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RESUMO

Este trabalho tem como objetivo utilizar a cortiga, um material biossorvente com
caracteristicas para adsor¢édo de compostos organicos na técnica de microextragao
adsortiva em barra (BAPE do inglés, bar adsorptive microextraction), em uma
configuracédo cilindrica onde a fase extratora € o proprio dispositivo, denominada
BAuE/cork pellet-based, para a determinagcdo dos compostos organoclorados aldrin,
clordano, dieldrin, endrin, lindano, 4,4-DDD, 4,4-DDE, 4,4-DDT, a-endosulfan e [-
endosulfan. Esses compostos fazem parte da classe de agrotoxicos utilizados durante
anos na agricultura, porém proibidos atualmente. Devido a sua vasta utilizagado ainda
podem ser encontrados em concentragéo a niveis trago em diversos corpos d’agua em
funcao de suas propriedades fisico-quimicas. Agéncias reguladoras estabelecem limites
maximos permitidos para esses compostos devido as relagdes existentes com doencgas
como cancer e Parkinson. Em fungao da baixa concentracdo em que sdo encontrados,
técnicas de preparo de amostra precisam ser utilizadas com o objetivo principal de pré-
concentracdo desses analitos. Relacionando essa necessidade com as tendéncias da
quimica analitica verde, foi desenvolvido um método que une a facilidade de aplicacéo
da BAUE com uma visdo amigavelmente ecolodgica, utilizando cortica reutilizadas de
rolhas de vinho. Os parametros que afetam o preparo da amostra, como tempo de
extracdo e dessorcao, solvente de dessorgdao e forga ibnica, foram avaliados por
otimizagdes univariada e multivariadas. As condicbes experimentais otimas foram
determinadas utilizando barras de cortica (10 x @ 3 mm) com massa de
aproximadamente 16 mg. A etapa de extragédo foi realizada com 15 mL de amostra
submetidas a 60 minutos sob agitacdo, enquanto a etapa de dessorcao liquida foi
realizada com 120 pyL de acetato de etila por 30 minutos em banho ultrassénico. A
determinacao dos analitos foi realizada por cromatografia gasosa e detec¢ao por captura
de elétrons (GC/ECD), com corrida cromatografica de 24 minutos. O estudo de
reprodutibilidade das barras realizado com cinco barras diferentes mostrou bons
resultados com RSD <15,6%, permitindo o uso de extracdes simultdneas. Os valores de
limite de detecgdo e quantificagdo variaram de 3,03 a 15,1 ng L' e 10 a 50 ng L,
respectivamente, e os coeficientes de determinagcdo foram maiores que 0,9869. A
precisdo intradia e interdia variou de 1 a 24% e 13 a 19%, respectivamente. A
recuperacao foi realizada pela fortificagcdo em trés amostras de agua que variaram de 48
— 150% para agua potavel, 40 — 138% para agua do corrego universitario da
Universidade Federal de Santa Catarina e 58 — 140% para agua do rio coletado no
municipio de Rodeio - SC.

Palavras-chave: Fase solida. Barras de cortica. Técnicas de microextragcdo. Amostras

aquosas ambientais;



ABSTRACT

This work aims to use cork, a biodegradable material with characteristics for adsorption
of organic compounds in bar adsorptive microextraction technique, in a cylindrical
configuration where the extraction phase is the device itself, denominated BAuE/cork
pellets-based, for the determination of organochlorine compounds being aldrin,
chlordane, dieldrin, endrin, lindane, 4,4-DDD, 4,4-DDE, 4,4-DDT, a-endosulfan and (3-
endosulfan. These compounds are part of the class of pesticides used for years in
agriculture, but currently prohibited. Due to their wide use, they can still be present at
trace levels in different bodies of water due to their physical-chemical properties.
Regulatory agencies set limits for these compounds due to the relationship with diseases
such as cancer and Parkinson's. Because of the low concentration in which they are
found, a sample preparation technique is required with the main objective of pre-
concentration of these analytes. Relating this need to trends in green analytical chemistry,
a method was developed that combines the ease of application of BAUE with a friendly
ecological view, using reused cork from wine corks. The parameters that affect the
sample preparation, such as extraction and desorption time, desorption solvent and ionic
strength, were evaluated by univariate and multivariate optimizations. The optimal
experimental conditions were determined using cork bars (10 x @ 3 mm) with a mass of
approximately 16 mg. The extraction step was performed with 15 mL of sample submitted
to 60 minutes under agitation and liquid desorption in an ultrasonic bath in ethyl acetate
with a final volume of 120 uyL for 30 minutes. The determination of the analytes was
performed by gas chromatography with electron capture detector (GC/ECD), with a
chromatographic run of 24 minutes. The reproducibility study of the bars carried out with
five different bars showed good results with RSD <15.6%, allowing the use of
simultaneous extractions. The limits of detection and quantification ranged from 3.03 to
15.1 ng L' and 10 to 50 ng L' respectively, and the determination coefficients were
greater than 0.9869. Intraday and interday accuracy ranged from 1 to 24% and 13 to 19%
respectively. The recovery was carried out in three fortified water samples ranging from
48 - 150% for drinking water, 40 - 138% for water from the university stream of the Federal
University of Santa Catarina and 58 - 140% for water from the river collected in the city
of Rodeio — SC.

Keywords: Solid phase. Microextraction techniques. Biosorbent. Environmental aqueous
samples.
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1 INTRODUGAO

Até meados dos anos 80, os agrotoxicos organoclorados foram utilizados para
o controle de pragas e vetores de doengas na agricultura, em larga escala mundial.
Embora, nos dias de hoje muitos destes pesticidas, como o aldrin e o endrin, tenham
sido banidos, ainda podem ser encontrados em diversas matrizes em concentragéo
traco, principalmente em corpos d’agua, por possuirem propriedades persistentes. Em
funcao de suas caracteristicas como a baixa solubilidade em agua e alta solubilidade
lipidica, também sao capazes de se acumular nos tecidos de animais, e dessa forma
acabam sendo incorporados na cadeia alimentar de seres humanos. Atualmente a
presenga desses compostos no organismo humano sao associados a uma série de
problemas de saude incluindo cancer e doengas do sistema imunologico.

Devido aos maleficios causados por esses compostos, normas de vigilancia
foram introduzidas para controlar essas espécies de acordo com o0 ambiente em que
se encontram. O Ministério da Saude dentre diversos fatores, estabelece que a agua
€ considerada potavel quando as concentragdes de aldrin e endrin n&o ultrapassam
0,03 pg L', por exemplo (BRASIL, 2017). Como as concentragbes maximas
permitidas sdo muito baixas, estratégias para determinagédo e quantificacdo desses
analitos devem ser consideradas. O uso de técnicas de preparo de amostra que visa
o isolamento do analito, além da pré-concentragéo e compatibilidade ao equipamento
instrumental de analise, € uma etapa fundamental a ser inserida no procedimento
analitico.

As técnicas de preparo de amostra foram desenvolvidas para auxiliar e fornecer
melhoramentos nas analises. Apesar disso, muitos dos procedimentos estavam
associados a diversas etapas além de utilizarem materiais e reagentes toxicos. Dessa
maneira contribuiam com a alta geracdo de residuos, e consequentemente
acarretando impactos negativos ao meio ambiente. Com o desenvolvimento da
quimica analitica verde (GAC) as técnicas de preparo de amostra foram se adequando
e avangando em varios segmentos.

A implementagdo de processos miniaturizados com as técnicas de
microextracao e posteriores modificagcdes e aperfeicoamentos, foram importantes
para reduzir a quantidade de etapas e materiais utilizados. Assim também, a busca

na substituicdo de reagentes téxicos por solventes considerados mais verdes como
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os solventes eutéticos profundos (DES) e as fases biossorventes. Dentre as
tendéncias para tornar as técnicas mais verdes, o desenvolvimento de fases de
extracdo com baixo custo e que possuam eficiéncia e seletividade sdo de grande
interesse.

Dentre esses materiais pode-se destacar a cortica, um biossorvente que em
funcdo das diversas ligagdes e interagcbes fisicas promovidas, possuem boa
capacidade sortiva, sendo uma 6tima alternativa como fase extratora. Além disso,
possuem alta estabilidade quimica e fisica, sdo de facil acesso, baixo custo e
reciclaveis. Pelo fato de a mesma possuir baixa densidade e por isso flutuar no meio
aquoso € possivel incorpora-la na técnica de microextragdo adsortiva em barra
(BAUE), utilizando a cortica na configuragdo em barra (cork/pellet-based).

A BAUE foi desenvolvida como uma alternativa a técnica de extragao sortiva
por barra de agitacdo (SBSE). E uma técnica onde a fase extratora é fixada por uma
fita adesiva em um suporte de polipropileno (PP) que flutua abaixo do voértex formado
por agitacdo. Diversas fases podem ser acopladas ao dispositivo para aumentar a
eficiéncia de extracdo e seletividade frente aos analitos. Outra maneira para a
utilizacao dessa técnica € na configuragdo onde sédo produzidas barras macicas de
cortica em dimensdes semelhantes as de uma barra empregada na BAUE tradicional,
eliminando a necessidade do dispositivo de PP

Partindo-se dos principios apresentados, uma nova abordagem para a
determinacdo dos agrotéxicos organoclorados, proibidos e ainda regulados no meio
ambiente, que compreendem o aldrin, clordano, dieldrin, endrin, lindano, 4,4-DDD,
4,4-DDE, 4,4-DDT, a-endosulfan e B-endosulfan, em amostras de agua potavel, de
coérrego e rio foi desenvolvida utilizando BAUE com cortica na forma de barra como
fase extratora. A separacdo/deteccdo foi realizada utilizando um sistema de
cromatografia gasosa e um detector por captura de elétrons (GC/ECD). Essa
alternativa apresenta vantagens na utilizagao da técnica, com a simplificagcao na etapa
do preparo do dispositivo BAUE e redugdo dos residuos gerados, com o uso de
materiais reciclaveis e menor quantidade de solventes, incorporando aspectos

ambientalmente amigaveis ao método.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Agrotéxicos organoclorados em agua

A agua é um bem essencial para que exista vida. Mais de 60% do corpo
humano é composto por agua. Além disso, seu consumo € importante para hidratagao
e também para atuagdo como veiculo, fornecendo um meio adequado para ocorréncia
de reagdes quimicas para manutencao da vida celular e de diversas outras fungoes.
Dessa maneira, a qualidade com que a agua é tratada e disponibilizada para a
populacao é de extrema importancia para a saude humana. Com isso € esperado que
a agua chegue as torneiras, com parametros aceitaveis para consumo. No entanto,
muitas pessoas acabam expostas a niveis inseguros de contaminantes quimicos,
através da contaminagdo proveniente de agdes antropogénicas, como atividades
industriais e agricolas, com destaque para os compostos organicos volateis, metais e
agrotoxicos (EDITION, 2011; FERNANDES NETO e SARCINELLI, 2009; SERAFIM,
VIEIRA e LINDEMANN, 2015).

