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Preféacio

Prefacio

A agua é um dos bens mais preciosos da humanidade. A disponibilidade
de é&gua livre de contaminantes € indispensavel para o desenvolvimento
sustentavel de qualquer nacgéo, sendo essencial legislagdo e mecanismos que
esforcem esta necessidade. Por outro lado, tem havido crescente preocupacéo
com o consumo tanto de substancias de abuso licitas como de ilicitas, tendo um
tremendo impacto econdémico e social nas sociedades contemporaneas. No
entanto, tanto para o primeiro como para o segundo caso, 0S compostos estéo
normalmente presentes a nivel vestigial, sendo necessarias metodologias
analiticas inovadores que permitam a sua monitorizacdo em matrizes ambientais
e biolégicas, sem descurar os principios da Quimica Analitica Verde. Neste
sentido, os métodos analiticos deverdo contemplar abordagens mais simples e
amigas do utilizador, que empreguem menor uso de solventes organicos e que
apresentem boa relacdo custo-beneficio, sem nunca comprometer o
desempenho analitico.

A presente dissertacao, intitulada “Metodologias Analiticas Inovadoras
Baseadas em Microextracdo Adsortiva em Barra (BAUE) para a Monitorizacao
de Contaminantes e Substancias de Abuso Emergentes em Matrizes Ambientais
e Bioldgicas”, resulta do desenvolvimento, otimizacao, validacdo e aplicacdo de
abordagens analiticas baseadas em microextracdo adsortiva em barra (BAUE)
para a monitorizacdo de contaminantes emergentes (principalmente farmacos)
em matrizes ambientais, como aguas estuarinas, fluviais, de mar, entre outras.
Foram igualmente desenvolvidas metodologias para a determinacdo de
substancias de abuso em amostras de urina, soro, plasma e fluido oral. Para a
presente dissertacao foi igualmente introduzida uma nova abordagem analitica
baseada em BAUE, a microextragcédo adsortiva em barra de alto rendimento (HT-
BAUE). Este novo apparatus e ciclo analitico permitem realizar, de uma forma
simples e eficaz, o enriqguecimento de até 100 amostras em simultaneo. Todas
as metodologias desenvolvidas pautaram-se pelo excelente custo-beneficio e
bom desempenho analitico.

No decorrer da presente dissertacdo, foram realizadas diversas
publicacdes e submissdes em revistas internacionais da especialidade com

arbitragem cientifica, assim como comunicac¢des em painel e orais em encontros
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cientificos nacionais e internacionais, tendo sido possivel rever um manuscrito

por convite de uma revista internacional da especialidade com arbitragem

cientifica, como de seguida se indica:

a) Artigos em revistas internacionais da especialidade com arbitragem cientifica:

Vi

S.M. Ahmad, C. Almeida, N.R. Neng, J.M.F. Nogueira, Bar adsorptive
microextraction (BAUE) coated with mixed sorbent phases — Enhanced
selectivity for the determination of non-steroidal anti-inflammatory drugs in
real matrices in combination with capillary electrophoresis, Journal of
Chromatography B, 1008 (2016) 115-124;

A.H. Ide, S.M. Ahmad, N.R. Neng, J.M.F. Nogueira, Enhancement for
trace analysis of sulfonamide antibiotics in water matrices using bar
adsorptive microextraction (BAUE), Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, 129 (2016) 593-599;

B.B. Calado, S.M. Ahmad, C. Almeida, N. da R. Neng, J.M.F. Nogueira,
Determination of trace levels of irgarol in estuarine water matrices by bar
adsorptive microextraction, Journal of Chromatographic Science, 54:8
(2016), 1453-1459;

S.M. Ahmad, A.H. Ide, N.R. Neng, J.M.F. Nogueira, Application of bar
adsorptive microextraction to determine trace organic micro-pollutants in
environmental water matrices, International Journal of Environmental
Analytical Chemistry, 97:5 (2017) 484-498;

C. Almeida, S.M. Ahmad, J.M.F. Nogueira, Bar adsorptive microextraction
technique - application for the determination of pharmaceuticals in real
matrices, Analytical and Bioanalytical Chemistry, 409 (2017) 2093—-2106;
G.P.S. Maciel, E. Lazzari, T. Bjerk, S.M. Ahmad, J.M.F. Nogueira, A.P.
Carvalho, E.B. Caramao, Trace analysis of carbazole in commercial diesel
by using adsorption on activated biochar from rice husk pyrolysis,
International Journal of Engineering Research & Science, 3 (2017) 46-57;
F. Abujaber, S.M. Ahmad, N.R. Neng, R.C. Rodriguez Martin-
Doimeadios, F.J. Guzman Bernardo, J.M.F. Nogueira, Bar adsorptive

microextraction coated with multi-walled carbon nanotube phases -
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Application for trace analysis of pharmaceuticals in environmental waters,
Journal of Chromatography A, 1600 (2019) 17-22;

S.M. Ahmad, J.M.F. Nogueira, High throughput bar adsorptive
microextraction: A novel cost effective tool for monitoring benzodiazepines
in large number of biological samples, Talanta, 199 (2019) 195-202;
S.M. Ahmad, M.l. Gomes, A.H. Ide, N.R. Neng, J.M.F. Nogueira,
Monitoring traces of organochlorine pesticides in herbal matrices by bar
adsorptive microextraction — Application to black tea and tobacco,
International Journal of Environmental Analytical Chemistry, 00 (2019) 1—
15;

S. M. Ahmad, J. M. F. Nogueira, High Throughput Bar Adsorptive
Microextraction: Simple and effective analytical approach for the
determination of nicotine and cotinine in urine samples, Journal of
Chromatography A, em reviséo, referéncia CHROMA-S-19-0204;

S. M. Ahmad, M.N. Oliveira, J. M. F. Nogueira, Fast High Throughput Bar
Adsorptive Microextraction (HT-BAUE) for the Determination of Ketamine
and Norketamine in Urine Samples, Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, submetido, referéncia JPBA_2019 2591;

A.M. Segurado, S.M. Ahmad, N.R. Neng, H.M. Gaspar, J.M.F. Nogueira,
Development of a cost-effective strategy for rapid decision-making for the
presence of three synthetic cathinones (MDPV, a-PVP and a-PVT) in oral
fluids, Forensic Science International, submetido, referéncia FSI-D-19-
00997;

S. M. Ahmad, N. R. Neng, H.M. Gaspar, J. M. F. Nogueira, Bar adsorptive
microextraction (BAUE) method for synthetic cannabinoid analysis in oral
fluids, Drug Testing and Analysis, in preparation;

S.M. Ahmad, A.S. Mestre, N.R. Neng, C.O. Ania, A.P. Carvalho, J.M.F.
Nogueira, Porous hydrochars as novel sorbent coating for the
guantification of pharmaceutical compounds by bar adsorptive
microextraction, Applied Materials & Interface, in preparation;

M.N. Oliveira, S.M. Ahmad, N.R. Neng, J.M.F. Nogueira, Application of
New Generation Bar Adsorptive Microextraction for the determination of

tricyclic antidepressants in urine samples, Talanta, in preparation;

Vi
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e S.M. Ahmad, B.B.C. Calado, M.N. Oliveira, N.R. Neng, J.M.F. Nogueira,
Enhancing the Performance of Bar Adsorptive Microextraction using
Mixed Sorbent Phases - Application for monitoring benzotriazoles,
benzothiazoles and benzenesulfonamides in environmental matrices,
Molecules, in preparation;

e S.M. Ahmad, A.H. Ide, N.R. Neng, J.M.F. Nogueira, 10 years of bar
adsorptive microextraction (BAUE): A review, Analytica Chimica Acta, in
preparation;

e S.M. Ahmad, M.N. Oliveira, N.R. Neng, J.M.F. Nogueira, Microextraction
techniques for the enrichment of controlled substances in biological

matrices, Journal of Chromatography B, in preparation.

b) Comunicacdes orais em encontros cientificos:

e XVI Congresso Latino-Americano de Cromatografia e 9° Encontro
Nacional de Cromatografia (XVI COLACRO & 9ENC), 5 a 9 de janeiro de
2016, Lisboa, Portugal:

o A.H.lde, S.M. Ahmad, N.R. Neng, J.M.F. Nogueira, Bar adsorptive
microextraction (BAUE) for the determination of sulfonamides in
water matrices;

o S.M. Ahmad, C. Almeida, N.R. Neng, J.M.F. Nogueira, Bar

adsorptive microextraction (BAUE) coated with mixed sorbent
phases — Determination of non-steroidal anti-inflammatory drugs in

real matrices in combination with capillary electrophoresis.

e 40" International Symposium on Capillary Chromatography (40" ISCC),
29 de maio a 3 de junho de 2016, Riva del Garda, Italia:
o S.M. Ahmad, A.S. Mestre, N.R. Neng, A.P. Carvalho, J.M.F.

Nogueira, Hydrochars as new coating material for bar adsorptive

microextraction for the determination of pharmaceuticals and

personal care products in aqueous matrices.

viii
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Beyond Adsorption | - Satellite Symposium to CARBON 2016, 16 de julho
de 2016, Nova lorque, Estados Unidos da América:
o A.S. Mestre, S.M. Ahmad, N.R. Neng, C.O. Onia, A.P. Carvalho,

J.M.F. Nogueira, Porous carbons as promising enrichment

materials for trace level analysis of pharmaceutical compound

XVI Scientific Meeting of the Spanish Society of Chromatography and

Related Techniques (XVI SECyYTA), 2 a 4 de novembro de 2016, Sevilha,
Espanha

o S.M. Ahmad, N.R. Neng, H.M. Gaspar, J.M.F. Nogueira, Screening

of synthethic cannabionoids in oral fluids by bar adsorptive

microextraction.

CQB Day 2017, 31 de maio 2017, Lisboa, Portugal:
o N.R. Neng, AH. Ide, S.M. Ahmad, J.M.F. Nogueira,
Considerations on sample preparation in the age of Green

Analytical Chemistry.

NPS — Desafios, Estratégias e Resultados, 1 de junho de 2017, Lisboa,
Portugal:

o S.M. Ahmad, BAPE: uma nova estratégia para o rastreio de

canabinodides sintéticos em saliva.

19™ International Symposium on Advances in Extraction Technologies
(Extech 2017), 27 a 30 junho de 2017, Santiago de Compostela, Espanha:
o S.M. Ahmad, N.R. Neng, H.M. Gaspar, J.M.F. Nogueira,

Application of bar adsorptive microextraction (BAUE) for the

screening of synthetic cannabinoids in oral fluids.

7t International Conference on Carbon for Energy Storage and
Environment Protection (CESEP’17), 23 a 26 de outubro de 2017, Lyon,

Franca:
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o A.S. Mestre, S.M. Ahmad, N.R. Neng, C.O. Onia, A.P. Carvalho,

J.M.F. Nogueira, Pharmaceuticals analysis by using hydrochars as
effective enrichment phases.

6" International Meeting on Forensic Science and Criminal Behaviour, 4 e
5 de maio de 2018, Monte da Caparica, Portugal:

o S.M. Ahmad, Contributo cientifico dos licenciados em ciéncias
forenses para o avanco da investigacao criminal.

Forensic Summit, 24 de maio de 2018, Monte da Caparica, Portugal:

o S.M. Ahmad, Impacto societal das ciéncias forenses — Portugal
necessita de mais formagao?

9° Encontro da Divisdo de Quimica Analitica da Sociedade Portuguesa de
Quimica (Analitica 2018), 26 a 27 de maio 2018, Porto, Portugal:

o S.M. Ahmad, J.M.F. Nogueira, High throughput bar adsorptive

microextraction (HT-BAUE) - a new effective approach to screen
benzodiazepines in biological matrices.

10° Encontro Nacional de Cromatografia (L0ENC), 4 a 6 de dezembro de
2018, Braganca, Portugal:

o S.M. Ahmad, J.M.F. Nogueira. High Throughput Bar Adsorptive

Microextraction (HT-BAPE): A novel -cost-effective tool

for
monitoring psychotropic drugs in biological matrices.

¢) Comunicagfes em painel em encontros cientificos:

e XVI Congresso Latino-Americano de Cromatografia e 9° Encontro

Nacional de Cromatografia (XVI COLACRO & 9ENC), 5 a 9 de janeiro de
2016, Lisboa, Portugal:
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o A.H. Ide, A.M. Segurado, A.M. Fernandes, S.M. Ahmad, N.R.
Neng, J.M.F. Nogueira, Novel technologies for sample preparation
using the green analytical chemistry principles;

o A.M. Seqgurado, S.M. Ahmad, C.R. Queirés, N.R. Neng, H.M.

Gaspar, J.M.F. Nogueira, Application of a new analytical approach

for the determination of psychoactive cathinones in oral fluid;

o S.M. Ahmad, M.l. Gomes, N.R. Neng, J.M.F. Nogueira,
Determination of organochlorine pesticides in black tea and tobacco
by bar adsorptive microextraction;

o S.M. Ahmad, A.S. Mestre, N.R. Neng, A.P. Carvalho, J.M.F.
Nogueira, Hydrochars as new coating material for bar adsorptive

microextraction for the determination of pharmaceuticals and
personal care products in aqueous matrices;
o S.M. Ahmad, C. Almeida, N.R. Neng, J.M.F. Nogueira, Bar

adsorptive microextraction (BAUE) coated with mixed sorbent

phases — Determination of non steroidal anti-inflammatory drugs in
aqueous matrice;
o S.M. Ahmad, N.R. Neng, J.M.F. Nogueira, Application of bar

adsorptive microextraction for trace level analysis of water

pollutants included in the “European Union water framework
directive’s ‘watch list’ for priority substances”;
o G.P.S. Maciel, S.M. Ahmad, A.P. Carvalho, J.M.F. Nogueira, E.B.

Caramao, Removal of indole and carbazole from commercial diesel

using activated carbon obtained from rice husk pyrolysis.

e 40™ International Symposium on Capillary Chromatography (40" ISCC),
29 maio a 3 junho de 2016, Riva del Garda, Italia:

o N.R. Neng, A.M. Segurado, A.M. Fernandes, A.H. Ide, S.M.
Ahmad, J.M.F. Nogueira, Bar adsorptive microextraction (BAUE):
an outstanding analytical tool for trace analysis;

o A.M.S. Fernandes, S.M. Ahmad, N.R. Neng, J.M.F. Nogueira,

Application of hollow fibers as effective phases for floating sampling

technology - the role on the sorption-desorption steps;

Xi
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o A.M. Segurado, S.M. Ahmad, C.R. Queirés, N.R. Neng, H.M.
Gaspar, J.M.F. Nogueira, BAUE: A new approach for the analysis
of pschoactive cathinones in oral fluid,;

o AH. Ilde, S.M. Ahmad, N.R. Neng, J.M.F. Nogueira, New

generation BAUE devices for microextraction analysis.

8° Encontro da Divisdo de Quimica Analitica da Sociedade Portuguesa de
Quimica (Analitica 2016), 6 a 7 de junho de 2016, Lisboa, Portugal:
o A.H. Ide, A.M. Segurado, A.M. Fernandes, S.M. Ahmad, N.R.
Neng, J.M.F. Nogueira, Bar adsorptive microextraction (BAUE) - A
simple, robust and effective sample preparation technique.

CQB Day 2016, 28 de junho de 2016, Lisboa, Portugal:
o A.H. Ide, AM. Fernandes, A.M. Segurado, S.M. Ahmad, N.R.
Neng, J.M.F. Nogueira, New developments for sample preparation

based on floating sampling technology.

Chemé&Biochem Post Graduate Student Meeting of FCUL 2017, 9 de
fevereiro de 2017, Lisboa, Portugal:
o S.M. Ahmad, N.R. Neng, H.M. Gaspar, J.M.F. Nogueira, Bar

adsorptive microextraction — screening of synthetic cannabinoids in

oral fluids.

19" International Symposium on Advances in Extraction Technologies
(Extech 2017), 27 a 30 de junho de 2017, Santiago de Compostela,
Espanha:

o B.B.C. Calado, S.M. Ahmad, N.R. Neng, J.M.F. Nogueira, Enhanced
the performance of bar adsorptive microextraction using mixed
sorbent phases - application for monitoring benzotriazoles,
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of the aroma profile of wines samples by headspace using novel

microextraction techniques;

o S.M. Ahmad, N.R. Neng, J.M.F Nogueira, High throughput bar
adsorptive microextraction (HT-BAUE) — Application for monitoring
nicotine and cotinine in large number of urine samples;

o M.N. Oliveira, S.M. Ahmad, N.R. Neng, J.M.F Nogueira,
Development of an analytical method for the determination of 6

tricyclic antidepressants in biological matrices;
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bar adsorptive microextraction (BAUE) for the determination of
tricyclic antidepressants;

o S.M. Ahmad, J.M.F. Nogueira, Application of high throughput bar
adsorptive microextraction (HT-BAPE) for the simultaneous
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d) Revisdo de manuscrito por convite de uma revista internacional da
especialidade com arbitragem cientifica:

¢ International Journal of Environmental Analytical Chemistry, Print ISSN:
0306-7319, Online ISSN: 1029-0397, CiteScore (2018) 1.43, 2019.
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Resumo

Resumo

A monitorizacdo vestigial de contaminantes e substancias de abuso
emergentes em matrizes ambientais e bioldégicas € uma tarefa de grande
relevancia na sociedade contemporanea, exigindo sempre uma etapa de
‘preparacdo da amostra’ prévia a andlise instrumental. Neste contexto, sdo
recorrentemente adotadas técnicas de microextracdo que promovam o
enriquecimento dos analitos alvo por forma a incrementar a sensibilidade e a
seletividade das metodologias analiticas.

