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RESUMO

Amostras alimenticias normalmente apresentam matrizes complexas e as metodolo-
gias analiticas muitas vezes requerem métodos de preparo de amostras mais elabo-
rados para minimizar interferéncias nas determinagcdées de compostos de interesse. O
efeito de matriz pode estar presente nesses casos, que a complexidade das amostras
pode interferir nos resultados, além de prejudicar instrumentos e exigir métodos traba-
Ihosos para a quantificacao dos analitos, como calibracao por adi¢cdo de padrao. Para
contornar essas questdes, este trabalho busca avaliar uma metodologia de preparo de
amostra para extracao e determinacao de acidos organicos alifaticos de cadeia curta
em amostras de vinho empregando microextracdo em fase sélida por filme fino (TF-
SPME, do inglés Thin Film Solid Phase Microextraction). Os analitos utilizados para
averiguacao da viabilidade da metodologia proposta foram os acidos succinico e latico.
A proposta de extragdo, além de contemplar varias vantagens inerentes as técnicas
de microextragcao, explora a interacédo entre a fase extratora e seu respectivo suporte
e seus beneficios, como na maior estabilidade do recobrimento e tempos menores
de equilibrio da extragdo. No presente trabalho, foram utilizadas hastes flexiveis do
tipo swab. A porcao de algodao da haste foi o substrato para um filme polimérico em
multicamadas de sal aménio quaternario de quitosana e reticulante glutaraldeido. A
producao do filme consistiu em mergulhar a por¢céo de algodao da haste em solugéo
de biopolimero (0,2%, m/m) e reticulante (2,5%, v/v) e manter em contato pelo tempo
de 20 min, de forma intercalada, totalizando sete camadas e os resultados mostraram
uma boa reprodutibilidade na preparacao do filme (coeficiente de variagao obtido ao
comparar as massas das hastes depois de preparado o fiime, CV < 7%, n = 8). As
hastes foram fixadas em dispositivos como 96 well plate, a fim de conferir ao método
alta frequéncia analitica. Para otimizagao, foram feitos experimentos multivariados e
univariados. As condicdes experimentais de extracao selecionadas incluiram tempo de
30 min, pH de 5,5 e cloreto de sédio adicionado de 10% (m/v). As condicdes experi-
mentais de dessorgao utilizadas foram uma solugdo composta de &cido cloridrico em
pH 1,0 contendo 20% (v/v) de acetonitrila e tempo de dessor¢ao de 20 min. O monito-
ramento dos analitos foi realizado por LC-MS/MS empregando uma coluna LARIHC-
CF6-P (5 um, 150 x 4,6 mm) com eluicdo no modo gradiente e volume de amostra
injetado de 5 uL. Os parametros de validacao revelaram limites de quantificacao para
o0 4cido succinico e &cido latico de 2,63 mg L~1 e 0,35 mg L~ respectivamente. Os
estudos de recuperacéo e precisao realizados em trés niveis de fortificacao, revelaram
uma variagao de 59% a 115% para recuperacéo e de 10 % a 46% para precisdo. A
avaliacédo do efeito de matriz por meio da comparacgéao dos coeficientes angulares das
calibracdes por adicao de padrao e calibragdes externas empregando o teste-t, indi-
caram que nao houve efeito de matriz nas quantificacbes dos dois analitos estudados.
O método foi aplicado em amostras de vinho adquiridos do comércio local e mostrou
potencial para ser empregado nas extracées e determinagdes de acidos orgéanicos
alifdticos nessas amostras.

Palavras-chave: Microextracdo em filme fino. Sal aménio quaternario de quitosana.
Acidos organicos alifaticos.Vinho.



ABSTRACT

Food samples that usually present complex matrices and analytical methodologies
often require more elaborate sample preparation methods to minimize interferences in
the determination of compounds of interest. The matrix effect is often present in these
cases, and the complexity of the samples can interfere with the results, in addition
to damaging instruments and demanding laborious methods for the quantification of
analytes, such as calibration by standard addition. To overcome these issues, this
work proposed to evaluate a sample preparation methodology for the extraction and
determination of short-chain aliphatic organic acids in wine samples using Thin Film
Solid Phase Microextraction (TF-SPME). The analytes used to verify the feasibility of the
proposed methodology were succinic and lactic acids. Besides contemplating several
advantages inherent to microextraction techniques, the method proposed explores the
interaction between the extraction phase and the support and its benefits, such as the
stability of the coating and shorter equilibrium time. In the present study, cotton swabs
were used as support. The cotton portion was the substrate for a multilayer polymeric
film of quaternary ammonium chitosan salt and gluteraldehyde was used as cross-linker.
For the preparation of the film, the cotton portion was immersed in a solution of polymer
(0.2%, m/m) and kept in contact for 20 minutes, followed by an immersion in a solution
of crosslinker (2.5%, v/v) and kept in contact for another 20 minutes. This process
was repeated until a coating with a total of seven layers was obtained. The results
showed a good reproducibility in the preparation of the film (coefficient of variation
obtained when comparing the masses of the swabs after preparing the film, CV<7%,
n = 8). The swabs were fixed in devices similar to a 96 well plate to ensure a high
throughput extraction method. For optimization, multivariate and univariate experiments
were performed and the experimental conditions were selected based on the results.
The extraction time selected was 30 min, pH around 5.5 and sodium chloride (10% m/v)
was added. For the desorption step a solution of hydrochloric acid at pH 1.0 containing
20% (v/v) acetonitrile was used and the desorption time was 20 min. Analyte monitoring
was performed using liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)
using a LARIHC-CF6-P column (5 um 150 x 4.6 mm) in gradient mode and an injection
volume of 5 uL. Validation parameters revealed quantification limits of 2.63 mgL-1 for
succinic acid and 0.35 mgL-1for lactic acid and. The recovery and precision studies
were carried out at three levels of fortification, with results showing a variation between
59% and 114% for recovery and 10% and 46% for precision. The matrix effect was
evaluated using the t-test to compare the angular coefficients of the calibration curves
obtained by standard addition and external calibration. The result indicated that there
was no matrix effect in the quantification of the two analytes studied. The method was
applied to wine samples purchased in the local market. It showed potential to be applied
to the extraction and determination of aliphatic organic acids in these samples.

Keywords: Thin Film Solid Phase Microextraction. Chitosan quaternary ammonium
salt. Organic acids. Wine.



Figura1 —

Figura2 —

Figura 3 —

Figurad4 —

Figura5 —

Figura6 —

Figura7 —

Figura 8 —

Figura9 —

Figura 10 —

Figura 11 —

Figura 12 —

Figura 13 —

Figura 14 —
Figura 15 —

Figura 16 —

Figura 17 —

Figura 18 —

LISTA DE FIGURAS

Representacdo dos modos de SPME: a) extracdo por headspace. b)
Extragdo porimersdodireta. .. ... .. ... ... ... .. .. ... 23
Representacao da extracao através de TF-SPME. . . . . ... ... .. 26
Representacdo das etapas de limpeza, lavagem, extracao e dessor-
¢céo da porgao de tecido utilizada como substrato para fase extratora,

como propostopelaFPSE. . . .. ... ... ... .. L. 27
Representacéo das estruturas da quitina e do produto da sua desa-
cetilagdo, aquitosana. . . .. ... . ... ... 29
Esquema da reacdo entre a quitosana e cloreto de trimetil glicidil
amonNio. . . . . e e 30
Esquema da reacao de reticulacdo entre o biopolimero SAQQ e o
reticulante GLU. . . . .. ... . .. ... 31

Estrutura do biopolimero celulose com grupos hidroxilas destacados. 32
Procedimento da FPSE reportado na literatura: a) FPSE armazenado
em vidro relégio; b) FPSE em uma pinga; c) Extracao sortiva em fase

téxtil; d) Transferéncia do eluente para o frasco de inje¢do. . . . . . . . 34
Esquema relacionando a utilizagao de fibras de algodao provenientes
de hastesflexiveis. . . .. .. .. .. . ... . 35
Pente com 12 pinos e representacao da escova contendo 8 pentes
e 96 pinos revestidos com fase extratora. . . . . . ... .. ... ... .. 36

Dispositivo 96 well plate com pente fixado na escova e em contato
com a placa de 96 pog¢os sobre um suporte de agitagcdo com ajuste

manual. . . . . .. . e e 37
Estrutura e propriedades dos analitos . . . . . ... ... ......... 39
Esquema representativo da haste flexivel com filme polimérico multi-
camadas disposto sobre a porcdo de algoddo da haste. ... ... .. 45
Materiais utilizados para fixagao das hastes flexiveis no pente. . ... 46
Demonstragcédo da producao do swab revestido com duas camadas
de polimero (SAQQ) e uma de reticulante (GLU). . . . . . ... ... .. 47
Demonstragcédo da producgao do swab revestido com quatro camadas
de polimero (SAQQ) e trés de reticulante (GLU). . . .. ... .. .. .. 47

Demonstragéo da utilizacao das hastes flexiveis utilizadas acopladas
ao 96 well plate: a) materiais utilizados; b) hastes fixadas no pente; c)
utensilios para fixagao do pente na escova; d) pente fixado a escova;
e) dispositivo pronto para ser utilizado com a placa de 96 pogos com
capacidadede2mbLcada.. . . .. ... ... ... .. ... ..., 48
Demonstragdo da utilizagdo das hastes flexiveis convencionais e swab. 51



Figura 19 — Cromatograma contendo os analitos e seus respectivos tempos de
retencdo. Condi¢cdes experimentais: vide metodologia . . . . . ... ..
Figura 20 — Grafico de barras para avaliacdo da variacdo da massa das hastes
flexiveis sem e com o filme de SAQQ. Dados de massa de 8 hastes
flexiveis avaliadas individualmente sem e com o filme de SAQQ. . . .
Figura 21 — Gréfico de barras para avaliagdo da variagdo da massa das hastes
flexiveis sem e com o filme de SAQQ. Dados de massa média das 8
unidades avaliadas sem e com o fiime de SAQQ.. . . . .. .. ... ..
Figura 22 — Imagem obtida por MEV da por¢éo de algodao com filme polimérico
(FM-4C) com aproximagdo de 200X. . . . . . . . . oot i i
Figura 23 — Comparagéo entre o fluxo de liquido através de um substrato de
microextragdo permeavel e impermeével. . . ... ... ... ... ...
Figura 24 — Espectro de IV para as hastes flexiveis sem o filme polimérico, com
filme polimérico e polimero SAQQ . . . . . .. ... ... L.
Figura 25 — Grafico de barras para avaliagdo simultdnea do nimero de camadas
de filme e solugdo de dessorcao. Filmes poliméricos: FM-2C (filme
multicamadas com 2 camadas de SAQQ); FM-4C (filme multicama-
das com 4 camadas de SAQQ). Condi¢ao 1: 0,1 mol L -1 de HCl e
20% ACN; Condicdo 2: 0,01 molL-1de HCI. . .. ... .........
Figura 26 — Grafico de Pareto gerado pelos experimentos de planejamento fato-
rial fracionario relacionados na Tabela 5, secao Metodologia. . . . ..
Figura 27 — Gréfico de barras para avaliagdo da resposta dos analitos em relagao
a quantidade de NaCl em 3 niveis de concentracéo: 1%, 5% e 10%.
Figura 28 — Grafico de barras para comparativo da utilizacao das hastes flexiveis
convencionais e swab com filme polimérico. . . . . . ... ... .....
Figura 29 — Grafico de barras para comparativo da reutilizacdo das hastes flexi-
veis swabcom filme polimérico. . . . . . ... ... L.

55

61



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8
Tabela 9

LISTA DE TABELAS

Exemplos de aplicacdo da técnica FPSE como preparo de amostra
utilizada com diferentes técnicas cromatograficas, para analitos e

matrizes diversas. . . . . . . . . e

Gradiente de fase mével utilizado na separacao cromatografica dos

analitos. . . . . . ..

Parametros de cada &cido orgéanico analisado no LC-MS/MS (modo
negativo). Otimizacao do espectrédmetro de massas feito através de

infusdes diretas de solu¢des aquosas contendo os analitos. . . . . . .

Relacdo de experimentos para avaliagao do filme polimérico, numero

de camadas de polimero e solucdo de dessorcédo. . . . .........
Relagédo de experimentos para o Grafico de Pareto. . . . .. ... ...

Resultados do teste t de Student para comparacao das areas obtidas
para os analitos para avaliacao da reutilizacdo da haste flexivel com

filme polimérico por 3 ciclos de extragdo. . . . . .. .. ..... .. ...

Resultados do teste t de Student para comparacao das inclinagcbes
das curvas com padronizacao por adicdo de padrao e por calibracao

externa paraosdoisanalitos. . . . ... ... ... ... L.
Parametros analiticos de mérito para o método proposto. . . ... ..

Resultados da recuperacao relativa e respectivos desvios para o

método proposto. . . . . ...
Tabela 10 — Resultados da precisao para o método proposto

Tabela 11 — Resultados da aplicacdo do método em amostras de vinho tinto e

branco. . . . . . . . e

49
50

69
70



Anvisa
CE
CEP

CXP
CZE
DIPOV
DP

EP
FM-2C
FM-4C
FPSE

FT-IR

GLU
HILIC

HPLC

LABINC
LC-MS

LC-MS/MS

LLE
LLME

LOD
LOQ
MAPA
MRM
NPLC

PDMS
PEG

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

energia de colisdo, do inglés collision energy

potencial de entrada na célula de colisdo, do inglés collision cell
entrance potential

potencial da célula de saida, do inglés collision cell exit potential
eletroforese capilar, do inglés Capillary zone electrophoresis
Departamento de Inspec¢éo de Produtos de Origem Vegetal
potencial de desagregacao, do inglés declustering potential
potencial de entrada, do inglés entrance potential

filme polimérico multicamadas com 2 camadas de SAQQ

filme polimérico multicamadas com 4 camadas de SAQQ

extracao sortiva em fase téxtil, do inglés Fabric Phase Sorptive Ex-
traction

espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier, do
inglés Fourier Transform Infrared Spectroscopy

Glutaraldeido

cromatografia liquida de interagéo hidrofilica, do inglés hydrophilic
interaction liquid chromatography

cromatografia liquida de alta eficiéncia, do inglés High Performance
Liquid Cromatography

Laboratério de Bioinorganica e Cristalografia

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, do
inglés Liquid Chromatography Coupled with Mass Spectrometry
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em
tandem, do inglés Liquid Chromatography Coupled with Tandem
Mass Spectrometry

extracdo liquido-liquido, do inglés Liquid-Liquid Extraction
microextrac¢ao liquido-liquido, do inglés Liquid-Liquid Microextrac-
tion

limite de detecgéo, do inglés Limit of Detection

limite de quantificacao, do inglés Limit of quantification

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
monitoramento de reagc6es multiplas

cromatografia liquida de fase normal, do inglés normal phase liquid
chromatography

polidimetilsiloxano

polietilenoglicol



PIQs
PTHF
QUuEChERS
RPLC

RSD
SAQQ
SBSE

SDME
SEM

SPE
SPME
TF-SPME

UTFPR

Padrbes de Identidade e Qualidade

politetrahidrofurano

do inglés, Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruggedand Safe
cromatografia liquida de fase reversa, do inglés reverse phase liquid
chromatography

desvio padrao relativo, do inglés Relative Standard Deviation

sal amdnio quaternario de quitosana

extracdo sortiva com barra de agitacao, do inglés Stir Bar Sorptive
Extraction

microextragdo em gota Unica, do inglés Single Drop Microextraction
microscopia eletrdnica de varredura, do inglés Scanning Electron
Microscopy

extracdo em fase sélida, do inglés Solid Phase Extraction
microextragdo em fase soélida, do inglés Solid Phase Microextraction
microextracdao em fase sélida por filme fino, do inglés Thin Film Solid
Phase Microextraction

Universidade Tecnoldgica Federal do Parana



2.1
2.2

2.3
2.3.1
2.3.2
2.3.2.1
2.3.2.2
2.3.2.3
2.3.3

3.1
3.2

41

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

410

5.1
52

SUMARIO

INTRODUGAO . . .t ittt it ittt ittt et e et eeeeeenens
REVISAODALITERATURA . . . . . .ttt ittt i eieeaens
PREPARO DE AMOSTRA . . . . .. oo i
INJECAO DE AMOSTRAS COM MATRIZES COMPLEXAS EM LC-