Os primeiros registros do uso de agrotéxicos provém antes da primeira guerra
mundial no combate a insetos e pragas em alimentos armazenados. Durante a
segunda Guerra Mundial, ja se encontravam disponiveis outros agrotoxicos, dentre
eles o DDT, amplamente utilizado para controle de tifo e malaria. Utilizado diretamente
nas vestes dos soldados, tinha como objetivo evitar as doengas transmitidas por esses
vetores. Contudo, desde a década de 40, com os notaveis avangos na agricultura,
diversos agrotéxicos foram adotados para o controle de pragas e vetores de doencgas,
assim como no melhoramento das produgdes agricolas, possibilitando atender as
grandes demandas necessarias para alimentagdo da populagdo mundial (YOUSEFI,
SHEMIRANI e GHORBANIAN, 2017; EL-SHAHAWI et al., 2010; MULLIKEN,
ZAMBONE e ROLPH, 2004).

No Brasil, o uso foi amplamente difundido, com a revolucao verde, que
promoveu a modernizagao e aumento da produgéao agricola. A Lei Federal n° 7802 de
1989 no artigo 2° paragrafo |, define agrotoxicos como agentes destinados ao
beneficiamento agricola, seja na produ¢cao ou armazenamento, e permitiu que os

mesmos fossem registrados quando 6rgaos internacionais aos quais o Brasil
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integrasse nao sinalizassem riscos ou desaconselhassem seu uso (BRASIL, 1989; DE
ANDRADES e GANIMI, 2007).

O uso global desenfreado desses compostos, também conhecidos como
“‘defensores agricolas”, despertou interesse no estudo de possiveis maleficios
relacionados a sua utilizagdo. Durante a convengao de Estocolmo, em 2001, alguns
agrotoxicos foram classificados como altamente perigosos, constituindo a “duzia suja”.
Nessa convencéo, 90 paises, incluindo o Brasil assinaram um tratado para banir seu
uso e comercializacdo (NIGUSE BEKELE DIRBABA et al., 2018). No geral, a
preocupagao e estudos quanto a real necessidade e os problemas que podem estar
relacionados quando empregados aumentaram consideravelmente (OLISAH, OKOH
0. e OKOH A, 2019).

Os agrotéxicos sao classificados e avaliados conforme a sua forma de agao
que pode ser inseticidas, herbicidas e fungicidas, como também em fung¢ao do grupo
quimico em que estao incluidos como os organoclorados, organofosforados, captan e
glifosato (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 1996; EL-SHAHAWI| et al.,
2010).

Dentre as classificagbes estdo os agrotoxicos organoclorados (OCP) que séo
compostos sintéticos, constituidos basicamente por carbono, hidrogénio e cloro, que
pertencem a classe de inseticidas, desenvolvidos para inibir e interferir em vias
fisiologicas nos organismos de interesse (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA
SAUDE, 1996). Estes compostos apresentam caracteristicas como a baixa
solubilidade em agua e alta solubilidade lipidica, tornando-os capazes de aderirem
facilmente em tecidos adiposos de organismos vivos, como peixes, por exemplo,
sofrendo bioconcentragdo e biomagnificacdo. Através do consumo de alimentos
contaminados, podem acabar inseridos na cadeia alimentar humana, sendo uma das
formas de exposi¢ao. Além disso, sua alta estabilidade dificulta a degradacao desses
compostos na natureza, sendo considerados poluentes orgéanicos persistentes (POP).
A Tabela 1 apresenta a estrutura e log P dos agrotdxicos organoclorados que serao
determinados no presente trabalho (MARTYNIUK, MEHINTO e DENSLOW, 2020;
TAIWO, 2019).



Tabela 1 — Estrutura e logP de OCPs estudados nesse trabalho.
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Tabela 1 — Estrutura e logP de OCPs estudados nesse trabalho.
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Quando em contato com o organismo, os OCPs podem causar diversos
problemas a saude. Diversos estudos incluindo os realizados pela Fundacdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ) apontam que a presenga desses compostos podem estar
associados a problemas neurolégicos, problemas quanto a produ¢cdo de horménios
sexuais, ma formacao fetal, aborto ou infertilidade, anemia aplastica, doenca de
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Parkinson e diversos tipos de cancer (EDITION, 2011; PICCOLI et al, 2019; TAIWO,
2019).

A forma de exposicdo pode ocorrer por via oral, dérmica ou inalacao.
Atualmente esses agrotoxicos sao proibidos, porém em fungdo da sua alta
estabilidade que dificultam sua decomposicdo, e devido a sua persisténcia e
capacidade de bioacumulagdo, mesmo o langcamento e assimilacdo desses
compostos a anos atras podem ainda permear e expor a niveis tracos as pessoas,
que podem entrar em contato pela ingestao de agua contaminada por exemplo, sendo
uma forma comum de exposicdo (OLISAH, OKOH O. e OKOH A., 2019). Desta
maneira, oOrgéos reguladores como o Ministério da Saude pela Portaria de
Consolidagado n° 5/2017 estabelecem os niveis maximos de concentragdo dessas
especies para que a agua atenda aos padrbes de potabilidade, que representa a
concentracdo cujos contaminantes ndo oferecem risco significativo para a saude
humana (BRASIL, 2017; EDITION, 2011).

De acordo com a legislagdo vigente, as concentragdes maximas para os
agrotoxicos organoclorados encontram-se a nivel trago (ng L™"). Portanto, técnicas de
preparo de amostra se tornam necessarias para auxiliar nas analises, principalmente
com o objetivo de pré-concentrar os analitos. Além disso, o uso auxilia na eliminacao
de possiveis interferentes da matriz, adaptando a amostra ao equipamento e
aumentando sua vida util (BRASIL, 2017; CHEN, 2019; SOUZA-SILVA et al., 2015).

2.2 Preparo de amostra

Quando ha necessidade de obter informagao de alguma substancia, analito
ou misturas, um procedimento analitico € aplicado com etapas bem definidas e
planejadas para alcangar esse objetivo. Essas etapas incluem a amostragem,
armazenamento e transporte, preparo de amostra, separagao, identificacdo e
quantificacao, validacao analitica, avaliagao estatistica e tomada de decisdes. Dentre
essas etapas, o preparo de amostra € incorporado para contornar dificuldades quando
amostras biolégicas, ambientais ou de alimentos, necessitam de analise. Em funcéo
da presencga de contaminantes, a injecéo direta nos instrumentos de analise, se torna
um desafio, pois podem afetar no desempenho de identificacdo e quantificacido dos

analitos além de comprometer os sistemas analiticos de forma irreversivel. O uso de
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preparo de amostra, tem dentre as finalidades tornar a amostra compativel com esses
equipamentos (BORGES, FIGUEIREDO e QUEIROZ, 2015; CARASEK et al., 2018;
SOUZA-SILVA et al., 2015).

O preparo de amostra envolve o uso de extracbes que promovem O
isolamento do analito e seu enriquecimento, simplificam ou substituem a matriz e
realizam a limpeza da amostra com a remocgao de interferentes, conferindo
sensibilidade adequada ao método. E considerada a etapa mais demorada do
procedimento e aquela que pode contribuir com maiores erros associados. Isso
porque a incerteza de um método esta relacionada com a quantidade de etapas,
podendo acarretar na perda de analitos e erros ao final da analise. Portanto, é
esperado que as técnicas sejam simples, de facil manuseio, realizadas com rapidez
para nao comprometer a frequéncia analitica, que tenham boa relagao custo-beneficio
e boa seletividade. Além disso, € relevante a escolha por técnicas miniaturizadas com
0 objetivo de diminuir a quantidade no uso de solventes e consequentemente a
geragao de residuos, ou até mesmo técnicas que permitam possiveis automatizagdes
que minimizam a interferéncia humana e os erros associados a isso (ARMENTA et al.,
2019; CARASEK e MERIB, 2015; BORGES, FIGUEIREDO e QUEIROZ, 2015;
SOUZA-SILVA et al., 2015).

A escolha da técnica a ser utilizada é um fator determinante para os resultados
esperados. Dentre os parametros devem ser considerados a complexidade da matriz,
as propriedades dos analitos (pka, logP, estabilidade) e a concentragdo em que se
encontram. Esse conjunto de parametros bem estabelecidos é essencial para obter
boa eficiéncia de extracao e seletividade, conferindo melhores resultados (BOYACI et
al., 2015).

Dentre as diversas técnicas existentes e consolidadas estdo as técnicas
tradicionais, empregadas em diversos métodos oficiais como nas analises de agua. A
extragao liquido-liquido (LLE) é uma dessas técnicas. Apesar de dispor aparelhagem
bastante simples que facilita o manuseio, € uma técnica bastante laboriosa e que
consome quantidades elevadas de solvente organico, muitos desses toxicos. Além
disso, envolve diversas etapas que aumentam a probabilidade de erros, a pré-
concentragdo promovida é limitada e ainda ha possibilidade da formagao de
emulsdes, fatores que afetam diretamente a eficiéncia de extragdo. A extragdo em

fase sdlida (SPE), também bastante utilizada, emprega menores quantidades de
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solvente quando comparado a LLE, apresenta maior seletividade e também a
possibilidade de automagao. Apesar disso, as desvantagens incluem preé-tratamento
da amostra para evitar entupimento do cartucho, utilizagdo de grande quantidade de
fase extratora, alto custo associado ao seu uso e a alta geracao de residuos devido a
impossibilidade de reuso dos cartuchos, que sdo descartados apds um unico uso
(CARASEK, MORES e MERIB, 2018; SOUZA-SILVA et al., 2015).

A fim de superar as desvantagens associadas em relagdo as técnicas
classicas e com a preocupagdo mundial devido as agbes humanas e as
consequéncias causadas ao meio ambiente, as técnicas de preparo de amostra foram
sendo aprimoradas, se adaptando aos principios da quimica analitica verde (GAC).
Dentre elas destaca-se a miniaturizacao, com o desenvolvimento das técnicas de
microextracdo. Com isso 0 uso de materiais e reagentes utilizados sédo reduzidos
consideravelmente ou ainda substituidos por outros que apresentam menores
impactos para o meio ambiente e ao analista, com a aplicagdo de materiais renovaveis
na busca por seletividade e menor geragdo de residuos (CARASEK, MORES e
MERIB, 2018; SILVA et al., 2020; GALUSZKA, MIGASZEWSKI e NAMIESNIK, 2013).

A microextracdo em fase sélida (SPME), proposta em 1990 por Janusz
Pawliszyn, contorna os problemas enfrentados pela SPE, sendo considerada a
precursora dos métodos de microextracdo (CARASEK, MORES e MERIB, 2018;
CHEN et al., 2019). A eficiéncia de extragdao na SPME depende da particdo do analito
entre a matriz e a fase extratora, sendo considerada uma técnica de equilibrio de
particao. Diversas técnicas alternativas baseadas em extracées em fase sélida foram
propostas a partir do desenvolvimento da SPME, além de novas configuragées com o
objetivo de contornar alguma dificuldade encontrada, dentre elas a extracdo sortiva
em barra de agitacdo (SBSE) (PICO et al., 2007; RIDGWAY, LALLJIE e SMITH, 2007).