As técnicas de microextracdo estatica tém vindo a adquirir notoriedade,
uma vez que, para além de apresentarem bom desempenho e custo-beneficio
adequado, contemplam ainda os principios da Quimica Analitica Verde. A
técnica de microextracdo adsortiva em barra (BAUE), em particular, destaca-se
das demais, uma vez permitir selecionar a melhor fase sorvente para
determinada aplicacdo, apresentar elevada simplicidade e robustez, para além
de comprovada eficacia no enriquecimento de classes de compostos com
diferentes propriedades fisico-quimicas em diversos tipos de matrizes.

A presente dissertacdo prop6e metodologias analiticas inovadoras
baseadas em BAUE para a monitorizacdo vestigial de contaminantes (ex.,
produtos farmacéuticos e de higiene pessoal, etc.), bem como de substancias de
abuso (ex., canabinoides sintéticos, etc.) emergentes em matrizes ambientais
(ex., &gua estuarina, etc.) e biologicas (ex., urina, etc.). Durante o
desenvolvimento, foram introduzidos diversos avangos por forma a melhorar o
desempenho analitico da técnica, em particular com recurso a hovos materiais
sorventes (ex., hidrocarbonizados porosos, etc.) para revestimento dos
dispositivos, assim como a introdugéo de uma nova configuracao experimental,
a BAUE de alto rendimento (HT-BAPE). Esta abordagem inovadora possibilita,
de forma simples e conveniente, a microextracdo e subsequente retroextracado
de até 100 amostras em simultaneo. Globalmente, os resultados demonstraram
gue as metodologias propostas sao simples, amigas do ambiente e com custo-
beneficio vantajoso. As inovagdes propostas evidenciaram grande abrangéncia,
versatilidade, eficiéncia e robustez, sendo alternativas inequivocas sempre que

as aplicacfes exijam tomadas de deciséo rapidas.
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Abstract

Abstract

The trace monitoring of emerging contaminants and substances of abuse
in environmental and biological matrices is a relevant task in contemporary
society, always requiring a ‘sample preparation’ step prior to instrumental
analysis. In this regard, microextraction techniques that lead to the enrichment of
the target analytes are commonly employed in order to increment the sensitivity
and selectivity of the analytical methodologies.

Static microextraction techniques have been gaining notoriety, once they
present good performance and adequate cost-effectiveness, as well as taking
into account the principles of Green Analytical Chemistry. Bar adsorptive
microextraction (BAUE) technique, in particular, stands out from the others, once
it allows to choose of the best sorbent phase for a given application, it presents
high simplicity and robustness, as well as having proven effectiveness for the
enrichment of classes of compounds with different physico-chemical properties
in the most varied matrices.

The present dissertation proposes innovative BAPE-based analytical
methodologies for trace monitoring of emerging contaminants (e.g.,
pharmaceutical and personal care products) and substances of abuse (e.g.,
synthetic cannabinoids, etc.) in environmental (e.g., estuarine water, etc.) and
biological matrices (e.g., urine). During the development, several advances were
introduced in order to enhance the analytical performance of the technique,
namely in the use of new sorbent materials (e.g., porous hydrochars, etc.) as
coating for the devices, as well as the introduction of a new experimental
configuration, high-throughput BAPE (HT-BAUE). This innovative approach
allows for a simple and convenient simultaneous microextraction and subsequent
back-extraction of up to 100 samples. In general, the results demonstrated that
the proposed methodologies are simple, environmentally friendly and
advantageous cost-effectiveness, allowing to achieve considerable analytical
performance. The proposed innovations showed great comprehensiveness,
versatility, efficiency and robustness, being unequivocal alternatives whenever

the applications require rapid decision making.
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1. Introducéo

1.1 A 4gua é vida

A 4gua é vida! A agua € um dos recursos mais importantes para a
humanidade. A 4gua € a molécula essencial das func¢des biologicas de todos os
organismos vivos, incluindo os seres humanos, plantas e animais. Nao existe
substituto conhecido para a agua. A agua é o que distingue o planeta Terra de
todos o0s outros, atribuindo-lhe a cor azul. A agua possui uma série de
carateristicas fisicas e quimicas Unicas, tornando-a indispensavel para muitos
processos industriais, para a producao de energia hidroelétrica, para o transporte
e para a producao alimentar. A nossa vida economica, social e cultural depende
profundamente da disponibilidade e da acessibilidade do fornecimento de agua
potavel e limpa. A maioria dos ecossistemas, se ndo todos, depende diretamente
da disponibilidade de agua, especialmente de agua doce, para a sua existéncia
[1].

Por essa razo, foi criado em 1996, o Conselho Mundial da Agua (WWC,
do inglés World Water Council), como o centro internacional de reflexdo sobre
politicas hidricas dedicadas a assessorar, auxiliar, defender e consciencializar o
publico e, particularmente os decisores politicos e econdmicos, sobre questdes
globais sobre a agua [2].

Esta importancia é igualmente reconhecida pelas Na¢des Unidas, no qual
a agua, em todas as suas dimensdes, encontra-se no cerne do desenvolvimento
sustentavel, tendo um papel preponderante entre os 17 objetivos estabelecidos
em 2015, e acordados por mais de 150 lideres mundiais, que deverdo ser
cumpridos até 2030 [3].

Da mesma forma, a Unido Europeia (UE) reconhece que todos os
cidadaos, organizacdes ambientais, a natureza e 0s setores na economia que
usam agua precisam indiscutivelmente de rios e lagos mais limpos, bem como
de aguas subterraneas e balneares livres de poluicdo. Chapman [4] propbe a

seguinte distincdo entre contaminante e poluente:

“A contaminacdo é simplesmente a presenca de uma substancia onde
ndo deveria estar ou em concentragdes acima do esperado. A poluigcéo é
uma contaminacdo que resulta, ou pode resultar, em efeitos biolégicos

adversos para as comunidades residentes (fauna e flora). Todos os
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poluentes sdo contaminantes, mas nem todos 0s contaminantes s&o

poluentes”.

Posto isto, deve-se averiguar se um contaminante é poluente por forma a
minimizar a sua presenga e o seu impacto nos diferentes habitats.

A UE também reconhece que a agua nao é um produto comercial como
outro qualquer, mas um patrimoénio que deve ser protegido, defendido e tratado
como tal. Por essa razdo, a protecdo da agua é uma das prioridades da
Comissdo Europeia. Neste sentido, a “Politica Europeia da Agua” serve para
prevenir e enfrentar a ocorréncia de aguas poluidas, assim como para assegurar
que as aguas limpas continuem como tal [5]. O Parlamento e o Conselho
Europeus também reconhecem que a poluicdo quimica das aguas superficiais
(i.e., lagos, rios, etc.) representa uma ameaca para 0 ambiente aquético,
podendo ter efeitos toxicos agudos e crénicos nos organismos neles residentes,
acumulacdo no ecossistema, assim como perda de habitats e de biodiversidade,
para além de constituir uma ameaca para a saude humana. Segundo as mesmas
organizagdes, as causas da poluicdo deveréo ser identificadas e as emissdes
deverdo ser tratadas na origem, com carater de prioridade, da maneira mais
eficaz em termos econdmicos e ambientais [6]. Neste sentido, a diretiva
2000/60/CE tem como objetivo promover a eliminacdo das substancias
poluentes e contribuir para a consecucdo, no ambiente marinho, de valores
proximos normalmente encontradas para as substancias naturalmente presentes
[5]. Foi depois proposto, sob a forma da diretiva 2008/105/CE [6], atualizada pela
diretiva 2013/39/EU [7], normas de qualidade ambiental no dominio da politica
da agua na qual uma lista de substancias prioritarias e de outros poluentes
(‘emergentes’) deveriam ser controlados. Estes incluem metais pesados, varios
tipos de pesticidas, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, entre muitos outros.
Esta legislacdo sofreu novas alteracbes em 2015 com a introducdo de uma
“‘watch list” [8], atualizada em 2018 [9], na qual estabelece grupos de substancias
para os quais devem ser recolhidos, a nivel da UE, dados de monitorizacao a fim
de servirem de base a futuros exercicios de estabelecimento de prioridades. Esta
lista inclui compostos farmacéuticos, hormonas esteroides, entre outros.
Contudo, existe continua monitorizacéo e atualizacédo por parte do Parlamento e

do Conselho Europeus por forma a assegurar elevados padrdes de qualidade
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ambiental no dominio da politica da agua. Desta forma, € expectavel que estas
listas venham a ser atualizadas no futuro préximo.

A agéncia de protecdo ambiental norte americana (USEPA, do inglés
United States Environmental Protection Agency) classifica os poluentes em dois
grupos [10]:

o Poluentes prioritarios

. Poluentes emergentes

Os primeiros dizem respeito aquelas substéncias quimicas que séo
reguladas, tendo sido selecionadas com base na suspeita de carcinogenicidade,
mutagenicidade, teratogenicidade ou toxicidade aguda, e para as quais existem
métodos analiticos bem definidos, ex., aqueles listados nas diretivas europeias
[5-9]. Por outro lado, e segundo Wells et al. [10], os poluentes emergentes

podem ser definidos como:

“‘Qualquer produto quimico sintético ou natural [...] que ndo seja
comumente monitorizado no ambiente, mas que tenha o potencial de
entrar no ambiente e causar efeitos adversos (conhecidos ou suspeitos),

na salde humana e/ou ecoldgica”.

Os poluentes emergentes podem ser divididos em diversas classes,
nomeadamente fitofarmacéuticos (ex., inseticidas), metais pesados (ex.,
chumbo), surfatantes (ex., agentes emulsionantes), solventes e aditivos
industriais (ex., agentes dispersantes), produtos industriais e de habitacao (ex.,
selantes), bem como produtos farmacéuticos e de higiene pessoal (PPCPs, do
inglés Pharmaceutical and Personal Care Products) [11]. Na atualidade, os
PPCPs representam uma percentagem consideravel dos poluentes organicos,
sendo um grupo diversificado de produtos quimicos que incluem medicamentos
prescritos e nao prescritos, medicamentos veterinarios, suplementos nutricionais
e agentes de diagndéstico, bem como uma variedade de produtos de consumo,

como fragrancias, protetores solares e cosmeéticos [12-14] (figura 1.1).



1. Introducédo

o) NH,
H
N
HO Cl
H
N (o] N
Cl
Diclofenac Amoxicilina Estrona
(Anti-inflamatorio ndo esteroide) (Antibidtico) (Hormona esteroide)

Figure 1.1 — Exemplos de estruturas quimicas de PPCPs, tendo sido obtidas com
recurso a software especifico [15].

Uma das principais fontes de poluentes organicos prioritarios € a descarga
de efluentes provenientes de estacGes de tratamento de &guas residuais
(ETARS). Assim, a ocorréncia destes compostos nos recursos aquaticos € na
maioria, consequéncia dos processos de tratamento de aguas residuais. Estas
sdo produzidas por indastrias, habitacdes, agricultura, hospitais, entre outras

atividades humanas [10,11] (figura 1.2).

Figura 1.2 — Ocorréncia de PPCPs no meio ambiente. Uso de PPCPs por humanos (1a) e
animais (1b); eliminagdo de carcacas de animais (1c); aguas residuais provenientes de
hospitais e outras unidades de salde (2); efluente de esgoto doméstico privado (3a) ou coletivo
(ETAR, 3b); transferéncia para sistemas de compostagem (4); exposi¢do direta em aguas
superficiais (5); descargas industriais (6); aterros (7); aquacultura (8); fitofarmacéuticos (9);
destino final dos PPCPs (10). Adaptado de [13].



1. Introducéo

Os poluentes prioritarios e emergentes podem igualmente ser
considerados como micropoluentes, pois sdo usualmente encontrados em
matrizes ambientais em concentracdes muito baixas, nomeadamente ao nivel
traco (ug L ou pg kgt) ou ultratraco (ng L™ ou ng kg?) [10-12].

Ribeiro et al. [16] realizaram uma extensa revisao da literatura sobre a
ocorréncia destes compostos em aguas superficiais, subterraneas, de consumo
humano e de ETAR em Portugal entre os anos de 2001 a 2015. As principais
conclusdes revelaram a existéncia de uma elevada prevaléncia de poluentes
prioritarios e emergentes (ex., pesticidas e compostos farmacéuticos) em
Portugal, estando esta informacdo em concordancia com outros paises
europeus. No entanto, e segundo estes autores, mais investigacao € necessaria
para compreender, de uma forma transversal, a ocorréncia destes compostos
nos ambientes aquaticos portugueses.

Uma vez as matrizes ambientais apresentarem elevado grau de
complexidade e a presenca de niveis de poluentes ao nivel vestigial, métodos
eficientes de preparagcdo da amostra sdo indispenséveis previamente a analise
instrumental por forma a obter dados analiticos com qualidade e de confianca.

1.2 Substancias de abuso

Desde a antiguidade o Homem ingere substancias que podem alterar a
mente (psicoativas). As primeiras evidéncias do uso destas substancias
remontam a praticas curativas, cerimoniais e/ou religiosas. A maioria eram
derivadas de plantas como a khat (catha edulis), a papoila do épio (papaver
somniferum), o cato peiote (lophophora williamsii), a canabis (cannabis sativa),
a coca (erythroxylum coca), entre muitas outras. Embora o uso destas plantas
se possa ter tornado cronico como consequéncia do fendmeno de dependéncia,
as circunstancias que levaram a atual epidemia de substancias de abuso
surgiram no inicio do século XIX, quando foi demonstrado que um ingrediente
psicoativo poderia ser isolado e obtido de forma altamente purificada a partir do
material vegetal [17]. Um exemplo deste fenbmeno € a morfina, isolada a partir
da papoila do 6pio, tendo sido mais tarde comercializada e distribuida para a

populacéo [18].
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O Centro Europeu de Monitorizacdo de Drogas e Toxicodependéncia
(EMCDDA, do inglés European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction)
classifica as “drogas” como toda e qualquer substancia que levem a uma
alteracdo do estado mental, fisico ou emocional (ou seja, substancias
psicoativas). Esta definicdo também inclui o tabaco, o alcool, os medicamentos
e as substancias volateis (ex., inalantes). Por outro lado, as drogas controladas
s&o apenas aquelas listadas na Convencéo Unica das Nagdes Unidas sobre
Substancias Narcoticas (Nova York, 1961, emendada em 1972) [19], na
Convencao sobre Substancias Psicotropicas (Viena, 1971) [20] e na Convengéao
contra o Tréfico llicito de Narcéticos e Substancias Psicotrépicas (Viena, 1988)
[21]. Estas listagens, que incluem mais de 250 compostos e precursores, foram
criadas para facilitar o controlo e limitar o uso. Estes compostos incluem a
canabis, a cocaina, a heroina, as anfetaminas, a dietilamida do &cido lisérgico
(LSD), a cetamina, entre muitos outros [22—-25].

Estima-se que 5,5 % da populacdo adulta mundial, ou cerca de 271
milhdes de pessoas entre os 15 e 0os 64 anos, tenham consumido pelo menos
uma substancia de abuso em 2016. Este valor representa um aumento de 30 %
em relacdo a 2009. Destas, estima-se que mais de 35,3 milhdes sofram de
“perturbacdo por uso de substancias” [26]. Esta € definida como uma
perturbagdo mental caraterizada pelo consumo de uma ou mais substancias,
podendo resultar em prejuizos ou dificuldades clinicamente significativas.
Embora o termo “substancia” se possa referir a qualquer matéria fisica, neste
contexto restringe-se ao consumo de drogas psicoativas [27]. Estima-se que em
2017 cerca de 585000 pessoas tenham falecido e que 42 milhdes de anos de
“vida saudavel” foram perdidas (i.e., mortes prematuras e anos vividos com
incapacidade) como resultado do consumo de substancias de abuso [26].

Mais de um milhdo de apreensdes de drogas ilicitas sdo relatadas
anualmente na Europa. A canabis, a droga mais comumente apreendida,
representa cerca de 70 % das apreensdes. A cocaina ocupa o segundo lugar (9
%), seguida pelas anfetaminas (5 %), a heroina (5 %) e a
metilenodioximetanfetamina (MDMA, ecstasy; 2 %). Estima-se que ocorreram na
UE em 2015, pelo menos 7 585 mortes por overdose envolvendo pelo menos

uma droga ilicita ou controlada [24].
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Para além das “drogas classicas” como as referidas anteriormente, as
substancias de abuso emergentes tém vindo a tornar-se um enorme problema
de saude publica. Destas, destacam-se as novas substancias psicoativas (NPS,
do inglés New Psychoactive Substances). Entende-se por NPS novos
estupefacientes ou psicotropicos, puros ou em preparacdes, que nao sejam
listados e controlados pelas convencdes anteriormente mencionadas, mas que
possam constituir uma ameaca para a salude publica comparavel a das
substancias enumeradas nas mesmas convencdes [28-30]. Estes compostos
tém sido tradicionalmente vendidos em smart shops e na atualidade através da
Internet, como produtos inécuos, tendo-se tornado uma alternativa as drogas
ilicitas classicas. O numero total de NPS controladas pelo EMCDDA atingiu um
total superior a 730 substancias em 2018. Destas, cerca de 180 séao
canabindides sintéticos ou compostos canabimiméticos, tendo sido detetados
numa ampla gama de produtos diferentes [24,26].

Para além das substéancias ilicitas, como as NPS, uma enorme
preocupacdo prende-se com 0 consumo crénico e/ou agudo de psicofarmacos
para uma finalidade médica e/ou n&do-médica, como por exemplo as
benzodiazepinas, os opiaceos, os antidepressivos triciclicos, a nicotina, entre
inUmeros outros.