MS/MS . .
TECNICAS DE MICROEXTRACAO . . ...................
Microextracdgoem Fase Sdlida . . ... ..................
Microextracao em FilmeFino . . . ... ... ...............
Filmes poliméricos . . . . . . . . . . . . .
Suportes sélidos para TF-SPME . . . .. ... .. ... ... .......
Dispositivo de alta frequéncia analitica. . . . ... ... .. .. .. .. ..
Acidos organicos em amostrasdevinho . . . .. .. ..........
OBUETIVOS . . . ittt ittt it et et ettt ettt
OBJETIVOS GERAIS . . . . .. . e
OBJETIVOS ESPECIFICOS . . . .. ... i
METODOLOGIA . .. ..ottt ittt et e ettt eeeeaens
SOLUCOES EREAGENTES . ... .. .. ..
MATERIAIS . . . . . .
CARACTERIZACOES DO FILME BIOPOLIMERICO SUPORTADO

EMALGODAO . . ... ..
INSTRUMENTACAO LC-MS/MS, METODO E CONDICOES DA EX-

TRACAOPORTF-SPME . . . .. .. i
PREPARO DOS FILMES COM SAQQ NO SUPORTE DE HASTE

FLEXIVEL SWABE 96 WELL PLATE . . . ... ... .. ... ...
AVALIACAO PRELIMINAR DA EXTRACAO E DESSORCAO DOS

ANALITOSPORTF-SPME . . . . .. .. e
OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DE EXTRACAO E DESSORCAO

PORTF-SPME . . . . . . e e
ENSAIOS DE REUTILIZACAO DOS DISPOSITIVOS TF-SPME E

AVALIACAO DO USO DE HASTES FLEXIVEIS CONVENCIONAIS

COMO ALTERATIVAS DE SUPORTE SOLIDO. . . ... .........
PARAMETROSDEMERITO . . . . .. ..o
APLICACAO DO METODO PROPOSTO EM AMOSTRAS DE VINHO

RESULTADOSEDISCUSSOES ...........cuvviuenennn.
SEPARACAO E DETECGAO DOS ANALITOS PORLC-MS MS . . ..
ANALISES QUIMICAS DO FILME POLIMERICO PARA UTILIZACAO

EMTF-SPME . . . .. . e e

52
52
53
53



5.2.1
5.2.2
5.2.3
5.3

5.3.1

5.3.2
5.3.3

5.4

5.5

5.6

5.7

6.1
6.2

Massa das hastes flexiveis utilizadas para TF-SPME . . . . . . . ..
Microscopia eletronicade varredura . . . . .. ... ... .......
Analise de infravermelho por transformada de Fourier . . . . . . ..
OTIMIZACOES DO PROCEDIMENTO DE EXTRACAO ... ......
Avaliacao preliminar do filme polimérico, condicoes de dessor-

cao e diluicao pré-injecao . . . ... ... ... ... ... ..
Efeitodesecagem . . ... ... ... .. ... .. ... ..
Adicao de sal, tempo de extracao, pH da extracao, tempo de

secagem e tempodedessorcao . . ....................
AVALIACAO DA UTILIZACAO DE HASTES FLEXIVEIS CONVENCI-

ONAIS E TESTES DE REUTILIZACAO . . .. .. ... ..........
AVALIACAO DO EFEITO DE MATRIZ E PARAMETROS DE MERITO

DA METODOLOGIAPROPOSTA . . . . . ..
APLICACAO DA METODOLOGIA PROPOSTA EM AMOSTRA DE

VINHO . . . e
COMPARACAO DO METODO PROPOSTO COM METODOS DA LI-

TERATURA . . . . e
CONCLUSOESEPERSPECTIVAS . .. .....iviinnnnnnnn.
CONCLUSOES . . . . . . e
PERSPECTIVAS . . . . . . . e
REFERENCIAS . ... ..... ..ttt it einannenn



17

1 INTRODUGAO

A determinacao de diversos compostos quimicos de interesse sao realizadas
para fins de controle de qualidade, monitoramento de processos, monitoramento am-
biental, caracterizacdo de produtos, entre outros, em amostras de aguas de rios e
lagos, bem como no solo e no ar, em alimentos, bebidas e fluidos biol6gicos. Estes
séo exemplos de amostras cuja matriz normalmente é muito complexa, nas quais o
analito estd junto de outras substancias, que muitas vezes podem interferir na analise e
determinacgao. Além disso, para as instrumentacdes analiticas, por mais desenvolvidas
e modernas que sejam, muitas vezes nao se recomenda a injecao direta da amos-
tra ou amostra diluida, pois os instrumentos podem ser danificados ou precisarem
de manutencdo mais frequente e onerosa nessas condigdes. E o caso deste traba-
Ilho, no qual se utiliza cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em
tandem, do inglés Liquid Chromatography Coupled with Tandem Mass Spectrometry
(LC-MS/MS), um equipamento de alta tecnologia, mas que em muitos casos requer al-
gum procedimento de limpeza da matriz da amostra antes das inje¢des. Essa limpeza,
além de prevenir manutengdes, também contribui para minimizar os efeitos da matriz,
que quando presentes, impedem a quantificacdo por métodos mais simples, como a
calibracéo externa.

A complexidade da matriz, além de interferir na sensibilidade do método analitico
e na preservacao da instrumentacéo, pode influenciar significativamente na frequéncia
analitica do método proposto. Isso porque, caso o efeito de matriz seja pronunciado, a
quantificagéo ocorrera por calibracdo por adicao de padrao, ou seja, para cada amostra
gue se deseja analisar, uma curva de calibragéo devera ser confeccionada. Como con-
sequéncia, o método torna-se laborioso e demorado, dificultando sua implementacao
quando houver um grande numero de amostras. Alternativamente também pode ser
empregada a calibragdo por semelhanca de matriz ou calibragdo em matriz isenta,
porém essas calibracdes apresentam limitacdes no seu uso, devido a dificuldade de
mimetizar a matriz das amostras complexas ou nos casos de nao ter matriz isenta dos
analitos.

Contudo, essa situagao pode ser contornada com o desenvolvimento de méto-
dos de preparo de amostra seletivos e eficientes na limpeza de matrizes complexas.
Ao se utilizar um preparo de amostra que contemple essas caracteristicas € possivel
adotar a calibracao externa, procedimento que possibilita a confeccdo de uma unica
curva de calibracao, independentemente do niumero de amostras, promovendo um
ganho representativo em relagéo a frequéncia analitica do método.

Além de utilizar estratégias de calibracdo que promovem agilidade e facilidade
na determinacéo de analitos, varias alternativas eficientes de preparo de amostra vém
sendo estudadas e desenvolvidas para permitir sua adaptacao a dispositivos capazes
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de preparar varias amostras ao mesmo tempo, conferindo uma alta frequéncia analitica
a metodologia desenvolvida. E o caso, por exemplo, do 96 well plate, que permite o
preparo de 96 amostras simultaneamente. Alternativas como esta sdo interessantes,
pois minimizam possiveis erros experimentais associados a experiéncia do analista no
processamento de uma amostra pra outra, j& que todas passam pelo mesmo proce-
dimento ao mesmo tempo. E fundamental ressaltar também que ao utilizarmos esse
tipo de dispositivo o método de preparo de amostra se torna extremamente vantajoso,
pois mesmo que o método apresente varias etapas essa eventual desvantagem pode
ser facilmente superada pela analise simultdnea de um grande numero de amostras
no dispositivo.

Um dos métodos de preparo de amostras compativel com o 96 well plate é a
microextracao em fase sélida por filme fino, do inglés Thin Film Solid Phase Microex-
traction (TF-SPME). Nesta técnica a fase extratora utilizada esta disposta em formato
de um filme fino sobre um suporte, e para sua confeccdo, uma gama de materiais
pode ser utilizado. Entre eles, encontram-se polimeros sintéticos de uso ja consolidado
nesta area, mas também, ampliam-se ainda mais as possibilidades quando materiais
naturais e renovaveis podem ser aplicados tornando o método proposto sustentavel.
Por isso, no presente trabalho, utilizou-se o sal de quitosana quaternizado, um derivado
do biopolimero quitina, que esta presente na estrutura de animais como camarao e
carangueijos. Além dessa caracteristica, as técnicas de microextragdo configuram-se
em métodos mais sensiveis, rapidos, menor consumo de reagentes, menor geracao
de residuos, quando comparados aos métodos classicos de extracao liquido-liquido
por exemplo.

A TF-SPME pode trazer solugdes para métodos de preparo de amostras para
extracdo de analitos de interesse de amostras consideradas de matrizes complexas,
como € o caso do vinho. Essa bebida é rica em diversos compostos, incluindo poli-
fendis, vitaminas, sais minerais, e acidos organicos. Contudo, os tipos e quantidades
dos acidos encontrados no vinho dependem de alguns fatores, desde aqueles relativos
a espécie da uva, local e condigdes de cultivo, quanto aqueles relacionados aos pro-
cessos fermentativos para obtencéo da bebida e suas condicdes de armazenamento.
Estas caracteristicas influenciam no perfil de acidos presentes no produto final, e por
consequéncia, nas propriedades organolépticas da bebida. Por conta disso, os acidos
organicos estao relacionados aos padrbes de qualidade e também de seguranca do
consumidor e seu monitoramento é de extrema importancia.

Contemplando as questdes acima, o presente trabalho teve como objetivo ava-
liar uma metodologia de preparo de amostra baseada nos principios da TF-SPME, no
qual o filme produzido sera a base de quitosana quaternizada suportada em fibras
de algodao utilizadas em conjunto com o 96 well plate para determinagao dos acidos
organicos alifaticos em amostra de vinho por LC-MS/MS. Buscou-se com este estudo,
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otimizar os parametros inerentes ao método TF-SPME para extracao dos acidos or-
ganicos do vinho e avaliar se 0 método proposto sera eficiente na limpeza da matriz
da amostra a fim de eliminar o efeito de matriz observado na quantificacdo desses
analitos por LC-MS/MS em um estudo preliminar que empregou apenas diluicdo da
amostra antes da injecao.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PREPARO DE AMOSTRA

Uma das principais etapas durante uma analise quimica é o preparo de amostra,
responsavel por tornar as amostras que serdo analisadas compativeis com os instru-
mentos disponiveis. Esse é um passo crucial, pois € preciso considerar que amostras
em sua forma bruta contém muitos outros compostos além daqueles que se pretende
estudar, e que por sua vez, podem danificar os instrumentos e prejudicar os resulta-
dos. Nesse sentido, o preparo de amostra tem como objetivos promover uma etapa
de limpeza (clean up), além de pré-concentracao e extragao dos analitos, eliminando
possiveis interferéncias geradas pela matriz, e consequentemente, tornando a andlise
mais sensivel, fazendo com que os resultados sejam confidveis (BOYACI et al., 2015;
DUGHERI et al., 2022).

Alguns métodos tradicionais adotados como preparo de amostra exigem bas-
tante tempo, sdo trabalhosos, utilizam volumes significativos de solventes orgéanicos,
produzindo residuos e prejudicando a saude do analista, como é o caso da extragao
liquido-liquido, do inglés Liquid-Liquid Extraction (LLE) e da extragdo em fase sélida,
do inglés Solid Phase Extraction (SPE) e do inglés, Quick, Easy, Cheap, Effective, Rug-
gedand Safe (QUEChERS) por exemplo. Estes métodos, além das limitacdes citadas,
podem nao atender as exigéncias necessarias quanto a sensibilidade dos resultados.
A partir dessas observagbes, constata-se a necessidade de novas metodologias de
preparo de amostra (FILIPPOU et al., 2017; ARMENTA et al., 2019).

Técnicas alternativas, que apresentam diversas vantagens, como miniaturiza-
cao e automacao dos processos além de configuracdes simples, sdo ambientalmente
amigaveis e seguras, estao baseadas nos principios de microextracdo, e serao abor-
dadas com mais detalhes em tépicos futuros (CARASEK et al., 2021).

2.2 INJECAO DE AMOSTRAS COM MATRIZES COMPLEXAS EM LC-MS/MS

A LC-MS/MS é um exemplo de instrumentacao que, ao longo dos ultimos anos,
permitiu analises de compostos encontrados em matrizes consideradas complexas,
com alto grau de sensibilidade e seletividade. Areas como desenvolvimento de far-
macos, seguranca alimentar, estudos clinicos, toxicologia, andlises ambientais, entre
outras, foram significativamente beneficiadas (NASIRI et al., 2021).

Em analises quantitativas usando LC-MS/MS podem ocorrer interferéncias as-
sociadas a composicao da amostra injetada. Uma das possiveis causas para tal sédo
as alteracdes produzidas pelo efeito de matriz que, em uma anélise quimica, pode ser
descrita como a combinacao de impactos gerados pelos componentes da matriz no
processo de ionizacdo do analito, e consequentemente, sua quantificacdo (RUDZKI
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et al., 2018).

Ao se utilizar detectores do tipo MS, a seletividade e especificidade obtidas po-
dem ser afetadas pelo efeito de matriz de amostras complexas. Portanto, ao se utilizar
metodologias em LC-MS/MS é possivel que os maiores desafios estejam relacionados
ao efeito de matriz e como supera-lo (RAPOSO; BARCELO, 2021).

Uma das consequéncias geradas pelo efeito de matriz € a utilizagdo de estra-
tégias de calibracdo pouco vantajosas, como a adi¢ao de padrao, por exemplo, que
€ laboriosa. Nesse sentido, alguns procedimentos podem ser adotados para reduzir
e/ou corrigir problemas dessa natureza, e um preparo de amostra elaborado pode ser
uma excelente alternativa, ja que pode permitir o uso de calibracao externa (MOOSAVI;
GHASSABIAN, 2018).

O preparo de amostra depende do tipo de amostra estudada, pois atua na
limpeza de amostras com matrizes complexas, por isso deve ser escolhido cuidadosa-
mente a fim de evitar e/ou diminuir interferéncias da matriz e permitir o desenvolvimento
de métodos simples, seletivos e precisos (NTRALLOU, 2020).

Dentre os objetivos principais da etapa de preparo de amostra, um deles é
proporcionar a limpeza da matriz, demonstrando a eficiéncia do método proposto e
permitindo ao analista adotar métodos de calibracdo vantajosos em relagao a simpli-
cidade e rapidez. Dentre os métodos de calibracdo, existem diferentes alternativas
utilizadas para confeccao das curvas. Porém, assim como no preparo de amostra, exis-
tem alternativas laboriosas e demoradas, que tornam sua aplicacao pouco vantajosa,
e praticamente inviavel em situacées em que o nimero de amostras é grande. E o
caso, por exemplo, da calibragdo por adicao de padrdo. Nesse caso, para cada amostra
analisada é necessaria uma curva de calibragao (FU et al., 2022; NASIRI et al., 2021).

Em casos em que o efeito de matriz é pronunciado e/ou ndo se consegue,
por diferentes razdes, corrigi-lo com o preparo de amostra, pode-se utilizar a adigao
de padrao como método para confec¢ao da curva de calibracdo. Nesta metodologia,
concentracdes conhecidas de padrao sdo adicionadas em cada ponto que ird compor
a curva. Apesar de ser util para superar o efeitos gerados pela matriz, a calibragéo
por adigcao de padrao € bastante trabalhosa, demandando muito tempo do analista e
sendo inviavel sua aplicacao rotineira. Isso se deve ao fato de que, por se tratarem de
amostras complexas cujo efeito de matriz é acentuado, é necessario que se faga uma
curva de calibracdo para cada amostra que sera analisada. Por ser uma alternativa de
calibragdo que exige muito tempo, a frequéncia analitica do método é comprometida,
e portanto, acaba sendo uma grande desvantagem (MOOSAVI; GHASSABIAN, 2018).

Portanto, € interessante que se adotem metodologias de preparo de amostra
e técnicas de calibracado que, além de eficientes, sejam de facil execugao e rapidas.
Quando essas condi¢gdes sdo contempladas, elas geram ganhos significativos em re-
lagdo a frequéncia analitica do método. Isso por que, ao se adotar um preparo de
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amostra eficiente para limpeza de amostras complexas, o efeito de matriz podera ser
superado com sucesso, visto que os impactos desse serdo diminuidos e/ou corrigidos.
Além de permitir a geracao de resultados confidveis para as andlises realizadas, a efici-
éncia no procedimento de clean up da amostra, fornecido pelo seu preparo adequado,
permite também a utilizacdo de procedimentos de calibracdo mais simples, como por
exemplo, a calibragdo externa (SOLFRIZZO et al., 2018).