2.2.1 Extragao sortiva em barra de agitacao (SBSE)

A extragcdo sortiva em barra de agitagdo, foi desenvolvida em 1999 por
Baltussen et al., ao observar que durante a extragao por sor¢ao em SPME com a fibra
revestida por PDMS, ocorria uma adsorg¢ao consideravel na barra de agitagao de teflon
utilizada (BALTUSSEN et al., 1999). Esta observagao levou ao desenvolvimento da

técnica que ficou conhecida comercialmente como Twister (Gerstel GmbH, Mulheim /
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Ruhr, Alemanha), sendo composta por uma barra de agitagdo magnética revestida por
PDMS em diferentes dimensdes. (CAMINO-SANCHEZ et al., 2014; DAVID, OCHIAIl e
SANDRA, 2019)

Existem duas maneiras de disponibilizagdo do dispositivo nessa técnica. A
imerséao direta, denominada SBSE, onde a barra magnética revestida pelo polimero é
introduzida no fundo de um frasco contendo a amostra, mantida sob agitacdo por
condigbes fisicas e quimicas controladas. E no modo headspace para analise de
compostos mais volateis, onde a barra é suspensa no frasco, conforme apresentado
na Figura 1. O mecanismo de retencéo ocorre através de interagdes, principalmente
forcas de van der Waals. Por fim, a dessor¢céo dos analitos é realizada de forma liquida
ou térmica (NOGUEIRA, 2012).

Figura 1 - Esquema dos sistemas de SBSE

_____ ) Revestimento
. em PDMS <——

Barra de agitacdo com
| revestimento em PDMS

SBSE HS-SBSE

Fonte: Autoria prépria, 2020.

O principio basico da SBSE é o mesmo que na SPME, sendo uma técnica de
equilibrio. O processo de extragdo por sorcao € iniciado por uma etapa cinética até
que um estado estacionario seja atingido. A partir desse momento a eficiéncia de
extracdo é definida de acordo com as constantes de distribuicdo do analito entre as
fases aquosa e extratora (PDMS). Considerando que o volume de fase extratora em

SBSE é muito maior do que em SPME, a eficiéncia de extracao utilizando PDMS para
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SBSE é relativamente maior, sendo uma das principais vantagens associadas a essa
técnica, principalmente para compostos parcialmente soluveis em agua onde a
eficiéncia de extragdo € menor. (CAMINO-SANCHEZ et al., 2014; KAWAGUCH I et al.,
2006). Contudo, o tempo de extracdo em SBSE tende a ser maior do que em SPME
devido ao maior volume de fase extratora. Isso porque a difusdo dos analitos é mais
lenta com o aumento do revestimento (JELEN, MAJCHER, DZIADAS, 2012).

Nogueira (2015) destaca a alta seletividade e sensibilidade como uma
metodologia multirresiduo para matrizes complexas em fung¢do da facilidade do
manuseio, e por ser uma abordagem livre de solventes quando a dessorgéo térmica
€ aplicada (NOGUEIRA, 2015). Em fungcdo das caracteristicas da SBSE como a
eficiéncia de extracao e enriquecimento dos analitos, sua aplicagao € bastante ampla
com estudos em diversas areas, como em matrizes ambientais, alimentos e amostras
bioldgicas (DAVID, OCHIAI e SANDRA, 2019; GILART et al., 2014).

Apesar das vantagens apresentadas e da grande aplicabilidade da SBSE para
compostos apolares ou ndo polares, algumas limitagdes relevantes sdo encontradas.
O contato direto da barra de agitagdo com o fundo do frasco de amostragem pode
diminuir a vida util da barra, através da perda de fase extratora por atrito. Além disso,
a disponibilidade do revestimento apenas em PDMS, limitava a técnica,
impossibilitando a aplicagdo para compostos com maior polaridade. Para superar
essas desvantagens, melhorias como a introdu¢cdo de novas fases foram sendo
desenvolvidas e incorporadas na SBSE para aumentar a seletividade e o campo de
aplicagdo. Assim como novas estratégias incluindo procedimentos de derivatizagéo e
abordagens alternativas, como as microextracdes adsortivas (AuE) (KAWAGUCHI et
al., 2013; NOGUEIRA, 2012; NOGUEIRA, 2015).

As microextragdes adsortivas, empregam materiais solidos como sorventes,
aumentando a aplicagado para compostos com maior polaridade, sendo empregadas
diferentes fases como carvao ativado, alumina e divinilbenzeno misturado com
poliestireno (PS-DVB). Essas técnicas foram propostas em duas configuragoes
geomeétricas: multiesferas (MSAUE — microextragao adsortiva em multiesferas) e em
barras cilindricas (BANE — microextragdo adsortiva em barra), sendo a BAUE, o
formato que apresentou maior versatilidade para aplicacao pratica, além de melhores
resultados em relagdo a recuperagdes quando comparado a SBSE (NOGUEIRA,
2012; PLOTKA-WASYLKA et al., 2015).
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2.2.2 Microextragao adsortiva em barra (BAUE)

Apesar das vantagens relacionadas ao uso da SBSE, algumas limitagdes
apresentadas pela técnica foram determinantes para a busca por novas estratégias e
configuragdes. Dentre elas, a perda de material e consequente diminuigdo da vida util
da barra ocasionada em razao do contato direto com a superficie do frasco de vidro.
O grupo de pesquisa de Nogueira (NENG, SILVA e NOGUEIRA, 2010), desenvolveu
uma abordagem conhecida como microextragdo adsortiva em barra (BAUE) buscando
solucionar esse problema. Além disso, foi possivel contornar a limitagdo para
compostos polares, com a introdu¢do de novas fases que demonstraram seu grande
potencial analitico (GILART et al., 2014; NOGUEIRA, 2014).

Na configuracdo BAUE um dispositivo cilindrico € confeccionado através da
fixacdo de um sorvente constituido por um p6 (finamente dividido) em um suporte de
polipropileno (PP), com o auxilio de uma fita adesiva apropriada. O dispositivo &
inserido em um frasco, mantido flutuando abaixo de um vortex formado por agitagao,
conforme apresentado na Figura 2. Por empregar um dispositivo com densidade
menor que a agua, essa abordagem opera sob amostragem por flutuacéo, sendo
facilmente confeccionados em laboratério, conferindo estabilidade e reprodutibilidade,
evitando o contato das particulas de fase extratora com as paredes do frasco (IDE e
NOGUEIRA, 2018; NENG, SILVA e NOGUEIRA, 2010; CARASEK et al., 2018).

Figura 2 - Representacédo de um sistema BAUE e a composi¢cédo do dispositivo.
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O principio de extragdo € baseado nas técnicas de SBSE e SPME. No
processo estatico os analitos migram para a fase extratora por difusdo promovida pela
agitacdo. Em fungdo da facilidade de composigdo do dispositivo, uma série de
materiais sorventes alternativos podem ser utilizados, permitindo adaptagdo da
distribuicdo e tamanho dos poros para definir os requisitos ideais. Portanto, materiais
poliméricos, de troca-ibnica, com diferentes interacbes e caracteristicas fisico-
quimicas séo selecionados de acordo com as caracteristicas dos analitos (CARASEK
et al., 2018; NOGUEIRA, 2014).

No geral o procedimento utilizando BAUE é composto por duas etapas, a
extracdo dos analitos contidos na amostra para o sorvente seguido da retroextragao
para um solvente adequado na etapa de dessor¢ao. Além da escolha do material
sorvente, que confere seletividade, outros parametros importantes devem ser
considerados para que o método alcance resultados confiaveis com boa eficiéncia de
extracdo. A otimizacao das etapas, que podem ser realizadas de forma univariada ou
multivariada, € realizada para obter o conjunto de parametros ideais (IDE e
NOGUEIRA, 2018; NOGUEIRA, 2012; CARASEK et al., 2018).

Nas condi¢des de equilibrio, a extracdo dos analitos € a primeira etapa do
processo. Algumas variaveis que influenciam a cinética de extracdo (tempo de
extracao e velocidade de agitacédo) s&do otimizadas. O tempo de extragdo depende da
velocidade de interagcao entre o analito e sorvente, e a velocidade de agitacéo auxilia
no processo de difusdo através da reducdo da camada limite, além de promover a
estabilidade de flutuagcdo da barra. A influéncia termodindmica entre a interagao
analito/sorvente também é relevante, destacando os parametros de pH e forga ibnica
que também devem ser otimizados (NOGUEIRA, 2014). A temperatura, que
geralmente auxilia nos processos de extracdo, € mantida abaixo de 40 °C para evitar
desagregacao do filme adesivo fixado no suporte de PP (NENG, SILVA e NOGUEIRA,
2010).

Alguns analitos possuem caracteristicas acido e base, podendo sofrer
dissociagao dependendo do pH em que a matriz se encontra. Em geral, melhores
eficiéncias de extracdo sido obtidas quando os analitos estdo na sua forma neutra,
isso porque a solubilidade em agua € maior quando em sua forma iénica. Portanto,
para analitos com esses grupos, o pH deve ser 1,5 unidades abaixo do pka quando o

analito é acido e acima quando com caracteristicas basicas. Dessa forma, para alguns
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analitos o controle desse parametro influéncia diretamente na quantidade que ira
migrar para a fase extratora (KOKOSA, PRZYJAZNY e JEANNOT, 2009; NOGUEIRA,
2014).

De maneira equivalente, a forga ibnica do meio também deve ser considerada.
Essa avaliagéo é realizada com eletrdlitos fortes como cloreto de sddio (NaCl) para
avaliar o comportamento de compostos organicos com maior polaridade ao efeito
salting out. No caso, a adicdo de sal pode promover diminuigdo da solubilidade dos
analitos na amostra, considerando uma matriz aquosa, auxiliando na quantidade de
analito extraido (KOKOSA, PRZYJAZNY e JEANNOT, 2009; NOGUEIRA, 2014;
PAWLISZYN, 2011).

Ao final da etapa de extracdo, o dispositivo BAUE é retirado do frasco de
amostragem com uma pin¢a adequada e inserido em um vial ou insert contendo o
solvente de dessor¢cao que deve garantir a imersao completa da barra. Como o
dispositivo pode conter dimensdes minimas de 7,5 mm a quantidade de solvente
utilizado é de apenas alguns microlitros (em torno de 100 pL), o que minimiza a
geragdo de residuos, tornando o método mais verde. Nessa etapa, a escolha
adequada do solvente com melhor interagdo com o analito deve ser avaliado e
otimizado assim como o tempo necessario para que esse processo ocorra, sendo
realizado em banho ultrassénico para auxiliar na eficiéncia de dessorcao (IDE e
NOGUEIRA, 2018; NOGUEIRA, 2014).

Para garantir os melhores resultados, evitando problemas como efeito de
memoaria na barra, que permite sua reutilizagao, dependendo do material adsorvente
e analitos utilizados, a ordem de otimizacao deve ser iniciada pela etapa de dessorcao
seguida dos parametros que afetam a etapa de extragéo. A técnica BAUE é de facil
execugao e ainda permite o acoplamento com diversas técnicas como cromatografia
gasosa (GC), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e eletroforese capilar
(CE) (NOGUEIRA, 2014).

Neng, Silva e Nogueira (2010) utilizaram carvédo ativado e PS-DVB como
sorvente para a BAUE para determinagéo de drogas de abuso e subprodutos de
desinfeccdo em agua e separagao por HPLC-DAD. No estudo, ele destaca alguns
fatores em relacdo ao uso dessa técnica como o baixo custo, a facilidade de
manipulagdo e a alta estabilidade do sorvente, além de alta sensibilidade e
seletividade do método. (NENG, SILVA e NOGUEIRA, 2010). Abujaber et al. (2019)
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determinou farmacos em amostras de agua também por HPLC-DAD, utilizando
nanotubos de carbono suportado no dispositivo BAUE. Nesse trabalho é enfatizado o
baixo volume de solvente utilizado e a eficiéncia de extragdo quando comparado a
outras microextragdes para aplicagdes semelhantes, obtendo resultados proximos ou
superiores as técnicas de SPME e SBSE (ABUJABER et al., 2019).