E estimado que o custo econdémico mundial e anual do abuso de
substancias seja de sensivelmente 600 000 milhdes de dolares (cerca de
530 000 milhdes de euros). Aproximadamente 70 % destes custos estdo
relacionados com a diminuicdo da produtividade (doenca, morte prematura e
encarceramento), 10 % estdo relacionados com o0s cuidados de saude
(prevencéo, tratamento e hospitalizacdo), e 20 % com os danos materiais e
esforcos de fiscalizacao [31].

Por todas estas razfes, a analise de substancias de abuso em amostras
bioldgicas, como urina, sangue, plasma, fluido oral, etc., € prioritaria [25,32],
tendo como principal prepdsito:

e O diagnéstico inicial de dependéncia de drogas;
e A monitorizacdo em alguns programas de tratamento, nomeadamente no
local de trabalho;

e O controlo de antidopagem;



1. Introducéo

ao longo do tempo;

A triagem como método de monitorizagdo dos efeitos de medicamentos

e A identificacdo da substancia em caso de sobredosagem;

¢ Aidentificacdo/quantificacdo da substancia em casos forenses;

e A determinacéo da adesé&o ao tratamento em programas de abstinéncia.

No entanto, a analise de substancias de abuso e psicofarmacos em fluidos

biol6gicos € um enorme desafio devido a sua complexidade. A presenca de

interferentes endégenos, como proteinas no plasma ou no soro, assim como de

sais inorganicos na urina, exige uma etapa de preparacdo das amostras (clean-

up) antes da analise instrumental. Para além disso, os compostos alvo

encontram-se geralmente presentes em concentra¢des muito baixas (ng mL* a

pg mL1) [33-35]. Por este motivo, métodos eficientes de preparagédo da amostra

tornam-se cruciais por forma a obter resultados analiticos crediveis e confiaveis.

1.3 A quimica analitica

A quimica analitica desempenha uma funcéo crucial em diversas areas

do conhecimento, tendo um papel determinante na industria, medicina e em

praticamente todas as areas cientificas (figure 1.3).

Biologia

Geologia

Ciéncias

ambientais

Agricultura

10

Quimica
Fisica
Engenheria
Quimica
analitica
Medicina
Ciéncia
dos
materiais
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Figura 1.3 — Possiveis
interagc6es da quimica analitica
com outras areas do
conhecimento. Adaptado de
[36].
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O objetivo de qualquer processo analitico € fornecer informacéao
gualitativa e/ou quantitativa (figura 1.4) [37,38]. Embora em alguns casos a
determinacao no local seja possivel, a maioria das amostras sao transportadas
para o laboratério para se proceder a correspondente analise quimica. Deste
modo, em muitos casos, uma das primeiras questdes a considerar € o nimero
de amostras (ou subamostras) a serem tomadas, assim como determinar o seu
tamanho e proveniéncia, por forma garantir a sua representatividade. O
protocolo de amostragem deve ser considerado cuidadosamente a fim de obter
dados fidedignos. A amostragem € um processo complexo que depende, em
primeiro lugar, da natureza da matriz a ser amostrada (solida, liquida ou gasosa),
do seu tamanho (como um todo ou como subamostras) e do objetivo da analise
(ex., determinacdo de componentes principais ou analise vestigial, etc.). O
transporte e condicionamento das amostras tem igualmente um papel importante
neste processo, pois estas devem manter-se inalteradas até ao momento da

respetiva analise.

Amosta

~— Amostragem
"~

Condicionamento e transporte \“‘“
\ Preparacdo da amostra

Separacao analitica "

) Analise qualitativa/quantitativa

S~

~—

Aquisicéo e interpretacédo de dados

Figura 1.4 — Principais etapas de qualquer processo analitico. Adaptado de [38].

A preparacdo da amostra desempenha um papel critico em qualquer
laboratério analitico ou bioanalitico. Este passo é essencial quando sao
analisadas matrizes complexas, quando os compostos estdo presentes em
baixas concentracdes (requerendo sua pré-concentracdo) e/ou quando existem

11
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substancias interferentes, bem como para preparar a amostra para a analise
instrumental [39,40]. O tempo dispendido na preparacdo da amostra pode ser
superior a 60 % do tempo total envolvido na andlise quimica e as fontes de erro
geradas podem ser da ordem dos 30 %, especialmente se as metodologias
forem desenvolvidas para andlise vestigial [41]. A preparacdo da amostra pode
envolver diversas operacdes, nomeadamente a filtracdo, a extracdo, a
evaporacao, a derivatizacdo, o clean-up, a hidrélise, a diluicdo, o ajuste de pH,
entre muitas outras.

Depois da preparacdo da amostra, segue-se a separacdo analitica,
tipicamente num sistema instrumental. A instrumentacdo escolhida deve ser
definida de acordo com as carateristicas fisicas e/ou quimicas dos analitos
envolvidos, assim como da amostra. Por outro lado, a sensibilidade e a
seletividade necesséarias devem ser tidas em consideracdo na escolha do
sistema de separacdo. As técnicas de separacdo mais comumente utilizadas
para a analise de poluentes organicos ou substancias de abuso em matrizes
ambientais ou bioldgicas sdo a cromatografia em fase gasosa (GC, do inglés
Gas Chromatography), a cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (HPLC,
do inglés High Performance Liquid Chromatography) ou a eletroforese capilar
(CE, do inglés Capillary Electrophoresis), podendo estarem acopladas a
espetrometria de massa (MS, do inglés Mass Spectrometry), como Sao 0s casos
do GC-MS, LC-MS ou CE-MS. O Anexo | apresenta uma breve descricdo dos
fundamentos e principais carateristicas destas técnicas cromatogréaficas e

eletroforéticas.

1.4 A preparagcao da amostra

Antes da analise instrumental € geralmente necessario um passo prévio
de extracdo e concentracdo dos analitos orgéanicos das matrizes envolvidas.
Como consequéncia, 0s compostos sao isolados seletivamente, sendo a sua
concentracdo incrementada por forma a diminuir os limiares analiticos e tornar
possivel a sua identificacdo e/ou quantificacdo, assim como para compatibilizar

com os sistemas instrumentais de separagéo e identificagao [42].
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Uma das primeiras abordagens implementadas na preparacdo de
amostras para matrizes aquosas foi a extracao liquido-liquido (LLE, do inglés
Liquid-Liquid Extraction) [43], também conhecida por extracéo por solventes. E
um processo de particdo que consiste na transferéncia de um dado soluto de
uma fase para outra, sendo ambas imisciveis ou parcialmente misciveis entre si.
Frequentemente, uma das fases é agua, ou uma mistura aquosa, sendo a outra
um liquido orgénico apolar. A LLE foi amplamente utilizada durante diversas
décadas devido a possibilidade de escolha de uma ampla variedade de solventes
gue melhor pudessem promover a extragdo de solutos de matrizes aquosas. No
entanto, a LLE utiliza volumes muito elevados de solventes organicos, muitos
dos quais téxicos, tornado o seu descarte um problema e, portanto, ndo € uma
abordagem amiga do ambiente. Por outro lado, como este tipo de extragdo €
geralmente realizada manualmente, torna-se numa operacéo lenta, que exige
elevada manipulacdo e que limita o trabalho de rotina. Contundo, outras técnicas
de preparacao de amostras foram posteriormente introduzidas, como a extracao
por soxhlet, a extracdo com fluidos supercriticos, a extracao por micro-ondas e
a extragcdo em fase sélida (SPE, do inglés Solid-Phase Extraction) [44].

A SPE foi introduzida em meados da década de 70 e tem sido
genericamente usada desde 1985 [39], sendo hoje a técnica de preparacao de
amostras mais popular. Os principios da SPE séo geralmente semelhantes aos
da LLE, envolvendo a particao de solutos entre duas fases. Contudo, em vez de
duas fases liquidas imisciveis, a SPE envolve a interacdo entre um liquido
(matriz/amostra ou solvente com analitos) e uma fase solida (sorvente). Esta
técnica permite a concentracdo e purificacdo de analitos por sorcdo num
sorvente soélido e purificacdo dos compostos ap0s a sua extracdo [45]. A
popularidade da SPE deveu-se a necessidade de metodologias alternativas para
a analise vestigial de diversos produtos de degradacdo de micropoluentes
organicos. Muitos destes apresentam carateristicas polares, sendo parcialmente
ou bastante sollveis em agua, ndo podendo ser extraidos com bons niveis de
recuperacdo qualquer que fosse o solvente organico usado por LLE [46]. No
entanto, a SPE apresenta limitacdes, nomeadamente a baixa reprodutibilidade,
os elevados tempos de operacao e numero de etapas, bem como a necessidade
de grandes quantidades de amostra e solventes orgéanicos (que podem criar

riscos para o operador e para o ambiente) [39,40]. Desta forma, tornou-se
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necessario o desenvolvimento de metodologias e técnicas analiticas que fossem
mais amigas do ambiente, para além de minimizar ou eliminar as desvantagens
observadas.

O termo “Quimica Verde” foi inicialmente introduzido em 1994 por
Anastas, o qual reconhece que deveria existir uma maior responsabilizacéo e
consciencializacdo da comunidade cientifica para a poluicdo ambiental derivada
da eliminag&o de residuos produzidos em laboratério [47]. Mais tarde, Namiesnik
(1999) [48] introduz o termo “Quimica Analitica Verde” (GAC, do inglés Green
Analytical Chemistry), no qual incluiu a reducéo da producdo de residuos e a
diminuicdo da quantidade e toxicidade dos reagentes como critérios importantes
para a escolha da metodologia analitica.

Os 12 principios da GAC incluem [49]:

1. A aplicagdo de técnicas de andlise direta por forma a evitar

metodologias de preparacdo da amostra;

N

. A minimizacdo da quantidade e numero de amostras;

w

. A realizagéo de medigdes in situ;

AN

. A'integracdo de processos e procedimentos analiticos que reduzam o

consumo de energia e de reagentes;

o1

. A selecédo de métodos automatizados e miniaturizados;

»

. Evitar processos de derivatizagao;

N

. A reducéo da producédo de um volume alargado de residuos analiticos
e a realizacdo de uma gestdo adequada dos mesmos;
8. A escolha de métodos multi-analitos, multi-residuos ou multi-
parametros invés de métodos que analisem um analito de cada vez;
9. A minimizag&o do consumo de energia;
10. A escolha de reagentes obtidos de fontes renovaveis;
11. A eliminacao ou substituicdo de reagentes toxicos;

12. A incrementacéo da seguranca do operador.

Tendo em conta estes 12 principios, a andlise direta in situ parece ser a
metodologia analitica mais “verde”. Contudo, na maioria dos casos, as matrizes
sdo demasiado complexas e o0s analitos alvo encontram-se presentes em

concentracdes muito baixas, juntamente com dezenas ou mesmo centenas de
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interferentes. Por estas razdes, é necessario incluir quase sempre um passo de
preparacao da amostra na metodologia analitica.

Atualmente, as abordagens de amostragem miniaturizadas ganharam
mais aceitacdo em quase todas as areas cientificas, devido a relacdo custo-
beneficio e manuseamento mais facilitado, bem como a sua simplificacao,
reducdo acentuada ou mesmo auséncia de solventes organicos toxicos, assim
como de baixos volumes de amostra [48]. Estas técnicas podem ser divididas

em técnicas de microextracdo baseadas em liquidos ou sélidos.

1.4.1 Microextracdo baseada em liquidos

A microextracdo baseada em liquidos € normalmente denominada por
microextracdo em fase liquida (LPME, do inglés Liquid Phase Microextraction).
A LPME engloba metodologias de preparacdo de amostra miniaturizadas
baseadas em LLE, no qual apenas poucos L de solvente sdo necessarios para
concentrar os analitos alvo da amostra, invés de dezenas ou centenas de mL
necessarios em LLE convencional [50]. Geralmente, o enriguecimento é
acelerado via agitacdo magnética ou manual. Estas técnicas oferecem maior
capacidade de extracao, facilidade de adaptacéo, possibilidade de injecéo direta
do extrato final em sistemas instrumentais (i.e., GC, LC ou CE), menor custo,
maior estabilidade da fase extratora e possivel auséncia de efeitos de memoria
[51].

Na LPME, a extracdo normalmente ocorre entre uma pequena quantidade
de um solvente organico imiscivel ou pouco miscivel em agua (fase recetora) e
uma amostra aquosa contendo os analitos alvo (fase dadora). Existem duas
abordagens em LPME: de duas fases (bifasica) ou de trés fases (trifasica). Na
primeira, a fase extratora encontra-se em contacto direto com a amostra, o que
facilita o processo de extracdo. No entanto, a seletividade e a remocéo de
interferentes (clean-up) € reduzida. Neste modo, o solvente de extracdo é
limitado a solventes organicos imisciveis com agua. Em LPME trifasica, a fase
dadora e a fase recetora encontram-se separadas através de um terceiro

solvente (ou fase), que € imiscivel nas anteriores. Esta configuracdo melhora
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consideravelmente a seletividade do método e torna possivel a utilizacdo de uma
fase recetora aquosa, permitindo a injecéo direta em LC ou CE [51].
A LPME pode ser dividido em trés técnicas principais [52] (figura 1.5):
e Microextracdo de gota uUnica (SDME, do inglés Single Drop
Microextraction);
e Microextragdo liquido-liquido dispersiva (DLLME, do inglés
Dispersive Liquid-Liquid Microextration);
e Microextracdo em fase liquida suportada por fibra oca (HF-LPME,

do inglés Hollow Fiber Liquid Phase Microextraction).

Imersao direta

Drop-to-drop

Bifasica
Bubble-in-drop
SDME Fluxo continuo
Headspace
Trifasica
LLLME
HFUE
Bifasica
W Imerséao direta
=
o HP-LPME o o
Liquido-gas-liquido
Trifasica AQuos0-0rganico-aquoso
Aquoso-organico-organico
Solventes de baixa densidade
DLLME Solventes de elevada densidade

Homogeneidade dos solventes

Figura 1.5 — Representagdo esquematica das principais técnicas baseadas em LPME.
Adaptado de [51].
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1.4.1.1 Microextragdo de gota unica (SDME)

O uso de uma unica gota como fase extratora foi relatado pela primeira
vez por Liu e Dasgupta em 1995 [53]. Este trabalho envolveu a aplicacdo de uma
goticula como fase extratora por forma a enriquecer amoniaco e diéxido de
enxofre em meio gasoso. Um ano depois, 0s mesmos autores publicaram um
trabalho no qual usaram apenas uma gota de cloroférmio (~ 1,3 pL) para extrair
dodecil sulfato de sédio em meio aquoso [54]. Nesse mesmo ano, Jeannot e
Cantwell publicam um trabalho no qual descrevem o uso de uma microseringa
por forma a suspender apenas uma gota de solvente imiscivel (~ 8 yL) para
enriguecimento em matriz aquosa, para posterior injecao direta em GC [55]. Esta
técnica foi denominada de “solvent microextraction into a single drop”, que mais
tarde viria a obter a designacgéo de “single drop microextraction” (SDME).

Atualmente, a técnica de SDME apresenta muitas variantes, podendo
operar com recurso a particdo por duas ou trés fases (LLLME, do inglés Liquid-
Liquid-Liquid Microextraction), em modo de imerséo direta ou por headspace, em
modo estatico ou continuo, usando muito pouca quantidade de amostra (drop-
to-drop) ou aumentando a &rea superficial da gota com recurso a formacao de
bolhas (bubble-in-drop) [50,56-58]. As figuras 1.5 e 1.6 mostram os diferentes
modos de operacdo com recurso a SDME.

As principais areas de aplicacdo da SDME tém sido a ambiental e a
clinica/forense [57], sendo uma técnica simples e que exige pouca aquisi¢ao de
equipamentos. Apresenta também baixo consumo de solvente organico e tem
elevado potencial de automacao. No entanto, apresenta baixa precisao, sendo a
sua principal desvantagem a instabilidade das gotas extratoras, particularmente
quando altas velocidades de extracdo sdo empregadas. A manipulacdo das

seringas para a formacé&o da gota é igualmente macadora [51].
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Gota extratora

/
Gota extratora Amostra

Gota extratora contendo uma

‘ bolha =~
Tubo de poli(éter-éter-cetona)
Amostra
Amostra
SDME por SDME por SDME por
drop-to-drop bubble-in-drop fluxo continuo
Gota
extratora
~
Gota
extratora Solvente
Gota extratora = organico
Amostra = Amostra Amostra "=
SDME por SDME por SDME
imersédo direta headspace trifasica

Figura 1.6 — Imagens referentes aos diferentes modos de operac¢éo com recurso a SDME.
Adaptado de [56].

1.4.1.2 Microextracéo liquido-liquido dispersiva (DLLME)

A DLLME foi introduzida por Rezaee et. al. como uma nova técnica
miniaturizada baseada em LLE. Os mecanismos de extracdo S40 0S mesmos
que a LLE convencional, na qual a transferéncia de massa ocorre pelas
diferencas de particdo (solubilidade) entre os analitos alvo e a fase aquosa
(amostra ou dadora) e a fase organica (extratora ou recetora) imiscivel ou pouco

miscivel com a fase aquosa. No entanto, em DLLME as areas de contacto entre
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estas duas fases é incrementada pela adicdo de um solvente dispersor
(organico, usualmente mais denso que a agua), levando a formacéo de inUmeras
goticulas em solucdo. Isto permite que a cinética e eficiéncia de extracao sejam
aumentadas pela existéncia de uma maior area de contacto entre as duas fases
[50,51].

Em DLLME, o procedimento habitual (figura 1.7) envolve a rapida injecao
dos solventes de extracdo e de dispersdo na amostra aquosa, levando a
formacdo de multiplas goticulas, podendo ser auxiliada por agitacdo magnética
ou manual, ou ainda por sonicagdo. Posteriormente ocorre um passo de
centrifugacdo no sentido do solvente de extracdo (por ser mais denso que a
matriz) se depositar no fundo no frasco de amostragem. No final, este

subnadante pode ser injetado diretamente no sistema instrumental.

