5 vezes mais comparado
com a lamina de corti¢a, quantidades maiores de analitos podem ser extraidos. Porém,
exatamente pelo mesmo motivo, tempos de extracdo e dessorcdo mais longos sdo
requeridos. Entretanto, isso ndo seria uma limitacao da técnica, uma vez que uma série
de 6 agitadores possibilita extracdes simultdneas favorecendo para uma metodologia
com frequéncia analitica satisfatoria.

Além da melhora na eficiéncia da extragdo, a RSE apresenta uma alternativa
interessante uma vez que nao ¢ necessario aparato algum em Teflon. A Figura 45
apresenta a técnica RDSE cléssica (segunda configuragdo), a RDSE modificada com
lamina de cortiga (em que ainda ¢ utilizada a base de Teflon proveniente da RDSE
classica) e por ultimo a RSE em que ¢ necessario apenas um agitador magnético e

rolhas de cortiga recicladas.
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Figura 45 — Apresentacdo de (A) RDSE classico (segunda configuracdo), (B) RDSE
modificada com lamina de cortica e (C) nova técnica RSE (utilizada no

desenvolvimento da metodologia)
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Fonte: Autoria Propria

6.2.3 Parametros analiticos de mérito

As figuras analiticas de mérito sdo apresentadas na Tabela 24. O coeficiente
de determinagdo linear (R?) foi maior que 0,99 para todos os analitos, indicando bom
ajuste linear. Os valores de LOD e LOQ foram satisfatoriamente obtidos sem
necessidade da etapa de evaporacdo. A metodologia também apresentou resultados
satisfatorios para a precisdo e exatiddo do método. A precisdo inter e intra-dia

apresentou valores de RSD menores que 13% e 24%, respectivamente (Tabela 25)



Tabela 24 - Parametros analiticos de mérito para a metodologia desenvolvida
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Faixa LOD*  LOQ"

Analito Linear Equagio dareta  R? el (i
- ng ng

(ng L)
Carbofurano 6,25-100 y =35,683x —262,83  0,9901 1,89 6,25
Molinato 3,125-100 y=299,91x -1102,7 0,9955 0,95 3,125
Trifluralina 3,125-100 y=179,1x — 602,64 0,9977 0,95 3,125
Atrazina 3,125-100 y=220,87x—-1352,4  0,9901 0,95 3,125
Tebuconazol 3,125-100 y=246,01x+ 732,54 0,9914 0,95 3,125

Fonte: Autoria Propria

2 LOD foi obtido dividindo o LOQ por 3,3

5 LOQ foi adotado como a primeiro nivel concentra¢do do intervalo linear para cada analito.

Tabela 25 - Precisdo (inter-dia e intra-dia) para extragcdo de pesticidas em agua de

lavagdo
Analito Add” RSD, intra-dia RSD, inter-dia
(ngL™) (%) (n=3) (%) (n=0)

Carbofurano 6,25 11,58 15,72
12,5 16,69 2,64

25 5,63 9,22

Molinato 6,25 9,83 2,39
12,5 9,62 3,23

25 6,49 7,88

Trifluralina 6,25 8,33 4,04
12,5 12,32 11,12

25 12,91 7,44

Atrazina 6,25 8,00 23,57
12,5 0,98 10,66

25 6,10 15,64

Tebuconazol 6,25 12,69 8,40
12,5 4,52 2,49

25 2,44 12,2

Fonte: Autoria Propria

*concentragdo de analito fortificado na amostra
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Para determinar a precisdo do método, trés diferentes concentragdes de
analito foram utilizadas para determinar recuperagdes relativas. As recuperacdes
relativas sdo apresentadas na Tabela 26. Para o estudo, uma amostra de dgua de lavagao

foi utilizada nao sendo detectado sinais analiticos.

Tabela 26 - Estudos de exatiddo através da recuperacdo dos analitos em amostra de

agua de lavagdo de vegetais e frutas.