Além de matrizes ambientais, a técnica também foi empregada para matrizes
mais complexas como alimentos e amostras bioldgicas. A Tabela 2 apresenta
algumas aplicagcbées da BAUE em diversas matrizes, destacando a variedade de fases

extratoras aplicadas.

Tabela 2 - Aplicacdo da BAUE em diferentes matrizes e fases extratoras.
Continua.

Analito Amostra Fase extratora Referéncia

Agrotoxicos,

produtos de
Carvao ativado e PS- NENG, SILVA e

desinfeccéo, Agua e urina
DVB NOGUEIRA, 2010.
drogas de abuso
e farmacos
Acido clofibrico e ) _ Carvao ativado (po6
. Agua e urina . NENG et al., 2011.
ibuprofeno cortica)
Morfina e GONCALVES et
Urina Carvao ativado
codeina al., 2012.
Farmacos e
] NENG e
produtos de Agua PS-DVB

NOGUEIRA, 2012.
cuidado pessoal

. estireno-
Agua do mar,
_ . divinilbenzeno,
residual, urina e
Filtro UV pirrolidona ALMEIDA et al.,
produtos N
benzofenonas . modificada, 2013.
cosmeéticos . _
o ciano e carvao
comerciais .
ativado
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Tabela 2 - Aplicagdo da BAUE em diferentes matrizes e fases extratoras.

Conclusao.
Analito Amostra Fase extratora Referéncia
ALMEIDA
Inseticidas Agua Carvo ativado STRZELCZYK, e
NOGUEIRA 2014.
Benzofenona,
triclorocarban e Agua Cortica DIAS et al., 2015.b
parabenos
Agua do mar, n-vinilpirrolidona- AHMAD et al.,
NAISDs
residual e urina divinilbenzeno 2016.
ANDRADE et al.,
Triazinas Milho MIP e NIP
2016
Hexanal e OENNING et al.,
Urina Cortica
heptanal 2017.
Parabenos,
, MAFRA et al.,
benzofenona e Agua Terra diatomacea 2018

triclorocarban

Antidepressivos

Plasma e urina

N-vinilpirrolidona-

IDE e NOGUEIRA,

divinilbenzeono 2018.
Farmacos Urina, plasma e AHMAD e
Strata® SDB-L
diazepinicos sSoro NOGUEIRA, 2019.
i Nanotubos de ABUJABER et al.,
Farmacos Agua
carbono 2019.
Parabenos Condimentos Polimida porosa YAN et al., 2019.
Nicotina e Ur Fases poliméricas e AHMAD e
rina
cotinina carvao ativado NOGUEIRA, 2019.

Agrotéxicos,
cafeina e

benzofenona

Agua do cultivo

de arroz

WAX

CANCILLIER et
al., 2020.

NAISDs: Antiinflamatérios Ndo Esterodais

Fonte: Autoria propria, 2020.
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De acordo com os estudos relatados pela literatura apresentados na Tabela
2, é possivel observar a variedade de materiais como fase extratora que foram usadas
em BAPE de acordo com o tipo de aplicacdo. Uma das preocupacgoes existentes
quanto a fase extratora, € a toxicidade do material ou de solventes utilizados durante
a rota sintética para sua produgdo. Com isso a busca por alternativas ecoldgicas
incorporando materiais eficazes e eficientes, sao tendéncias para substituicdo e com
isso diminuicdo da periculosidade, além de atingir requisitos da GAC (CARASEK et
al., 2018; CHEN et al., 2019; VIEIRA et al., 2018).

Dentre os sorventes apresentados, a cortica se destaca, por ser um material
biossorvente, que ja vem sendo aplicado em diversas técnicas como fase extratora,
uma vez que apresenta caracteristicas apropriadas que permitem diferentes
interacdes quimicas e fisicas. Além disso, incorpora beneficios que se adequam aos
principios da quimica analitica verde com a reducao de custos e por proporcionar
baixa geracao de residuo, isso porque reutiliza rolhas descartadas de garrafas de
vinhos (CADORIN et al., 2019; DIAS et al., 2015a).

2.3 Biossorventes

Os biossorventes sdo materiais naturais, que provém da biomassa através de
agdes naturais ou artificiais com origem animal, vegetal ou microbiana. Sdo formados
por macromoléculas que contém grupos funcionais capazes de interagir com
compostos através de diferentes interagdes como troca-idnica, complexacgao e sorgao.
A classificacdo desses materiais ocorre em diversas categorias dependendo do
material que o constitui em que estéo incluidos a lignocelulose — polimero natural mais
abundante proveniente de plantas — e os biopolimeros, quitina e quitosana, sendo
respectivamente o constituinte do exoesqueleto de artropodes e a forma desacetilada
da quitina (DIAS et al., 2013; OLIVELLA, 2013; PATIL e NANDURI, 2017; HUANG et
al., 2017).

Dentre as classes citadas, a lignocelulose se destaca devido sua
caracteristica de interagir com poluentes organicos. Isso ocorre devido a composicao
quimica e fisica de sua estrutura que apresenta a lignina como principal constituinte.

Os materiais lignocelulésicos incluem a casca da banana, cortiga, bagago da cana,
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casca de arroz, bambu e casca de coco. Dentre os biossorventes citados, se destaca
a cortica que é composta em maior parte por lignina e suberina (NGO et al., 2015).

A cortica vem se tornando relevante na aplicagdo como remediadora de
poluentes, isto porque apresenta caracteristicas como grande capacidade sortiva, alta
estabilidade quimica e fisica e baixo custo. Outro fator relevante é o aspecto
ambientalmente amigavel que confere aos métodos em que é incorporada por se tratar
de um material reciclavel e renovavel. O conjunto dessas propriedades desperta
interesse em sua aplicagdo como alternativa a sorventes disponiveis comercialmente
para técnicas de preparo de amostra (NGO et al., 2015; RAMRAKHIAN et al., 2017).

2.3.1 Cortica

A cortica € um biossorvente natural e biodegradavel, obtido da casca do
Sobreiro (Quercus Suber L). A casca cresce como uma camada circular espessa
colhida a cada 9 e 12 anos, que se regenera apos a colheita eliminando a necessidade
de corte da arvore. Em razdo disso, os impactos que estdo associados a sua
manufatura sdo baixos, tornando um material ecologicamente amigavel por ser um
recurso renovavel (OLIVELLA et al., 2013; PINTOR et al., 2012). Além disso, possui
alta permeabilidade, baixa condutividade e densidade, alto coeficiente de atrito e
propriedades de isolamento (FERREIRA et al., 2012). Dessa forma a cortica &
disponibilizada de diferentes formas como em revestimentos, isolamentos, objetos de
design ecologico, processos de geragao de energia e principalmente como rolha de
garrafas de vinho (DIAS et al., 2013; FERREIRA et al., 2012; MAFRA et al., 2020).

Durante os ciclos do sobreiro, trés diferentes qualidades de cortica sao
produzidas: a virgem, que consiste na primeira extragdo, de segunda reprodugéo e a
reproducgao de tiras subsequentes. Dentre elas apenas a de segunda reprodugao tem
propriedades que permitem a confeccao de rolhas de vinho com qualidade suficiente
e estrutura celular regular (PINTOR et al., 2012).

A composigado da cortica € majoritariamente de suberina e lignina além de
polissacarideos (celulose e hemicelulose), ceras e extrativos que oferecem iniumeras
formas e ligagbes para diferentes classes de poluentes. A porcentagem de cada
composto em sua estrutura varia de acordo com a regido em que € obtida (DIAS et
al., 2013; OLIVELLA et al., 2013). Um estudo reportado na literatura apresenta dados
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da composicdo quimica da cortica coletadas em regides diferentes, além disso,
compara a constituicdo entre as partes externas e internas, conforme mostradas na
Tabela 3.

Tabela 3 - Composi¢ao quimica da cortica em porcentagem em relagao a cortica

Amostra Parte Suberina SeL(i;;] ﬁina Polissacarideos Extrativos
total
Ex 40,7 23,9 8,6 11,8
! In 41,3 13,4 7.4 19,7
Ex 21,1 27,9 10,1 12,0
2 In 33,5 31,0 2,5 12,6
Ex 33,8 25,1 12,6 13,0
3 In 48,7 22,7 10,3 11,7

Fonte: Adaptado de Olivella et al., 2013.

Ex — parte externa da casca da cortica
In — parte do meio da cortica

De acordo com a Tabela 3, a cortica € composta principalmente por suberina,
que constitui cerca de 40% da composi¢ao, em seguida a lignina em uma faixa de 13
a 27%, polissacarideos em torno de 15% e extrativos em 13% (CARASEK et al., 2019;
DIAS et al., 2013; PINTOR et al., 2012). A cortiga apresenta composi¢ao heterogénea
com a presenga de grupos -CO, -OH e -CH em sua estrutura, confirmados por
espectros de infravermelho (FTIR) e ressonancia magnética nuclear (RMN) (NETO et
al., 1995).

A hidrofobicidade da cortiga é decorrente da suberina e lignina, sendo estas
as principais fontes de sor¢cado para compostos organicos. A suberina é constituida
por monémeros em uma rede de poliéster alifatico ligado a uma matriz fendlica, como
mostra a Figura 3. A lignina é formada majoritariamente por anéis aromaticos, grupos
éter, cetonas e aldeidos que permitem interacdes do tipo 1T-11 entre a fase sorvente e
analitos apolares e ligagdes de hidrogénio contidos principalmente, nos grupos
hidroxilas para compostos mais polares, como apresentado na Figura 4. A celulose e
hemicelulose presentes com grupamentos -OH favorecem ligacdes de hidrogénio e

dipolo-dipolo para compostos com maior polaridade. Em razao dos diferentes tipos de



33

interacdes que promove a cortica € um material bastante versatil (CARASEK et al.,
2019; OLIVELLA et al., 2011; OLIVELLA et al., 2015).

Figura 3 - Representacdo do modelo estrutural da suberina.

Fonte: Adaptado de Gil, 1993.

Figura 4 - Estrutura da lignina.

OH

Fonte: Adaptado de Souto, Calado e Pereira Junior, 2015.
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Além da composigcdo heterogénea, a cortica possui caracteristicas
microscopicas unicas quando comparado a outros materiais da mesma classe. A
elevada porosidade permite interacdes fisicas adsorventes em funcéo de suas células
prismaticas, que apresentam formato de favo de mel (segéo tangencial) ou tijolos
(secéo radial), com particulas com tamanho médio de 125 a 250 ym (BARBOSA et
al., 2017; PINTOR et al., 2012). A Figura 5 mostra a representagao da disposi¢cao das
células da cortica em trés sec¢des: radial, transversal e tangencial e uma microscopia
de varredura eletrénica (MEV) na Figura 6 que mostra a superficie de particulas de

cortica.

Figura 5 - Representacao da disposi¢ao das células da cortiga
Secéo -
Transversal L

Secdo
Tangencial

Fonte: Adaptado de Gil et al., 1993.