-

Agitacdo ou
Mistura de solventes sonicagdo . g Centrifugacéo
et E— ] —
de disperséo - IR
TN :
Amostra
— .
[ Goticulas
Solvente
U orgéanico

Figura 1.7 — Imagens relativas ao procedimento habitual por DLLME. Adaptado de [59].

As principais vantagens de DLLME s&o a simplificagéo, baixo custo,
eficiéncia, elevados fatores de concentracao e tempos de extracdo baixos [50].
Contudo, algumas desvantagens séo reconhecidas, principalmente na anélise
de amostras muito complexas (ex., fluidos bioldgicos), uma vez ndo ser uma
técnica muito seletiva. Esta abordagem é igualmente limitada na analise com

compostos de baixa polaridade [60].
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1.4.1.3 Microextragdo em fase liquida suportada por fibra oca
(HF-LPME)

A HF-LPME foi introduzida em 1999 por Pedersen-Bjergaard como forma
de contornar algumas das limitagdes da SDME [61], nomeadamente a
instabilidade da gota durante o processo de microextracdo. Deste modo, a HF-
LPME foi inicialmente desenvolvida como uma configuracdo “protegida” de
SDME, por forma a serem obtidos processos de microextragdo mais estaveis e
com maior reprodutibilidade.

Em HF-LPME, um solvente organico € pipetado e depois imobilizado nos
poros de uma fibra oca de polipropileno, hidrofébica e porosa (1,5-10 cm de
comprimento), por forcas capilares. E entdo formada uma membrana liquida
suportada (SLM, do inglés Supported Liquid Membrane). Depois, uma fase
recetora, que pode ser um solvente organico, uma solucdo acida ou basica, é
introduzida no limen da fibra oca por intermédio de uma microsseringa. De
seguida, coloca-se a fibra na amostra, sendo a transferéncia de massa acelerada
via agitacdo magnética. Estas fibras podem ter a forma de “U” por forma a
maximizar a area superficial e facilitar o manuseamento das mesmas. Por fim, é
retirada a fase recetora do interior da fibra oca, sendo depois injetada no sistema
instrumental [62,63]. Na figura 1.8 estao representados alguns dos componentes

do procedimento via HF-LPME.

Solvente

Amostra =
organico o
2 . .
R s | Microsseringa e ponta
| cirlrgica ligadas a fibra por
Fase | auxilio do septo da tampa
: recetora E A do frasco de amostragem
i e ¥ <
........ - I |
SLM
Fib.ra oc.a de e—— Amosira
polipropileno

Figura 1.8 — Imagens referentes aos componentes do mecanismo de extracdo por HF-
LPME. Adaptado de [64].
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Desde o seu desenvolvimento, a HF-LPME tem sido largamente aceite
pela comunidade cientifica, gracas a simplicidade, notavel processo de clean-
up, eficiéncia, baixo custo e consumo negligenciavel de solventes organicos [63].
Este fenbmeno também se deveu ao facto desta técnica usar dispositivos
descartaveis que sdo aplicados apenas uma vez, ndo havendo o risco de
contaminacgéao cruzada ou de efeitos de memdria [61].

A técnica de HF-LPME pode ser empregue como sistema de extracao
bifasico, se a fase recetora for um solvente organico (normalmente o mesmo
empregue para SLM, ex., tolueno ou n-octanol), ou trifasico, se a fase recetora
for uma solucdo aquosa (normalmente HCI ou NaOH com baixa concentracao).
Assim, para o primeiro, a eficiéncia de extracao € regida pela particdo do analito
entre a amostra (aquosa) e o solvente organico imobilizado no SLM e presente
no limen da fibra. Para o segundo, este mecanismo ocorre por particdo entre o
analito na amostra (aquosa) e o solvente organico imobilizado no SLM, e depois
entre este e a fase recetora (igualmente aguosa). Neste sentido, os analitos
hidrofébicos ou mais apolares sao facilmente extraidos usando HF-LPME
bifasico. Por outro lado, os analitos i6nicos hidrofobicos s&o facilmente
recuperados por HF-LPME trifasico, pois sdo normalmente extraidos na sua
forma neutra, ficando depois retidos na fase recetora apés ionizarem [51,62,63].
No entanto, esta técnica ndo € indicada para a microextracdo de compostos
polares, uma vez apresentarem baixa solubilidade em solventes orgénicos
imisciveis com a agua [50]. Adicionalmente, HF-LPME é de dificil manipulacéo,
uma vez o volume da fase recetora a ser retirado do interior da fibra oca com
uma microsseringa para analise instrumental ser muito reduzido. Outra limitacéo
desta técnica prende-se com a sua dificil automatizacéo, sendo bastante limitada

para andlise de rotina.

1.4.1.3.1 Microextracédo em fibra oca (HFUE)

De forma a contornar algumas das limitacbes de HF-LPME,
nomeadamente a falta de praticidade da técnica, foi desenvolvida uma técnica
hibrida, a microextracdo em fibra oca (HFpE, do inglés Hollow Fiber

Microextraction), para a andlise vestigial de compostos organicos em matrizes
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reais [65,66]. Na HFUE, a etapa de microextracdo € realizada com recurso a um
dispositivo analitico descartavel e de baixo custo, constituido por uma membrana
oca de polipropileno semelhante a HF-LPME (10 mm de comprimento e 0,6 mm
de didametro interno). Este dispositivo € seguidamente embebido num solvente
organico adequado e operado sob a tecnologia de amostragem por flutuagéo
[67]. Seguidamente, o dispositivo HFPE é inserido num frasco contendo um
insert e 100 pL do mesmo solvente utilizado na microextracdo. Este €
posteriormente fechado e submetido ao tratamento ultrassénico por alguns
minutos por forma ocorrer a retroextracdo ou a difusdo dos compostos, sendo
depois colocado no amostrador automatico para a analise instrumental (nesta
caso por GC-MS). Na figura 1.9 encontra-se representado o ciclo analitico
proposto para a HFUE.

Tecnologia de amostragem por flutuagin

MICROEXTRACAC ": RETROEXTRACAQ

£ ( Clclo HEWE l '

Um dispositivo por amostra

ANALISE POR GC-MS

Conveniente para anélise de rotina

Figura 1.9 — Esquema relativo ao procedimento experimental proposto no ciclo HFUE.
Adaptado de [65,66].

Devido as reduzidas dimensdes da HF, a retroextracédo pode ser realizada

num Unico passo sem a necessidade de remocdo do dispositivo, havendo
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espaco suficiente para a operagao de injegao. Desta forma, a HFuE pode ser
facilmente combinada com amostradores automaticos de sistemas instrumentais
convencionais presentes em laboratérios de quimica analitica, sendo uma
abordagem abrangente e dedicada ao uso em rotina. No entanto, embora esta
técnica seja de extrema simplificacdo e de baixo custo, continua a ser apenas
dedicada ao enriquecimento de compostos com elevada solubilidade em
solventes organicos (imisciveis com a &gua), nomeadamente aos que

apresentam carateristicas de baixa polaridade.

1.4.2 Microextracao baseada em solidos

Para além das técnicas baseadas em particdo, como as de microextracédo
baseada em liquidos, as tecnologias de amostragem baseadas em sorcao
também ganharam relevo nas ultimas décadas, uma vez apresentarem elevada
performance para o enriquecimento de compostos orgéanicos [67]. Destas,
destacam-se as técnicas de microextracdo estatica, nomeadamente a
microextracdo em fase soélida (SPME, do inglés Solid Phase Microextraction), a
extracdo sortiva em barra de agitacdo (SBSE, do inglés Stir Bar Sorptive
Extraction) e a microextragdo adsortiva em barra (BAPE, do inglés Bar

Adsorptive Microextraction).

1.4.2.1 Microextracdo em fase sélida (SPME)

A SPME foi introduzida por Arthur e Pawlizyn em 1990 [68]. Este trabalho
correspondeu a primeira aplicacdo de um dispositivo para o enriquecimento
estatico baseado em sorcdo (nesta caso usando um filme de poliimida) para
compostos organicos em matrizes aquosas previamente a injecdo direta num
sistema cromatogréfico. E de realcar a carateristica solventless (sem recurso a
solvente) da etapa de retroextracdo empregando a desorcao térmica (TD, do
inglés Thermal Desorption). Em SPME, uma fibra de silica fundida contendo um
sorvente que pode ser usada para o enriquecimento de compostos organicos em

meio aquoso tanto por imersdo direta como por headspace. Depois, 0s
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compostos podem ser retroextraidos tanto por dessorcéo liquida (LD, do inglés
Liguid Desorption) como por TD, dependendo essencialmente dos analitos alvo
e do sistema instrumental empregado. Na figura 1.10 encontra-se representado

um possivel procedimento experimental com recurso a SPME.

Amostragem por L
Dessorgao térmica

headspace
Introdugéo
Dispositivo Fibra recolhida no GC
de SPME ot —
— l Injetor do GC
Fibra ﬁ .
/ / PN\ \
Amostra Ll /\ } )
. ¢ \\_\,\(}-/ ‘ .

Coluna

Figura 1.10 — Imagens referentes ao procedimento experimental de SPME por headspace com
TD e posterior andlise por GC. Adaptado de [69].

A fase sorvente mais amplamente usada em SPME tem sido o
polidimetilsiloxano (PDMS), um revestimento polimérico a base de silicone. Esta
fase polimérica apolar promove interacfes hidrofébicas com os analitos alvo,
nomeadamente através de forcas de Van-der-Waals, embora ligacdes de
hidrogénio possam ocorrer com 0s atomos de oxigénio no PDMS, dependendo
essencialmente da estrutura quimica dos analitos envolvidos [70]. O PDMS
possui propriedades muito interessantes de difusdo e termoestabilidade,
permitindo que seja empregue numa ampla gama de temperaturas (-20 a 320
°C). Por esta razdo, encontra-se presente na maioria das colunas capilares de
GC [71].

Desde o seu desenvolvimento, a técnica de SPME demonstrou inUmeras
vantagens para a analise de compostos organicos em diferentes matrizes,
nomeadamente [43]:

e Areducdo ou eliminagao do uso de solventes;
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e Requer pequena quantidade de amostra;

e Emprega menores tempos de preparacao de amostra;

e A automatizacdo é relativamente simples, permitindo analises de
alto rendimento;

e Permite a extragdo e pré-concentracdo de analitos em matrizes
sélidas, liquidas ou gasosas;

e Permite a implementag&o de analises no local de amostragem ou

in vivo.

A eficiéncia de extragcdo por SPME pode ser calculada teoricamente [72],
uma vez que ocorre por equilibrio entre duas fases. Apos alcancado o equilibrio
e, quando o volume de amostra € substancialmente superior ao volume do
material sorvente, a quantidade de massa dos analitos extraidos pode ser

calculada, tal como é descrito pela equacéo 1.1:

n= Kfs X Vf X Cy (1.1

na qual n € a massa dos analitos extraidos, Krs 0 coeficiente de particdo do
analito entre o sorvente da fibra e a amostra, Vi o volume do sorvente e Co a
concentracao inicial do analito na amostra.

Atualmente sdo propostos inimeros materiais sorventes comerciais ou
preparados em laboratério para revestimento em SPME, incluindo nanotubos de
carbono, divinilbenzeno (DVB), poliacrilonitrila, liquidos i6nicos poliméricos
(PILs), polianilina (PANI), fluoroplastico politetrafluoroetileno amorfo, entre
muitos outros [73,74]. No entanto, o revestimento por PDMS ainda é amplamente
empregue para SPME.

As principais desvantagens de SPME prendem-se com 0 custo
relativamente elevado das fibras, a capacidade limitada de extragdo da mesma,

assim como ser propenso a elevados efeitos de matriz.
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1.4.2.2 Extracao sortiva em barra de agitacao (SBSE)

Por forma a contornar algumas das limitacbes de SPME(PDMS),
Baltussen et. al. [75] introduziram, em 1999, a SBSE como uma nova técnica de
enriguecimento de amostras para matrizes aquosas. Esta consiste no uso de
uma barra de agitacdo magnética (10 a 20 mm de comprimento) revestida com

material sortivo (usualmente PDMS) imobilizado sob a mesma (figura 1.11).

Sorvente Vidro
l Magnete
‘N

S ";’K

Figura 1.11 — Representacdo esquematica dos constituintes de um dispositivo usada na SBSE.
Adaptado de [76].

SBSE pode operar tanto por imersao direta como por headspace (figura
1.12), enquanto a retroextracao pode ser efetuada com recurso a TD ou LD. A
primeira € mais direta, solventless e on-line, sendo no entanto limitada para
compostos volateis e semi-volateis, requerendo uma unidade dedicada para a
operacdo de aquecimento e apenas compativel com analise por GC. Por outro
lado, a abordagem por LD pode ser combinada com qualquer sistema
instrumental, seja GC, HPLC ou mesmo eletroforese capilar (CE), permitindo
também a reandlise [77].

Em SBSE(PDMS), as eficiéncias de extragdo de um analito dependem da
particdo entre os mesmos e o0 PDMS presente na barra de agitacdo, e a matriz
(aquosa), apresentando um comportamento semelhante a distribuicdo descrita
pelo coeficiente de particdo octanol-agua (Kppwms/agua = Koragua). AsSim, 0
coeficiente de distribuicdo entre o PDMS e a agua (Krpwms/agua) € definido pela
razao entre a concentracéo do analito na fase de PDMS (crpwms) € na fase aquosa
(cagua), depois de atingido o equilibrio da extragéo, tal como € descrito pela

equacéo 1.2:
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CppMs mMppMs VppMs
Kns ~ K i = = X (1.2)
O/A PDMS/A; .
/Agua /Agua CAgua M4igya VAgua

onde mppums € a massa do analito na fase de PDMS, magua @ massa do analito na
fase aquosa, Vagua 0 Volume de amostra na fase aquosa e Vepwms 0 volume em
PDMS [72,75]. Assim sendo, a quantidade de PDMS e polaridade dos analitos
(definido pelo logaritmo coeficiente de particdo octanol-agua, log Kow) € critica
para a eficiéncia de extracdo de SBSE(PDMS). Isto permitiu que Baltussen e
colaboradores obtivessem uma eficiéncia superior quando comparados com a

SPME(PDMS) [78], pois SBSE usa volumes muito superiores de PDMS - figura
1.13.

Amostra ——

SBSE

Figura 1.12 — Modos de extracdo em SBSE: por imerséo direta (a) ou por headspace (b).
Adaptado de [77].
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Figura 1.13 — Recuperagdes tedricas de SPME(PDMS: 0,5 yL) e SBSE(PDMS: 50 yL) em
funcéo de log Kow a condi¢des experimentais idénticas. Adaptado de [79].
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Contudo, a SBSE(PDMS) é limitada a recuperacao de compostos com
baixa polaridade, sendo uma grande desvantagem para a analise de compostos
poluentes ou contaminantes, uma vez uma parga percentagem apresentar
elevada polaridade (log Kow < 3). Por forma a contornar esta limitag&do, foi
introduzido SBSE revestida com outros materiais, nomeadamente
PDMS/poliacrilato (PA) e PDMS/etilenoglicol (EG), que provaram alguma
melhoria em relacdo a SBSE(PDMS) para a extracdo daqueles compostos [80].
Adicionalmente, surgiram outras fases de revestimento para SBSE,
principalmente por sintese em laboratério usando tecnologia sol-gel e sintese de
materiais monoliticos. Estes incluem liquidos iénicos [81], B-ciclodextrina [82],
alcool polivinilico (PDMS/PVA) [83], carvdo ativado (PDMS/AC) [84], N-
vinilpirrolidona (NVP)-co-divinilbenzeno (DVB) [85], entre muitas outras [28,86].
Embora estas modificagdes para SBSE tenham apresentado bons resultados
para a extracdo de compostos mais polares, algumas desvantagens ainda
subsistem, nomeadamente na dificuldade de sintese destes materiais e da
respetiva robustez, bem como o nimero de extracdes que podem ser efetuadas

pelos mesmos antes da performance comecar a decrescer [87].

1.4.2.3 Microextracéo adsortiva em barra (BAUE)

A técnica de BAE foi introduzida em 2010 por Neng et. al. [88]. Esta
abordagem foi apresentada como uma alternativa para as baixas eficiéncias de
SPME e SBSE no sentido do enriquecimento de compostos mais polares (log
Kow < 3) em meio aquoso. Esta técnica tem vindo a demonstrar elevada eficacia
para a analise vestigial tanto de compostos polares como de apolares numa
grande variedade de matrizes [10,59,78], uma vez permitir selecionar o sorvente
mais seletivo de acordo com cada aplicacao.

Os dispositivos BAUE consistem num tubo oco de polipropileno (15 mm
em comprimento, 2 mm de diametro interno e 0,5 mm de espessura de parede)
no qual é fixado material sorvente adequado por via de um adesivo conveniente
(figura 1.14). A quantidade de material sorvente fixado € geralmente
compreendido entre 0,5 e 5,0 mg [88,89], dependendo essencialmente da fase

sorvente, tendo desvio padréo relativo (RSD) inferior a 5 % [90].
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Figura 1.14 — Representagao esquematica de dispositivo BAUE. Adaptado de [67].

Os sorventes mais vulgarmente usados em BAUE tém sido os carvoes
ativados (ACs) e as fases poliméricas.