Add" (ng L) Recuperacio (%)
Analitos Amostra
sem adicao <LOD
6,25 135,8
Carbofurano 12.5 100.2
25 84,4
sem adicao <LOD
. 6,25 121,4
Molinato 125 99.5
25 95,1
sem adicao <LOD
Trifluralina 6,25 111,7
12,5 110,8
25 95,9
sem adicao <LOD
Atrazina 6,25 126,5
12,5 102,4
25 102,0
sem adicao <LOD
Tebuconazol 6,25 115,2
12,5 116,6
25 95,9

Fonte: Autoria Propria

*concentragao de analito fortificado na amostra.

Os cinco analitos foram satisfatoriamente determinados pela metodologia de
baixo custo e quantificados nas amostras conforme Figura 46. Carbofurano, Molinato,
Trifluralina e Atrazina ndo foram encontrados em nenhuma das amostras aplicadas Ja
tebuconazol foi encontrado em amostra de alface e maga, sendo quantificado em 27,26 e

2,42 pg.L! respectivamente.
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Figura 46 - Cromatograma para aplicacdo da metodologia para a determinacao de
pesticidas em amostras de hotifruti. Analitos: (1) Carbofurano, (2) Molinato, (3)
Trifluralina, (4) Atrazina, (5) Tebuconazol
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A aplicagdo da metodologia desenvolvida ¢ interessante para andlise de
agua de lavagdo de produtos de hortifrti uma vez que esses pesticidas sdo amplamente
utilizados para esse fim. Tebuconazol tem seu uso liberado no Brasil e na Europa sendo
vastamente aplicado em hortalicas e frutas. Embora haja regulamentacio de quantidades
maximas permitidas, a fiscalizagdo se faz importante. Molinato, trifluralina e atrazina
sdo proibidos na Europa, porém liberados para utilizacdo no Brasil. Ambos sdo
utilizados em plantacdes de milho e cana de agucar. J4 o carbofurano, apontado como
altamente toxico, foi banido das plantagdes de cana-de-agucar, café e banana na
Resolugdo 185 de 2017 da Agéncia Brasileira de Vigilancia Sanitaria. Porém, como o
prazo para a retirada do mercado era a partir de 19 de maio de 2019, grandes
quantidades do composto estardo ativas no decorrer dos anos — uma vez que o

carbofurano ¢ persistente.

6.4 CONCLUSOES PARCIAIS

A metodologia desenvolvida com o uso corti¢a natural em formato de disco
apresenta uma nova técnica de extracdo simples, de facil confec¢do e baixo custo.
Biosorventes sdo de interessante aplicagdo uma vez que sio de facil acesso e fortalecem
o desenvolvimento de metodologias verdes. Além disso, a nova técnica apresentou
resultados competitivos com técnicas ja consolidadas como RDSE. A metodologia
desenvolvida teve parametros otimizados de acordo com o novo aparato, apresentando
resultados de acordo com o previsto. A utilizagdo da técnica possibilitou a determinagao

de 5 pesticidas potenciais contaminantes presentes em aguas de lavagdo de frutas,

\
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vegetais e hortalicas. Com as novas politicas de liberacao para utilizagdo de pesticidas

antes proibidos fica necessario cada vez mais o desenvolvimento de métodos acessiveis

e capazes de determinar niveis trago desses contaminantes toxicos. A metodologia em

questdo ndo utilizou de uma etapa de secagem de solvente de dessor¢do porém, para

suprir futuras legislacdes mais rigidas, essa etapa poderia ser adicionada no final do

preparo de amostras.

6.5 RESUMO DAS METODOLOGIAS DESENVOLVIDAS

A Tabela 25 apresenta os principais parametros de otimizagdo e validacdo

para as metodologias desenvolvidas ao longo do trabalho.

Tabela 25 - Metodologias desenvolvidas

RDSE RDSE
Técnica RSE
(2° configuracio) Modificada
Instrumentacio HPLC-MS/MS GC - MS GC - MS
Analitos Parabenos Multiresiduos Pesticidas
cortica MMT- . . . ]
Fase extratora C18 Cortica em lamina Disco de cortica
em po IL
Quantidade fase
0,005 g 0,03 ¢g 0,16 g
extratora
Volume de
solvente de 3 mL I mL 1 mL
dessorcio
LOQ
0,8 3,0 6,0 0,09 -4,19 3,125 -6,25

EugL?
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Tempo total de

preparo por 6,7 8,4 8,4 5 10,8
amostra (min)