A utilizacado da calibracao externa permite que uma Unica curva seja confecci-
onada, independentemente do niumero de amostras. Isso traz uma grande vantagem
ao método, especialmente em relagdo a frequéncia analitica, que tem um ganho sig-
nificativo e permite a aplicagcdo da metodologia de forma rotineira (SOLFRIZZO et al.,
2018).

Aumentar a frequéncia analitica do método é uma das caracteristicas que pode
ser explorada tanto nas estratégias de calibracdo, como no preparo de amostra. Nesse
ultimo, além de utilizar metodologias baseadas nos fundamentos de microextragao,
também ¢é possivel adotar metodologias que permitam seu uso em conjunto com
dispositivos que permitam o preparo de varias amostras simultaneamente. Cabe res-
saltar ainda que, nos casos em que é possivel utilizar essas alternativas de preparo
simultaneo de varias amostras, o método tem um ganho na frequéncia analitica muito
significativo, mesmo quando o preparo emprega muitas etapas, pois essa, que seria
uma desvantagem, € superada pela possibilidade de varias amostras serem prepara-
das ao mesmo tempo. Outra vantagem é que erros manuais sao reduzidos ja que o
analista ndo precisa realizar o procedimento repetidas vezes, e sim uma unica vez,
para varias amostras (SHAO et al., 2022).

Uma das alternativas que vai ao encontro das ideias mencionadas é o uso de
dispositivos como o 96 well plate, que permite o preparo de 96 amostras de forma
simultdnea (HUTCHINSON et al., 2007). Mais detalhes sobre esse dispositivo serdo
apresentados em tépicos futuros.

2.3 TECNICAS DE MICROEXTRACAO

2.3.1 Microextracdao em Fase Solida

As técnicas de microextracao foram desenvolvidas por Pawliszyn e colaborado-
res em 1990, e desde entéo, tem ganhado destaque. Com suas diversas aplicacoes
e abordagens, corrigem varios dos problemas relacionados aos métodos classicos,
indo ao encontro de praticas ambientalmente amigaveis e desenvolvendo métodos
com elevada sensibilidade. Procedimentos simples e com possibilidade de automati-
zacao, reducédo no uso de solventes, utilizacdo de pouca quantidade de amostra, e
compatibilidade com sistemas cromatograficos sdao algumas das notaveis vantagens
apresentadas pelas técnicas de microextragdo (ARTHUR; PAWLISZYN, 1990; MIN
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etal., 1994; JALILI et al., 2020).

A microextracdo em fase sélida, do inglés Solid Phase Microextraction (SPME)
baseia-se na distribuicdo dos analitos entre a matriz da amostra e a fase extratora,
que neste caso é uma fibra de silica fundida ou um suporte metalico revestido por um
polimero. Durante a extracao, a fibra pode estar exposta ao seu estado vaporizado
(Figura 1a), sendo nesse caso uma extragéo por headspace (HS-SPME) ou em contato
com a amostra (Figura 1b), tratando-se de imersao direta (DI-SPME, do inglés direct
immersion) (SERESHTI et al., 2020; MARIN-SAN ROMAN et al., 2020).

Em se tratando de equilibrio de extracdo em SPME, para fins matematicos,
considera-se um sistema trifasico ideal, composto por uma fibra exposta ao headspace
de uma matriz aquosa.

Figura 1 — Representacao dos modos de SPME: a) extragdo por headspace. b) Extra-
cao por imersao direta.

a) Extracdo por headspace b) Extragdo por imersdo direta
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Fonte: Autor (2022).Criado em BioRender.
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Portanto, antes da extracdo (seja ela direta ou por headspace), tem-se uma
quantidade de analito (ng) em concentracao (Cq) e volume (Vm) na matriz. Conside-
rando o equilibrio atingido ap6s a extra¢do, a quantidade de analito descrita por ng
estara distribuida entre as trés fases do sistema: matriz aquosa, fibra e headspace,
identificadas respectivamente por n§,, nf, n? (Equagéo 1) (REYES-GARCES et al.,
2018; JALILI et al., 2020; BRUHEIM et al., 2003).

n=ng +ng +ng- (1)

As constantes de distribuicao fibra-headspace (Equacgao 2), headspace-matriz
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(Equacéao 3) e da constante de particédo fibra-matriz (Equacao 4) determinam qual a
concentracdo do analito em cada uma das fases, identificadas por C¢ , C,‘;’ , C& como
sendo as concentracdes de analito na fibra, no headspace e na matriz, respectiva-
mente (REYES—GARCES et al.,, 2018; JALILI et al., 2020; BRUHEIM et al., 2003).

Cf

Kin = ce (2)
h
Ch
Cf

Kfm = Ce (4)
m

As concentracboes de analito em cada fase podem ser expressas através da
raz&o entre o numero de mols do analito e o volume da fase, sendo (V7)), (V§), e V§)
os volumes das fases matriz, fibra e headspace, respectivamente. Ao final da extracao,
a quantidade de analito extraido, n¢ , é diretamente proporcional a concentragao inicial
do analito presente na amostra, Cg , € pode ser determinado através de tratamentos
matematicos que resultam na Equacgao 5. Esta equacgao considera uma combinagao
entre variaveis operacionais (como volume da amostra, fase extratora e headspace)
representadas por Q, e as constantes de distribuicdo do analito nas diferentes fa-
ses (matriz, fibra e headspace) (REYES-GARCES et al., 2018; JALILI et al., 2020;
BRUHEIM et al., 2003).

ne- KmViCoVm
f Kmef+ Khth+ Vm

:QX CO (5)

Sendo assim, a quantificacdo dos analitos ocorre em condigdes de equilibrio, e dife-
rentemente das técnicas tradicionais citadas, LLE e SPE, a SPME é uma técnica de
microextracao nao exaustiva, ou seja, apenas uma porcao do analito € extraida da
amostra (REYES-GARCES et al., 2018; JALILI et al., 2020).

De forma geral, a SPME foi a técnica precursora no contexto da microextragao
como alternativa de preparo de amostra, superando com sucesso varias limitacoes
significativas das técnicas tradicionais e possibilitando diferentes abordagens, como por
exemplo, a microextracdo em gota unica, do inglés Single Drop Microextraction (SDME),
a microextracao liquido-liquido, do inglés Liquid-Liquid Microextraction (LLME), e a
extracdo sortiva com barra de agitacao, do inglés Stir Bar Sorptive Extraction (SBSE),
entre outras (LUIZ et al., 2015; RIGLING et al., 2022; BOCELLI, 2022; WANG, Q. et al.,
2021).



Capitulo 2. Revisao da literatura 25

A TF-SPME também é uma dessas abordagens, na qual a fase extratora que
na SPME era apresentada em formato cilindrico, na TF-SPME é apresentada em um
novo formato, como um filme fino disposto sobre um suporte. Essa alteragdo gerou
mudancas importantes que serdo discutidas a seguir (MARIN-SAN ROMAN et al.,
2022).

2.3.2 Microextracao em Filme Fino

Dentre a gama de técnicas de microextragao que foram propostas a partir dos
anos 90 baseando-se nos principios da SPME, aquelas que utilizam filmes poliméri-
cos sélidos sédo caracterizadas pela alta eficiéncia de extracdo. Porém, também séo
atribuidas a essas técnicas algumas desvantagens, que limitam sua aplicacao, em de-
corréncia do tipo de filme polimérico utilizado. Podemos citar como exemplo o fato de
que, algumas vezes, o material adsorvente e os analitos interagem tao fortemente, que
se faz necessario o uso de altas temperaturas para que ocorra a dessor¢ao completa.
Essa condicao, por sua vez, pode resultar em degradacao dos compostos. Outro ponto
a ser considerado, é a capacidade limitada de material sélido adsorvente, que pode
sofrer saturacdo em casos em que a amostra possui altas concentragdes de analito
ou interferentes. Neste caso, ao mesmo tempo em que a miniaturizacdo permite o
acoplamento direto das fibras de SPME em instrumentos como o cromatégrafo gasoso,
resulta também na diminuigcdo da area superficial e do volume de filme polimérico
(GRANDY et al., 2016; JIANG; PAWLISZYN, 2012).

Ainda em relagcéo a capacidade limitada de material adsorvente, € preciso con-
siderar que a quantidade de analito extraido € diretamente proporcional ao volume da
fase extratora. Dessa forma, para que se tenham métodos mais sensiveis, € necessa-
rio um aumento de volume da fase extratora. Uma das alternativas para atender essa
necessidade pode estar relacionada ao aumento da espessura da fase extratora, como
demonstrado em alguns métodos que exploram a barra de agitacao revestida, e outras
alternativas derivadas da SPME (BRUHEIM et al., 2003; JIANG; PAWLISZYN, 2012).

Entretanto, apesar do aumento da espessura da fase extratora gerar um au-
mento de volume, e por consequéncia, aumentar a quantidade de analito extraido, é
preciso avaliar as condi¢cdes de equilibrio decorrentes desta alteracao. Nesse caso,
sera necessario um tempo maior até que o equilibrio seja alcancado, pois a extragéo
esta relacionada aos analitos alcancarem a fase extratora. Para isso, eles atravessam,
através de difusao, a camada limite que, por sua vez, recobre a fase extratora. Por essa
razao, é desejavel que a camada limite ndo tenha uma espessura significativa, a fim de
que o tempo necessario para se atingir o equilibrio ndo seja longo. Soma-se a isso, o
fato de que a area superficial também precisa ser considerada, visto que é diretamente
proporcional a taxa de extracdo. A equacao abaixo demonstra a relagdo entre o tempo
para que se atinja o equilibrio, (tg50,), a espessura da fase extratora (b-a), o coeficiente
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de distribuicdo (Kes), a espessura da camada limite (8) e o coeficiente de difusdo (D)
(EMMONS et al., 2019; JIANG; PAWLISZYN, 2012).

SKes(b—a)

fg5% = 3 x D

(6)

Portanto, em 2003, Bruheim, Liu e Pawliszyn propuseram um estudo no qual foram
comparadas as extragdes realizadas por dispositivos de diferentes geometrias, ambos
contendo polidimetilsiloxano (PDMS) como fase extratora. Os formatos testados foram
de uma fibra comercial de SPME e uma membrana, disposta como uma “folha fina”
e 0s autores concluiram que a mudancga proposta resultou em uma alternativa que,
além de aumentar a sensibilidade do método, ndo comprometeu o tempo de anadlise.
Dessa forma, foi proposta TF-SPME, como uma alternativa que uniu, com sucesso,
as vantagens de uma fase extratora com maior area superficial com pouca espessura
(BRUHEIM et al., 2003).

Figura 2 — Representacao da extracao através de TF-SPME.
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Fonte: Autor (2022). Criado em BioRender.

Além da inovagao quanto a geometria da fase extratora, a TF-SPME também
inspirou o surgimento de novas técnicas, que preservaram a proposta da fase extratora
estar disposta em forma de filme fino, porém inovaram nas possibilidades de suporte
para este filme, como a extragéo sortiva em fase téxtil, do inglés Fabric Phase Sorptive
Extraction (FPSE), proposta em 2014 por Kabir e Furton.

Essa nova abordagem integra, com sucesso, as vantagens dos filmes poliméri-
cos obtidos via sol-gel e a diversidade de fibras téxteis, que podem ser utilizadas como
substratos, resultando em uma alternativa de preparo de amostra eficiente e sustenta-
vel. Normalmente, utiliza-se uma por¢éo de tecido contendo a fibra, como suporte para
o filme polimérico, em forma de filme, que contém a fase extratora. Primeiramente, essa
porcao de tecido passa por uma etapa de limpeza com solventes organicos, seguida
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de lavagem com agua para remocao de eventuais residuos. Na etapa de extracao,
esta porcao € imersa na solugédo contendo os analitos por determinado periodo de
tempo e, em seguida, é transferida para outro frasco contendo os solventes apropria-
dos para que ocorra a dessorcao dos analitos. Entao, o eluente é submetido a filtracao
e centrifugacao, para remocao de eventuais materiais particulados, e ocorre a injecao
no sistema cromatografico. Na Figura 3, encontra-se uma representacdo das etapas
de limpeza, lavagem, extracao e dessorcao, citadas anteriormente (KABIR; FURTON,
2014; KAZANTZI; ANTHEMIDIS, 2017).

Figura 3 — Representacao das etapas de limpeza, lavagem, extracédo e dessorcao da
porcéo de tecido utilizada como substrato para fase extratora, como pro-
posto pela FPSE.
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Fonte: Autor (2022). Criado em BioRender.
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Grande parte das metodologias propostas com base em FPSE utiliza a celulose
como suporte téxtil para a fase extratora, sendo que poliéster e poliamida (conhecida
comercialmente como Nylon®) sao utilizados também, porém com menos frequéncia.
Ja em relacdo ao filme polimérico, o processo via sol-gel € amplamente utilizado
para a formagéo de um filme, que contém a fase extratora escolhida e sera disposto
na superficie do tecido. Exemplos de fases extratoras frequentemente utilizadas em
FPSE séo polietilenoglicol (PEG), politetrahidrofurano (PTHF), PDMS entre outros. De
forma geral, o processo sol-gel ocorre a partir da hidrélise de um composto precursor
da reacdo e em seguida, a reacdo de policondensagdo do precursor ja hidrolisado.
Observa-se entdo a transigao entre uma suspensao coloidal (“sol”) para uma matriz
sélida (“gel”). Além do composto precursor, o processo sol-gel requer um catalisador,
e um composto responsavel pela extracao, que normalmente € um polimero, como
citado anteriormente. A reagc&o ocorre em uma mistura determinada de solventes e o
resultado é um filme contendo a fase extratora polimérica aderido a superficie fibrosa
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do tecido escolhido como substrato (KABIR et al., 2017; KAZANTZI; ANTHEMIDIS,
2017).

As vantagens dessa técnica podem ser atribuidas a porosidade da superficie do
tecido escolhido como substrato e a forte interacao do filme formado pela reagéo sol-
gel e seus respectivos componentes. Como resultado, obtém-se um filme polimérico
com seletividade e porosidade ajustavel conforme necessidade. O dispositivo ja pronto
consiste em grande quantidade de material sorvente disperso como um filme fino e
aderido na matriz do substrato, com alta capacidade de retengéo do analito e atingindo
o equilibrio rapidamente.(KABIR et al., 2017; KAZANTZI; ANTHEMIDIS, 2017).

Além das diversas abordagens das técnicas de microextracdo em relagdo aos
dispositivos utilizados, buscou-se também inovar quanto ao material sorvente utilizado.
Nesse sentido, fases extratoras alternativas vém sendo exploradas, por exemplo, ma-
teriais provenientes de fontes naturais ou residuos sem um aproveitamento especifico,
que podem ter suas propriedades exploradas para novas metodologias de preparo
de amostra ambientalmente amigaveis. Alguns exemplos de materiais alternativos ja
aplicados com sucesso em técnicas de microextracdo séo cortica, bractéa, terra di-
atomacea e quitosana (PACHECO—FERNANDEZ et al., 2020; MAFRA et al., 2020;
CARASEK et al., 2019).

2.3.2.1 Filmes poliméricos

Normalmente, os polimeros utilizados para formacgao dos filmes de fase extra-
tora em FPSE sé&o polimeros sintéticos, como PEG e PDMS. No presente trabalho
optou-se pela utilizagdo de um biopolimero como precursor da fase extratora. Biopoli-
meros sao recursos materiais renovaveis e biodegradaveis. De forma geral, podem ser
classificados em dois grupos, de acordo com a sua origem, sendo 0 primeiro grupo
constituido pelos biopolimeros provenientes de organismos vivos, e o segundo, con-
templando aqueles que sao provenientes de fontes naturais mas que ainda necessitam
de polimerizacdo. Como exemplo, podemos citar polissacarideos, proteinas e lipideos
derivados de animais e plantas. Destes, os polissacarideos sdo os mais utilizados
devido a solubilidade em agua e também por suas propriedades emulsificantes e de
gelificagado. Os polissacarideos quitosana, celulose, alginato e agarose s&o os mais
explorados, e seu uso, especialmente quando em conjunto com as técnicas de micro-
extracdo, vai ao encontro da Quimica Analitica Verde (PACHECO-FERNANDEZ et al.,
2020; ILYAS; SAPUAN, 2020; KAZANTZI; ANTHEMIDIS, 2017).