Os ACs possuem boa capacidade de retencdo de compostos organicos
(= 100-500 ug mgt) devido a estrutura porosa e de locais ativos que apresentam,
nos quais fendbmenos eletrostaticos e/ou dispersivos podem ocorrer, sendo
dependente de seu pHpzc (pH do ponto de carga zero), da area superficial e das
dimensdes dos poros [91]. Quando o pH da solucéo € igual ao pHpzc, 0 nimero
de grupos superficiais positivos e negativos €é igual, tornando a carga superficial
do AC nula. Por outro lado, se o pH da solucdo for abaixo do pHrzc, a carga
superficial dos ACs sera negativa, se for acima do pHpzc, a carga superficial sera
positiva [92]. Esta carateristica pode ser usada por forma a incrementar as
eficiéncias de extracdo manipulando o pH da solucao para promover este tipo de
interacdes, uma vez alguns compostos prioritarios serem ionizaveis para valores
de pH compreendidos entre 2,0 e 12,0. Por outro lado, a presenca de
heteroatomos a superficie dos ACs, nomeadamente azoto, enxofre, fésforo, e
principalmente oxigénio (figura 1.15), pode favorecer a ocorréncia de pontes de
hidrogénio com compostos organicos. Adicionalmente, devido a natureza
organica destes materiais, podem igualmente ocorrer interacdes do tipo n-m, 0
gue favorece a adsorcdo de compostos aromaticos e/ou hidrofébicos [93]. Por
fim, as elevadas areas superficiais destes biomateriais (até 2500 m? g?),
derivadas da presenca de um grande volume de macroporos (> 50 nm),
mesoporos (2-50 nm) e microporos (< 2 nm), sdo uma vantagem inequivoca

relativamente a outros materiais sorventes.
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Figura 1.15 — Grupos ativos de oxigénio, azoto, enxofre e fésforo que podem ser encontrados a
superficie de carvdes ativados. Adaptado de [93]. As estruturas quimicas foram obtidas com
recurso a software especifico [15].

Para além dos ACs, as fases poliméricas usadas tradicionalmente em
SPE apresentam igualmente capacidade de reter compostos organicos por
varios fendbmenos de interacéo, incluindo do tipo fase reversa ou i6nica. Destes,
destacam-se 0 poliestireno-divinilbenzeno (PS-DVB), o0 poliestireno-
divinilbenzeno-co-N-vinilpirrolidona (PS-DVB-NVP),0 octadecil silica (C18), o
ciano (CN), o etilvinilbenzeno-co-divinilbenzeno (EVB-DVB), o etildivinilbenzeno-
co-N-vinilpirrolidona (EVB-NVP) e suas modificacdes, nomeadamente para troca
anidnica ou cationica (figura 1.16), entre outros. Os mecanismos presentes

podem ser do tipo =-m, dipolo-dipolo, ligacdes de hidrogénio e interacdes
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hidrofébicas, assim como de permuta ionica, dependo essencialmente do

polimero usado.

;2}@; p(){gi O

EVB-NVP (troca cationica) EVB-NVP (troca amonlca) PS-DVB
o e Talll
oy o Ra TN YA
n
EVB-NVP EVB-DVB PS-DVB-NVP
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os oS A"
w(0O-§j ~+(0-Sj
5> “CieHas o\/\f
e °
c18 Ciano

Figura 1.16 — Estruturas quimicas de alguns polimeros usados como fase sorvente para BAUE.
Estas estruturas foram obtidas com recurso a software especifico [15].

A BAUE permite fixar facilmente ACs e fases poliméricas a dispositivos
convenientes sem comprometer as propriedades quimicas dos mesmos. Por
outro lado, esta técnica tem em conta alguns dos objetivos da GAC [49],
nomeadamente:

¢ Uma abordagem analitica que permite um processo de
enriguecimento estatico e miniaturizado;

e O uso de volumes negligenciaveis de solventes organicos;

e O uso de pequenas quantidades de material sorvente;

e Areducao ou eliminacdo da necessidade de derivatizacao;

e A promocdao da reducado das etapas analiticas sem comprometer a
eficiéncia, especialmente para os compostos mais polares.
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Enquanto a técnica de SPME e SBSE emprega processos de
enriguecimento por headspace ou imersao direta, a técnica de BAUE opera por
“tecnologia de amostragem por flutuacdo”. Neste caso, os dispositivos de
microextracdo, sendo menos densos que a agua, sdo alocados imediatamente
sob do vortice formado pela agitacdo magnética (figura 1.17). Esta nova
abordagem permite obter resultados reprodutiveis e robustos, sem a degradacéo
fisica que pode ocorrer durante o processo de equilibrio, como por exemplo
acontece com a técnica de SBSE [94], uma vez que os dispositivos BAUE ndo

estdo em contacto fisico com as paredes de vidro do frasco de amostragem.

—

=

—— Frasco de amostragem ——

Vortex = =

~——ay
=

Dispositivo
BAUE i

Amostra ——

Barra magnética —=
de Teflon

Figura 1.17 — Imagem real e representacéo esquematica exemplificando a metodologia de
amostragem por flutuagcdo usada em BAUE. A imagem a direita foi criada a partir do endereco
eletrénico www.biorender.com.

Apds o processo de microextracao, os dispositivos sdo submetidos a uma
etapa de LD que ira dessorver os analitos por sonicacdo usando um solvente
adequado para posterior andlise instrumental, i.e., HPLC-DAD, GC-MS, CE-
DAD, ou LC-MS.

Devido a enorme versatilidade de BAUE, nomeadamente para a escolha
do sorvente adequado para determinada aplicacao, a técnica foi ja aplicada para
a analise de uma variedade de compostos organicos em matrizes bioldgicas,
ambientais e alimentares, ex., substancias de abuso [95], fungicidas [96], &cidos

fendlicos [97], PPCPs [98], entre muitos outros.
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1.4.2.3.1 O ciclo analitico da BApPE

Conforme referido anteriormente, o ciclo analitico da técnica BAPE, como
para SPME e SBSE, envolve duas etapas: a microextracdo dos analitos da
amostra, seguida da retroextracdo dos mesmos da fase sorvente para um
solvente adequado para posterior analise no sistema instrumental. Desta forma,
séo realizados ensaios por forma a otimizar a recuperacao dos compostos alvo,
tendo em conta os parametros que podem afetar positivamente ou
negativamente aquelas duas etapas. Na figura 1.18 encontra-se representado
uma estratégia de otimizacdo univariada que pode ser empregue em BAUE-LD
[99].

" e
Selecao do Solvente de LD Tempo de LD
sorvente o
Metanol, acetonitrilo 5 - 90 min
ACs, polimero, etc. ou mistura destes L .
\2
(" Velociadade de Tempo de 1 pH da
agitacao equilibrio —> matriz
L 700 - 1300 rpm 1-16h 3 2,0-12,0
|
\4
Polaridade Forcaidnica
(Metanol) (Cloreto de sédio)
0-20% 0-20%

Figura 1.18 — Fluxograma que descreve uma estratégia de otimiza¢cdo univariada usada em
estudos de otimizacao por BAUE-LD. Adaptado de [99].

Genericamente, o processo de otimizacdo de BAUE-LD comeca com a
escolha do melhor sorvente para microextracdo (i.e., ACs, polimeros, etc.)
usando condi¢des padrdo: 3 h de tempo de equilibrio, pH 5,5, 1000 rpm;
retroextracdo por 30 min sob sonicacdo usando 200 uL de metanol. Ao usar
essas condicdes, a seletividade do material sorvente em meio aquoso pode ser
rapidamente avaliada [88—-90,95,96,98,99].
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Os parametros que podem afetar a etapa de retroextracdo dizem respeito
ao tempo e tipo de solvente usado para a LD, por forma a garantir a completa
dessorcao dos analitos da fase sorvente.

Os fatores que podem afetar a etapa de extracdo prendem-se com a
velocidade de agitacdo e tempo de equilibrio, uma vez condicionarem
significativamente a distribuicdo e cinética dos compostos alvo entre as duas
fases (amostra e sorvente) [88]. Por outro lado, as carateristicas da matriz (pH,
forca i6nica e polaridade) podem ser manipuladas e otimizadas por forma a
maximizar a recuperagdo dos analitos. O controlo do pH é muito importante
sobretudo quando envolve a andlise de compostos ionizaveis, uma vez a forma
quimica poder influenciar diretamente as interacbes que podem ocorrer com a
fase sorvente. De uma forma geral, os melhores resultados com BAUE s&o
obtidos quando o pH da matriz favorece a nao ionizagao dos compostos alvo, e
permita que a carga superficial dos ACs seja proximo de zero [98,100-102],
favorecendo as intera¢des hidrofobicas e n-n. Para a maioria das aplicagcfes
publicadas usando BAPE com revestimento polimérico, as maiores recuperacdes
sao geralmente obtidas quando os compostos alvo e a fase sorvente (geralmente
DVB e suas modifica¢cfes) nao estéo ionizados [90,103-105], podendo favorecer
as interacdes do tipo de fase reversa. No entanto, oS mecanismos envolvidos
ndo sdo totalmente compreendidos, sendo necessérios estudos adicionais por
forma a estabelecer uma relacéo clara entre as propriedades fisico-quimicas dos
ACs ou dos polimeros e as eficiéncias de extracao por BAUE.

A polaridade da matriz desempenha um papel importante na adsorcéo de
compostos organicos no processo de equilibrio, incluindo em BAJE. Este
parametro € particularmente importante para 0os compostos mais apolares (log
Kow > 5,0), pois no processo de enriguecimento estatico, estes analitos podem
ser adsorvidos nas paredes do frasco de vidro (“wall effect”) [77]. Por forma a
contornar esta possibilidade, sédo geralmente realizados ensaios usando metanol
como modificador organico em concentracées compreendidas entre 0 e 20 %
(v/v), para aumentar a solubilidade dos analitos na matriz [100]. No entanto, a
solubilidade na matriz pode aumentar de tal ordem que limita a microextracéo
pelos dispositivos BAUE.

A forca idnica da amostra também desempenha um papel relevante no
processo de microextracao, a qual € normalmente controlada pela adicdo de sais
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inertes, como o cloreto de sédio (NaCl, 0 a 20 %, p/v). Foi relatado que, para a
abordagem SBSE(PDMS), a adicdo de NaCl dificulta o processo de
microextracao para os compostos apolares (log Kow > 3,5), podendo levar a
migracdo destes para a superficie da matriz aquosa (“oil effect”) [77,87]. Por
outro lado, a adicdo de NaCl parece melhorar as recuperacfes para os analitos
polares na metodologia SBSE(PDMS), uma vez a presenca de sais inertes
diminuir a solubilidade em agua, forcando os compostos para fase sorvente
(“salting out effect”) [105]. Estes fendmenos também podem ser extrapolados

para a técnica de BAUE, principalmente quando revestido por fases poliméricas.

1.4.2.3.2 Melhoramentos da BAUE

Desde sua génese, a tecnologia BAUE tem vindo a ser constantemente
melhorada, com especial énfase na simplificacdo das etapas analiticas, i.e., na
eliminacao da derivatizacao (sempre que possivel), na reducao das etapas de
evaporacao e troca do solvente, etc. A primeira grande melhoria foi a acentuada
miniaturizacdo do dispositivo original (*2BAWE — figuras 1.19), que permitiu a
eliminacdo das etapas de evaporacdo e troca do solvente, bem como a
duplicacdo do fator de concentracao (até 250) usando metade da quantidade de
fase sorvente, sem comprometer o desempenho analitico [89,105]. Isto foi
conseguido utilizando um insert num frasco de vidro contendo apenas 100 uL de
solvente para LD. Esta melhoria permitiu a recuperacao completa (~ 100%) de
nove hormonas esteroides de varias matrizes ambientais e biol6gicas [105] ou
boas recuperacdes (63,8-84,2%) de antibiéticos sulfonamidas a partir de

matrizes aquosas [106].

Figura 1.19 — Comparacéao dos dispositivos BAPE (1) e /2BAPE (2) antes (a) e durante o
processo de retroextracéo (b). Adaptado de [89].
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Recentemente, uma outra melhoria constituiu no desenvolvimento de
dispositivos BAUE de nova geracao (ngBAME, do inglés New Generation BAUE),
gue permitiu diminuir ainda mais os passos analiticos [107]. Estes novos
dispositivos séo cilindricos, tendo um suporte flexivel a base de nylon (7,5 mm
em comprimento e 1 mm de diametro - figuras 1.20 e 1.21), na qual apenas 0,5
mg de fase sorvente é usado.

Suporte de nylon ~ Fase sorvente

q 1,0 mm

7,5 mm

Figura 1.20 — Dispositivo ngBApPE. Adaptado de [107].

Tecnologia de amostragem por flutuagdo

MICROEXTRACAO . RETROEXTRACAQ

a“\

/ @ﬁ@”@ A[};&E @ Apenas um passo na LD
Um dispositivo por amostra .

ANALISE POR LC

Conveniente para andlise de rotina &.,\

Figura 1.21 — Procedimento analitico proposto para o ciclo ngBAUE desde a etapa de
microextracdo até & andlise por LC. Adaptado de [65,107].
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Ao aplicar estes dispositivos, um novo ciclo analitico foi introduzido: ap6s
a etapa de dessorcao, os dispositivos ndo sdo removidos dos inserts do frasco
de vidro, sendo imediatamente selados e colocados no amostrador automético
para andlise instrumental. Este procedimento ndo compromete os sistemas de
injecdo dos instrumentos cromatograficos, uma vez os dispositivos serem muito
pequenos e serem preparados com suportes flexiveis a base de nylon, o que
deixa espaco suficiente para introducédo das agulhas dos injetores dos sistemas
de HPLC ou do GC. A figura 1.21 mostra 0s passos empregues neste novo ciclo

analitico.

1.4.3 Técnicas miniaturizadas de alto rendimento

Atualmente existe a necessidade de abordagens analiticas que sejam
simples, faceis de usar, amigas do ambiente, com poucos passos analiticos e
gue tenham configuracdo de alto rendimento, sendo especialmente relevante
guando estédo envolvidos a andlise de nimero alargado de amostras ou para
trabalhos de rotina. Desta forma, as técnicas de alto rendimento como a
microextracdo em fase solida em camada fina automatizada (96-blade SPME,
do inglés Automated Thin-Film Solid-Phase Microextraction) [108,109] ou a
extracdo paralela artificial em membrana liquida (PALME, do inglés Parallel
Artificial Liquid Membrane Extraction) [110] apresentam-se como contribui¢cdes
inovadoras para dar resposta a este requesito, pois tornam a preparacdo da
amostra ainda mais simples e com a possibilidade de realizar até 96
microextragcdes em simultaneo.

A 96-blade SPME emprega os mesmos principios de SPME convencional,
mas para a microextragdo e consequente retroextragdo de até 96 amostras em
simultaneo (figura 1.22). O sistema é composto por um brago robético que
movimenta os 96 dispositivos de SPME entre véarios agitadores orbitais,
permitindo a total automatizagdo do mesmo.

No entanto, algumas das mesmas limitagcdes atribuidas a SPME
convencional podem ser encontradas em 96-blade SPME, nomeadamente a
ocorréncia de efeitos de matriz consideraveis, especialmente quando a anélise

envolve matrizes muito complexas (ex., fluidos biol6gicos), levando a reducéo de
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recuperacdo dos compostos alvo [108]. Adicionalmente, esta ndo envolve a
extracdo exaustiva dos analitos, comprometendo a sensibilidade da
metodologia, especialmente se empregada em combinacdo com sistemas
instrumentais menos sensiveis (ex., HPLC-DAD). Por outro lado, este sistema é
muito dispendioso, ndo sendo possivel de adquirir por boa parte dos laboratérios

analiticos.

Figura 1.22 — Plano superior do sistema de 96-blade SPME (a). Plano aproximado dos 96
dispositivos de SPME empregues nesta técnica (b). O sistema inclui os seguintes componentes
(c): agitadores orbitais para extracdo (A), dessor¢éo (C) e condicionamento (D); uma estacao
para o passo de limpeza dos dispositivos (B); o brago robético que movimenta os 96
dispositivos de SPME (E); estacdo de evaporagao por azoto (F); braco robético que movimenta
a seringa para injecdo no sistema cromatografico (G). Adaptado de [109].

A PALME foi introduzida em 2013 por Gjelstad et. al. [110] como uma
técnica inovadora, comercial, de facil utilizacdo, de reduzido custo e de elevado
rendimento para o enriguecimento de compostos organicos em matrizes

biolégicas. Esta técnica emprega os mesmos conceitos de HF-LFME, mas
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usando um dispositivo contento 96 pocos para a realizacdo de varias

microextracdes em simultaneo (figura 1.23).

Tambpa 5
SLM Solugéo recetora
|

A% T~ Prato contendo | |

\id ==t
1 96 pogos com \ |
A + 7 solugéo recetora ""—-’

SLM »"~~__ Prato contendo Solucio dad
96 pogos com olucdo dadora

solucdo dadora

Figura 1.23 — Representacdo esquematica do dispositivo PALME (a), assim como de um dos
seus pocos. Adaptado de [110].

Neste formato, os analitos alvo sdo extraidos de um pequeno volume de
fluido biologico (até 300 uL), através do SLM (similar a HF-LPME, mas usando
uma membrana a base de fluoreto de polivinilideno) para uma solucéo recetora.
A figura 1.24 exemplifica a extracdo de compostos basicos por PALME.

Tal como para HF-LPME, a técnica de PALME apresenta elevada
eficiéncia para a recuperacdo de compostos basicos, acidos ou neutros, com log
Kow > 1,5-2,0. No entanto, para analitos mais polares, a transferéncia para o
SLM (usualmente um solvente organico apolar) é muito reduzida, sendo as
recuperacdes bastante comprometidas [112]. Por outro lado, a quantidade de
amostra é bastante limitada (200-300 pL), podendo ser uma desvantagem para
guem empregue sistemas instrumentais menos sensiveis, ex. HPLC-DAD.
Adicionalmente, a membrana usada em PALME pode apresentar propriedades
de adsorcéo para proteinas (presentes em fluidos biologicos, ex., plasma) e,
neste sentido, aumentar a possibilidade dos analitos de interesse serem
adsorvidos nas mesmas, comprometendo desta forma as eficiéncias de extragéo
[113].
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Solucéo recetora (acida) —

SLM —

Solucéo dadora (alcalina)

@ Analito 4cido Em sol_ugc”)es_alcalinas, Os analitos alcalinos e Os analitos alcalinos sédo

. ] os analitos acidos estéo neutros sao transferidos protonados e transferidos

@ Analitoalcalino | 5ni7ad0s, enquanto os para 0 SLM, enquanto 0s para a solug&o recetora,
Analito neutro analitos alcalinos estéo analitos acidos enguanto o0s neutros
neutros. permanecem na amostra, permanecem no SLM.