Referéncia Capitulo 4 Capitulo 5 Este trabalho

Fonte: Autoria Propria
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7 CONCLUSOES FINAIS

Meétodos desenvolvidos com a técnica RDSE utilizando biossorventes
apresentaram bons resultados quando comparados com sorventes comerciais como C18.
A aplicagdo de cortica e argila modificada com liquido i6nico para extragdes utilizando
RDSE indicam um novo caminho para novos desenvolvimentos de metodologias. Além
disso, a utilizagdo de solvente ndo orgdnico apresentou um avango com relagdo a
técnicas ambientalmente amigaveis. Porém, devido a cavidade do disco ser limitada, a
proposta de modificagdo do aparato se mostrou interessante.

Estudos comparativos da técnica RDSE classica com a RDSE modificada
utilizando laminas de cortica confirmam a vantagem. Com a aplicagdo do sorvente em
lamina ndo ¢ necessario utilizar a tampa de Teflon do disco, diminuindo
significativamente seu tamanho e resultando em melhores sinais analiticos. Isso porque,
uma vez que maiores quantidades de sorventes podem ser acomodadas no disco,
menores volumes de solvente sdo necessarios para a dessor¢cdo liquida. Com essa
modificacdo, uma metodologia foi desenvolvida para a quantificacdio de 20
micropoluentes multiclasse, sendo aplicada para agua superficial. Além da vasta
aplicacdo, a metodologia foi desenvolvida com a utilizacdo de um sistema artesanal de
agitadores, aumentando grandemente a frequéncia analitica e obtendo uma metodologia
com tempo total de extragdo por amostra de 5 minutos.

Por fim, o desenvolvimento de uma metodologia utilizando materiais de
facil acesso foi proposto. Embora as metodologias utilizando RDSE apresentem 6timos
resultados, os discos ainda sdo de dificil fabricagcdo. Dessa forma, desenvolver uma
técnica alternativa ¢ interessante. A extragdo em sorventes rotativos (RSE) requer rolhas
recicladas e agitador magnético. Sua confec¢do ¢ simples e de baixo custo, sendo facil
de reproduzir suas unidades para extragdes simultdneas. Além disso, a técnica
possibilita a exploragdo de outros materiais sorventes em substituicdo a cortica. A
metodologia proposta para determinagao de pesticidas em aguas de lavacao de hortifrati
apresentou resultados de acordo com as legislacdes vigentes brasileiras, sendo possivel
adicionar uma etapa de secagem para adequacdo de futuras legislacdes mais
conservadoras.

O desenvolvimento de metodologias analiticas que se enquadrem na
quimica analitica verde sdo continuamente almejados. Além disso, técnicas de preparo
de amostra que combinem baixo custo e facil aquisicdo dos materiais sdo mais

acessiveis, facilmente difundidas e exploradas para diferentes aplicacdes.
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Figura 1 — A: Superficie resposta para a escolha solvente de dessor¢do utilizando
Argila MMT-IL:

Agua pH10

Fitted Surface; Variable: Resposta
DV: Resposta; R-sqr=,8782; Adj:,6346
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Figura 2 — A: Superficie resposta para a escolha solvente de dessor¢do utilizando
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Tabela 1 — A: Tabela ANOVA do planejamento fatorial completo para cortica

como fase extratora.

ANOVA,; Var.:Response; R-sqr =,98486; Adj:,98486
2*%*(4-0) design; MS Residual =148872E4

DV: Response

Factor SS df MS F p
(1)Tempo 2,033998E+09 1 2,033998E+09 01,3663 0,295143
(2)pH 3,098424E+09 1 3,098424E+09 2,0813 0,208701
(3)Agitacao 1,063044E+11 1 1,063044E+11 71,4068 0,000381

(4) Sal 2,614175E+11 1 2,614175E+01 175,5994 0,000044
1 by2 1,846612E+08 1 1,846612E+08 0,1240 0,739051
1 by3 5,137617E+08 1 5,137617E+08 0,3451 0,582424
lby4 1,810836E+08 1 1,810836E+08 0,1216 0,741471
2by3 6,661848E+9 1 6,6661848E+09 4,4749 0,088018
2 by 4 1,269779E+10 1 1,269779E+10 8,5294 0,032994
3by4 9,098508E+10 1 9,098508E+10 61,1165 0,000549
Error 7,443575E+09 | 5 1,488715E+09

Total SS 4,915222E+11 | 15

Figura 3 — A: Pareto obtido através da resposta do planejamento fatorial completo

para C18 como fase extratora.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Resposta
2**(4-0) design; MS Residual=449855E4
DV: Resposta

@sa |
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Tabela 2 — A: Tabela ANOVA do planejamento fatorial completo para C18 como

fase extratora.