A quitina é um polissacarideo natural presente em varios animais e plantas,
sendo encontrada principalmente na casca de camardes, siris e caranguejos. Po-
rém, apesar de ser abundante na natureza, possui aplicagées limitadas devido a suas
propriedades fisico-quimicas. Em condi¢6es alcalinas, a quitina sofre desacetilagéo,
dando origem a um copolimero formado por unidades de N-acetil-D- glucosamina e D-
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glucosamina, denominado quitosana, conforme a Figura 4 (KOU et al., 2021; BAKSHI
et al., 2020).

Figura 4 — Representagdo das estruturas da quitina e do produto da sua desacetilagéo,

a quitosana.
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Fonte: Autor (2022). Criado em BioRender.

A quitosana, por sua vez, possui propriedades interessantes por ser biodegra-
davel, biocompativel e nao toxica, além de apresentar atividades antimicrobianas e
ser um material de baixo custo. Por conta dessas vantagens, possui aplicagbes em
diversos campos. Porém, possui algumas limitagdes em relacdo a sua solubilidade e
um curto tempo de vida util, o que limita sua aplicacao. Contudo, essas desvantagens
podem ser corrigidas através de uma reacado que consiste na substituicdo dos gru-
pos amino por grupos aménioquaternarios, inserindo grupos funcionais catiénicos na
estrutura. Essa modificacdo melhora sua solubilidade e também suas caracteristicas
antimicrobianas. Uma das rotas mais estudadas para a insercao de grupos quaterna-
rios na estrutura da quitosana é através da reacao de alquilagéo, que frequentemente
ocorre entre a quitosana e cloreto de trimetil glicidil aménio, tendo como produto sal
amédnio quaternario de quitosana (SAQQ). A caracteristica principal desse produto é
devido a insergao de grupos amonio quaternario na cadeia do polimero, a partir do qual
adquire carga positiva, e com isso, torna-se soluvel em toda a faixa de pH. Essa nova
propriedade proporciona versatilidade em sua utilizagéo, ja que elimina os problemas
referentes a desprotonagdo observados com a quitosana. A Figura 5 apresenta um
esquema da reacao comentada. (WANG, B. et al., 2018; VITALI, 2012; NEGM et al.,
2020; FREITAS et al., 2020).
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Figura 5 — Esquema da reacao entre a quitosana e cloreto de trimetil glicidil aménio.
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Fonte: Autor (2022).

A quitosana, além de seus derivados, permite varias modificagcbes com o intuito
de tornar suas propriedades mais interessantes para o fim a qual se destina. Modifi-
cacdes com acidos organicos e aldeidos por exemplo ja foram reportadas para atingir
caracteristicas especificas. Uma das estratégias utilizadas para modificar suas pro-
priedades € a reticulagdo, um processo no qual cadeias poliméricas sao interligadas,
conhecido como crosslinking (NEGM et al., 2020).

Para isso, se utiliza um reticulante, que sdo moléculas cujo peso molecular é
muito menor em relagdo a cadeia principal, € que apresentam, no minimo, dois grupos
funcionais que permitam a formacéo a ligagao entre as cadeias poliméricas (BERGER
et al., 2004).

Um exemplo que se enquadra na descrigdo acima é o Glutaraldeido (GLU) que
ja teve seu uso como reticulante relatado na literatura. Sua utilizagcao permite a forma-
cao de multicamadas poliméricas, o que pode proporcionar um ganho na estabilidade
fisica e quimica do filme formado (COSTA JR, E. S.; MANSUR, 2008; BERGER et al.,
2004; NEGM et al., 2020).

Na Figura 6 esta a representacao da interacdo entre o0 SAQQ e o GLU, e as
camadas poliméricas reticuladas.
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Figura 6 — Esquema da reacgéo de reticulacéao entre o biopolimero SAQQ e o reticulante
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Fonte: Autor (2022).
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Portanto, no presente trabalho, o SAQQ e o GLU foram utilizados para a com-
posi¢do de um filme polimérico multicamadas.

2.3.2.2 Suportes sélidos para TF-SPME

Quando a TF-SPME foi descrita pela primeira vez, em 2003, os autores mencio-
naram que o filme fino de PDMS utilizado como fase extratora estaria sobre uma haste
de aco inoxidavel desativado, e o estudo ja mencionado tinha como objetivo avaliar a
mudanca de geometria da fase extratora (BRUHEIM et al., 2003).

Mais tarde, em 2012, foi reportada uma modificacdo, na qual o filme da TF-
SPME estaria espalhado sobre um suporte de tecido de 1a de vidro como substrato.
Essa modificagdo proporcionou uma interagdo devido a incorporagéo do substrato
a estrutura do filme, que por sua vez, resultou em uma melhora na estabilidade do
dispositivo (KERMANI; PAWLISZYN, 2012).

Logo depois, foi proposta a FPSE, ja mencionada, que explorou alternativas de
substrato utilizando fibra téxtil. As fibras utilizadas com mais frequéncia nas metodo-
logias de FPSE séo provenientes do biopolimero celulose (KAZANTZI; ANTHEMIDIS,
2017; KABIR et al., 2017).

A celulose também é um material de origem natural com propriedades interes-
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santes. E formada por unidade de glicose que sao unidas por ligagdes B-1,4 glicosidi-
cas. E o biopolimero com maior abundancia na natureza e pode ser encontrado tanto
em plantas como em organismos vivos. Na Figura 7 esta representada sua estrutura,
sendo possivel observar a presenca de grupos hidroxilas, no carbonos C2, C3 e C6,
que conferem carater hidrofilico a superficie e também permitem diversas modificacoes
quimicas (TU et al., 2021; PACHECO-FERNANDEZ et al., 2020; LIU et al., 2021).

Figura 7 — Estrutura do biopolimero celulose com grupos hidroxilas destacados.
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Fonte: Autor (2022).

Algumas das vantagens da celulose incluem baixo custo, ser biodegradavel,
inerte e ter grande area superficial. Suas vantagens e caracteristicas permitem sua
aplicacdo em diversas areas, incluindo em metodologias analiticas empregando mi-
croextracao baseada em sorvente, area na qual tem se destacado devido a sua alta
capacidade de absor¢do (PACHECO-FERNANDEZ et al., 2020; LIU et al., 2021).

A Tabela 1 traz alguns exemplos de aplicacdes da FPSE, todos explorando a
interacao da celulose como suporte para o filme polimérico contendo a fase extratora.
A variedade de amostras também pode ser destacada pela complexidade de suas
matrizes, como urina humana, aguas naturais, aguas de piscina, leite, chas e sucos de

frutas.
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Tabela 1 — Exemplos de aplicacdo da técnica FPSE como preparo de amostra utilizada
com diferentes técnicas cromatogréficas, para analitos e matrizes diversas.

Técnica Analitos Polimero e LOD o
o : 1 Referéncias
Analitica e matriz suporte (ng mL™1)
UHPLC-MsMs ~ Detablogueadores cw 02-3 Mazaraki et al. (2021)
em urina Celulose
Drogas
UHPLC- MS/MS antivirais em PEG-PPG-PEG 5 08  Ssidiropoulou et al. (2022)
. Celulose
urina
Poluentes
GC-MS emergentes em PDMS 012-12  Geleiro et al. (2020a)
aguas naturais e Celulose
de piscinas
GC-MS/MS Fungicidas em cw 0,001-0,05  Geleiro et al. (2020b)
aguas naturais Celulose
Hidrocarbonetos
GC-MS policiclicos c18 0,08-0,17  Manousi et al. (2022)
aromaticos em Celulose
chas
Pesticidas
GC-MS organoclorados em PEC-PPG-PEG 0,007 - 0,032 Kaur et al. (2019)
. Celulose
suco de fruta e agua
HPLGC-UV Antibioticos Cc18 0,015 Agadellis et al. (2020)
em leite Celulose
HPLGC-PDA Micotoxinas PTHF 0,49 Esmati et al. (2022)
em alimentos Celulose
HPLC-FLD Estrogenios PTHF 0,020-0,042  Kumar et al. (2014)
em urina Celulose
HPLC-PpA  Disruptores endocrinos PEG 026-0,62  Alampanos et al. (2021)
em urina Celulose

Fonte: Autor (2022).

Observando a tabela, é possivel verificar que a FPSE foi aplicada em metodo-
logias envolvendo tanto cromatografia liquida como gasosa, indicando que analitos
com diferentes propriedades foram contemplados, além da versatilidade ao permitir
seu uso com diferentes técnicas cromatograficas. Também pode ser destacado o0 uso
de diferentes detectores, especialmente de alta sensibilidade em diversas amostras
com matrizes de diferentes complexidades. Inclusive nessas condi¢ées, resultados de
limites de deteccdo com valores na ordem de ng mL~1 foram obtidos, o que sugere que
o preparo de amostra através de FPSE foi eficiente para limpeza da matriz, mesmo no
caso de amostras complexas.

Outra consideragao a ser feita € em relacao ao substrato escolhido, percebe-se o
predominio da celulose nos exemplos citados, compreensivel pelas vantagens citadas
anteriormente. Nesses casos, a fonte de celulose consiste em porgbes de tecido de
algodao, denominadas fase téxtil. Além de ser um polimero natural e abundante, sua
estrutura quimica possui grupos funcionais que permitem diversas modificagdes. Ja
em relacédo a fase extratora, todos os polimeros utilizados sao de origem sintética, o
que pode sugerir que ainda ha uma lacuna na utilizacdo de recursos naturais como
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componente da fase extratora.

Dessa forma, pode-se concluir que a técnica de preparo de amostra FPSE pode
ser aplicada com sucesso para limpeza e clean up da matriz no caso de amostras
complexas, proporcionando resultados sensiveis para grupos diversos de analitos.
Devido a sua configuracéao, € possivel que se explorem diferentes materiais tanto na
porcao téxtil quanto na fase extratora, a fim de que a extracdo seja seletiva levando
em consideragao determinadas caracteristicas dos analitos mas também avaliando a
possibilidade de se utilizarem alternativas naturais, provenientes de fontes renovaveis
e que muitas vezes fornecem resultados semelhantes aqueles materiais de origem
sintética.

Também € possivel encontrar na literatura sobre FPSE algumas imagens de-
monstrando o procedimento realizado para a extragdo, conforme apresentado na Fi-
gura 8.

Figura 8 — Procedimento da FPSE reportado na literatura: a) FPSE armazenado em
vidro relégio; b) FPSE em uma pin¢a; c) Extracao sortiva em fase téxtil; d)
Transferéncia do eluente para o frasco de injecao.

Fonte: Adaptado de Kabir ef al. (2017)

E possivel observar que, apesar da simplicidade de execucéo da técnica, caso
seja necessario a analise de um numero consideravel de amostras, a utilizacao da



Capitulo 2. Revisao da literatura 35

FPSE torna-se trabalhosa e demorada, e por isso possivelmente inviavel em determi-
nadas situagdes.

Portanto, percebe-se que ainda ha necessidade de se estudar alternativas que
permitam a realizagdo dessa técnica de forma mais rapida, de modo a aumentar a
frequéncia analitica do preparo de amostra, e quando possivel, de forma automatizada,
diminuindo erros manuais por exemplo.

Outro ponto a ser ressaltado é de que, nas aplicacbes da metodologia FPSE,
a celulose utilizada como substrato provém de uma fibra téxtil, no caso uma porcéao
de tecido de algod&o. O algodoeiro, nome popular dado a planta do algodao, possui
celulose em sua composicao, e dentre as diferentes espécies pode representar até
95% de sua composicao, junto de gorduras e acidos graxos. As plumas do algodao
sdo utilizadas em varios setores, como a industria téxtil, de papel e celulose, e também
em produtos de enfermagem, como curativos, algodao hidréfilo e hastes flexiveis,
popularmente conhecidas como cotonetes (BELTRAO; ARAUJO, 2004).

A Figura 9 apresenta um esquema relacionando a presenga de celulose em
fibras de algodao provenientes de hastes flexiveis.

Figura 9 — Esquema relacionando a utilizagdo de fibras de algod&o provenientes de
hastes flexiveis.
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Fonte: Autor (2022). Criado em BioRender.

Pensando nisso, foram utilizadas hastes flexiveis do tipo swab, a porcao de
algodao na ponta da haste serviu como fonte de celulose e foi utilizada como substrato



Capitulo 2. Revisao da literatura 36

para a fase extratora. O uso desse material também se mostrou interessante pela
possibilidade de ser acoplado a dispositivos de alta frequéncia analitica. Além dessa
vantagem, também é possivel mencionar o custo relativamente baixo e a facilidade de
aquisicao do material.

2.3.2.3 Dispositivo de alta frequéncia analitica

A fim de melhorar a estabilidade e reprodutibilidade foi proposta por Cudjoe
e colaboradores uma configuracao chamada 96-blade TF-SPME, na qual se utilizou
o dispositivo 96 well plate, composto por uma placa de 96 pogos e por 8 pentes
com 12 pinos em cada. Esse sistema possibilita que os pinos sejam revestidos com
uma pelicula da fase extratora desejada, além de permitir que sejam realizadas 96
extracdes e/ou dessorgcbes simultaneamente, de modo automatico ou manual. Na
Figura 10, encontra-se a imagem de um pente com 12 pinos e uma representagéo de
uma escova contendo os 8 pentes fixados a ela, e com todos 0s 96 pinos revestidos
de um filme de fase extratora, como proposto na TF-SPME, ja que frequentemente
sdo utilizadas em conjunto e representam uma excelente alternativa para aumento da
frequéncia analitica do método (CUDJOE et al., 2009).

Figura 10 — Pente com 12 pinos e representacédo da escova contendo 8 pentes e 96
pinos revestidos com fase extratora.
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Fonte: Adaptado de Cudjoe et al. (2009) .

Uma outra alternativa de pente, no qual os pinos sdo mais finos, também é
usada com frequéncia. A Figura 11 contém as principais partes de um sistema 96 well
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plate: o pente individual, ja acoplado ao dispositivo e em contato com a placa de 96
pocos para realizacao da extracédo, sobre um suporte de agitagdo com ajuste manual.

Figura 11 — Dispositivo 96 well plate com pente fixado na escova e em contato com a
placa de 96 pocos sobre um suporte de agitacdo com ajuste manual.
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Fonte: Autor (2022).

Essa foi a opgao utilizada no presente trabalho para aumentar a frequéncia
analitica do método, e sera detalhadamente explicada na secao de Metodologia.

2.3.3 Acidos organicos em amostras de vinho

A alimentacao adequada € uma das formas de cuidado e prevencao para uma
série de doencas e, nos ultimos anos, muitas producdes cientificas contemplam a re-
lagdo entre o consumo de determinados alimentos e propriedades benéficas para a
saude. Dentre os varios compostos estudados, um dos grupos de destaque é o dos
antioxidantes, que podem ser encontrados naturalmente em plantas, tecidos animais
e microorganismos. Nos alimentos, estes compostos estao presentes em frutas, ve-
getais, cereais, graos, oleaginosas e chas e podem ser classificados como vitaminas,
polifendis, carotenoides, enzimas e 4cidos organicos. Esse ultimo grupo abrange diver-
sos compostos, e no presente trabalho serdo contemplados alguns acidos organicos
alifaticos contendo no maximo 4 atomos de carbono (ROBLES et al., 2019; SHAHIDI
etal., 2012; TANG et al., 2013).

Os éacidos organicos podem ocorrer naturalmente em alguns alimentos, além
de frequentemente estarem relacionados a processos como amadurecimento, enve-
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Ihecimento, fermentacéo, entre outros. Em alguns casos, sua determinacéo pode ser
de grande interesse por diferentes motivos, desde questdes sanitarias, relacionadas
a seguranca e higiene, até caracteristicas sensoriais que interferem na qualidade do
produto (PARK et al., 2017; ZERAVIK et al., 2016).

O vinho pode ser um bom exemplo, pois se trata de uma bebida derivada de
fontes vegetais que possui varios acidos organicos, alguns provenientes da uva (&ci-
dos malico, tartarico, citrico, por exemplo) e outros gerados a partir dos processos
fermentativos (acidos succinico, acético, latico entre outros) que contribuem para a
transformagéo, aparecimento e desaparecimento desses compostos. A presenca dos
acidos organicos esta relacionada a propriedades fisicas, microbiologicas, de pH, es-
tabilidade quimica, entre outros, além de contribuir para as propriedades sensoriais
da bebida, como aroma, sabor e cor. O perfil de &cidos organicos presentes no vinho
pode variar, € estd associado a regido e ao clima no qual a uva é cultivada, e pode
estar associado ao controle de qualidade, ja que podem atuar como indicadores de de-
terioracao, devido ao armazenamento e envelhecimento, bem como da autenticidade
da bebida e seguranga ao consumi-la (ZERAVIK et al., 2016; ROBLES et al., 2019;
COELHO et al., 2018).