Figura 6 - Microscopia eletronica de v

arredura da c

< ~W
- ] e
FA
- o=

ortica: (A) 600 um e (B) 100 um.
> ~ .y

iy

Fonte: Adaptado de Barbosa et al., 2017.
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Devido a composicado da cortica que possibilita diferentes interagdes tanto
quimicas como fisicas através da adsorgdo promovida por sua estrutura porosa,
agregado ao fato de ser uma matéria-prima natural, renovavel, com baixo custo e
biodegradavel, a cortica vem sendo aplicada como fase extratora em diferentes
métodos de preparo de amostra para compostos organicos e inorganicos (MAFRA et
al., 2018a).

A Tabela 4 apresenta algumas dessas aplicagdes, mostrando a versatilidade
e potencial desse material. Na forma de po, a cortiga foi aplicada como fibra em SPME,
DPX, e fixada por adesivo quando fase sorvente em BAPE. Na técnica TF-SPME
acoplada ao sistema de 96 pogos de amostragem (96 well plate), o aumento da
frequéncia analitica com a analise simultdnea de 96 amostras, mostra a
reprodutibilidade da cortica. Em funcdo do seu potencial, ainda ha muito a ser

explorado em relagdo ao uso de cortiga em métodos de preparo de amostra.

Tabela 4 - Aplicacao da cortica como fase extratora em técnicas de preparo de
amostra para diversos compostos.

Continua.
Analitos Matriz Preparo de Instrumentagao Referéncia
amostra
Agua de
HPA . SPME GC-MS DIAS et al., 2013.
rio
Agrotoxicos ,
Agua SPME GC/ECD DIAS et al., 2015a.
organoclorados
Benzofenona, .
Agua de
triclorocarban e I BAUE HPLC-DAD DIAS et al., 2015b.
agoa
parabenos J
Biomarcadores OENNING et al.,
Urina BAUE HPLC-DAD
de cancer 2017.
Agua de SILVA, DIAS e
Filtro UV SPME GC-MS

rio CARASEK, 2017.
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Tabela 4 - Aplicacao da cortica como fase extratora em técnicas de preparo de
amostra para diversos compostos.

Concluséo.
Preparo de
Analitos Matriz Instrumentacao Referéncia
amostra
MAFRA et al.,
Farmacos Urina DPX HPLC-DAD
2018.
Desreguladores  Agua de MORES, DIAS e
TF-SPME HPLC-DAD
endocrinos rio CARASEK, 2018.
) CADORIN et al.,
Pb e Cd Agua DPX HR-CS FAAS
2019.
) DE AGUIAR et al.,
Agrotéxicos Agua SPE GC-MS
2019.
] MANZO et al.,
Hormonios Agua RDSE GC-MS
2019.
Agrotoxicos,
) VIEIRA et al.,
HPAs e Filtro Agua RSDE GC-MS
2020.
uv
] BAuE/cork- MORELLI et al.,
Parabenos Agua HPLC-DAD
pellet based 2020.

Fonte: Autoria propria, 2020.

Como exibido na Tabela 4, a cortica foi empregada com sucesso, em
diferentes técnicas para a analise de diferentes classes de poluentes. Agregando as
caracteristicas ja mencionadas, a cortica pode ser incorporada na BAUE diferente do
formato classico onde o p6 do sorvente é fixado em um suporte de polipropileno.

Morelli et al. (2020), utilizou uma nova configuragao para a BAuE, denominada
BAuE/cork-pellet based utilizando parabenos, como analitos modelos, em agua com
separacdo e determinagdo por HPLC-DAD. Morelli et al. obteve resultados
satisfatorios, destacando a facilidade de confeccdo do dispositivo € manuseio da
técnica que emprega a cortica maciga moldada com formato e dimensao semelhante

ao dispositivo de PP e submetida a amostragem por flutuagdo devido a sua baixa
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densidade (MORELLI et al., 2020). A Figura 7 apresenta essa nova abordagem para
aplicagao da BAUE.

Figura 7 - Modelo do sistema BAUE com barra de cortica.

‘- =)

Fonte: Autoria propria, 2020.

As vantagens agregadas ao uso da cortica em barra s&o observadas em todas
as etapas. Durante o preparo do dispositivo, ocorre a simplificagcdo na producido da
barra, sendo de facil manuseio além de eliminar o uso de fitas adesivas. O uso dessas
fitas pode apresentar problemas quanto a fixagao e durante o processo de extracao e
dessorcao com a perda de fase extratora (MORELLI et al., 2020).

Outro fator relevante ao utilizar a cortica em barra é a reducao da geragéo de
residuo, conferindo ao método baixo impacto ambiental por se tratar de uma fase
extratora de origem natural, renovavel, reciclavel e de baixo custo. De forma geral,
essa proposta de cortica em barra para BAUE aumenta os aspectos ecoldgicos do
meétodo, de acordo com os conceitos da GAC. Como forma de explorar a versatilidade
da técnica para outros compostos, a mesma foi aplicada para sorgao de agrotéxicos
organoclorados, sendo os compostos de interesse nesse estudo, com o objetivo de
desenvolver um método alternativo para a determinacao desses analitos de forma

rapida, eficiente e mais verde.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Uso de cortica como fase extratora na forma de barra cilindrica (BAuE/cork
pellet-based) para determinagdo de agrotdxicos organoclorados em agua potavel e

determinacao por cromatografia gasosa com detecg¢ao por captura de elétrons

3.2 Objetivos Especificos

e Otimizar os parametros de separagao e detecgdo por GC/ECD para a
determinacao de aldrin, clordano, dieldrin, endrin, lindano, 4,4-DDD, 4,4-DDE,
4,4-DDT, a-endosulfan e -endosulfan;

e Preparar a cortica no formato de barra cilindrica;

e Otimizar os parametros que afetam a extracao e dessorgao na microextragao
em barra adsortiva através de estratégias univariadas e multivariadas, como
solvente de dessorgao, tempo de dessorgao, tempo de extracao e efeito do sal;

e Estudar a reprodutibilidade entre barras;

e Determinar os parametros analiticos de mérito — limite de detecgdo (LOD),
limite de quantificagdo (LOQ), faixa linear de trabalho, coeficientes angular e
linear e coeficiente de determinagéo (R?);

e Avaliar a precisédo (intradia e interdia) e exatiddo do método, através dos
desvios padrodes relativos e recuperacao relativa, respectivamente;

e Aplicar a metodologia em amostras de agua potavel, corrego e rio;
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4 METODOLOGIA

4.1 Materiais e reagentes

Todas as analises foram realizadas a partir de reagentes com alto grau
analitico de pureza. Uma solugédo padrao da mistura dos agrotoxicos organoclorados
contendo lindano, aldrin, clordano, dieldrin, endrin, a-endosulfan, B-endosulfan, 4,4-
DDE e 4,4-DDD em metanol e uma solucdo contendo 4,4-DDT em metanol obtida da
Supelco (Bellefonte, PA, USA) foi utilizada para preparar uma solugdo com
concentragéo de 10 yg L' em metanol. A partir deste padr&do, uma solugéo estoque
foi preparada também em metanol (MeOH) obtido da Sigma Aldrich (Saint Louis, USA)
na concentragdo de 10 yg mL"' e mantida a -4 °C. A partir desta solugéo, padrées de
500 ug mL" e 1 yg mL-' foram preparadas para as analises. Hexano (Hex) (Vetec, Rio
de Janeiro, Brasil), acetona (Ace) (Neon, Sdo Paulo, Brasil) e acetato de etila (AcEt)
(Sigma Aldrich, Saint Louis, EUA) foram usados para determinag¢ao do solvente de
dessorcao. A influéncia da adicdo de sal foi realizada com cloreto de sodio (NaCl)
adquirido da Synth (Sao Paulo, Brasil). Apds as otimizagdes, as figuras analiticas de
mérito foram determinadas, sendo a curva de calibragao, faixas de trabalho linear,
limites de detecgdo (LOD) e quantificagdo (LOQ), coeficientes de determinagao (R?),
exatidao e precisdo nas amostras por adi¢gdo da solugado estoque a agua ultrapura
com resistividade maior que 18MQ obtida de um sistema de purificagdo Mega Purity
(Billerica, MA, EUA). Corticas obtidas de rolhas de vinho, distribuidas pela Trianon
(Rio Grande do Sul, Brasil) foram utilizadas para confeccdo das barras. Para a
extracao, foram utilizados seis agitadores magnéticos, conectados a um regulador de
tensdo variavel TDGC2-1 1KVA / 4 AMP (EXA Instruments, SP, Brasil) por um filtro
de linha (NBR20605, Power Line). A voltagem dos agitadores magnéticos foi
controlada usando um multimetro digital ET-1002 (Minipa, SP, Brasil). Frascos de 22
mL foram utilizados para a etapa de extragdao. O método foi aplicado a trés amostras
de agua: agua potavel, de cérrego e de rio. As amostras reais foram previamente

filtradas empregando filtros de papel.



40

4.2 Instrumentacao

A analise cromatografica foi realizada em um cromatografo a gas (Shimadzu
GC-14B) com um detector de captura de elétrons (ECD) equipado com injetor
split/splitless operando no modo splitless. A separagao cromatografica foi realizada
em uma coluna capilar Zebron ZB-5ms (30 m x 0,25 mm i.d. x 0,25 m) (Parana, Brasil).
Nitrogénio ultrapuro foi utilizado como gas de arraste a 1,0 mL min~". Foram injetados
1 pL de amostra com auxilio de uma microseringa de 10 uL. O programa de
temperatura do forno foi fixado em 100 °C (mantido por 1 min), com rampa de 20 °C
min-! até 190 °C, seguido por 3 °C min-" até 244 °C e por fim rampa de 20 °C min-" até
260 °C. A temperatura da injecao foi mantida em 260 °C e a temperatura do detector
foi ajustada em 270 °C, sem que nenhum efeito de memoaria fosse observado nessas
condi¢cbes experimentais. Os dados cromatograficos foram analisados pelo software

GC solution.

4.3 Preparo das barras de cortica

As rolhas de vinho obtidas do descarte, passaram por um processo de corte
e molde manual, utilizando estilete e lixas, até atingirem o formato cilindrico com
dimensdes de 10 mm de comprimento, 3,0 mm de didmetro e massa aproximada de
16 £ 1 mg, conforme o0 esquema apresentado na Figura 8. Em seguida as barras de
cortica passaram por um processo de limpeza conforme descrito por Dias et al. (DIAS
et al., 2015.a) onde foram submetidas ao banho ultrassénico em agua ultrapura por
duas horas, renovando a agua até a auséncia de impurezas (observada pela
coloracdo amarelada da agua). Por fim as barras foram secas na estufa em
temperatura de 110 °C por 12 horas. O condicionamento foi realizado por 10 minutos

em solvente de dessorgédo e 10 minutos em agua ultrapura.

Figura 8 - Procedimento de preparo das barras de cortica.

- 1em
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Fonte: Autoria propria, 2020.
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4.4 Otimizagao dos parametros para BAuE

Para a otimizagao dos parametros que afetam o desenvolvimento da técnica
foi utilizado um frasco de amostra contendo 15 mL de agua ultrapura fortificada a 200
ng L' de cada analito. A solugéo foi submetida a agitagdo em temperatura ambiente
e a barra de cortica foi adicionada em seguida para a extracéo pelo tempo estipulado.
Por fim, as barras foram removidas e inseridas em um vial para a dessorc¢ao, realizada

em 120 pL de solvente em banho ultrassénico pelo tempo determinado.