Figura 1.24 — Fotografia do dispositivo PALME (a), assim como da ilustracéo esquematica do
processo de extracdo de compostos alcalinos (b). Adaptado de [111].

Neste contexto, e face as diversas limitagcdes apresentadas pelas técnicas
descritas, € necessario o desenvolvimento de novas abordagens dedicadas para
analise de rotina, que apresentem bom custo-beneficio, que permitam uma
abordagem de alto rendimento e que sejam compativeis com os principios da
GAC, assim como a combinagdo com sistemas instrumentais convencionais
disponiveis em qualquer laboratério de analise (bio)quimica, sem nunca

comprometer a performance analitica.
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2. Objetivos da tese

Nao obstante as diversas vantagens das técnicas de microextracdo
apresentadas, algumas limitacdes subsistem, sendo indispensavel o continuo
aperfeicoamento das abordagens existentes e/ou o desenvolvimento de
metodologias de preparacdo de amostras ainda mais inovadoras, no sentido da
maior simplicidade e custo-beneficio adequado. Por outro lado, devem
igualmente possibilitar configuragdes experimentais de elevado rendimento para
posterior aplicacdo em trabalho de rotina, devendo ser compativeis com o0s
principios da GAC, sem comprometer o desempenho analitico.

Neste sentido, a presente dissertacdo tem como foco a introducao de
abordagens inovadoras em técnicas de microextragdo estatica, como
metodologias alternativas para analise vestigial de contaminantes e substancias
de abuso emergentes em matrizes ambientais e bioldgicas, tendo como

principais objetivos:

- A avaliacdo do desempenho da técnica BAPE, usando revestimentos a
base de misturas de fases sorventes, para a determinacdo vestigial de anti-
inflamatérios ndo esteroides (acido salicilico, acido mefenamico, diclofenac e
naproxeno) e de micropoluentes organicos (triclosan, carbamazepina,
diclofenac, 17a-etinilestradiol e 17B-estradiol) em matrizes ambientais, como

alternativa a outras metodologias analiticas;

- O recurso a novas fases nanoestruturadas (i.e., sorventes a base de
hidrocarbonizados porosos) para revestimento dos dispositivos BAUE, e
avaliacdo do desempenho na determinacdo vestigial de diversas classes de
compostos farmacéuticos (sulfametoxazol, carbamazepina, diclofenac, acido
mefenamico, 17a-etinilestradiol, 17B-estradiol, estrona, gemfibrozil e &acido

clofibrico) em matrizes ambientais;

- A aplicagdo da técnica BAUE na determinagdo de canabindides
sintéticos, recentemente detetados no mercado nacional e europeu (AM-694,
cumyl-5F-PINACA, MAM-2201, 5F-UR-144, JWH-018, JWH-122, UR-144 e
APINACA), em matrizes de fluido oral;
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- A introducdo de uma abordagem inovadora, a BAUE de alto rendimento
(HT-BAUE, do inglés High Throughput Bar Adsorptive Microextraction), que
possibilita uma nova configuracdo experimental, mais simples e eficaz,
permitindo o enriquecimento, e subsequente retroextracédo, de até 100 amostras

em simultaneo:;

- A avaliacdo do desempenho da técnica HT-BAPE na determinacéo
vestigial de benzodiazepinas (diazepam, prazepam, bromazepam, oxazepam,
lorazepam, alprazolam, temazepam e loflazepato de etilo) em amostras de urina,
plasma e soro, bem como de nicotina (e cotinina) ou de cetamina (e norcetamina)

em matrizes de urina.

- Demonstrar ainda, em colaboracdo com outros investigadores, a grande
abrangéncia das metodologias baseadas em BAUE para analise vestigial de
outras classes de compostos prioritarios em diversos tipos de matrizes,

nomeadamente:

e Na determinacdo de carbazol em gaséleo, usando dispositivos
revestidos com carvles ativados a base de derivados da pirdlise da
casca do arroz;

e Na monitorizacao de pesticidas organoclorados em matrizes vegetais,
nomeadamente de ché e tabaco;

e Na determinacao de irgarol em 4guas estuarinas;

¢ Na analise de catinonas sintéticas em fluido oral;

e Na determinacédo de compostos farmacéuticos em matrizes ambientais
e biologicas;

e Na andlise de antibioticos sulfonamidas em matrizes ambientais e
bioldgicas;

e Na aplicacdo de nanotubos de carbono como fase sorvente inovadora
para revestimento do dispositivo;

e Na determinacédo de antidepressivos triciclicos em matrizes de urina.
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3. Parte experimental

3.1 Padrdes analiticos

A maioria dos compostos estudados eram de grau analitico,
nomeadamente a carbamazepina (99,0 %), triclosan (97,0 %), diclofenac sédico
(98,0 %), 17-B-estradiol (98,0 %), estrona (99,0 %), gemfibrozil (98,5 %), acido
mefenamico (98,5 %), acido clofibrico (98,0 %), sulfametoxazol (98,0 %), (-)-
nicotina (98,0 %), (-)-cotinina, as solucdo metandlicas de hidrocloreto de
cetamina (1,0 mg L) e de hidrocloreto de (z)-norcetamina (1,0 mg L), o &acido
4-aminobenzoico (usado como padrédo interno, Pl, em CE-DAD, 99,0 %) e
difenilamina (usado como Pl em GC-MS, 98,0 %), foram adquiridos a Sigma-
Aldrich (Alemanha); o 17-a-etinilestradiol (98,0 %) foi fornecido pela Riedel-de-
Haén (Alemanha); e o naproxeno (98,0 %) pela Fluka (Suica).

Os oito canabindides sintéticos foram fornecidos pelo Laboratério de
Policia Cientifica (LPC) da Policia Judiciaria (PJ), ao abrigo de um protocolo
existente com a Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa (FCUL);
destacam-se o AM-694 [1-(5-fluoropentil)-3-(2-iodobenzoil)indol], cumyl-5F-
PINACA [1-(5-fluopentil)-N-(2-fenilpropano-2-il)indazol-3-carboxamida], MAM-
2201 [(1-(5-fluoropentil)-1H-indol-3-il)(4-metil-1-naftil)metanona], 5F-UR-144 [(1-
pentil-1H-indol-3-il)(2,2,3,3-tetrametilciclopropil)metanona], JWH-018 [1-naftil(1-
pentil-1H-indol-3-il)metanona], JWH-122 [(4-metil-1-naftil)(1-pentil-1H-indol-3-
ilmetanona], UR-144 [(1-pentil-1H-indol-3-il)(2,2,3,3-
tetrametilciclopropil)metanona] e APINACA [N-(adamantano-1-il)-1-pentil-1H-
indazol-3-carboxamidal.

As benzodiazepinas estudadas foram obtidas a partir de formulacdes
farmacéuticas comerciais, nomeadamente o Alprazolam Mylan produzido pela
Mylan (Lisboa, Portugal), contendo 1 mg de alprazolam; o Bromazepam
Pharmakern produzido pela PharmaKERN (Algeés, Portugal), contendo 1,5 mg
de bromazepam; o Victan produzido pela Sanofi (Porto Salvo, Portugal),
contendo 2 mg de loflazepato de etilo; o Serenal produzido pela Meda Pharma
(Lisboa, Portugal), contendo 15 mg de oxazepam; o Demetrin produzido pela
Pfizer (Porto Salvo, Portugal), contendo 10 mg de prazepam; Normison
produzido pela Teofarma (Valle Salimbene, Italia), contendo 20 mg de

temazepam; o Lorazepam Generis produzido pela Generis (Amadora, Portugal),
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contendo 1 mg de lorazepam; e o Diazepam Ratiopharm produzido pela
Ratiopharm (Porto Salvo, Portugal), contendo 5 mg de diazepam.

3.2 Reagentes quimicos

O metanol (MeOH, 99,8 %), acetonitrilo (ACN, 99,8 %) e etanol absoluto
anidro (EtOH, 99,9 %) de qualidade para HPLC, bem como os acidos cloridrico
(HCI, 37 %), acético (CH3COOH, 99,8 %) e férmico (COOH, 99,0 %) foram
fornecidos pela Carlo Erba (ltalia). O cloreto de sédio (NaCl, 99,9 %), hidréxido
de sodio (NaOH, 98,0 %), propan-1-ol (1-PrOH, 99,8 %) de qualidade para
HPLC, glucose (G, 99,0 %), frutose (F, 99,0 %) e sacarose (S, 99,0 %) foram
fornecidos pela AnalaR BDH Chemicals (Reino Unido). O propan-2-ol (2-PrOH,
99,9 %) de qualidade para HPLC foi obtido da Fisher Scientific (Reino Unido). O
cloreto de litio (LiCl, 99,0 %) e o cloreto de zinco (Cl2Zn, 99,0 %) foram adquiridos
a Merck (Alemanha) e a Acros Organics (Bélgica), respetivamente. O acido
cloridrico (HCI, 37,0 %) e o carbonato de sédio (Na2COs, 99,5 %) foram
fornecidos da Riedel-de Haén (Alemanha). O hidrogeno fosfato dissédico anidro
(NazHPO4, 99,0 %) foi obtido da Panreac (Espanha). O di-hidrogenofosfato de
potassio (KH2PO4, 99,5 %) e o etanol para lavagem (96 %) foram fornecidos pela
Scharlau (Espanha). O tetraborato de sodio decahidratado (Na2B4O7-10H20,
99,5 %), assim como a f-glucuronidase de Escherichia coli tipo IX-A, em pé
liofilizado, 1.000.000-5.000.000 unidades g*, foram da Sigma-Aldrich
(Alemanha). A 4gua ultrapura tipo | usada nos diversos ensaios foi obtida através
de um sistema de purificacdo de agua Mili-Q (Merck Milipore, Estados Unidos da

América).

3.3 Material corrente e equipamento de laboratorio

Para o desenvolvimento da presente dissertacao, além de material de
vidro e de plastico corrente de laboratorio, foram igualmente usadas
microsseringas analiticas com émbolo flexivel de 10, 50, 100 e 500 uL (Hamilton,

Estados Unidos da América), micropipetas de volume regulavel 20-200 uL, 100-
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1000 pL e 500-5000 pL e respetivas pontas de polipropileno (Labbox, Espanha),
frascos de vidro transparente para amostragem de 25 mL com tampas de
borracha de 20 mm, assim como frascos de vidro transparente de 10 mL com
tampas de plastico de 22 mm, e barras para agitacdo magnética (15 mm de
comprimento e 4,5 mm de diametro) da VWR Internacional (Portugal). Foram
igualmente usados frascos de vidro transparentes convencionais de 2,0 mL (12
de diametro e 32 mm de altura) para sistemas cromatograficos, tampas com
septo de borracha (11 mm de didmetro) e inserts de vidro transparente de base
plana (6 de diametro e 31 mm de altura) da Labbox (Espanha). Frascos de
polipropileno de 1,0 mL e de 0,3 mL, juntamente com as respetivas tampas (11
mm) da Agilent Technologies (Estados Unidos da América), foram igualmente
usados. Foi também utilizado um encapsulador manual da Agilent Technologies
(Estados Unidos da América). Foram igualmente empregados filtros de papel
(125 mm de diametro, 10-13 uym de tamanho de poro, Cat No 1001 125;
Whatman, Reino Unido) e de nylon (0,45 pm de tamanho de poro, Laborspirit,
Portugal). Foram usados frascos de polipropileno com tampa de 5, 10 e 50 mL
para amostragem e armazenamento das amostras bioldgicas (Labbox,
Espanha).

Os ensaios de microextracdo foram efetuados em placas de agitacéo
magnética com quinze posi¢des (Variomag H + P Labortechnik Multipoint 15,
Alemanha), em banho de ultrassons equipado com termostato (Branson 3510 E-
DTH, 42 +/- 2,5 kHz, 100 W, Suica) e num agitador orbital (Janke 164 & Kunkel
IKA-VIBRAX-VXR, Alemanha). As pesagens foram efetuadas numa balanca
analitica (Mettler Toledo AG135, Suica) e as medi¢cdes de pH num medidor de
pH modelo 744 pH Meter, equipado com um elétrodo de vidro combinado
(Metrohm, Suiga). Foi igualmente usado um vortex (Velp, Itélia) e uma estufa
(modelo ED 115/E2 , Binder, Alemanha). Foram também utilizados um frigorifico
(0 a 6 °C, Liebherr FKEX 2600, Austria), um congelador vertical convencional (-
20 °C, Jocel JCV-220L, Portugal) e um congelador vertical a temperaturas
ultrabaixas (-80 °C, Panasonic KM-DUS3Y1E, Japdao).

O presente trabalho foi desenvolvido com recurso aos seguintes sistemas
instrumentais: um cromatografo gasoso acoplado a um espetrémetro de massa
(GC-MS), um cromatografo liquido de alta eficiéncia com detecdo por rede de

diodos (HPLC-DAD) e um sistema de eletroforese capilar 3D com detecao por
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DAD (CE-DAD), todos da Agilent Technologies (Alemanha). O sistema GC-MS
era constituido por um GC (Agilent 6890 Series) equipado com amostrador
automatico (Agilent 7683) e injetor de vaporizacdo com temperatura programada
(PTV, do inglés Programmed Temperature Vaporization), acoplado ao detetor
seletivo de massas (Agilent 5973N). O registo de dados e o controlo instrumental
foram efetuados a partir do software MS ChemStation (G1701; verséo
E.02.02.1431; Agilent Technologies). A coluna capilar utilizada foi uma Zebron
ZB-5 (30 m de comprimento x 0,25 mm de diametro interno, 0,25 ym de
espessura de fase estacionaria; 95 % dimetil, 5 % difenil polissiloxano) da
Phenomenex (Estados Unidos da América). O sistema de HPLC-DAD era
constituido por um desgaseificador (G1322A), uma bomba quaternaria
(G1311A), um amostrador automatico (G1313A), um compartimento da coluna
termostatizado (G1316A) e um DAD (G1315B). O registo de dados e controlo
instrumental foram efetuados a partir do software LC3D ChemStation (versao
Rev.A.10.02.1757; Agilent Technologies). As separacdes cromatograficas foram
efetuadas em colunas Kinetex C18 ou Kinetex hexil-fenil (ambas com 150 x 4,6
mm, 2,6 um de tamanho de particula; Phenomenex, Estados Unidos da
Ameérica). As separacdes eletroforéticas foram realizadas por via de capilares de
silica fundida com percurso 6tico estendido (52,1 cm de comprimento, 43,8 cm
de comprimento efetivo, @ 75 ym, Agilent Technologies, Alemanha). O registo
de dados e controlo instrumental foram efetuados a partir do software 3PCE
ChemStation (Rev.A.08.03, G1601, Agilent Technologies).

3.4 Fases sorventes

Os ACs comerciais empregados nos diversos ensaios foram o CN1, o
CA1l, o SX1, o N2 e o R. Este ultimo foi obtido da Riedel-de-Haen (Alemanha).
Os restantes eram da Cabot-Norit, tendo sido doados pela Salmon & Cia (Lisboa,
Portugal). Os hidrocarbonizados porosos a base de glucose (HC-G), frutose (HC-
F) e sacarose (HC-S) foram preparados e caraterizados pelo grupo de Adsorcao
e Materiais Adsorventes do Centro de Quimica e Bioquimica da Faculdade de
Ciéncias da Universidade de Lisboa (CQB/FCUL). Este grupo caraterizou ainda

os sorventes CN1 e R. Todos os procedimentos encontram-se descritos
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pormenorizadamente no anexo Il. A tabela 3.1 resume as principais
carateristicas dos hidrocarbonizados porosos e dos ACs usados no presente

trabalho.

Tabela 3.1 — Principais carateristicas dos materiais a base de carvdo usados na presente tese.

Ager? Viotal ° Vmeso © Vimicro ¢
Material sorvente (m2g) (cm? g) (cm3 ) (cm? g pHpzc

CN1e 1179 0,98 0,68 0,30 51

CA1f 1400 n.d. n.d. n.d. 2,2

SX1f 900 n.d. n.d. n.d. 8,4

N29 896 0,6 0,29 0,31 10,6

Re 964 0,65 0,37 0,28 6,5

HC-G¢ 529 0,58 0,47 0,11 3,0
HC-Fe 407 0,28 0,16 0,12 2,7
HC-Se 487 0,47 0,35 0,12 3,1

n.d. Informacéo indisponivel

2 Area superficial aparente

b Volume total de poros

¢Volume de mesoporos

4 Volume de microporos

¢ Dados obtidos experimentalmente (anexo Il)
f Dados fornecidos pelo fabricante

f Dados obtido na literatura [1]

As fases poliméricas comerciais empregadas para revestimento em BAUE
nos diversos ensaios foram o LiChrolut EN da Merck Millipore (Alemanha); o
ENVI-18, ENVI-Florisil e ENVI-Chrom P da Supelco (Estados Unidos da
América); o HLB, MAX, WAX e MCX da Oasis (Waters, Estados Unidos da
América); e o Strata-X, Strata SDB-L e Strata-CN da Phenomenex (Estados
Unidos da América). Algumas das carateristicas fisico-quimicas destes materiais

sao disponibilizados pelos fabricantes, estando resumidas na tabela 3.2.
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Tabela 3.2 — Principais carateristicas das fases poliméricas empregadas na presente tese.