Em relacédo ao vinho, e outros tipos de bebidas derivadas de fontes vegetais,
existem diversas orientagdes a serem respeitadas pelos produtores quando ha a ne-
cessidade de se utilizar esses compostos como aditivos, a fim de corrigir alguma carac-
teristica do produto final, desde que respeitadas as normas vigentes. Nesse sentido,
as orientacdes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) estdo contempladas como anexo a
norma interna N® 1/2019 do Departamento de Inspecao de Produtos de Origem Ve-
getal (DIPOV), intitulado “Consolidacao das Normas de Bebidas, Fermentado Acético,
Vinho e Derivados da Uva e do Vinho”. Este documento tem por objetivo consolidar as
normas brasileiras relativas aos Padroes de Identidade e Qualidade (PIQs), do registro,
importagéo e exportacao de Bebidas, Fermentado Acético, Vinho e Derivados da Uva
e do Vinho, bem como estabelecer parametros analiticos exigiveis de acordo com
a finalidade das anélises a serem realizadas (DEPARTAMENTO DE INSPECAO DE
PRODUTOS DE ORIGEM VEGETAL, 2020).

Em relagcao aos derivados da uva e do vinho constantes no documento citado,
eles ainda sé&o classificados como: ndo fermentados e nao alcéolicos, fermentados
e nao alcoolicos, fermentados alcéolicos, destilados alcbolicos, vinagre e alcoolicos
por mistura. Na classe dos fermentados alcdolicos encontram-se, entre outros, o vinho
composto, vinho de mesa, vinho espumante (ou espumante natural ou champanha),
vinho fino, vinho frisante, vinho gaseificado, vinho licoroso, vinho moscato (ou moscatel)
espumante e vinho nobre. Para este trabalho, foram analisadas amostras de vinho de
mesa (DEPARTAMENTO DE INSPECAO DE PRODUTOS DE ORIGEM VEGETAL,
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2020).
Os compostos estudados neste trabalho sdo acidos organicos alifaticos de ca-
deia curta. Na Figura 12 estdo representadas as estruturas do analitos.

Figura 12 — Estrutura e propriedades dos analitos

Acido Latico Acido Succinico
CHs
0O
Z OH
HO 0

Férmula molecular: C;HO, Férmula molecular: C,H,O,
Massa molar (g mol?): 90,08 Massa molar (g mol?): 118,09
pKa (a 25°C): 4,32 pKa (a 25°C): 4,21; 5,64
Log P: -0,72 Log P: -0,59

Fonte: Autor (2022). Dados obtidos de PubChem Database

De acordo com a Figura 12, conclui-se que os analitos sdo compostos de car-
bono, hidrogénio e oxigénio e com massas molares relativamente baixas. Os valores
referentes aos pka’s dos analitos mostra que possuem propriedades semelhantes em
relacdo a acidez.

S&o mencionados também os valores relativos ao coeficiente de particdo octanol-
agua, Kow (usualmente tratado como logP). Esse parametro é utilizado para estimar a
hidrofobicidade de um composto, ja que relaciona sua concentracdo em meio pouco
polar (octanol) em relagdo a sua concentragdo em um meio polar (dgua). Quando
este valor for positivo, verifica-se o carater hidrofébico, pois apresenta maior afinidade
com a fase pouco polar. Ja nos casos em que o valor for negativo, conclui-se que o
composto apresenta maior afinidade com a adgua do que com octanol, sendo assim,
possui carater hidrofilico. Observa-se que os valores de logP dos analitos estudados
neste trabalho sdo além de similares, negativos, e por essa razao, sdo considerados
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polares (HODGES et al., 2019; ZHU et al., 2022).

Esses analitos j& foram estudados anteriormente, inclusive em amostras como
vinho, vinagre, iogurte, cerveja e suco de laranja. Porém, apesar da eficiéncia e sensibi-
lidade da instrumentacéao utilizada, os autores concluiram que, devido a complexidade
das amostras estudadas, o efeito de matriz foi significativo. Por conta disso, foi ne-
cessario recorrer a estratégias de calibragao trabalhosas e pouco vantajosas, como a
adicao de padrao (NARDINI et al., 2021).

Verifica-se, portanto, a necessidade de se avaliar metodologias de preparo de
amostra eficientes e sensiveis para os analitos em questao, para promover a limpeza de
matrizes complexas, de modo a permitir a utilizagao de técnicas menos laboriosas de
calibracao. Além disso, € importante considerar que, um preparo de amostra adequado
protege o instrumento cromatografico, ja que a injecao desse tipo de amostra sem um
tratamento prévio e eficiente pode causar danos a instrumentacéo, levando a prejuizos.
Essas e outras caracteristicas desejaveis para um adequado preparo de amostra, sao
contempladas pelas técnicas de microextragdo, comentadas anteriormente.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar uma metodologia de preparo de amostra por TF-SPME a base de SAQQ
suportada em fibras de algodao de hastes flexiveis fixadas no 96 well plate para
determinacao de acidos organicos alifaticos em amostras de vinho por LC-MS/MS.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

|. Preparar o sistema de TF-SPME a base de SAQQ e realizar andlises de
caracterizagao para confirmacao da modificacao.

ll. Otimizar os parametros da técnica de microextragdo, como pH de extracgéo,
tempo de extracao, solucao de dessorcao, tempo de dessorcao e adicao de sal.

lll. Adaptar o método de separacéo ja descrito na literatura para os acidos orga-
nicos alvo por LC-MS/MS em coluna HILIC reavaliando a coluna, fluxo e composigéo
de fase moével e volume de injecao.

IV. Avaliar o efeito de matriz na determinacao dos acidos organicos em vinho
usando o método de preparo de amostras otimizado.

V. Avaliar parametros de mérito da metodologia proposta incluindo limite de
quantificacao, limite de deteccao, faixa linear, coeficiente de correlacao, recuperacao e
precisdo do método proposto.

VI. Aplicar o método proposto em amostras de vinho.
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4 METODOLOGIA

4.1 SOLUCOES E REAGENTES

Foram utilizados padrdes de grau analitico dos acidos latico e succinico (Vetec
e Sigma Aldrich ®respectivamente). Foi utilizada acetonitrila grau HPLC (J. T. Baker,
Estados Unidos) e agua ultrapura para a fase mével. A forca i6nica foi avaliada com
padrao analitico de cloreto de sédio (Synth ®). Foi utilizado acido cloridrico em con-
centracdo 0,1 mol L1 (Vetec®), hidréxido de aménio 2,57 mol L~! Fluka Chemica
(Sao Paulo, SP, Brasil). Para o filme biopolimérico foi usado SAQQ para preparo da
solucao estoque 1% em agua ultrapura e posterior diluicao para 0,2% em acido clori-
drico 0,01 mol L~=1. O SAQQ utilizado foi sintetizado em um trabalho anterior (VITALI,
2012) usando quitosana (QTS) com grau de desacetilagdo de 90% e massa molar
média 122,74 kDa adquirida da Companhia Purifarma (Sao Paulo, SP, Brasil) e cloreto
de trimetil glicidil aménio (CTGA, teor > 90% m/m) adquirido da Fluka Chemica (Sao
Paulo, SP, Brasil). O GLU 25% (v/v) em agua foi adquirido da Vetec (Duque de Caxias,
RJ, Brasil) e foi utilizada uma diluicdo com agua ultrapura para 2,5%. A agua ultrapura
utilizada foi preparada em sistema Milli-Q (Millipore®, Bedford, MA, USA).

4.2 MATERIAIS

Os materiais utilizados para o procedimento de extragdo e dessorcao foram os
componentes do sistema 96 well plate (amostrador manual, pinos, escova e pogos).
Foram adquiridas hastes flexiveis descartaveis da marca Absorve®e modelo swab
para coleta de amostras estéril. Também foram utilizados frascos de vidro com tampa,
pipetas semiautométicas, ponteiras de diversos volumes, frascos de vidro de diver-
sos volumes e agua ultrapura produzida por um aparelho Mega purity modelo MEGA
RO/UP.

4.3 CARACTERIZACOES DO FILME BIOPOLIMERICO SUPORTADO EM ALGO-
DAO

As caracterizacdes foram feitas através da espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier, do inglés Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR),
em um espectrofotdbmetro de infravermelho Perkin-Elmer Spectrum 100, localizado no
Laboratério de Bioinorgéanica e Cristalografia (LABINC). As analises foram realizadas
por reflectancia total atenuada, utilizando o médulo UATR em uma faixa de 4000-600
cm1.

A analise microscopia eletrénica de varredura, do inglés Scanning Electron
Microscopy (SEM) também foi realizada a fim de avaliar a morfologia dos materiais.
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As analises foram feitas em um equipamento Tescan Scanning Electron Microscope,
Vega 3 LMU da Universidade Tecnolégica Federal do Parana (UTFPR).As amostras
foram colocadas em stubs com fita de carbono, metalizadas com ouro/paladio por 120
segundos. As imagens foram feitas com detector SE, nos aumentos de de 50, 100, 200,
500, e 1000 X. E andlise pontual em determinadas regides (4 regides) com aumento
de 1000x.

4.4 INSTRUMENTACAO LC-MS/MS, METODO E CONDICOES DA EXTRACAO POR
TF-SPME

Foi utilizado um HPLC obtido da Agilent Technologies 1200 Series (Waldbronn,
Alemanha) equipado com degaseificador online (G1322A), bomba quaternéaria (G1311A),
compartimento de colunas com controle de temperatura independente (G1316A), auto-
amostrador (G1367B). O sistema cromatogréfico foi acoplado a um espectrémetro de
massas hibrido constituido de um triploquadrupolo e ion trap linear, modelo Q Trap
3200 da Applied Biosystems (Concord, Canada). O software utilizado foi Analyst ver-
sao 1.6.2 para controlar o LC-MS/MS e tratamento dos dados obtidos nas analises. A
fonte utilizada foi TurbolonSprayTM (electrospray-ESI) no modo ion negativo. A agulha
do capilar mantida a 5500 V. As separacgdes foram feitas utilizando coluna LARIHC-
CF6-P (150 mm de comprimento; 4,6 mm de diametro interno; 5 um de tamanho de
particula) fabricada pela empresa AZYP (Texas, Estados Unidos). A temperatura foi
fixada em 30 °Ce o volume de injecao foi 5 uL. A fase mével foi acetonitrila:dgua, e
utilizada no modo gradiente (Tabela 2).

Tabela 2 — Gradiente de fase movel utilizado na separacao cromatografica dos analitos.

Tempo (min.) Acetonirila (%) Agua Ultrapura (%)

0-2 85 15
2-6 50 50
6-12 85 15

Fonte: Autor (2022).

Considerando as condi¢cdes cromatograficas especificadas o nimero de pratos
(N) foi calculado através da equacéo abaixo, através da relagédo entre e o tempo de
retencao do analito (ti) e a largura do pico (whi). Considera-se aceitavel valores maiores
do que 2000 (RIBANI et al., 2004).

o ()

Os valores obtidos para os pratos teéricos foram de 4154 (acido latico) e 8169
(acido succinico), portanto, foram considerados adequados.
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A resolucao também foi calculada, utilizando-se a equacao apresentada a seguir,
que relaciona o tempo de retencéao (tp), largura do pico (wn), tempo de retencéo do
analito anterior (¢,_1) e largura do pico do analito anterior (w,,_4). Valores considerados
adequados sao maiores do que 2 (RIBANI et al., 2004).

-0y (tn_tn—1)
Rs =2 W) (8)

Esse parametro apresentou valor de 6,48 e portanto, também foi considerado
adequado para o0 método proposto.

Para o espectrometro de massas, os parametros foram:+ gas de cortina 10 psi;
temperatura da fonte 350 °C; gas nebulizador 1,45 psi; gas de secagem 2,45 psi; gas
da dissociacao induzida por colisdo médio. Os acidos organicos foram monitorados e
quantificados usando monitoramento de reacdes multiplas (MRM). Na Tabela 3 estao
os valores dos ions precursores, ions quantitativos, bem como os valores de potencial
de desagregacao, do inglés declustering potential (DP), potencial de entrada na célula
de colisao, do inglés collision cell entrance potential (CEP), potencial de entrada, do
inglés entrance potential (EP), energia de colisdo, do inglés collision energy (CE) e
potencial da célula de saida, do inglés collision cell exit potential (CXP).

Tabela 3 — Parametros de cada acido organico analisado no LC-MS/MS (modo nega-
tivo). Otimizagcdo do espectrdmetro de massas feito através de infusdes
diretas de solu¢des aquosas contendo os analitos.

ion precursor lions produto

Analito m/z m/z DP CEP EP CE CXP
Q1) (Q3)

Acido 88,8 43,1 25 18 -10 -16 -4

Latice 88,8 45,0 25 18 -10 -16 -4

88,8 40,9 25 18 -10 -16 -4

Acido 116,8 73,0° 30 -10 -10 -14 0

o 116,8 99,1 30 -10 -10 -14 -2

succinico 116,8 55,1 30 -10 -10 -18 0

Fonte: Adaptado de Nardini et al. (2021). Obs.: * corresponde ao ion quantitativo.

As extracbes foram feitas utilizando o dispositivo proposto para TF-SPME, que
consistiu em hastes flexiveis cuja por¢ao de algodao serviu como substrato para um
filme fino formado por 7 camadas, sendo 4 de SAQQ e 3 de GLU, de forma intercalada,
conforme demonstrado na Figura 13.
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Figura 13 — Esquema representativo da haste flexivel com filme polimérico multicama-
das disposto sobre a por¢éo de algodao da haste.

SAQQ -

‘ derivado
\ - . da

: o Quitosana

Celulose | [

Fonte: Autor (2022). Criado em BioRender.

Foram usadas placas de 96 well plate com capacidade para 2 mL para os
procedimentos de extragdo, secagem e dessorcdo. A extragdo durou 30 min e foi
utilizado 1 mL de solucéo, sendo 500 uL de solu¢dao de NaCl 20%, 300 uL de agua
ultrapura, 100 uL de padrdes concentracdes (50 mg L=1, 100 mg L~1, 150 mg L1,
200 mg L1 e 250 mg L~1) e 100 uL amostra quando aplicavel. Para as curvas em
solvente (agua ultrapura) o volume de amostra foi substituido por agua, de modo que
o volume final nos dois casos fosse de 1 mL. Para a secagem, utilizou-se uma placa
com 0S pogos vazios nas quais os dispositivos para TF-SPME ficaram sob agitagéo
por 20 min. Em seguida, a dessorcao foi feita também pelo periodo de 20 min com 500
uL de solugéo composta por HCI 0,1 mol L~1 e 20% de ACN. Ao final da dessorcéo,
foi coletado 200 uL do eluente e transferidos para um frasco de vidro de vidro com
capacidade para 1,5 mL. Ao mesmo frasco de vidro, foram adicionados 500 uL de ACN
e 100 pL de NH3 em concentracdo 0,05 mol L~1. Essa solucdo, com volume final de
800 pL, foi injetada no LC-MS/MS cuja instrumentagao e condi¢des de separacéo e
deteccdo estdo descritas em tdpicos especificos.
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4.5 PREPARO DOS FILMES COM SAQQ NO SUPORTE DE HASTE FLEXIVEL
SWABE 96 WELL PLATE

As hastes flexiveis utilizadas foram adquiridas em estabelecimentos comerciais
de insumos para laboratério na cidade de Florianopolis, SC. Tendo em vista que os
materiais sdo esteréis e embalados individualmente, ndo foi feita etapa de limpeza.
Para a utilizacdo dos swab, cada unidade foi aberta e uma parte da sua haste foi
cortada até 5 cm, aproximadamente, sendo descartado o excedente. Em seguida, a
porcao da haste com o algodao foi encaixada no pente do dispositivo 96 well plate e,
para melhor fixagdo, utilizou-se cola lavavel do tipo escolar. Na Figura 14 encontra-se
0 esquema da confec¢ao dos materiais.

Figura 14 — Materiais utilizados para fixacao das hastes flexiveis no pente.

N\

Materiais utilizados para
fixagdo das hastes flexiveis
nos pentes

Hastes flexiveis fixadas i
nos pentes — AN

Fonte: Autor (2022).

Apés preencher os 12 pinos de cada pente a por¢cao contendo o algodéao foi
mergulhada em solugdes de biopolimero e agente reticulante para formacgao do filme
polimérico.