4.4.1 Otimizagao do solvente de dessorgao

O solvente de dessorgao foi definido através de um planejamento Simplex
Centroid, contendo 9 experimentos (incluindo a triplicata no ponto central), onde a
meédia geométrica da area dos picos foi utilizada como resposta para todos os analitos,
com o auxilio do software Statsoft Statistica. A extracao foi realizada sob agitagéo
constante por 45 minutos e dessor¢ao em banho ultrassénico por 30 minutos. Os
solventes avaliados foram acetona, acetato de etila e hexano, nas proporgoes

conforme apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 - Planejamento Simplex Centroid para escolha do solvente de dessor¢ao.

A A
Acetona  Acetona cetato cetato Hexano Hexano

. de etila de etila
(ViV) % (viv) L V)% (vIv) L (VIiv) % (viv) uL

Experimento

01 1,0000 120 0,0000 0 0,0000 0
02 0,0000 0 1,0000 120 0,0000 0
03 0,0000 0 0,0000 0 1,0000 120
04 0,5000 60 0,5000 60 0,0000 0
05 0,5000 60 0,0000 0 0,5000 60
06 0,0000 0 0,5000 60 0,5000 60
07 0,3333 40 0,3333 40 0,3333 40
08 0,3333 40 0,3333 40 0,3333 40
09 0,3333 40 0,3333 40 0,3333 40

Fonte: Autoria propria, 2020.
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4.4.2 Otimizagao do tempo de dessorgao

O tempo de dessorcdo foi avaliado de forma univariada em 15, 30 e 45
minutos realizados em triplicata. Os resultados foram avaliados pela constru¢ao de
um grafico de barras pelo software Excel através da area normalizada dos picos de
cada analito. Para o procedimento, o tempo de extracdo foi de 45 minutos e a

dessorcao foi realizada com 120 uL de acetato de etila.

4.4.3 Otimizacao da etapa de extragao

Na etapa de extracdo foram avaliados o tempo e o efeito de adigdo de sal
através de um planejamento Doehlert, com nove experimentos incluindo a triplicata
do ponto central, conforme apresentado na Figura 9. A média da area dos picos
normalizada foi utilizada como resposta para todos os analitos. A avaliagdo dos
resultados foi realizada através de uma superficie gerada com auxilio do software
Statsoft Statistica. Esse procedimento foi realizado com acetato de etila como solvente
de dessorcao pelo tempo de 30 minutos. A Tabela 6 apresenta a relagao utilizada

entre tempo e proporcéo de sal para cada experimento.

Figura 9 - Planejamento Doehlert para a otimizagao do tempo de extracéo e adigao
de sal.

Tempo de extragao (min)

Y

Ob--—

15 30
Porcentagem de sal (%)

Fonte: Autoria propria, 2020.
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Tabela 6 - Matriz de experimentos de Doehlert para otimizacdo multivariada do
tempo e efeito da adigdo de sal na etapa de extracéo.

Experimento Tempo de_ extragao Porcentagem de sal
(min) (miv) (%)
01 20 15
02 30 0
03 30 30
04 50 0
05 50 30
06 60 15
07 40 15
08 40 15
09 40 15

Fonte: Autoria propria, 2020.

Um estudo univariado avaliou maiores tempos de extracdo, com os tempos
de 60, 75 e 90 minutos, realizados em triplicata sem adigao de sal, com dessorgéo por
30 minutos em 120 pL de AcEt.

4.5 Procedimento geral

A Figura 10 apresenta um resumo das etapas do procedimento de preparo de
amostra proposto neste trabalho. Inicialmente 15 mL da amostra foram transferidos
para um frasco de 22 mL, submetido a agitagdo magnética. Em seguida, a barra de
cortica foi inserida na amostra, mantida sob agitagdo por 60 min (A). Apds a extracao,
a barra foi colocada em um insert de vidro contendo 120 uL de acetato de etila,
garantindo sua imersao total, por 30 minutos sob banho ultrassénico (B). A solugéo
de dessorgao foi coletada (C) e injetada no GC/ECD (D).
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Figura 10 - Procedimento geral do método para determinagao de organoclorados.
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Extracdo em 15 mL Dessorgdo liquida em 1 uL da solugdo Injecdo no GC-ECD
de amostra, por 60 120 pL de acetato de de dessorcdo
min sob agitacdo etila em banho ultras- coletada para
sonico por 30 min analise

Fonte: Autoria prépria, 2020.

4.6 Figuras analiticas de mérito e aplicagcao do método

As curvas de calibracdo foram obtidas em seis niveis de concentracéo
realizados em triplicata (n=3) (50, 200, 300, 400 e 1000 ng L' para o clordano, e nas
concentragdes de 10, 50, 200, 300 e 400 ng L' para os demais analitos), ambas
realizadas em agua ultrapura. Esses dados foram utilizados para determinar a faixa
linear de trabalho, coeficiente de determinagao (R?), limite de quantificacdo (LOQ) e
limite de detecg¢ao (LOD). Os LOQ e LOD foram calculados como o primeiro ponto da
curva e LOQ/3,3, respectivamente.

A precisdo do método foi realizada em agua ultrapura, com base no desvio
padrao relativo (RSD) das areas dos analitos. A precisdo intradia foi obtida em trés
niveis de concentragéo (n=3) (50, 200 e 1000 ng L' para clordano e 10, 200 e 400 ng
L-' para todos os outros analitos) e a precisdo interdia no nivel de concentragéo de
200 ng L, com triplicatas realizadas em trés dias diferentes (n=9). A reprodutibilidade
das barras foi avaliada utilizando 5 barras de cortica diferentes em agua ultrapura
fortificada a 200 ng L' dos agrotdxicos organoclorados, e os resultados foram
expressos como desvio padrao relativo (RSD) para cada analito. A recuperagao
relativa (n=3) do método foi realizada em amostras de agua fortificadas em trés niveis
de concentragdo para cada analito (50, 200 e 1000 ng L' para clordano e 10, 200 e
400 ng L' para os demais analitos). As amostras de agua foram coletadas da torneira
(dgua potavel), cérrego universitario (Florianopolis, SC, Brasil) e rio (Rodeio, SC,

Brasil), utilizando um coletor piezométrico e posteriormente analisadas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizacao cromatografica

A primeira etapa das otimizacdes realizadas, definiu as melhores condigbes
cromatograficas para a separagao dos analitos. Para isso, 0 mix dos analitos em 500
ug L' preparada em MeOH, foi injetada a fim de obter o melhor programa de
temperatura, ou seja, a condigado que resultasse na melhor separagao dos analitos,
evitando coeluicao e efeito de memaria no detector. A separagao cromatografica total
foi de 24 minutos nas condi¢des apresentadas na Tabela 7, com temperatura do injetor
a 260 °C e temperatura do detector a 270 °C. O programa de temperatura garantiu

boa resolucao de separacéo dos analitos.

Tabela 7 - Programa de temperatura otimizado para a separagédo dos compostos
organoclorados.

Taxa de aquecimento (°C min-') Temperatura °C Tempo (min)
- 100 1
20 190 0
3 244 0
20 260 0

Fonte: Autoria propria, 2020.

5.2 Otimizacao dos parametros da BAuUE

5.2.1 Branco da corti¢ca e extragao

Para que a fase extratora selecionada seja utilizada € interessante avaliar seu
comportamento cromatografico, para garantir eficiéncia na analise e determinacao dos
analitos. Isso pode ocorrer com a presenca, por exemplo, de picos presentes no
mesmo tempo de retengdo dos analitos. Portanto, o branco da fase extratora foi
realizado através do procedimento de preparo de amostra sem a fortificacdo dos

analitos. A barra de cortica foi adicionada em um frasco contendo 15 mL de agua
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ultrapura sob agitagdo por 60 min. Em seguida a dessor¢ao foi realizada em 120 uL
de hexano por 30 min sob agitag&o ultrassonica.

A fim de comparagdo, uma extracdo com a fortificacao foi realizada para
confirmar a extragao dos agrotéxicos organoclorados selecionados para o trabalho. A
extracdo de todos os analitos foi confirmada pela presenca de todos os sinais
correspondentes, e ndo houve existéncia de picos interferentes ou sobrepostos nos
tempos de retengao dos analitos. Portanto, foi dado continuidade ao desenvolvimento

do método com as etapas de otimizagdes do preparo de amostra.

5.2.2 Otimizagao do solvente de dessorcao

A primeira condigdo avaliada no procedimento do preparo de amostra € o
solvente de dessorcdo. Esse parametro € importante para garantir a dessorgao
eficiente do analito da fase extratora e obter bons resultados, além de evitar efeito de
memoria na barra, permitindo sua reutilizagdo. Para isso hexano, acetona e acetato
de etila foram avaliados a partir de um planejamento Simplex Centroid contendo nove
experimentos.

A superficie triangular obtida como resposta, a partir dos resultados expressos
como a média geométrica das areas dos picos cromatograficos, com R? igual a 0,9999
utilizando um modelo matematico especial cubico, € mostrada na Figura 11. A
relevancia da obtencédo do R? se deve a forma que o modelo utilizado foi capaz de
expressar os dados experimentais, garantindo a correlagédo entre os dados obtidos
experimentalmente e as respostas previstas, e isso ocorre quanto mais o valor se
aproximar de 1 (AZCARATE, PINTO e GOICOECHEA, 2020; STALIKAS et al., 2009).
Portanto, o modelo escolhido representou de forma satisfatéria os resultados

experimentais e a variabilidade dos dados.
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Figura 11 - Superficie triangular para determinagao do solvente de dessorgao.
Hexano
0,004 1,00

Il - 1E6
M - 1E6
Bl < 8E5
[ <6E5

[ <4E5
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 B < 2E5

Acetona Acetato de etila

Fonte: Autoria propria, 2020.

*Condigbes experimentais: Concentragdo de 200 ng L' dos analitos em 15 mL, com tempo de extragédo

de 45 minutos e tempo de dessorgédo de 30 minutos em 120 L de solvente de dessorgao.

De acordo com as propriedades apresentadas pelo hexano, tal como a
polaridade, era esperado que o mesmo fosse o melhor solvente de dessorgao, isso
porque possui log P de 3,9, muito proximo ao da maioria dos analitos quando
comparado a mesma propriedade para a acetona e acetato de etila, que apresentam
log P -0,24 e 0,83, respectivamente (LIU e MIN, 2012; SANGSTER, 1989). Entretanto,
a superficie triangular apresentada mostra que a melhor eficiéncia de dessorcgéao foi
obtida quando acetato de etila foi utilizado em proporgao unica. Este resultado esta
de acordo com estudos reportados na literatura para a determinacado de agrotéxicos
organoclorados (RUSSO, 2000; RUSSO, GORETTI e NAVIGATO, 1999).