ANOVA,; Var.:Response; R-sqr =,98463; Adj:,9539
2*%(4-0) design; MS Residual =449855E4
DV: Response

Factor SS df MS F p
(1) Tempo 2,440219E+10 1 2,440219E+10 5,4245 0,067291
(2)pH 1,016941E+10 1 1,016941E+10 2,2606 0,193027
(3)Agitacao 3,689545E+11 1 3,689545E+11 82,0163 0,000274
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(4) Sal 7,580749E+11 1 7,580749E+11 168,5153 0,000048
1 by 2 6,415354E+09 1 6,415354E+09 1,4261 0,285962
1by3 1,244835E+10 1 1,244835E+10 2,7672 0,157100
1 by 4 2,619632E+10 1 2,619632E+10 5,8233 0,060628
2by3 7,775040E+07 1 7,775040E+07 0,0173 0,900533
2 by 4 1,610807E+10 1 1,610807E+10 3,5807 0,117017
3by4 2,185550E+11 1 2,18550E+11 48,5834 0,000935
Error 2,249277E+10 | 5 4,498553E+09

Total SS 1,463895E+12 | 15

Figura 4 — A: Pareto obtido através da resposta do planejamento fatorial completo
para Argila MMT-IL como fase extratora.

2**(4-0) design; MS Residual=168415E3

DV: Resposta

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Resposta
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Tabela 3 — A: Tabela ANOVA do planejamento fatorial completo para Argila
MMT-IL como fase extratora.

ANOVA,; Var.:Response; R-sqr =,97044; Adj:,91131

2**(4-0) design; MS Residual =168415E3

DV: Response

Factor SS df MS F p
(1) Tempo 1,477649E+08 1 1,477649E+08 0,8774 0,391920
(2)pH 6,037568E+08 1 6,037568E+08 3,5849 0,116850
(3)Agitacao 2,965117E+09 1 2,965117E+09 17,6060 0,008523
(4) Sal 2,159057E+10 1 2,159057E+190 128,1986 0,000094
1 by2 4,357985E+06 1 4,357985E+06 0,0259 0,878500
1 by3 1,924378E+07 1 1,924378E+07 0,1143 0,749072
lby4 1,309610E+06 1 1,309610E+06 0,0078 0,933155
2by3 4,613667E+07 1 4,613667E+07 0,2739 0,62057
2 by 4 1,663047E+08 1 1,663047E+08 0,9875 0,365988
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3by4 2,097900E+09 1 2,0997900E+09 12,4567 0,016750
Error 8,420752E+08 | 5 1,684150E+08
Total SS 2,848454E+10 | 15

9.3 APENDICE B

Tabela 1 — B: Tabela de razdes m/x para a determinagdo de multiresiduos por GC-
MS (valores em negrito foram usados para a quantifica¢do dos analitos).

nimero Analito ions m/z
1 etilbenzeno 51/65/91/106
2 o-xileno 91/106/65
3 acenaftileno 152/153/76
4 fluoreno 252/126
5 trifluralina 264/306/43
6 fenantreno 276/138/278/139
7 antraceno 166/82/139
8 pendimetalina, 252/162
9 2-etilhexil-p-dimetilaminobenzoato 254/128/91
10 pireno 276/138/278/139
11 3-(4-metilbenzilideno)canfora 165/105/148/277
12 benzo [a] antraceno 178/76/89
13 criseno 252/126
14 permetrina 183/163
15 benz (e) acephenanthrylene 178/76/89
16 benzo (k) fluoranteno 202/101
17 benzo (a) pireno 228/229
18 dibenzo (a, h) antraceno 252/126
19 indeno [1,2,3-cd] pireno 276/138/278/139
20 e benzo [ghi ] perileno 228/229