Primeiramente, mergulhou-se o swab na solugdo de SAQQ 0,2%, na qual ficou
por 20 min. Decorrido este tempo, retirou-se o swab da solugdo e com toalhas de
papel descartavel removeu-se o excesso de solugédo. Entdo, mergulhou-se o swab
em solugéo do reticulante GLU 2,5% também por 20 min. O contato do swab com as
solugdes de SAQQ e reticulante ocorreu de forma intercalada e sempre em periodos
fixos de 20 min.

Foram avaliadas duas alternativas para o procedimento descrito, sendo a pri-
meira delas com trés camadas no total, sendo duas de SAQQ e uma de reticulante.
Esse processo levou 60 min (Figura 15) e, ao longo do texto, sera identificado como
filme polimérico multicamadas com 2 camadas de SAQQ (FM-2C).



Capitulo 4. Metodologia 47

Figura 15 — Demonstragdo da produgdo do swab revestido com duas camadas de
polimero (SAQQ) e uma de reticulante (GLU).

Fonte: Autor (2022).Criado em BioRender.

A outra alternativa de filme polimérico avaliado foi com sete camadas no total,
sendo quatro de SAQQ e trés de agente reticulante. Esse processo levou 2 horas

e 20 min, (Figura 16) e, ao longo do texto seréd identificado como filme polimérico
multicamadas com 4 camadas de SAQQ (FM-4C).

Figura 16 — Demonstracdo da producédo do swab revestido com quatro camadas de
polimero (SAQQ) e trés de reticulante (GLU).

L | ‘ |‘ i1
SAQQ: 20min.

- 4

Fonte: Autor (2022). Criado em BioRender.

Depois de finalizada a formag&o das camadas, os swabs revestidos foram secos
em temperatura ambiente por 12 horas e em seguida, foram acoplados no dispositivo
para realizacdo da extracdo. A Figura 17 apresenta um esquema contemplando os
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materiais utilizados para fixacao das hastes nos pentes, bem como as hastes ja fixadas
no pente e também acopladas ao dispositivo 96 well plate para extracao.

Figura 17 — Demonstragao da utilizagdo das hastes flexiveis utilizadas acopladas ao 96
well plate: a) materiais utilizados; b) hastes fixadas no pente; c) utensilios
para fixagcdo do pente na escova; d) pente fixado a escova; e) dispositivo
pronto para ser utilizado com a placa de 96 pogos com capacidade de 2
mL cada.

i

Fonte: Autor (2022).

A reprodutibilidade da producao do filme sobre a porcao de algodao da haste
flexivel foi avaliada utilizando 8 hastes flexiveis diferentes e os resultados foram expres-
sos como o desvio padrao relativo, do inglés Relative Standard Deviation (RSD) obtido
ao se avaliarem os valores de massa das 8 hastes sem o filme e com o filme aderido.

4.6 AVALIACAO PRELIMINAR DA EXTRACAO E DESSORGAO DOS ANALITOS
POR TF-SPME

Nos primeiros experimentos avaliou-se, de forma simultanea, o numero de ca-
madas de polimero e de reticulante utilizados para formacéo do filme fino, a solucao
utilizada para dessorcao dos analitos, e por fim, a composicao de uma solugao no qual
os analitos ja eluidos seriam diluidos e injetados. Os experimentos realizados estdo na
Tabela 4. Para avaliagao destes parametros foi utilizada solugdo padrao dos analitos
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em concentragdo 5 mg L~1. A extracdo ocorreu por 30 minutos e a dessorcéo por 20
minutos.

Tabela 4 — Relacao de experimentos para avaliagdo do filme polimérico, numero de
camadas de polimero e solugcao de dessorcao.

Filme Solucao de

Experimento s ~
polimérico dessorcao

1 FM-2C HCI 0,1 mol L-T e 20% ACN
2 FM-2C HCI 0,1 mol L-1e 20% ACN
3 FM-2C HCI 0,01 mol L1
4 FM-2C HCI 0,01 mol L1
5 FM-4C  HCI 0,1 mol L-1 e 20% ACN
6 FM-4C HCI 0,1 mol L-1 e 20% ACN
7 FM-4C HCI 0,01 mol L1
8 FM-4C HCI 0,01 mol L1
9 Sem filme HCI 0,1 mol L=1 e 20% ACN
10 Sem filme HCI 0,1 mol L=! e 20% ACN
11 Sem filme HCI 0,01 mol L1
12 Sem filme HCI 0,01 mol L1

Fonte: Autor (2022).

Os resultados foram avaliados através da média geométrica das areas obtidas
para o sinal de ambos os analitos.

4.7 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DE EXTRAGAO E DESSORCAO POR TF-
SPME

As demais variaveis envolvidas no processo de extracao e dessorcao foram
avaliadas através de planejamento fatorial fracionario. Utilizou-se solu¢des de agua
ultrapura e padrdes analiticos em concentracdo de 5 mg L~1. Foram avaliados os pa-
rametros tempo de extracéo, tempo de secagem, tempo de dessorcéo, pH da amostra
e adicao de sal para forca i6nica. Os procedimentos de extracao foram realizados em
pocos de 2 mL para o sistema de 96 well plate, utilizando o volume de 1 mL, sendo a
amostra com pH e forca ibnica ajustados de acordo com as propriedades dos analitos.
O processo de dessorcao foi realizado também em pocos de 1 mL e o volume de
solvente de dessorc¢éao foi de 0,5 mL.

A Tabela 5 traz a relagéo dos experimentos realizados e suas respectivas condi-
coes.
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Tabela 5 — Relacdo de experimentos para o Grafico de Pareto.

Tempo de H Tempo de Tempo de
Experimento extracdo % de NaCl pm secagem dessorcao
- da extracao - -
(min.) (min.) (min.)
1 10 0 4,5 00 20
2 10 0 4,5 20 10
3 10 0 55 00 10
4 10 0 55 20 20
5 10 25 4,5 00 10
6 10 25 4,5 20 10
7 10 25 5,5 00 20
8 10 25 55 20 10
9 30 0 4,5 00 10
10 30 0 4,5 20 20
11 30 0 55 00 10
12 30 0 55 20 10
13 30 25 4,5 00 20
14 30 25 4,5 20 10
15 30 25 55 00 10
16 30 25 55 20 20

Fonte: Autor (2022).

A média geométrica das areas dos picos cromatograficos dos analitos em cada
experimento foi utilizada para a geracao do Gréfico de Pareto.

4.8 ENSAIOS DE REUTILIZACAO DOS DISPOSITIVOS TF-SPME E AVALIACAO
DO USO DE HASTES FLEXIVEIS CONVENCIONAIS COMO ALTERATIVAS DE
SUPORTE SOLIDO

Os experimentos foram realizados com o objetivo de verificar se as hastes
flexiveis swab contendo o filme polimérico poderiam ser utilizadas por mais de um ciclo
completo (extracao e dessorcao) e se possivel, quantas vezes, sem perder a eficiéncia
de extracao. O experimento foi feito em duplicata, utilizando agua ultrapura e os analitos
na concentracdo de 5 mg L. O filme polimérico foi produzido uma Gnica vez, conforme
o apresentado na Figura 16. Foram feitos 3 ciclos utilizando a mesma haste flexivel
swab, e entre eles, as mesmas foram lavadas com agua ultrapura corrente e colocadas
para secar em estufa (aprox. 45°C) por 30 min, até que se percebesse que a porcao
de algodao estivesse seca. Os experimentos foram conduzidos conforme descrito na
Secao 4.4 e a avaliagao dos resultados foi feita com a injecao dos extratos da primeira
e terceira utilizacao, identificadas respectivamente como ciclo 1 e ciclo 3. Os resultados
foram expressos através da média geométrica dos analitos e comparados através do
teste t de Student.
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Com excecao destes experimentos, em todos os demais foram utilizadas hastes
flexiveis novas com filme polimérico produzido e utilizado uma unica vez.

Para fins comparativos, em relacédo a eficiéncia do procedimento de extracao
proposto no presente trabalho, optou-se por avaliar as repostas geradas ao se utili-
zarem hastes flexiveis convencionais, adquiridas em farmacias de Florianépolis, SC.
Para os experimentos dessa segéo foram utilizadas no total 4 hastes flexiveis, 2 do tipo
swab e 2 do tipo convencional, para que suas respostas fossem comparadas. A fixagao
das hastes flexiveis comerciais nos pentes do 96 well plate seguiu 0 mesmo procedi-
mento ja descrito, bem como o processo de produgéo do filme polimérico, foi 0 mesmo
utilizado para as hastes swab usados nos demais experimentos. O processo de extra-
cao e todos os seus parametros foram também mantidos iguais. As extracoes foram
feitas em &gua ultrapura e a concentracao utilizada dos analitos foi de 5 mg L=1. Os
resultados foram expressos através da média geométrica dos analitos e comparados
através do teste t de Student.

As hastes flexiveis convencionais apresentam nas duas extremidades a por¢céao
de algodao, enquanto que as hastes flexiveis swab possuem algodao apenas em uma
extremidade. Dessa forma, para avaliagdo das duas unidades de hastes convencio-
nais foram utilizadas apenas a porcao de algodao de uma extremidade, e a outra foi
descartada, conforme sugere a Figura 18

Figura 18 — Demonstragéo da utilizagcao das hastes flexiveis convencionais e swab.
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Fonte: Autor (2022). Criado em BioRender.
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4.9 PARAMETROS DE MERITO

As curvas de calibracao foram obtidas em cinco niveis de concentracao (5, 10,
15, 20 e 25 mg L~! para ambos os analitos) realizados em duplicata (n=2). Uma das
curvas foi realizada em agua ultrapura e a outra utilizando amostra de vinho branco
diluida 1000 vezes e fortificada com padrdes. Os dados obtidos foram utilizados para
verificar o efeito de matriz através do teste t de Student, para determinar a faixa linear
de trabalho e coeficiente de determinacao (R2). Os valores de limite de deteccao, do
inglés Limit of Detection (LOD), e limite de quantificagéo, do inglés Limit of quantifica-
tion (LOQ) foram obtidos pelo método relacao sinal/ ruido. A precisao do método foi
realizada em agua ultrapura e avaliada com base no RSD das areas dos analitos e a
recuperacgao relativa do método foi avaliada por meio de trés niveis de concentragao
(5, 15 e 25 mg L~1) da curva de adicéo de padrao utilizando amostra de vinho branco.

4.10 APLICAGAO DO METODO PROPOSTO EM AMOSTRAS DE VINHO

As amostras de vinho foram adquiridas de comércios locais de Floriandpolis,
SC. O armazenamento foi feito em frascos de vidro a&mbar, os quais foram mantidos
sob refrigeracao no laboratério de pesquisa.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 SEPARACAO E DETECCAO DOS ANALITOS POR LC-MS MS

Para separacao e deteccao dos analitos utilizou-se um método ja descrito na
literatura, porém com algumas adaptagdes.(NARDINI et al., 2021)

A sequir, a Figura 19 mostra um cromatograma com solucédo padréo dos ana-
litos em concentragdo 5 mg L~! e seus respectivos tempos de retencéo, depois das
adaptacodes feitas. As condicbes cromatograficas estdo descritas em topico anterior.

Figura 19 — Cromatograma contendo os analitos e seus respectivos tempos de reten-
cao. Condicdes experimentais: vide metodologia
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O método no qual este trabalho é baseado utilizou uma coluna SeQuant®ZIC®-
HILIC e fase moével no modo isocratico, composta por acetonitrila e tampao formiato
de amobnio na proporcao 75:25 (v/v) e o volume de injecao utilizado foi de (15 puL).
Nessas condi¢bes, os tempos de retengdo para os analitos foram 5, 17 min. para o
acido sucinico e 5,19 min, para o acido latico. (NARDINI et al., 2021)

As principais alterag6es feitas no método descrito no paragrafo anterior consis-
tem na troca da coluna, fase mével e volume de injecdo. Para ess estudo, a coluna
utilizada foi LARIHC- CF6-P, para a fase movel utilizou-se um gradiente de agua e
acetonitrila especificado na Tabela 2 e volume de injecao reduzido para 5 uL. Apés as
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modificacbes propostas, o tempo de retencao do acido succinico foi de 4,85 min. e 0
para o acido latico, 6,19 min.

As colunas utilizadas em ambos os trabalhos apresentam o mecanismo de se-
paracao cromatografia liquida de interacao hidrofilica, do inglés hydrophilic interaction
liquid chromatography (HILIC), sendo a fase estacionaria da SeQuant®ZIC®-HILIC a
base de compostos zwitteridnicos e na coluna LARIHC- CF6-P a base da fase esta-
cionaria quiral foi ciclofrutano nativo (CF-6) desenvolvida pelo grupo do professor Dr.
Daniel Armstrong e comercializada pela empresa AZYP (Texas, Estados Unidos).

Métodos analiticos utilizando HILIC sé&o eficientes para separagédo de compostos
polares e ionizaveis, e combinam caracteristicas das diferentes abordagens utilizadas
em cromatografia liquida, pois utiliza fases estacionarias semelhantes a cromatografia
liquida de fase normal, do inglés normal phase liquid chromatography (NPLC) e fases
mdveis similares a cromatografia liquida de fase reversa, do inglés reverse phase liquid
chromatography (RPLC), e ainda, interagdes eletrostaticas entre os analitos e a fase
estacionaria. (ERKMEN et al., 2020)

A utilizacao de HILIC tem crescido ao longo dos anos, e se destacado por varias
razdes, dentre elas a alta frequéncia analitica dos métodos propostos, as diferentes
classes de compostos contemplados e os niveis de sensibilidade atingidos. (WANG, D.
et al., 2022)

Além das vantagens citadas, alguns autores reportam a utilizagdo de HILIC
junto de LC-MS/MS e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, do
inglés Liquid Chromatography Coupled with Mass Spectrometry (LC-MS)para andlise
de amostras complexas. A sensibilidade atingida quando métodos simples de preparo
de amostra sdo adotados demonstra a eficiéncia de separacao verificada nas colunas
HILIC. (LI et al., 2022; HEFNI et al., 2021)

5.2 ANALISES QUIMICAS DO FILME POLIMERICO PARA UTILIZACAO EM TF-
SPME

As analises expostas a seguir foram feitas com FM-4C, detalhado na se¢ao an-
terior, pois essa foi a condicao escolhida como ideal para producao do filme polimérico.
Essa escolha sera discutida com mais detalhes ao longo desta secéo.

5.2.1 Massa das hastes flexiveis utilizadas para TF-SPME

Neste topico sera apresentada uma avaliacdo da massa obtida pela pesagem
das hastes flexiveis. Essa etapa permite a verificacdo da adesédo do polimero e do
agente reticulante na superficie do algodao. Para isso, 8 unidades de hastes flexiveis
foram pesadas antes e depois de passar pelo procedimento de producao do filme
polimérico. Os resultados obtidos foram utilizados para confeccdo de um grafico de
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barras, exposto na Figura 20, onde sao apresentados os dados de massa de 8 hastes
flexiveis avaliadas individualmente sem e com o filme de SAQQ.

Figura 20 — Grafico de barras para avaliagado da variacao da massa das hastes flexi-
veis sem e com o filme de SAQQ. Dados de massa de 8 hastes flexiveis
avaliadas individualmente sem e com o filme de SAQQ.
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Fonte: Autor (2022).

Na Figura 21 s&do apresentados os dados de massa atraves da média das 8
unidades avaliadas sem e com o filme de SAQQ.
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Figura 21 — Grafico de barras para avaliacao da variacdo da massa das hastes flexiveis
sem e com o filme de SAQQ. Dados de massa média das 8 unidades
avaliadas sem e com o filme de SAQQ.
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Fonte: Autor (2022).

A partir do grafico exposto € possivel perceber um aumento de massa em
relagdo a haste flexivel sem filme polimérico para a haste flexivel com filme polimérico.
A média, em gramas, obtida para as hastes flexiveis sem filme polimérico foi de 0,172 g
e a média obtida para as hastes flexiveis com filme polimérico foi de 0,215 g. Verificou-
se, portanto, que o filme polimérico proporcionou um aumento medio de 25% na massa.