Em relacdo a estrutura dos solventes, o hexano possui apenas ligacdes
simples, e as interagdes ocorrem principalmente por forcas de van der Waals. O
acetato de etila, entretanto, possui heteroatomos e ligagbes duplas, que favorecem
interacoes mais fortes como dipolo-dipolo. A possibilidade desses tipos de interagdes,
mais fortes, podem estar associadas ao melhor desempenho de dessor¢do quando
acetato de etila é utilizado, por isso o mesmo foi estabelecido como solvente de
dessorgao, aplicado nas etapas subsequentes.
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5.2.3 Otimizagao do tempo de dessorgao

Apos a definicdo do solvente de dessorcédo, o tempo necessario para essa
etapa foi avaliado de forma univariada considerando tempos de 15, 30 e 45 minutos.
A Figura 12 mostra os resultados obtidos expressos como area normalizada do pico
cromatografico para cada analito. Como é possivel observar, neste experimento o 4,4-
DDT nao foi incluido. Entretanto, os analitos 4,4-DDE e 4,4-DDD que sao produtos
metabolicos da degradacao do 4,4-DDT apresentam comportamento bastante similar
(GERIC, 2012). Além disso, no desenvolvimento de métodos sdo escolhidas
condi¢cdes compromisso que buscam melhores respostas para a maioria dos analitos
em estudo, dessa maneira a auséncia desse analito ndo seria prejudicial para escolha

dessa condicao, que foi selecionada em fungao das respostas dos demais analitos.

Figura 12 - Grafico referente ao experimento de tempo de dessorc¢ao.
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Fonte: Autoria propria, 2020.

*Condigdes experimentais: Concentragdo de 200 ng L' dos analitos em 15 mL, com tempo de extragédo

de 45 minutos e dessorgdo em 120 pL de acetato de etila

De acordo com os resultados obtidos, as barras de erros mostram que os
resultados s&o bastantes semelhantes para a maioria dos analitos. No tempo de 15
minutos, no entanto, menor sensibilidade é obtida para o lindano, além do 4,4-DDD

que apresenta resultado inferior quando comparado ao tempo de 30 min. Portanto,
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para determinar a melhor condi¢cdo, foram consideradas as barras de erros entre os
tempos de 30 e 45 min que se mostraram bastante semelhantes. Portanto, com o
objetivo de aumentar a frequéncia analitica do método, manter boa reprodutibilidade
e resposta do método, a etapa de dessorc¢ao foi definida pelo tempo de 30 min em

acetato de etila.

5.2.4 Otimizacao da etapa de extracao: tempo e adicio de sal

As condigbes de extragao foram definidas a partir de um planejamento Doehlert
contendo nove experimentos, onde foram avaliados os parametros correspondentes
a etapa de extragdo, incluindo o tempo e porcentagem de sal na amostra. Os
resultados apresentados na Figura 13 mostram a superficie de resposta obtida como
a area média do pico cromatografico normalizado.

A utilizacao de sal nesta etapa pode auxiliar na transferéncia dos analitos para
a fase extratora a partir do efeito salting out, que ocorre devido a diminuicdo da
solubilidade desses analitos em agua, em particular para compostos que sejam
polares ou com polaridade intermediaria (PAWLISZYN, 2011; KOKOSA, PRZYJAZNY
e JEANNOT, 2009; ALMEIDA e NOGUEIRA, 2014; CERQUEIRA, CALDAS e
PRIMEL, 2014). Uma vez que os analitos apresentam baixa polaridade, confirmado
por seus valores de log P, era esperado que o efeito da adigdo de sal ndo fosse
significativo ou muito pequeno. Isso foi observado experimentalmente, como pode ser
visto na Figura 13, onde os melhores resultados foram obtidos quando ndo houve
adicao de sal e quando expostos a condicbes maiores de tempos de extracido. Estes
dados estdo de acordo com outros estudos relatados na literatura. JUNIOR e RE-
POPPI (2007) determinaram agrotoxicos organoclorados entre eles aldrin, a-
endosulfan, 4,4-DDE, dieldrin, endrin, B-endosulfan, 4,4-DDD e 4,4-DDT, em agua por
SPME obtendo as melhores condigdes quando sal nao foi utilizado na etapa de
extracdo. CORTADA et al (2009) determinaram 18 agrotoxicos organoclorados dentre
eles aldrin, a-endosulfan, 4,4-DDE, dieldrin, endrin, B-endosulfan, 4,4-DDD e 4,4-DDT

em agua, utilizando a técnica de SDME, e também néo fizeram uso de sal.
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Figura 13 - Resposta de superficie obtida pelo planejamento Doehlert avaliando
tempo de extragédo e porcentagem de cloreto de sodio.
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Fonte: Autoria propria, 2020.
*Condigbes experimentais: Concentragdo de 200 ng L' dos analitos em 15 mL, e dessorgdo por 30

minutos em 120 pL de acetato de etila

Além disso, de acordo com a superficie da Figura 13, a faixa selecionada para
tempos de extracédo indicam uma regido de maximo para valores superiores aqueles
estudados. Isso pode estar associado ao tempo para atingir o equilibrio, que sugerem
ser maiores para os analitos. Como forma de avaliar se acima de 60 minutos ha
diferencga significativa nos resultados, que favoregam maior transferéncia dos analitos
para a fase extratora, foi realizada uma otimizagdo univariada compreendendo os
tempos de 60, 75 e 90 minutos. A Figura 14 mostra os resultados do estudo univariado
de tempo de extragdo dos analitos realizado em triplicata, onde a média geométrica

das areas dos picos cromatograficos para os analitos foi utilizada como resposta.
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Figura 14 - Otimizagao univariada do tempo de extragao.
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Fonte: Autoria prépria, 2020.

Segundo a Figura 14, quando tempos maiores sao empregados, a partir de 75
minutos ocorre um decréscimo nas respostas dos analitos, que pode estar associado
ao retorno dos analitos para a barra, em um processo de reextracdo, assim como
também maiores desvios das medidas, indicando menor reprodutibilidade dos
resultados para os tempos de 75 e 90 minutos. Portanto, o tempo de extragao foi
definido como 60 minutos, sendo utilizado nos estudos subsequentes devido as
melhores respostas obtidas e menores barras de erro.

Ao final das otimizacdes, os parametros para o preparo de amostra foram
definidos com extragao realizada por 60 minutos sem adicédo de sal, e dessor¢cao em

acetato de etila por 30 minutos como descrito na seg¢ao 4.5.

5.3 Reprodutibilidade entre as barras

Para garantir que o0 método seja reprodutivel, € de extrema importancia que
as barras sejam reprodutiveis. Isso porque, além de n&o ser possivel utilizar apenas
uma barra para realizar todas as extragbes necessarias no desenvolvimento e
aplicacédo do método, a confeccdo das mesmas ocorre de forma manual. Nesse
processo, ainda que massas muito similares possam ser aferidas e cuidados quanto
a origem e o formato das barras sejam tomados, € possivel que apresentem variagoes,

sendo imprescindivel o estudo de reprodutibilidade entre as barras. Para isso, cinco
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barras diferentes foram submetidas ao preparo de amostra previamente otimizado. Os
resultados obtidos em funcdo do comportamento expresso em area do pico
cromatografico para cada analito, por barra € mostrado na Figura 15, que também

informa na legenda o valor calculado de RSD para as cinco medidas por analito.

Figura 15 - Variagéo de resposta por analito em extragdo simultanea utilizando cinco

barras de cortica diferentes para BAUE.
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Fonte: Autoria prépria, 2020.
*Condigcdes experimentais: Concentragdo de 200 ng L-" dos analitos em 15 mL, extragédo por 60 minutos

e dessorgao por 30 minutos em 120 pL de acetato de etila

De acordo com os resultados apresentados na Figura 15, o RSD variou entre
6,7% para o 4,4-DDE e 15,6% para 0 4,4-DDT. Esses valores indicam que pequenas
variagdes ocasionadas no processo de confeccdo das barras ndo comprometem os
resultados. Dessa forma é possivel o uso seguro de diferentes barras sem diferencas
significativas na eficiéncia de extracdo, e isso permite a realizacdo de extragdes
simultdneas, que aumentam a frequéncia analitica. Quando o procedimento é
realizado em uma unica amostra, o tempo total do preparo de amostra é de 90
minutos. No entanto, quando diferentes barras sao utilizadas, a frequéncia analitica
do método é aumentada, obtendo-se tempos de 18 minutos por amostra, quando sao
realizadas cinco extragdes simultdneas. Esse fator € bastante relevante por diminuir

o tempo de operacgao e facilitar na incorporagao em analises de rotina.



53

5.4 Parametros analiticos de mérito e aplicagcao do método

Ap0s as condigdes otimizadas serem estabelecidas, os parametros analiticos
de mérito para o método desenvolvido foram determinados. As curvas de calibragéo
foram realizadas em agua ultrapura com a fortificagcdo dos analitos em concentragao
conhecida. A faixa linear de trabalho, assim como o coeficiente de determinacgéo (R?)
foi determinada. Os limites de quantificacdo (LOQ) e detecgéo (LOD) foram obtidos
conforme apresentado nas Equacgdes 1 e 2. A Tabela 8 dispde os parametros obtidos

para cada analito.

Limite de Quantificagdo: LOQ = 1° ponto da curva (Equacgao 1)
LOQ ~
Limite de Deteccao: LOD = 33 (Equacgao 2)

Tabela 8 - Parametros analitico de mérito para o método para determinacgao de
pesticidas organoclorados.

Faixa

] _ linear de LOQ LOD

Analito Equacgao da reta trabalho R? (g L") (ng L)
(ng L)

Lindano y = 245284x + 2493 10-400 0,9869 10 3,03

Aldrin y = 287570x + 6293,2 10-400 0,9957 10 3,03

Clordano y =55329x + 6327,9 50-—-1000 0,9946 50 15,1

a endosulfan y=376930x + 32753 10-400 0,9827 10 3,03

4,4-DDE y =313511x + 9010,4 10-400 0,9994 10 3,03

Dieldrin y =439523x + 33208 10-400 0,9973 10 3,03

Endrin y = 140927x +3208,4 10-400 0,9935 10 3,03

B endosulfan y=223512x +3711,8 10-400 0,9909 10 3,03

4,4-DDD y =291130x +8041,1 10-400 0,9965 10 3,03

4,4-DDT y =273297x + 11160 10-400 0,9891 10 3,03

Fonte: Autoria prépria (2019).
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Os dados obtidos forneceram R2, maiores que 0,9865, indicando boa
linearidade entre a concentragdo dos analitos e a area fornecida pelos cromatogramas
gerados por GC/ECD. A faixa linear variou de 50 a 1000 ng L' para o clordano e 10 a
400 ng L' para os demais analitos. O LOD e LOQ obtidos para o clordano foram 15,1
ng L' e 50 ng L, respectivamente, devido a sua baixa resposta instrumental,
enquanto LOD de 3,03 ng L' e LOQ de 10 ng L' foram obtidos para os outros
pesticidas organoclorados. Esses valores (LOD e LOQ) estdo abaixo dos limites
maximos permitidos para os organoclorados em agua estabelecidos por guias de
controle como o Ministério da Saude e organizagdes internacionais como a
Organizagao Mundial da Saude (OMS) e Agencia de Protegdo Ambiental dos Estados
Unidos (USEPA), que sao apresentadas na Tabela 9 (BRASIL, 2017; WHO, 2006;
UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2007).

Tabela 9 - Valores maximos permitidos para os agrotdxicos organoclorados em agua
pelos 6rgaos de controle.

Agrotéxicos Portaria M3 Guia OMS USEPA LOQ deste

organoclorados n° 5/2017 (ug L) (ug L) trabalho

(ng L) (ng L)
Aldrin e Dieldrin 0,03 0,03 =¥ 0,01
Clordano 0,2 0,2 2 0,05
DDT 2 1 -* 0,01
Endosulfan 20 -* -* 0,01
Endrin 0,6 0,6 2 0,01
Lindano 2 2 0,2 0,01

Fonte: Autoria prépria, 2020.