Area Tamanho Tamanho
Nome Fase . . de
. Estrutura quimica superficial . do poro
comercial sorvente (m? g1) particula A)
(Um)
LiChrolut = = =
EN EVB-DVB O O 1200 40-120 n.d.
3
0
ENVI-18 C18 O C Ha, 475 45 60
]
n.
ENVI- PS-DVB C@ 900 80-160 20-300
Chrom P S
ENVI- Silicato de Q g 289 149-250 .
Florisil magnésio o Sho o
HLB EVB-NVP OQ 810 30 80
EVB-NVP de
MAX troca anionica OJ»/N\ . 830 30 80
(forte) fNi
EVB-NVP de D
WAX troca aniénica  o#°N N 830 30 80
(fraca) Q__B
NH
EVB-NVP de
MCX troca catiénica O,J:r} SO, 830 30 80
(forte)
o
Strata-X PS-DVB-NVP § ( ) N Q 800 33 85
n
S
- . 0O =N
Strata-CN Silica-co-ciano ~0-Si c~ 500 55 70
0
s
n.
Strata C@
SDB-L PS-DVB 500 100 260

n.d. Informacéo indisponivel
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3.5 Amostras

Todas as amostras utilizadas nos estudos da presente dissertacéo foram
obtidas em Portugal continental. As amostras de agua do mar foram recolhidas
em praias da Costa da Caparica e do Estoril, as de agua de rio na praia fluvial
de Avo (rio Alva) e da Ribeira da Enxurrada (Trafaria), as de agua estuarina no
estuario do rio Tejo nas zonas do Seixal e da Ponta do Mato (Almada), as de
agua subterranea num poco nas Caldas da Rainha, as de agua superficial de um
lago em Almada e no Jardim Mério Soares (Lisboa) e as de dgua para consumo
a partir dos sistemas de fornecimento de aguas municipais de Lisboa e de
Almada. As amostras de efluentes foram obtidas da ETAR de Alcantara (Lisboa)
depois de decantacao primaria e filtracao.

Vérias amostras biolégicas (urina, soro e plasma) foram gentilmente
cedidos pela Clinica Joaguim Chaves Saude (Algés, Lisboa), sendo usadas nos
trabalhos envolvendo a andlise de benzodiazepinas e de cetamina (e
norcetamina). Outras amostras de urina e de fluido oral foram obtidas de
voluntarios que ndo consumiram qualquer substancia de abuso. Adicionalmente,
amostras de urina de dois adultos de 26 anos que consumiram 500 mg de
Ponstan (acido mefenamico) ou 1000 mg de Aspirina (acido acetilsalicilico) na
noite anterior a amostragem foram usadas no trabalho envolvendo a andlise de
anti-inflamatorios ndo esteroides. Uma amostra de urina de um voluntario de 60
anos, sob tratamento de benzodiazepinas (Medipax, clorazepato dipotassico, 5
mg, duas vezes ao dia), foi igualmente usada no trabalho envolvendo a analise
de benzodiazepinas.

Para o trabalho envolvendo a analise de nicotina e cotinina, as amostras
de urina foram recolhidas junto da comunidade académica da FCUL entre abril
e junho de 2018. O estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica para Recolha e
Protecédo de Dados de Ciéncias, sendo que todos os participantes forneceram o
seu consentimento informado por escrito. Os voluntarios foram solicitados a
fornecer uma amostra de urina em frascos criogénicos, tendo sido igualmente
pedidos a preencher um formulario indicando os habitos tabagicos, bem como
se tinham memoria da ultima vez que estiveram expostos a fumo de tabaco
(particularmente em espacos fechados). Os formularios foram correspondidos

com a respetiva amostra. No total eram 86 individuos, com idades
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compreendidas entre os 18 e os 53 anos, tendo sido divididos em trés grupos:
nao fumadores e ndo expostos a fumo de tabaco por pelo menos uma semana
antes da amostragem (n = 16; grupo #1), ndo fumadores e expostos a fumo de
tabaco uma semana antes da amostragem (n = 64; grupo #2) e fumadores (n =
6; grupo #3).

Todas as amostras analisadas no mesmo dia da amostragem foram
armazenadas a 4 °C. As restantes foram congeladas a -20 ou -80 °C
(dependendo da disponibilidade do congelador vertical a temperaturas

ultrabaixas) até ao ensaio.

3.6 Procedimento experimental

3.6.1 Preparacgao das solugdes de trabalho

As solucbes padrdo de anti-inflamatorios ndo esteroides, de
micropoluentes organicos, de farmacéuticos, de canabindides sintéticos, de
cotinina e de nicotina foram preparadas a partir da pesagem rigorosa de 1,0 mg
de cada padrao analitico dissolvidos em 1,0 mL de MeOH em frascos de vidro
de 2 mL, tendo a concentracédo final de 1000,0 mg L. A solucdo mae de
cetamina e norcetamina foram preparadas igualmente em MeOH (100,0 mg L1),
a partir da diluicdo dos conteudos das respetivas ampolas. As solu¢des padrao
das benzodiazepinas foram preparadas de acordo com protocolos ja descritos
[2,3], tendo cada comprimido sido individualmente reduzido a po e dissolvido em
MeOH por forma a obter uma concentragéo final de 1000,0 mg L. De seguida,
as solugdes foram sonicadas durante 15 min, centrifugadas a 3000 rpm (10 min)
e filtradas com filtros de nylon. As solu¢cbes mistura foram preparadas
mensalmente a partir da diluicdo das solug¢des padrao. As solugdes de trabalho
e de calibragdo instrumental foram preparadas semanalmente através da
diluicdo adequada das solu¢des mistura. Todas as solu¢des foram armazenadas

e conservadas a -20 °C em frascos de vidro ambar.
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3.6.2 Condic¢oes de operacéo instrumental

3.6.2.1 HPLC-DAD

Por forma a conseguir as melhores condi¢cfes instrumentais por HPLC-
DAD, os compostos alvo foram analisados individualmente com a finalidade de
obter os respetivos tempos de retencdo e espetros de UV/Vis. Diversos
parametros foram estudados por forma a obter a melhor resolucéo, seletividade
e sensibilidade, nomeadamente a composic¢ao da fase mével, volume de injecéo,
temperatura da coluna, programa de separacédo, comprimento de onda, entre

outros. Os dados mais relevantes encontram-se descritos na tabela 3.3.

Tabela 3.3 — Condi¢bes experimentais utilizadas para andlise de cada classe de compostos
estudados por HPLC-DAD.

Volume de . Comprimento
S Fluxo Composicéo da fase
Compostos injecéo - i de onda
(mL min-1) movel
(WL) (%, nm)
Eluente A: H20 com 2,5
Micropoluentes % de CH3COOH

organicos? 20 03 Eluente B: MeOH 280

Isocratico com 80 % B

Eluente A: H2O com 2,5
% de CH3sCOOH
Eluente B: ACN
Farmacéuticos® 40 0,6 0-24 min: 20-80 % B 254
24-27 min: 80 % B
27-30 min: 80-20 % B
30-35 min: 20 % B

Eluente A: H20
20 0,6 Eluente B: ACN 302
Isocratico com 80 % B

Canabinoides
sintéticos @

Eluente A: H20 com 2,5
% de CH3sCOOH
Eluente B: ACN
0-5min: 30 % B
Benzodiazepinas ® 10 0,6 5-12 min: 30-40 % B 254
12-15 min: 40-80 % B
15-18 min: 80 % B
18-21 min: 80-30 % B
21-26 min: 30 % B

2A coluna Kinetex hexil-fenil foi usada para a separagdo cromatografica
b A coluna Kinetex C18 foi empregada para a separagdo cromatogréafica
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3.6.2.2 GC-MS

Por forma a alcancar as melhores condi¢des instrumentais, recorreu-se a
injecdo de solugdes mistura dos analitos no GC-MS operando no modo de
varrimento continuo (full-scan). A partir dos dados obtidos, os compostos alvo
foram analisados individualmente para obter os parametros de retencdo e
espetros de massa correspondentes. Diversos parametros foram estudados por
forma a obter a melhor resolucéo, seletividade e sensibilidade, nomeadamente
o0 solvente, volume e programa de injecéo (i.e., temperatura, tempo de vent,
rampa de aquecimento, velocidade de injecéo, etc.), programa do forno, tempo
de solvent delay, ides monitorizados, entre outros. Os dados mais relevantes

para a analise em GC-MS encontram-se descritos na tabela 3.4.

Tabela 3.4 — CondigBes experimentais utilizadas para andlise de cada classe de compostos
estudados por GC-MS. S&o apresentados os ifes qualificadores e quantificadores (a

sublinhado).

Nicotina e cotinina

Cetamina e norcetamina

Parametros
de injecdo

Programa de
injecédo

Programa do
forno

Tempo de
retencéo
(min)

I0es
monitorizados
(m/z)

Tempo de vent: 0,4 min;
Fluxo: 60 mL min-;
Presséo: 0 psi;

Fluxo de purga: 60 mL min-! até
aos 2 min

60 °C (0,45 min) até aos 280 °C
(600 °C min1)

60 °C (1 min) até aos 280 °C
(15 °C min?)
tempo total: 13 min

Nicotina: 7,23
Difenilamina: 9,12
Cotinina:9,68

Nicotina: 84, 133, 162
Difenilamina: 83, 168, 169
Cotinina: 98, 119, 176

Tempo de vent: 0,49 min;

Fluxo: 50 mL min%;

Pressao: 0 psi;

Fluxo de purga: 12,9 mL mint até
aos 2 min

80 °C (0,5 min) até aos 280 °C
(600 °C min?)

80 °C (1 min) até aos 200 °C

(50 °C minY);

20 °C mintaté aos 225 °C (5 min);
até aos 250 °C (20 °C min?);

até aos 280 °C (50 °C min1);
tempo total: 11,5 min

Difenilamina: 5,42
Norcetamina: 6,73
Cetamina: 6,97

Difenilamina: 83, 168, 169
Norcetamina: 166, 168, 195
Cetamina: 180, 182, 209
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A fase movel usada foi hélio de elevada pureza (99,999 %, GASIN,
Espanha) mantida no modo de presséo constante (pressdo meédia: 9,80 psi). As
temperaturas da linha de transferéncia, fonte de ionizacdo e quadrupoélo foram
mantidas a 280, 230 e 150 °C, respetivamente, tendo sido selecionado um
solvent delay de 6 min para o trabalho envolvendo nicotina e a cotinina, e de 4
min para o trabalho envolvendo cetamina e a norcetamina. Um injetor PTV foi
usado no modo solvent vent usando um liner revestido com |a de vidro. Foi
empregado o modo de injecao de grandes volumes (LVI, Large Volume
Injection), sendo que o volume e a velocidade de injecdo foram de 10 pL e 100
UL min?, respetivamente, para ambos os estudos.Foi utilizada ionizagdo
eletronica (70 eV), operando na gama de massas (m/z) compreendida entre 35
e 550 Da no modo full-scan, com uma corrente de ionizagéo de 34,6 pyA e um
potencial multiplicador de 1200 V. No modo de monitorizacdo de ides
selecionados (SIM, do inglés Selected lon Monitoring mode), um grupo de ides
alvo foi monitorizado em diferentes janelas de tempo, definidas pelo tempo de
retencdo correspondente, usando um tempo de permanéncia de 100 ms. Trés
ibes qualificadores e um quantificador foram selecionados para cada composto,
de acordo com as carateristicas dos espetros de massa obtidos no modo full-
scan e por comparacao com a base de dados espetrais da biblioteca de Wiley
(G1035B; Rev D.02.00; Agilent Technologies). A gravacao de dados e o controlo
instrumental foram realizados pelo software MSD ChemStation (G1701CA;
Versdo C.00.00; Agilent Technologies). Para fins de quantificacdo, foram
efetuadas curvas de calibracdo usando a metodologia do padrédo interno, sendo

a integracao feita com recurso ao software mencionado anteriormente.

3.6.2.3 CE-DAD

Por forma a alcancar as melhores condi¢bes instrumentais por CE-DAD,
0s compostos alvo foram analisados individualmente com a finalidade de se
obter os respetivos tempos de migracdo e espetros de UV/Vis. Diversos
parametros foram estudados por forma a conseguir a melhor resolucdo, tempo
de migracéo e eficiéncia, nomeadamente a concentracdo e solvente do tampéo

borato, a voltagem, o pH da amostra, a pressao e tempo de injecao, entre outros.
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A temperatura foi fixada nos 20 °C. O tampé&o ou eletrolito de corrida (BGE,
do inglés Background Electrolyte) era composto por tampéo borato em MeOH
(25 mmol L%, pH 9,5), a injecao foi hidrodinamica (2 s, 50 mbar), aplicando uma
voltagem de -20 kV para a separacao eletroforética, resultando num tempo de
andlise de 30 min. O comprimento de onda selecionado foi de 214 nm. Capilares
novos eram inicialmente condicionados com 1,0 mol L't de NaOH (20 min),
seguido de passagem com agua ultrapura (10 min), MeOH (10 min) e BGE (20
min). Antes de cada andlise, os capilares eram purgados com 0,1 mol L de
NaOH (2 min, 1 bar), seguido de 4gua ultrapura (1 min), MeOH (1 min) e BGE (3
min). No final de cada analise, os capilares eram purgados com MeOH (2 min, 1
bar). Para fins de quantificacédo, foram realizadas curvas de calibracdo usando a
metodologia de padrdo interno, tendo a altura dos picos sido calculada com

recurso a software mencionado anteriormente.

3.6.3 Preparacdo dos dispositivos e apparatus analiticos para

microextracao

3.6.3.1 Dispositivos BAUE

Todos os dispositivos BAUE foram preparados em laboratério. Foram
empregados dispositivos BAUE convencionais (15 mm de comprimento e 3 mm
de diametro) [4] para o trabalho envolvendo a andlise de micropoluentes
organicos, e dispositivos BAUE miniaturizados (7,5 mm de comprimento e 3 mm
de diametro) [5] para os restantes trabalhos. Estes eram constituidos por um
suporte cilindrico em polipropileno revestido com o material sorvente finamente
dividido, sendo fixado com adesivo adequado. Para o trabalho envolvendo a
analise de anti-inflamatérios ndo esteroides, misturas com o mesmo peso de
WAX e MAX (1/1, p/p) foram homogeneizadas seguido pelo revestimento em
dispositivos BAUE, como descrito anteriormente. Os dispositivos eram sempre
lavados com MeOH e &agua ultrapura antes de serem armazenados e/ou
utilizados. Os dispositivos eram de uso Unico, uma vez serem muito econémicos,
faceis e rapidos de preparar, assim como para evitar eventuais efeitos de

contaminacao.
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3.6.3.2 Apparatus HT-BAUE

O apparatus HT-BAUE [6] consistia numa caixa e tampa transparentes, a
base de polipropileno com as seguintes dimensdes: 18,0 x 11,5 x 3,6 cm (c x |
x a) — figura 3.1. Este tinha a possibilidade de acomodar até 100 frascos de vidro
convencionais (12 mm de didametro e 32 mm de altura; 2 mL). Na tampa interior
do apparatus, 100 hastes de poliestireno (5 mm de didmetro e 38 mm de
comprimento) estavam posicionadas acima de cada frasco. Sempre que a caixa
estava fechada, cada haste encontrava-se alinhada com o respetivo frasco para
microextracdo ou para armazenamento. O apparatus possuia varios orificios (1
mm de diametro) em cada lado, incluindo na parte superior e inferior, por forma
a permitir a entrada de agua para extracao ou retroextracao atraves de cavitacao.
A microextragdo era realizada usando os dispositivos miniaturizados BAPE
descritos no ponto anterior, sendo estes facilmente inseridos no lado inferior de
cada haste de poliestireno. Estes dispositivos eram também de uso unico. Apos
cada utilizacao, os dispositivos BauE eram descartados, sendo o apparatus HT-
BauE lavado com EtOH e agua ultrapura. Depois de secar, o apparatus era

reutilizado.

Haste de poliestiteno

Dispositivo BAUE

Figura 3.1 — Apparatus HT-BAJE (a), assim como o interior da tampa do mesmo (c), e uma
visdo amplificada do posicionamento dos dispositivos BAUE nas hastes de poliestireno
presentes no aparelho (b).
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3.6.4 Desenvolvimento e otimizacdo dos métodos analiticos

Por forma a maximizar as eficiéncias das metodologias desenvolvidas,
recorreu-se a uma estratégia de otimizacdo univariada. Esta servia para
comparar as recuperagcdes medias obtidas por cada ensaio por forma a obter a
melhor resposta analitica.

Os calculos realizados para comparar o efeito de cada parametro testado

podem ser encontrados no anexo lll.

3.6.4.1 Trabalhos envolvendo a técnica BAUE

Os ensaios de otimizacdo eram realizados em frascos de amostragem
contendo 25 ou 10 mL (para o caso do trabalho envolvendo a andlise de
canabindides sintéticos) de agua ultrapura fortificada com 100 ou 200 uL (para o
caso do trabalho envolvendo a andlise dos anti-inflamatorios nédo esteroides e
dos micropoluentes organicos) de uma solucdo de trabalho, seguida da
introducdo do dispositivo BALUE e uma barra para agitacdo magnética. Estes
ensaios eram realizados em placas de agitacdo magnética de quinze posicdes a
temperatura ambiente (~ 25°C). Por forma a avaliar a eficiéncia de BAUE,
estudos sistematicos eram realizados em triplicado para otimizacdo de varios
parametros, como a seletividade da fase sorvente, o tempo de microextragéao (1
a 16 h), a velocidade de agitacdo (750 a 1250 rpm), assim como o pH (2,0 a
12,0), a polaridade (adicdo de MeOH de 0 a 20 %, v/v) e a forca i6nica (adicédo
de NaCl de 0 a 20 %, p/v) da matriz.