Tabela 2 — B: Frequéncias de absorcdo para os grupos funcionais constituinte da

cortica.
. Grupo de Constituinte Ref
v (em™)
superficie/estrutura
3386 OH stretching agua, hemicelulose, celulose (PINTOR et al., 2012)
(GARCIA et al., 2014)
2920, 2851 CHj3 aliphatic stretching Suberina (PINTOR et al., 2012)
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(GARCIA et al., 2014)

1735 C=0 stretching Suberina, hemicelulose, celulose ~ (PINTOR et al., 2012)
(GARCIA et al., 2014)
1635, 1508 C=C stretching Suberina, lignina, extractivos (GARCIA et al., 2014)
1464 CH asymmetric deformation Lignina (GARCIA et al., 2014)
1464 dsCH2 Grupos alifaticos da suberina (PINTOR et al., 2012)
(fingerprint)
1366 CH symmetric deformation Extrativos (GARCIA etal., 2014)
1366 3sCH3 Suberina (fingerprint) (PINTOR et al., 2012)
1242 CO stretching Suberina, hemicelulose, celulose, (GARCIA et al., 2014)
lignina
1158 CO asymmetric deformation ~ Suberina, hemicelulose, celulose, (GARCIA et al., 2014)
lignina
1158 vasCOC Suberina (fingerprint) (PINTOR et al., 2012)
1094 CH deformation Hemicelulose, celulose (GARCIA et al., 2014)
1094 OCH Polissacarideos (GARCIA et al., 2014)
1033 CO deformation Hemicelulose, celulose (GARCIA et al., 2014)
1033 6CO Polissacarideos (PINTOR et al., 2012)
722 TCH (oop) Suberina (PINTOR et al., 2012)
Evento referente a analise termogravimétrica.
Evento Tonset / °C Tendset / °C %Perda de massa
1 19.72 78.32 -1.95
2 255.81 351.54 -19.72
3 381.67 468.85 -55.70

Tabela 3 — B: Tabela ANOVA do planejamento fatorial completo para
determinagdo de multiresiduos por GC-MS.

ANOVA,; Var.:Response; R-sqr =,93697; Adj:,55877
2*%(3-0) design; MS Residual =119592E4

DV: Response

Factor SS df MS F P
(1)Time 1,078143E+09 1 1,078143E+09 0,901517 0,516493
(2)pH 1,375566E+09 1 1,375566E+09 1,150215 0,477745
(3)salt 1,113535E+10 1 1,113636E+10 9,311113 0,201610

1 by 2 3,213870E+09 1 3,213870E+09 2,687361 0,348707

1by3 1,021685E+08 1 1,021685E+08 0,085431 0,818968

2by3 8,719349E+08 1 8,719349E+08 0,729091 0,5500078

Error 1,195921E+09 1 1,195921E+09

Total SS 1,897295E+10 | 7




9.4  APENCICE C
Tabela 1 — C: Tabela de razdes m/z para a determinacgdo de pesticidas por GC-
MS (valores em negrito foram usados para a quantifica¢do dos analitos).

numero Analitos ions m/z
1 Carbofurano 164/149/122/131
2 Molinato 126/56/55/41
3 Trifluralina 264/306/43
4 Atrazina 200/215/173/58
5 Tebuconazol 125/70/250/127
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Tabela 2 — C: Tabela ANOVA do planejamento Doehlert para determinagdo de
multiresiduos por GC-MS

ANOVA,; Var.:Response; R-sqr =,86957; Adj:,65219

2 factors, 1 blocks, 9 run; Residual =1205411

DV: Var3

Fator SS df MS F p
(1)Sal (%)(L) 1561716 1 1561716 12,95617 0,036776
Sal (%) (Q) 6010 1 6010 0,00499 0,948153
(2)Tempo (min) (L) 8112516 1 8112516 6,73008 0,08077
Tempo (min) (L) 222389 1 222389 0,18449 0,696521
1L by 2L 156709 1 156709 0,13000 0,742320
Error 3616234 3 1205411

Total SS 27725658 8
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