A precisao e a reprodutibilidade podem ser estimadas pela anélise dos valores
de massa pesados das 8 unidades avaliadas. O RSD obtido entre as hastes flexiveis
sem filme polimérico foi de 3,3%, e entre as hastes flexiveis com o filme foi de 6,8%. O
RSD baixo das hastes flexiveis com filme indica que, durante a formacao desse, houve
uniformidade adequada entre as hastes flexiveis preparadas. Pode-se indicar que as
hastes flexiveis possuem quantidades muito semelhantes do filme polimérico, e isso
contribui para a precisao do método de extracdo dos analitos por TF-SPME.
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5.2.2 Microscopia eletronica de varredura

A andlise foi realizada com o objetivo de avaliar a morfologia da por¢céao de
algodao com filme polimérico, conforme a Figura 22.

Figura 22 — Imagem obtida por MEV da porcéao de algodao com filme polimérico (FM-
4C) com aproximacao de 200x.

Fonte: Autor (2022).

Os resultados obtidos permitem observar que a mudancga proposta com SAQQ
nao produziu alteragcao na morfologia do suporte utilizado mantendo a caracteristica de
permeabilidade do material. A presenca de fibras numerosas no substrato contribuem
para a interacdo desse com a fase extratora e proporcionam vantagens em relagéo a
um suporte que ndo apresenta essa caracteristica.

Nesse sentido, o uso de um substrato permedavel em técnicas de microextragéo
pode desempenhar um papel fundamental na taxa de transferéncia de massa da matriz
para o sorvente. A Figura 23 traz uma demonstracdo de como um substrato permeavel
e impermeavel pode afetar a extracao. (KABIR et al., 2017)
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Figura 23 — Comparacao entre o fluxo de liquido através de um substrato de microex-

tracdo permeavel e impermeavel.
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Fonte: Adaptado e traduzido de (KABIR et al., 2017)

A demonstracdo representada na Figura 23 apresenta uma comparagao entre
o fluxo de amostra da matriz para o substrato contendo o sorvente, quando esse é
permedvel e impermeavel. E possivel observar que, no segundo caso, uma fragdo do

fluxo colide com a superficie e assume o sentido inverso. Como consequéncia, apenas
uma fracdo dos analitos interage com o sorvente. Ou seja, ocorre maior difusdo no
interior do substrato permeavel, proporcionando tempos menores de equilibrio de
extragcdo quando comparados a dispositivos sem essa caracteristica. (ALCUDIA-LEON

et al., 2009; KABIR et al., 2017)

5.2.3 Analise de infravermelho por transformada de Fourier

A Figura 24 é o espectro de IV obtido para comparagao entre a haste flexivel
em branco, a haste flexivel com o filme biopolimérico e apenas o biopolimero SAQQ.
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Figura 24 — Espectro de |V para as hastes flexiveis sem o filme polimérico, com filme
polimérico e polimero SAQQ
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Fonte: Autor (2022).

Em azul, as bandas relativas ao SAQQ podem ser atribuidas aos estiramentos
de O-H e N-H na regido préxima a 3300 cm~! dos grupos &lcool e aminos caracte-
risticos da quitosana. E possivel observar uma banda mais fraca, correspondente ao
estiramento das ligacées C-H na regido entre 2900 cm~! e 2875 cm~! presentes na
estrutura. Bandas caracteristicas do grupo amida, referente as ligagdes C-O podem
ser vistas na regido préxima a 1640 cm~' e 1375 cm~! (SAJOMSANG et al., 2009;
ABUEVA et al., 2021).Proximo a 1580 cm~! aparece a banda relativa a ligacdo N-H,
do grupo amino, essa banda nao € tao intensa pois refere-se a amina primaria, que
estava na quitosana e foi parcialmente substituida para dar origem ao SAQQ. Contudo,
na regiéo proxima a 1490 cm~1 e 1640 cm~1 observa-se dois picos de absorcao, con-
firmando a alteragédo estrutural da quitosana para SAQQ, pois este sinal é referente
as ligagbes C-H do grupo metil, presentes no substituinte aménio quaternario e da
ligacdo C=0 da amida secunddria, respectivamente.E em regides proximas a 1150
cm~1, 1050 cm~! e 1030 cm~! podem ser relacionadas a ligagées do tipo C-O-C e
C-O (SAJOMSANG et al., 2009; ABUEVA et al., 2021).

As linhas em vermelho e preto apresentam perfil mais semelhante, pois se
tratam da amostra de algodao e do algodao com filme polimérico, respectivamente. Na
amostra de algodao, as caracteristicas da celulose irdo predominar no espectro, e no
algodao com filme polimérico, essa tendéncia se mantem, porém com diferengas sutis,
que podem estar relacionadas ao SAQQ (HOSPODAROVA et al., 2018).Para essas
amostras, observa-se picos na regido de 3600 cm~1 e 2900 cm~1, caracteristicos dos
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polissacarideos, sendo proximo a 3300 cm~! relativo as ligacées O-H e proximo a 2900
cm~1 relativo a ligagées C-H. Bandas tipicas também relacionadas a celulose podem
ser observadas, em regides como 1430 cm~1, 1370 cm™1, 1335 cm™1, 1025 cm™1 e
900 cm~! séo referentes aos grupos —CH, e —CH, -OH e C-O (HOSPODAROVA et al.,
2018).

Foram observadas pequenas diferengcas entre os espectros de IV da haste
modificada para a ndo modificada, o que pode ser um indicio da presencga do filme
polimérico: as sobreposicao das bandas caracteristicas do SAQQ foram sobrepostas
as bandas da celulose.

5.3 OTIMIZACOES DO PROCEDIMENTO DE EXTRAGAO

5.3.1 Avaliacao preliminar do filme polimérico, condicoes de dessorcao e dilui-
cao pré-injecao

Em uma primeira etapa, foram avaliados simultaneamente o nimero de cama-
das do filme polimérico e duas condi¢des de dessorcdo. Em relacdo ao numero de
camadas, foram avaliadas as opcoes de quatro camadas de polimero com trés de
agente reticulante (FM-4C) e duas camadas de polimero com uma de agente reticu-
lante (FM-2C) .

Para a dessor¢cédo dos analitos, avaliaram-se duas alternativas, identificadas
como Condicdo 1 (solucdo de &cido cloridrico 0,1 mol L=1 com 20% de acetonitrila)
e Condicao 2 (solucéo de solucdo de &cido cloridrico 0,01 mol L=1) . Para avaliar a
diluicdo dos analitos antes da injegdo no sistema cromatografico, foram feitos testes
com agua ultrapura e com aménia em concentragdo 0,05 mol L=1. A aménia utilizada na
diluigdo melhorou o perfil dos sinais dos analitos no cromatograma quando comparado
com a agua. Por isso, foi utilizada como um dos componentes da diluigéo final.

A Figura 25 apresenta o grafico de barras obtido para avaliacao simultanea das
camadas do filme polimérico e condicao de dessorcao.
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Figura 25 — Gréfico de barras para avaliacdo simultdnea do nimero de camadas de
filme e solugdo de dessorgéo. Filmes poliméricos: FM-2C (filme multica-
madas com 2 camadas de SAQQ); FM-4C (filme multicamadas com 4
camadas de SAQQ). Condicao 1: 0,1 mol L -1 de HCI e 20% ACN; Condi-
céo 2: 0,01 mol L -1 de HCI.
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Fonte: Autor (2022).

Primeiramente, o grafico nos permite concluir que, dentre todas as condicdes
avaliadas, as barras de menor intensidade s&o relativas aos resultados da utilizagao
das hastes sem modificacdo. Ja as hastes flexiveis modificadas, com ambas as alter-
nativas propostas para o filme polimérico, apresentaram barras de maior intensidade.
Verifica-se, portanto, que a modificagao melhorou a eficiéncia da extragao e possivel-
mente é um indicio da presenca do SAQQ na haste.

A partir dos resultados expostos no gréafico, buscou-se por uma condicdo com-
promisso, na qual se obtivesse a melhor resposta para os analitos. Essa condicdo pode
ser considerada como duas camadas de biopolimero e uma de agente reticulante (FM-
2C) e condicéo 2 de dessorgao (acido cloridrico 0,01 mol L~1).

Porém, o filme formado com apenas 2 camadas de polimero provavelmente
apresentaria menor estabilidade, quando comparado a um filme com 4 camadas de
polimero, e essa € uma caracteristica importante ao se considerar a possibilidade
de reutilizagdo do mesmo filme. A resposta obtida com quatro camadas de SAQQ,
dessorcao em solucdo de Aacido cloridrico 0,1 mol L=! com 20% de acetonitrila foi
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ligeiramente menos eficiente, porém ainda assim, apresentou melhora consideravel
em relacado ao suporte sem modificagdo. Por essa razao, foi escolhido o FM-4C na
condicao 1 de dessorcao.

Os demais experimentos foram conduzidos a partir das condigdes previamente
definidas e discutidas nesse tépico, sendo portanto, o filme composto por 4 camadas
de SAQQ e 3 camadas de GLU, dessorcdo em solugao acido cloridrico 0,1 mol L™
com 20% de acetonitrila.

5.3.2 Efeito de secagem

O algodao/celulose apresenta notavel hidrofilicidade. Por essa razédo, estudou-
se a possibilidade de inclusdo de uma etapa de secagem da haste flexivel entre a
extracao e a dessorcgao, cujo objetivo foi verificar se na dessorcao, os analitos estavam
de fato sendo dessorvidos para a solugao a ser injetada, ou se o algodao da haste fle-
xivel, por estar umedecido com as solu¢des do padrdes, acabava apenas transferindo
este excesso de solugcédo contendo os analitos para a solugcéao de dessorgao.

O efeito de secagem foi avaliado no préprio dispositivo 96 well plate, no qual as
hastes flexiveis permaneceram fixadas no pente ap6s a extracéo, sob agitacdo em um
poco vazio por 20 min. Ao final deste tempo, percebeu-se a presenca de solugédo no
poco, € concluiu-se que o excesso de solucao de extracdo presente na haste havia
sido retirado. Essa etapa de secagem foi incluida no planejamento fatorial fracionario,
para interpretacdo do seu resultado através do grafico de Pareto, discutida a seguir.

5.3.3 Adicao de sal, tempo de extracao, pH da extracao, tempo de secagem e
tempo de dessorcao

Essa otimizacgao foi realizada pelo planejamento fatorial fracionario, através de
16 experimentos, (Tabela 5). Os resultados obtidos podem ser observados na Figura 26,
através de um grafico de Pareto. Esse modelo de grafico nos permite identificar, a partir
de um conjunto de variaveis, quais sao significativas no contexto avaliado, sendo as bar-
ras que ultrapassam a linha vertical vermelha os fatores estatisticamente significativos
(GHANI et al., 2018).
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Figura 26 — Grafico de Pareto gerado pelos experimentos de planejamento fatorial
fracionario relacionados na Tabela 5, secdo Metodologia.
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Fonte: Autor (2022).

Através do grafico apresentado é possivel concluir que, apenas uma das varia-
veis testadas € significativa, pois verifica-se apenas uma barra ultrapassando a linha
tracejada vertical. Essa barra representa os resultados gerados pela avaliagao da por-
centagem de NaCl adicionado a solucao durante a extracao. O valor negativo expresso
proximo a barra indica que valores menores, em rela¢do ao intervalo testado (0 e 20%),
seriam mais adequados.

Dessa forma, foram feitas novas extragcdes mantendo-se os demais parametros
fixados, e variando-se a quantidade de NaCl. Foram testados niveis de NaCl em con-
centragdes de 1%, 5% e 10%. Os resultados gerados sé&o expressos Figura 27 em um
grafico de barras. Os trés niveis foram avaliados em duplicata e os valores utilizados
para confeccao do grafico sao referentes a média geométrica das areas dos sinais.
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Figura 27 — Grafico de barras para avaliagao da resposta dos analitos em relagdo a
quantidade de NaCl em 3 niveis de concentragédo: 1%, 5% e 10%.
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Fonte: Autor (2022).

A partir do gréfico, € possivel concluir que as melhores respostas foram geradas
com 10% de NaCl. Portanto, essa foi a condicao escolhida.

A contribuicdo da adi¢ao de sal pode ser justificada pelo efeito salting out, que
reduz a solubilidade dos analitos na solugéao e facilita a extracao por esse motivo. Esse
fenémeno ocorre em casos em que os analitos presentes em solugdes aquosas sao
hidrofilicos, entdo, ao adicionarmos um sal, 0 mesmo ira se dissociar e existira uma
forma de "competicdo"em relacdo a afinidade com as moléculas de agua, entre o sal
e os analitos. Devido as interagdes eletrostaticas serem fortes, os ions gerados pela
dissociagdo do sal e a 4gua apresentardo maior interagao, dessa forma, os analitos
ficariam mais suscetiveis a migrar da agua para a fase extratora, facilitando assim a
extracdo dos mesmos (WANG, M. et al., 2021; OTOUKESH et al., 2019).

Neste trabalho, utilizou-se como suporte para a fase extratora fibras de celulose,
através de uma porcao de algodao, disposta na ponta de uma haste flexivel. Sobre
0 algodao, foi formado um filme polimérico, identificado como FM-4C (4 camadas de
SAQQ intercaladas com 3 camadas de GLU).

A dessorcdo em solucéo de &cido cloridrico 0,1 mol L= com 20%ACN. O pH
da amostra para extracdo foi mantido por volta de 5, e a extracdo durou 30 min. A
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secagem durou 20 min e a dessorcao também. Ao todo, o procedimento levou 70 min.

Considerando que o presente trabalho busca propor um método com alta frequén-
cia analitica, utilizou-se o dispositivo 96 well plate, e dessa forma, considerando situa-
cbes em que for necessario o uso de sua maxima capacidade, tem-se uma razao entre
0 numero de amostras por minuto igual a 1,37 amostra/min.

Pelo grafico de Pareto, o pH da extragao nao foi sinalizado como uma variavel
significativa, porém sugere-se que o valor seja maior em relagéao ao intervalo estudado,
que foi entre 4,5 e 5,5. Devido ao fato dos analitos serem &cidos, essa faixa de pH para
a extracao contempla todos os valores de pKa dos acidos estudados, indicando que,
o pH é maior do que o pKa, e por isso, esses acidos estao ionizados. Nessa situagao,
0s acidos estao ionizados, e assumem carga negativa. Essa condi¢do é fundamental
para que ocorra a interagcao eletrostatica entre os analitos, carregados negativamente,
e a fase extratora, formada pelo filme polimérico de SAQQ, carregado positivamente.
Na etapa de dessor¢ao, a solucédo esta acida, com pH de 1 e 20% de ACN em sua
composicao. Nessa condi¢ao, os analitos estarao neutros, visto que nessa etapa os
valores de pKa sdo maiores do que o valor de pH da solugao.

5.4 AVALIACAO DA UTILIZACAO DE HASTES FLEXIVEIS CONVENCIONAIS E
TESTES DE REUTILIZACAO

Os dados obtidos para a comparacao entre a utilizacdo das hastes flexiveis
convencionais e swab estdo apresentados na Figura 28, na qual sdo apresentados
os dados normalizados da média obtida para as areas dos dois analitos. Pode-se
perceber que o desempenho das hastes convencionais e swab sdo semelhantes, e
que possivelmente a substituicdo das hastes swab pelas hastes convencionais pode
ser uma alternativa para tornar o método ainda mais acessivel, porém mais estudos
precisam se feitos para este fim.
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Figura 28 — Gréfico de barras para comparativo da utilizagdo das hastes flexiveis con-
vencionais e swab com filme polimeérico.
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A partir do grafico, observa-se que ha uma diferengca maior entre os dados
gerados pelas hastes flexiveis convencionais do que pelas hastes flexiveis swab. Essa
diferenca também pode ser percebida em relacdo aos valores de RSD obtidos para
os analitos sendo 33% para o acido succinico e de 23% para o acido latico quando
extraidos com hastes flexiveis convencionais, e 17% para o acido succinico e 6% para
o acido latico quando extraidos com hastes flexiveis swab.

Uma das possiveis justificativas para os resultados citados pode estar relaci-
onada a quantidade de algodéo fixado na ponta das hastes. Durante o processo de
produgao das hastes flexiveis convencionais, que utilizamos no nosso dia-a-dia, € pos-
sivel que a quantidade de algodao em cada haste ndo seja controlada de forma muito
rigida, em relacao a uniformidade, quando comparado as hastes do tipo swab, utiliza-
das em estudos clinicos e pesquisas, inclusive para o desenvolvimento do presente
trabalho.

Portanto, o uso de hastes flexiveis convencionais pode ser uma opc¢ao para
simplificacédo e reducao de custos para o preparo do material sorvente, porém, estudos
deveriam ser feitos com diferentes marcas, a fim de verificar a reprodutibilidade em
relagéo a quantidade de algodao presente em cada haste, e que fosse utilizada aquela
com maior uniformidade entres as unidades.