*Nao ha previsao de valor para os campos nao preenchidos.

A precisdo do método foi avaliada através de ensaios de precisao intradia e
interdia e os resultados foram expressos como o RSD dessas medidas que sao
apresentadas na Tabela 10. A precisao intradia foi determinada em trés niveis de
concentracao e a precisao interdia na concentragao intermediaria variando de 1 —24%

e interdia variou entre 13 — 19% respectivamente.
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Tabela 10 - Precisdo interdia e intradia para o método proposto para determinagao
de pesticidas organoclorados.

. Concentragio Intradia Interdia
Analito (ng L) (n=3) (n=9)
(RSD) (%)  (RSD) (%)

10 10 -

Lindano 200 10 19
400 7 -
10 4 -

Aldrin 200 13 19
400 23 -
50 13 -

Clordano 200 7 15
1000 8 -
10 1 -

a endosulfan 200 9 19
400 10 -
10 19 -

4,4-DDE 200 17 13
400 17 -
10 15 -

Dieldrin 200 6 16
400 18 -
10 11 -

Endrin 200 18 13
400 16 -
10 8 -

B endosulfan 200 14 19
400 18 -
10 11 -

4,4-DDD 200 17 13
400 24 -
10 9 -

4,4-DDT 200 14 15
400 18 -

Fonte: Autoria prépria, 2020.

O método proposto foi aplicado em amostras de agua potavel, cérrego
(Cdrrego Universitario, Floriandpolis, SC) e rio (Rodeio, SC), ndo sendo detectados
os analitos nessas amostras. A fim de verificar a exatiddo do método, ensaios de
recuperacao relativa foram realizados pela extragao das amostras fortificadas em trés
niveis de concentragdo. Os resultados sdo apresentados na Tabela 11 onde a agua
potavel apresentou recuperagdes que variaram de 48,7 — 138,2%, enquanto variacbes
de 40,2 — 128,2% foram obtidas para a agua do coérrego e 67,5 — 128,7% para a agua
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do rio. As Figuras 16, 17 e 18 mostram os cromatogramas dos analitos apds a

fortificagdo em 400 ng L.

Tabela 2 - Recuperacgao relativa para analise de agrotoxicos organoclorados a partir
de amostras de agua fortificadas.

Analito Concentragcdo  RR (%) ~ RR (%) RR (%)
(ng L) Agua potavel Aguacérrego Aguario
10 103 94 82
Lindano 200 85 72 83
400 80 73 122
10 88 88 95
Aldrin 200 52 42 76
400 51 40 121
50 98 102 132
Clordano 400 71 114 110
1000 58 57 71
10 49 91 92
a endosulfan 200 90 72 80
400 60 73 112
10 139 93 68
4,4-DDE 200 65 41 90
400 58 48 111
10 150 138 140
Dieldrin 20 96 64 73
400 48 69 101
10 101 62 110
Endrin 200 59 59 76
400 50 65 95
10 130 90 82
B endosulfan 200 51 69 78
400 56 68 103
10 108 84 58
4,4-DDD 200 51 42 68
400 42 49 101
10 95 60 86
4,4-DDT 200 49 41 76
400 48 40 106

Fonte: Autoria propria, 2020.
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Figura 16 - Cromatograma das amostras de agua potavel fortificada a 400 ng L-1.
my
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Fonte: Autoria propria, 2020.

1- Lindano; 2- Aldrin; 3- Clordano; 4- a-endosulfan; 5- 4,4-DDE; 6- Dieldrin; 7- Endrin; 8- B-endosulfan;
9- 4,4-DDD; 10- 4,4-DDT;

Figura 17 - Cromatograma das amostras de agua do cérrego fortificada a 400 ng L-1.
¥

1004

504

10 15 20 . min
Fonte: Autoria propria, 2020.

1- Lindano; 2- Aldrin; 3- Clordano; 4- a-endosulfan; 5- 4,4-DDE; 6- Dieldrin; 7- Endrin; 8- B-endosulfan;
9- 4,4-DDD; 10- 4,4-DDT;
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Figura 18 - Cromatograma das amostras de agua do rio fortificada a 400 ng L-".
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Fonte: Autoria propria, 2020.
1- Lindano; 2- Aldrin; 3- Clordano; 4- a-endosulfan; 5- 4,4-DDE; 6- Dieldrin; 7- Endrin; 8- B-endosulfan;
9- 4,4-DDD; 10- 4,4-DDT;

De acordo com o guia da Associagao Oficial dos Quimicos Analiticos (AOAC),
alguns parametros para avaliagdo do método sado propostos. Conforme a
concentracdo diminui, faixas de recuperagdao mais amplas e maiores RSD para
precisdo sao permitidas. A menor faixa de concentracdo que possui intervalos
sugeridos é de 1 ug L', estabelecendo uma margem entre 40 — 120% para
recuperagdes relativas e RSD de no maximo 30% (AOAC, 2012). O método
desenvolvido possui concentragbes ainda mais baixas (ng L), entretanto os
resultados de recuperagao e precisao obtidos neste trabalho se enquadram nessa
faixa, com algumas exceg¢des que podem estar relacionados ao nivel de concentragéo

estudado.

5.5 Comparagao com outros métodos

Uma comparacao entre as principais caracteristicas para o método proposto
e outros estudos apresentados na literatura foi realizada, sendo apresentada na
Tabela 12. O método proposto apresenta alto desempenho, com a possibilidade de
extracdes simultaneas onde o preparo de amostra é realizado no tempo de 18 minutos
por amostra, enquanto outros métodos podem levar até 80 minutos, de acordo com a

tabela de comparagao.
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A quantidade de solvente utilizada é bastante pequena, comparada a outros
métodos que utilizam quantidades superiores, além de fazer uso de solventes com
toxicidade bastante elevada como no caso do tolueno e tetracloreto de carbono. A
faixa linear de trabalho e o limite de detecg¢do sao bastante proximos dos métodos
listados, ja reportados na literatura.

Além disso o0 método apresenta caracteristicas relevantes como a utilizagao
de rolhas de vinho que se tornam rejeitos apds seu uso, ndo possuindo grande valor
agregado. Dessa forma quando as rolhas s&o reutilizadas e por se tratar de um
material biodegradavel, é conferido ao método baixo custo além de proporcionar
reducao nos residuos gerados.

A producao das barras é outro fator relevante. Para isso as rolhas sao
cortadas e moldadas nas dimensdes desejadas, tornando-se uma etapa rapida,
simples e facil. Utilizando esse dispositivo, a necessidade de fitas para fixar o sorvente
€ eliminada, reduzindo problemas operacionais relacionados a dificuldade de fixagcao
e perda da fase extratora, encontrados quando a técnica classica de BAUE é operada.
Essas vantagens vao de acordo com os principios da quimica analitica verde com a
reducdo de custos, uso de matérias-primas renovaveis, reciclagem e processos
miniaturizados (GALUSZKA et al., 2013; ARMENTA et al., 2019).
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Tabela 3 - Comparagao entre métodos para OCPs em amostras de agua.

Continua
Tempo do
Faixa de d Vol d
reparo de olume de
Método Fase extratora trabalho LOD (ng L) prep Ref.
i (ng L) amostra solvente
inear (ng L-
g (min)
10-400 N
BAUE e GC- . N 3,03 ac.defghi] 120 pL acetato
Cortiga a.cdefgnii 18 _ Este trabalho.
ECD £0.1000" 15,1 de etila
80'2 11032/ 220", 52, 103
¢ 1,5mL
MWCNT?, ’
u-SPE- LiChrolut® 52,1034/ 57, 10%3f acetona + 40 SALEM! of al
iChrolu et al.,
DLLME e 182 51, 202%,1039/ 10", 207, >35 uL de 2019
GC-MS Lichrol té N 403h tetracloreto de '
iChrolu
5%2,103'/ 220, 52, 103¢ carbono
10"2, 1203]
SPME e GC- DO CARMO et
Bractea 5-100 0,192; 0,234; 0,507 0,71" 80 -
ECD al., 2017.

Compostos: 2aldrin, Pclordano, °dieldrin, %endrin, €lindano, fa-endosulfan, 9B-endosulfan, "4,4-DDD, '4,4-DDE, i4,4-DDT
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Tabela 4 - Comparagao entre métodos para OCPs em amostras de agua.

Conclusao
Tempo do
Faixa de
preparo de Volume de
Método Fase extratora trabalho LOD (ng L) Ref.
amostra solvente
linear (ng L)
(min)
SPME e GC- 2,5-50,09 DIAS et al.,
Cortica 0,32:9:0,89:h 60 -
ECD 1,0-50,02 ¢ 2015.a
20-600"1 20 yL 1-
LLME- 30-6009 9 _ octanol + 30 BEDENDO e
7,9 8.6% 10,09; 11,02;
MMSPE e 1-octanol 35-600° , , 70 uL CARASEK,
, 12,0%; 13,3¢9; 13,7¢; 18,0;;
GC-ECD 40-600¢ " tolueno:hexan 2010.
55-600" o
HF-LPME e . BASHEER et
Tolueno 5000-100000 13¢; 59%; 47¢; 339; 28"; 17 30 5 yL tolueno
GC-MS al., 2002
50-
LPME e GC- _ _ ZHAO e LEE,
n-hexano 1000002¢eh 5¢; 202 ¢; 50'; 200/ 25 3 UL n-hexano
ECD , 2001.
500-100000/

Fonte: Autoria propria, 2020.

Compostos: 2aldrin, Pclordano, °dieldrin, %endrin, €lindano, fa-endosulfan, 9B-endosulfan, "4,4-DDD, '4,4-DDE, i4,4-DDT
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6 CONCLUSAO

O método desenvolvido utilizando barras de cortica na técnica de
microextracdo adsortiva em barra apresentou resultados satisfatérios para a
determinacao e quantificagdo de dez agrotdxicos organoclorados com separagao por
GC/ECD. A partir das otimizagdes realizadas, foi possivel obter extracoes eficientes
utilizando cortica como fase extratora resultando em limites de deteccdo e
quantificagcdo menores que os valores maximos em que sado permitidos em aguas
pelos guias de validagdo como Ministério da Saude.

A precisao e exatiddo do método foram consideradas adequadas. A exatidao
foi verificada em trés amostras de agua, obtendo resultados satisfatorios, em que foi
possivel eliminar de forma eficiente os possiveis interferentes da matriz, favorecendo
a concentragao dos analitos. Além disso, o estudo da reprodutibilidade realizado com
cinco barras diferentes demonstrou eficacia e a possibilidade de extracdes
simultaneas, sem afetar o desempenho do método.

A abordagem utilizando a barra de cortica € de facil execugao, baixo custo,
além de apresentar boa frequéncia analitica e valores de LOD e faixa linear de
trabalho similar aos métodos ja reportados da literatura para agrotoxicos
organoclorados. A pequena quantidade de solvente empregado e o fato de reutilizar
um material como fase extratora diminui consideravelmente a geragcado de residuo.
Esses pontos relevantes aumentam o aspecto ecoldgico, importantes no
desenvolvimento de um método que atenda aos principios da Quimica Analitica
Verde. Igualmente, o desenvolvimento das barras de cortiga agrega na valorizagao de
um material natural, biodegradavel, com propriedades adsorventes, residuo do
descarte de rolhas de vinho, tornando-se uma alternativa sustentavel para a

determinacao de agrotoxicos organoclorados em agua.
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