A reutilizagédo das hastes flexiveis swab com filme polimérico FM-4C foi conside-
rando os valores de dreas geradas para os dois analitos estudados quando a mesma
haste flexivel foi utilizada uma Unica vez e trés vezes consecutivas, sendo identificadas
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respectivamente como Ciclo 1 e Ciclo 3. Os resultados obtidos para essa avaliacéo
estdo apresentados na Figura 29.

Figura 29 — Gréfico de barras para comparativo da reutilizacdo das hastes flexiveis
swabcom filme polimérico.
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Primeiramente, é possivel perceber que cada um dos analitos responde de uma
maneira diferente para a reutilizacdo do dispositivo. Para o acido succinico, conforme
aumentam-se o numero de ciclos utilizando a mesma haste, aumenta a resposta
gerada.

J& para o acido latico, percebe-se um decréscimo nos valores obtidos, conforme
aumentam-se os ciclos de reutilizacao, sugerindo uma possivel perda da eficiéncia do
dispositivo. Entretanto, estudos mais robustos sdo necessarios para conclusdes mais
assertivas sobre a reutilizacao.

De forma geral, para as metodologias com FPSE, alguns autores sugerem que
a reutilizacao do dispositivo é possivel, desde que seguidos procedimentos especificos
de condicionamento e secagem (CELEIRO et al., 2020a). Ja outros, devido a simplici-
dade de confeccéo do dispositivo entendem que seu uso por uma unica vez é viavel.
(PEREZ-MAYAN et al., 2019)

Nessa avaliagdo também foi utilizado o teste de T de Student, com o objetivo
de avaliar estatisticamente os valores obtidos para cada analito. Foi utilizado o teste
t de Student, para valores homogéneos nas seguintes condicdes: tTabelado (2; 0,05)
bicaudal. Assumiu-se as hipoteses Hy = ndo ha diferenca significativa entre as variaveis
e Hy = ha diferenca significativa entre as varidveis. Segundo os dados obtidos na
Tabela 6, tTab apresenta valores menores do que TCalc, e por isso assume-se que
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nao houve diferenga significativa para ambos os analitos, entre os resultados obtidos
para a reutilizacao da haste entre o Ciclo 1 e Ciclo 3.

Tabela 6 — Resultados do teste t de Student para comparacao das areas obtidas para
os analitos para avaliacdo da reutilizacdo da haste flexivel com filme poli-
meérico por 3 ciclos de extragéo.

Analito tTab tCalc
Acido

90 993 430
Succinico

Acido o5 439
Latico

Fonte: Autor 2022.

E possivel concluir que, ao menos por 3 ciclos, 0 mesmo filme polimérico pode
ser utilizado.

5.5 AVALIACAO DO EFEITO DE MATRIZ E PARAMETROS DE MERITO DA METO-
DOLOGIA PROPOSTA

A partir das condicdes previamente fixadas, foram construidas duas curvas de
calibracao, externa e por adicao de padrao, com o objetivo de comparar os coeficientes
angulares gerados em cada uma delas e avaliar o efeito de matriz. Para avaliar se as
médias dos coeficientes angulares obtidos eram significativamente distintas foi utilizado
o teste t de Student, para valores homogéneos nas seguintes condi¢des: tTabelado (2;
0,05) bicaudal. Assumiu-se as hipoteses Hy = ndo héa diferenga significativa entre as
variaveis e Hy = ha diferenca significativa entre as variaveis. Os resultados estdo na
tabela Tabela 7

Tabela 7 — Resultados do teste t de Student para comparacao das inclinacées das
curvas com padronizacéo por adicdo de padrdo e por calibracdo externa
para os dois analitos.

. Inclinagao curva Inclinagao curva
Analito  tCalc  tTab externa por adicao de padrao
Acido 545 44 1385000,0 1195000,0
succinico
Acido .4 44 264760,0 2953315
Latico

Fonte: Autor 2022.

Os resultados do teste t indicaram que nao houve efeito de matriz para ambos
os analitos, pois os valores de tCalculado sdo menores do que os valores de tTabelado.
Portanto, a quantificacao destes analitos em amostras diversas pode ser realizada
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utilizando uma unica curva de calibracdo externa, assim como os parametros de mérito,
que séo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Pardmetros analiticos de mérito para o método proposto.

Pari Acido Acido
arametro ac ci
succinico Latico
Faixa linear
de trabalho (mg L") 5-25 5-25
Fduagao y = 1,43E+06x - 3,00E+06 y = 2,32E+05x + 4E+06
da reta
Coeficiente de
determinacao (R?) 0,9696 0,9749
Limite de
deteccdo (LOD) (mg L") 0,11 0,99
Limite de 0.38 207

quantificacdo (LOQ) (mg L-1)

Fonte: Autor (2022).

Os valores obtidos para coeficiente de determinacao devem estar préximos a
1. Os coeficientes obtidos para o método estédo relativamente préximos. A faixa de
trabalho avaliada compreendeu valores entre 5 mg L=1 e 25 mg L~ e assim como
LOD e LOQ obtidos, foram considerados adequados visto que os analitos estdo em
quantidades consideraveis nas amostras estudadas.

A recuperacgao relativa foi avaliada em trés niveis de fortificagdo. Os ensaios
foram realizados em duplicata e os resultados estdo na Tabela 9.

Tabela 9 — Resultados da recuperacéo relativa e respectivos desvios para o método

proposto.
Concentracao Concentracao ~
. . . Recuperacao
Analito adicionada determinada relativa (%)
(mg L") (mg L") 0
Acido 5 3,01 £0,08 59
o 15 15,42 + 0,25 102
succinico 25 25,72 + 0,66 102
Acido 5 5,32 £ 0,48 104
Latico 15 17,29 £1,70 114
a 25 27,64 + 3,11 110

Fonte: Autor (2022).

Para analitos presentes em niveis de mg L~! os valores obtidos para recupera-
cao sao considerados adequados pela AOAC se estiverem entre 80% e 110% (AOAC
INTERNATIONAL, 2016). Os valores obtidos para o succinico e para o latico, em sua
maioria, estdo contemplados no intervalo mencionado. O resultado do primeiro nivel de
fortificag@o obtido para o acido succinico apresentou valor fora do intervalo aceitavel,
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e uma das razdes pode estar relacionada ao efeito de matriz, devido a complexidade
da amostra em niveis mais baixos de concentracdo adicionada.

A precisao do método foi avaliada a partir do RSD obtido, também em trés niveis
de concentracado dos analitos. Foram realizadas uma duplicata autentica e duplicata
de injecao em cada um dos niveis. Os resultados estao na Tabela 10.

Tabela 10 — Resultados da precisao para 0 método proposto.

Concentracao

Analito adicionada ?3;3
(mg L) °
. 5 14
Acido 15 10
sSuccinico o5 14
Acido 0 46
Lati 15 26
atico o5 20

Fonte: Autor (2022).

Para os analitos presentes em niveis de mg L~ os valores considerados ade-
quados de RSD sao até 11% (AOAC INTERNATIONAL, 2016). Os valores obtidos para
os analitos deste trabalho, no geral, ficaram ligeiramente superiores ao limite. Possi-
velmente, o numero de etapas e a complexidade do método pode ter contribuido para
esse resultado. Novos estudos visando a automatizagao do processo de extracao ou
melhor controle das etapas envolvidas pode melhorar esse resultado.

5.6 APLICACAO DA METODOLOGIA PROPOSTA EM AMOSTRA DE VINHO

Para analise das amostras, utilizou-se a curva de calibracao externa pois ndo
foi verificado o efeito de matriz. Os resultados estao na Tabela 11.

Tabela 11 — Resultados da aplicagdo do método em amostras de vinho tinto e branco.

Amostrade Amostra de
Analito vinho branco vinho tinto

(L) (L")

Acido 3,52+0,30 3,73+ 0,33
succinico

Acido o4 171080 1444+1.78

Latico

Fonte: Autor (2022).

De forma geral, a presenca de acido succinico em vinhos confere um sabor
amargo/salgado. Em relacao aos valores encontrados, normalmente sdo menores em
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relagdo aos outros acidos presentes no vinho. Isso por que trata-se de um subproduto
das reagdes envolvidas na fermentacéo. (IVANOVA-PETROPULOS et al., 2020).

Em relacdo ao acido latico, os valores relativamente maiores obtidos nas amos-
tras podem ser indicativos da fermentacao malolatica, processo no qual ha uma diminui-
¢ao na quantidade de acido malico e aumenta a quantidade de acido latico. (IVANOVA-
PETROPULQOS et al., 2020; COELHO et al., 2018)

5.7 COMPARACAO DO METODO PROPOSTO COM METODOS DA LITERATURA

A metodologia proposta nesse trabalho contempla determinacéo de analitos em
amostras complexas, preparo de amostra baseado nos conceitos de microextracao e
explorando materiais de facil aquisicdo e bem como de origem natural, utilizacdo de
dispositivo de alta frequéncia analitica e instrumentacao com alta sensibilidade.

Conforme discutido anteriormente, a etapa de preparo de amostra é essencial
para a preservacao instrumental, pois proporciona o clean up de amostras complexas.
Preparos pouco elaborados, como dilui¢do e filtragdo, nesses casos podem prejudicar
o instrumento.

Outras metodologias de preparo de amostra reportadas na literatura também
discutem a utilizacdo da TF-SPME em conjunto com dispositivos de alta frequéncia,
como o 96 well plate para diferentes aplicacdes, porém ainda assim sao alternati-
vas demoradas, chegando até 160 min. Para esse trabalho, o tempo total foi 70 min.
totalizando menos de 1 minuto por amostra.(MIRNAGHI et al., 2011)

Em relacdo aos componentes da fase extratora e do substrato, observa-se que
algumas metodologias ainda ndo exploram alternativas com materiais sustentaveis
em seus métodos, tanto em abordagens com TF-SPME como FPSE, muitos estudos
ainda utilizam polimeros sintéticos como recobrimento. E, para formacao desse, fre-
quentemente sao adotados procedimentos com varias etapas e consumo de diversos
reagentes, como a reacao sol-gel, por exemplo, que envolve hidrélise de um precur-
sor, uso de catalisador, etc. A quitosana, apesar de ja ter sido explorada em métodos
de microextracao, foi utilizada também em metodologias do tipo sol-gel. Por muitas
vezes essas questdes dificultam a implementacdo do método por questdes de custo,
dificuldade de aquisicdo de reagentes e materiais, além de estarem pouco alinhados
com praticas ambientalmente amigaveis (WERNER et al., 2022; MESA et al., 2019;
OTOUKESH et al., 2019).

A interagdo entre derivados da quitosana e fibras de celulose também ja foi
explorada em outros estudos, porém com o objetivo de verificar sua atividade antibac-
teriana em superficies téxteis, explorando essas e outras de suas vantagens, como a
reticulacdo e modificacao de suas propriedades (ZHANG et al., 2017).

Ja no ambito de preparo de amostra, matrizes complexas, tal qual o vinho,
ja foram estudadas em trabalhos com FPSE. Um estudo reportou a determinacao
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de fungicidas e inseticidas em vinhos branco e tinto, porém, cabe ressaltar o grande
volume de amostra utilizada para a extragdo (10 mL de vinho e 10 mL de agua ultrapura)
e a necessidade de utilizacao de acessérios como filtro de seringa antes da injecédo na
instrumentacdo. (PEREZ-MAYAN et al., 2019) Nesse trabalho, o volume de amostra foi
muito inferior, e o0 volume total da solucéo de extracéo foi de 1 mL.

A quitosana e derivados como o SAQQ sao materiais de origem natural, cujas
vantagens foram exploradas em diferentes metodologias, demonstrando seu poten-
cial e versatilidade. Foram desenvolvidos métodos para cromatografia liquida de alta
eficiéncia, do inglés High Performance Liquid Cromatography (HPLC) e eletroforese
capilar, do inglés Capillary zone electrophoresis (CZE) por exemplo (VITALI et al., 2014;
CARDOSO; VITALI, 2021; SILVA et al., 2020)

Na literatura, foram encontrados diversos trabalhos baseados nos principios de
FPSE, alguns deles estdo indicados na Tabela 1 e como ja discutido, percebeu-se
que sao utilizados apenas materiais de origem sintética para compor o filme de fase
extratora, demonstrando que alternativas naturais ainda sao pouco exploradas nesse
tipo de metodologia. Em relagdo ao substrato utilizado, os trabalhos relatam que as
fibras de celulose foram provenientes da industria téxtil e sdo todas confeccionadas
de forma manual e individual, o que torna o processo trabalhoso. Por isso, como
alternativa, foram utilizadas hastes flexiveis do tipo swab no qual a por¢ao de algodao
serviu como fonte de celulose para o substrato. Esse material é de facil aquisi¢éo e
permitiu sua fixacao a dispostivos de alta frequéncia analitica, como o 96 well plate.
Também é possivel concluir que € possivel aplicar os conceitos de técnicas como FPSE
para analises das mais diversas matrizes, como uma alternativa eficiente inclusive para
determinacgao de analitos em baixas quantidades em amostras complexas. Por essa
razdo, nesse trabalho, foi explorada sua eficiéncia para o processo de clean up em
amostras complexas.

Portanto, no presente trabalho foram necessarios apenas trés reagentes para
recobrimento do substrato utilizado (solu¢éo 0,1% de SAQQ em HCI 0,01 mol L 1 e
GLU 2,5% em agua ultrapura), sendo que cada haste necessitou de 1 mL, ao todo,
para produgao do filme. O SAQQ ja sintetizado, assim como o GLU foram utilizados
em trabalhos anteriores, para outras aplicagcdes. Reforcando sua versatilidade, esse
estudo propos a utilizagdo do SAQQ como fase extratora para TF-SPME para limpeza
de amostra complexa e superacédo do efeito de matriz na determinacdo de acidos
organicos em vinho e separacao e deteccao por LC-MS/MS.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

6.1 CONCLUSOES

No presente trabalho foi proposta uma metodologia de preparo de amostra por
microextracao em filme fino a base de quitosana quaternizada suportada em fibras
de algodao de hastes flexiveis fixadas no 96 well plate para determinacao de acidos
organicos alifaticos em amostras de vinho por LC-MS/MS.

Apés preparado o sistema de microextragédo, foram realizadas algumas anali-
ses para verificar a composicao quimica e caracteristicas morfoldgicas da porcédo de
algodao contendo o filme a fim de confirmar a modificagao proposta.

Os parametros da técnica de microextracao, como solugao de extracao, solugao
de dessorgao, tempo de extracao, adicdo de sal, entre outros, foram otimizados com
auxilio de ferramentas estatisticas.

O método de separacao utilizado foi adaptado de outro estudo, ja descrito na
literatura para os acidos organicos alvo por LC-MS/MS.

A separacao cromatografica foi realizada em coluna HILIC, que séo eficientes
para separacao de compostos polares e ionizaveis. Combinam caracteristicas das dife-
rentes abordagens utilizadas em cromatografia liquida, além de agregar sensibilidade
ao método, inclusive quando utilizada para amostras complexas. Por essas razdes, e
também pela possibilidade de uso com diferentes detectores, seu uso tem crescido e
ganhado destaque ao longo dos anos.

O efeito de matriz foi avaliado na determinagao dos acidos organicos em vinho,
e usando o método de preparo de amostras otimizado, o efeito de matriz nao foi
verificado quando avaliados estatisticamente os coeficientes angulares das curvas de
calibragédo externa e por adi¢cdo de padrao.

Entao, foram avaliados os parametros de mérito da metodologia proposta in-
cluindo limite de quantificacao, limite de deteccao, faixa linear, coeficiente de correla-
¢ao, recuperacao e precisao do método proposto. O método proposto foi aplicado em
amostras de bebidas alcodlicas fermentadas, como o vinho.

6.2 PERSPECTIVAS

- Avaliar diferentes concentracdes de biopolimero e agente reticulante durante
0 processo de produgao do filme multicamadas a fim de diminuir o tempo demandado
nessa etapa.

- Avaliar de forma mais rigorosa a possibilidade de reutilizagdo do dispositivo e
substituicao das hastes flexiveis swab pelas hastes flexiveis comerciais, a fim de tornar
o método mais acessivel.

- Verificar os valores obtidos para os parametros de mérito da metodologia e
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refazer os ensaios necessarios.
- Aplicar o método em outras amostras com matrizes complexas.
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