Apos a fase de microextracéo, os dispositivos BAUE eram removidos das
amostras com pingas limpas e colocados em inserts dentro de frascos de vidro
transparentes convencionais para sistemas cromatograficos ou em frascos de
polipropileno de 0,3 mL contendo 100 ou 200 pL (para o caso do trabalho
envolvendo a analise dos anti-inflamatdrios néo esteroides e dos micropoluentes
organicos) de solvente para retroextracdo, garantindo a total imersdo destes
antes do tratamento ultrassénico, a temperatura ambiente (~ 25 °C). Para
microdessorc¢édo liquida (uLD), varios solventes como BGE, EtOH, 1-PrOH, 2-
PrOH, ACN, MeOH ou mistura destes dois ultimos (50/50, v/v) eram testados
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(podendo ou ndo conter padrao interno), usando varios periodos de tempo (5 a
60 min) sob tratamento ultrassonico. Para o caso da andlise de farmacéuticos,
foi adicionado 100 uL de agua ultrapura depois do tratamento ultrassénico.
Posteriormente, os dispositivos eram removidos dos inserts com pingas e 0s
frascos eram selados e colocados no amostrador automatico para analise por
GC-MS, HPLC-DAD ou CE-DAD.

Todos os ensaios foram realizados em triplicado. Foram igualmente
efetuados ensaios em branco, que correspondem a todo O processo

experimental descrito, usando agua ultrapura sem qualquer fortificacao.

3.6.4.2 Trabalhos envolvendo a técnica HT-BAUE

Os ensaios de otimizacao realizados no apparatus HT-BAUE com recurso
a frascos de vidro transparentes convencionais para sistemas cromatograficos
contendo 1,5 ou 1,0 mL (para o caso do trabalho envolvendo a andlise de
cetamina e norcetamina) de agua ultrapura fortificada com 100 yL de uma
solucéo de trabalho. Em seguida, os dispositivos BAUE revestidos com sorvente
adequado foram instalados no lado inferior das hastes de poliestireno da tampa
do apparatus. Posteriormente, a caixa foi fechada e colocada em banho
ultrassonico para microextracdo via cavitacdo ou por agitacdo orbital (para o
caso do trabalho envolvendo a andlise de cetamina e norcetamina) a
temperatura ambiente (~ 25°C). Por forma a avaliar a eficiéncia de HT-BAUE,
estudos sistematicos foram realizados em triplicado para otimizacdo de varios
parametros, como a seletividade da fase sorvente, o tempo de microextracdo (5
a 180 min), a velocidade de agitacdo (de 600 a 2200 rpm, para o caso do trabalho
envolvendo a analise de cetamina e norcetamina), bem como o pH (2,0 a 12,0),
a polaridade (adicdo de MeOH de 0 a 20 %, v/v) e a forca ionica (adicdo de NaCl
de 0 a 20 %, p/v) da matriz.

ApOs a etapa de enriguecimento, a agua era drenada do banho
ultrassonico (exceto para o caso do trabalho envolvendo a analise de cetamina
e norcetamina) e a tampa era colocada num papel absorvente por alguns
minutos por forma a remover o excesso de solu¢cdo. Em seguida, os frascos de

amostragem eram substituidos por outros com inserts contendo 100 uL de
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solvente para retroextragdo, garantindo a total imersdo destes antes do
tratamento ultrassonico, a temperatura ambiente (~ 25 °C). Depois, 0 apparatus
era fechada novamente e colocada no banho ultrassonico para pLD via
cavitacdo. Neste caso, diversos solventes como ACN, MeOH ou mistura destes
dois ultimos (50/50, v/v) eram testados (podendo ou ndo conter padréo interno),
usando varios periodos de tempo (5 a 90 min) sob tratamento ultrassonico.
Posteriormente, era retirado do banho ou do agitador orbital (para o caso do
trabalho envolvendo a andlise de cetamina e norcetamina), a tampa era
removida e os vials eram selados e colocados no amostrador automatico do
HPLC-DAD e/ou GC-MS para a analise instrumental. Entre os ensaios, o
apparatus HT-BAUE era lavado com agua ultrapura, seguido por EtOH e deixado
secar.

Todos os ensaios foram realizados em triplicado. Eram igualmente
efetuados ensaios em branco, que correspondem a todo O processo

experimental descrito, mas usando agua ultrapura sem qualquer fortificacao.

3.6.5 Validacdo das metodologias analiticas

O processo de validacdo das metodologias propostas foi realizado de
forma semelhante a descrita na sec¢ao anterior para os trabalhos envolvendo a
analise de anti-inflamatérios néo esteroides, de micropoluentes orgéanicos e de
farmacéuticos. No entanto, durante a validacdo foram efetuados ensaios com
diferentes niveis de concentracdo sob condi¢cdes experimentais otimizadas para
determinacao da sensibilidade, linearidade, gama de trabalho, repetibilidade e
precisao intermédia. Foram ainda realizados ensaios em branco usando agua
ultrapura sem qualquer fortificagdo. Exceto quando especificado, todos os
ensaios relativos a estas validagcdes foram efetuados em triplicado.

Para fins de validacdo das metodologias propostas para a andlise de
canabindides sintéticos, benzodiazepinas, nicotina (e cotinina) e cetamina (e
norcetamina), diveros parametros foram avaliados, nomeadamente a
linearidade, a sensibilidade, a seletividade, a preciséo, a exatidao, a recuperacao
e o efeito de matriz, conforme previamente descrito [7-9]. Exceto quando

especificado, todos os ensaios de validagcédo foram realizados em triplicado.
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3.6.5.1 Linearidade, sensibilidade e seletividade

Por forma a demonstrar a linearidade das diferentes metodologias
desenvolvidas, foram realizados diversos ensaios com recurso a fortificacédo (dez
pontos) de amostras em branco de fluido oral, urina, soro ou plasma, seguida da
metodologia otimizada, descrita nos pontos anteriores. Estas amostras ou
provinham de voluntarios que ndo consumiram qualquer uma das substancias
de abuso em estudo ou da Clinica Joaquim Chaves Saude depois de analisadas
por forma a comprovar a auséncia dos analitos alvo. Os resultados permitiram a
producédo de curvas de regressao linear, que nao foram forcadas na origem. O
critério de aceitacao foi que todos os pontos da curva ndo poderiam ter um desvio
superior a 15,0 % da sua concentracdo nominal (residuos relativos, RR) e o
coeficiente de determinagéo (r?) ser superior a 0,99. A linearidade foi igualmente
estimada empregando o teste “lack-of-fit” (intervalo de confianga de 95 %) e
aplicado para todos os compostos nas matrizes estudadas. Por outro lado, a
sensibilidade da metodologia foi verificada através dos limites de detecdo (LODSs)
e quantificacdo (LOQs) tendo uma razdo sinal/ruido (S/N) de 3/1 e 10/1,
respetivamente. O limite inferior de quantificagdo (LLOQ) foi igualmente
avaliado, tendo sido definido como os valores de concentracdo mais baixos que
se encontravam dentro dos niveis aceitaveis de exatidao e de precisdo, sendo o
calibrador de concentragdo mais baixa.

Por fim, a seletividade foi avaliada através da verificacdo de compostos
interferentes que poderiam ocorrer devido a materiais endégenos presentes nas
matrizes bioldgicas estudadas. Isto foi conseguido através da aplicacdo das
metodologias otimizadas a dez amostras em branco (das varias matrizes
estudadas) néo fortificadas e verificando os cromatogramas resultantes para
guaisquer compostos interferentes, especialmente nos tempos de retencdo
carateristicos de cada composto. Para este caso, o critério de aceitagcéo foi de
gue nenhum composto interferente coeluisse nos tempos de retengdo dos

compostos alvo em estudo.

67



3. Parte experimental

3.6.5.2 Precisao e exatidao

A precisdo intermédia e exatidao interdias (n = 6; 3 dias consecutivos),
assim como a repetibilidade e exatiddo intradia (n = 6) das metodologias
desenvolvidas foram avaliadas através da fortificacdo de amostras em branco
(das varias matrizes estudadas) por forma a obter uma concentracdo final no
“‘LLOQ", “baixa”, “média” ou “alta”. Estes valores variavam consoante o trabalho
em causa. A exatidao foi calculada como o percentual relativo do erro (RE),

segundo a equacao (3.5):
RE = x 100 (3.5)

onde E diz respeito a concentracdo determinada experimentalmente e T a
concentracao tedrica. A repetibilidade e a precisao intermédia foram calculadas
como desvio padréo relativo (RSD) dos ensaios de exatiddo interdias e intradia,
respetivamente. Os critérios de aceitacdo para precisédo e exatidao foram de que
0 RE e 0 RSD deveriam ambos de ser inferiores a 15,0 %.

3.6.5.3 Efeito de matriz e recuperacao

O efeito de matriz e a recuperacao foram igualmente avaliados conforme
descrito anteriormente [7-10]. Em suma, foram analisados, sob condi¢cdes
otimizadas, trés conjuntos de amostras (conjuntos A, B e C), cada uma com duas
ou quatro concentracdes diferentes. O conjunto A (n = 6) consistiu numa mistura
padrdao em solvente. Os conjuntos B (n = 6) e C (n = 6) foram preparados usando
seis matrizes bioldgicas. As amostras do conjunto B foram fortificadas apo6s a
fase de microextragdo (antes de pLD). As amostras do conjunto C foram
fortificadas antes da microextragéo.

O efeito de matriz (ME, do inglés Matrix Effect) foi calculado através da
equacao (3.6):

Conjunto B

ME = =95 %100 (3.6)

Conjunto A
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A recuperacdao foi calculado através da equacéo (3.7):

Conjunto C

Recuperacgao = x 100 (3.7)

Conjunto B

Para além destes parametros, foi igualmente calculado o RSD do efeito
da matriz e da recuperacao por forma a avaliar as variacdes que poderiam surgir
usando amostras provenientes de diferentes fontes (RSD < 20,0 % foi

considerado aceitavel).

3.6.6 Aplicacdo a matrizes reais

Os ensaios em matrizes reais foram realizados sob condi¢cbes
experimentais otimizadas e em triplicado. Foi adotado o método da adicdo de
padrdo para os trabalhos envolvendo a analise de anti-inflamatérios né&o
esteroides, de micropoluentes organicos e de farmacéuticos por forma a suprimir
eventuais efeitos de matriz nas amostras reais e o0 método de padrdo externo

para os restantes trabalhos.

3.6.6.1 Adicao de padrao

Os ensaios envolvendo amostras de agua de consumo humano, agua
superficial, agua estuarina, dgua do mar, agua de rio, agua subterranea e
efluentes foram realizados conforme o procedimento experimental descrito nas
seccdes anteriores, utilizando um volume de 25 mL filtrados com filtros de papel
e sem diluigdo.

Para o trabalho envolvendo a andlise de anti-inflamatorios ndo esteroides,
as amostras foram previamente filtradas com filtros de papel, seguido de
hidrolise alcalina, seguindo um protocolo existente [11]. Num frasco de vidro,
eram adicionados 25 mL de amostra de urina e 25 mL de NaOH a 1,0 mol L,
juntamente com uma barra de agitacdo magnética. A hidrélise era realizada a

temperatura ambiente (~25 °C) durante 1 h. De seguida, 25 mL de HCI (1,0 mol
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L-1) eram adicionados ao mesmo frasco. Posteriormente, 6 mL desta solugéo
hidrolisada foram diluidos para 500 mL de &gua ultra pura. Por fim, os ensaios
foram realizados conforme o procedimento experimental descrito nas secodes
anteriores, utilizando 25 mL desta solucéo de urina diluida. Foram igualmente

realizados ensaios usando urina diluida 250 vezes sem o passo de hidrolise.

3.6.6.2 Padrao externo

Os ensaios envolvendo amostras biolégicas foram realizados conforme os
procedimentos experimentais HT-BAUE descritos anteriormente. No entanto,
foram sujeitas a passos prévias de preparacdo de amostra, variando consoante
as amostras e o trabalho em causa.

Para o estudo envolvendo a analise de canabindides sintéticos as
amostras de fluido oral foram deixadas a descongelar até atingirem a
temperatura ambiente. Foram depois homogeneizadas (vortex, 30 s), seguido da
adicdo de ACN para a precipitacdo das proteinas [9] numa proporcao de 1/2
(ACN/amostra, v/v). Posteriormente, as amostras foram submetidas novamente
a homogeneizacéao (vértex, 30 s), seguida de centrifugacdo (10 min a 4000 rpm).
Subsequentemente, foram transferidos 750 uL do sobrenadante para um frasco
contendo 9,5 mL de agua ultrapura/MeOH (8,5/1,0, v/v, pH 5,5), seguido da
metodologia previamente otimizada.

Para o trabalho envolvendo a andlise de benzodiazepinas, foi pipetado
1,0 mL de amostra de urina para um frasco de vidro presente no apparatus HT-
BAUE seguido de 0,5 mL de uma solucdo de B-glucuronidase (10.000-50.000
unidades mL! em tampéo fosfato 75,0 mmol L, pH 6,8). Subsequentemente,
estes frascos foram fechados e o apparatus incubado a 37 °C durante 1,5 h por
forma a alcancar a desconjugacéao dos compostos glucuronados [12], de acordo
com as informacdes fornecidas pelo fabricante. Posteriormente, os frascos foram
deixados a arrefecer até atingir a temperatura ambiente antes de serem
submetidos a HT-BAUE. Quanto as matrizes de soro e plasma, 1,0 mL de tampé&o
fosfato (75,0 mmol L, pH 6,8) foi adicionado a 0,5 mL de cada amostra tendo

de seguida as solugdes sido submetidas ao mesmo procedimento.
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Para os restantes trabalhos, as amostras de urina foram deixadas a
descongelar até atingirem a temperatura ambiente. Posteriormente, foram
agitadas num vortex durante alguns segundos e centrifugadas durante 10 min a
4500 rpm, sendo os sobrenadantes recolhidos. De seguida, para o trabalho
envolvendo a analise de nicotina (e cotinina), 0,5 mL dos sobrenadantes foram
pipetados para os frascos de microextracdo ja presentes no apparatus de HT-
BAUE, sendo depois adicionado 1,0 mL de tampé&o de fosfato (50,0 mmol L%, pH
11,0). Para o trabalho envolvendo a andlise de cetamina (e norcetamina) foi
realizada hidrélise acida para obtencdo dos analitos livres dos seus
correspondentes conjugados, de acordo com a literatura [13]. Neste sentido, 500
ML dos sobrenadantes foram pipetados para os frascos de microextragao ja
presentes no aparelho HT-BAUE, sendo adicionados 150 uyL de HCOOH 10 %
(v/v). Seguidamente, as amostras foram aquecidas a 40 °C por 1 h. ApGs as
amostras até atingirem a temperatura ambiente, 350 pL de tampé&o fosfato (75,0
mmol L, pH 11,0) e 57,5 pL de NaOH (10,0 mol L) foram adicionados por forma
a manter a solucdo a pH 11,0. Finalmente, estes frascos foram submetidos ao

procedimento analitico HT-BAUE anteriormente descrito.
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4. Andlise de NSAIDs em matrizes ambientais e biologicas por BAPE(Pmix)-uLD/CE-DAD

4.1 Consideracgdes gerais

Os anti-inflamatérios ndo esteroides (NSAIDs, do inglés Non-Steroidal
Anti-Inflammatory Drugs), como o &cido acetilsalicilico, o diclofenac e o
naproxeno, sao 0s medicamentos mais prescritos no mundo [2-4]. Estes
farmacos sdo utilizados para reduzir a dor e a inflamacdo, devido as suas
propriedades antipiréticas, analgésicas e anti-inflamatérias. Apesar dos efeitos
terapéuticos, podem ocorrer toxicidade e efeitos secundarios, como problemas
gastrointestinais e/ou renais [2]. Por estas razdes, a sua determinacao em fluidos
biolégicos, como a urina e o plasma, torna-se importante. Esta informacao é
necessaria por forma a avaliar a seguranca, 0s mecanismos de acao e o efeito
terapéutico destes farmacos, tendo um forte impacto em areas como a
toxicologia forense e clinica [5]. Por outro lado, os NSAIDs foram também
considerados como potenciais contaminantes de recursos aquéticos, como
aguas superficiais [6], estuarinas [7], fluviais, maritimas [8], assim como de agua
potavel [9], podendo apresentar efeito téxico no ambiente [10], ocorrendo
geralmente a niveis vestigiais (ng L* a pg L?) [11]. Neste sentido, os NSAIDs
tém sido detetados em amostras dguas subterraneas no Japéao (60 a 223 ug L-
1) [12] e de rio na Eslovénia (17 a 313 ng L) [13], bem como em aguas fluviais
e maritimas em Espanha (8 a 410 ng L) [14].

Diversos métodos analiticos tém sido propostos para a determinacdo de
NSAIDs em fluidos biol6gicos e matrizes aquosas [15]. Estas abordagens
normalmente incluem um passo prévio de preparacdo de amostra, seguido da
separacao e andlise por LC, GC e CE, ou hifenadas a MS [6,16,17]. Por outro
lado, os NSAIDs apresentam propriedades de acidos fracos com valores de
constante de acidez (pKa) compreendidas entre 3 e 7. Por este motivo, a CE, nos
seus diversos modos de operacao, oferece inUmeras vantagens para a analise
destas substancias, nomeadamente na drastica reducdo do custo, no tempo de
analise e no impacto ambiental. Adicionalmente, o seu elevado poder de
resolucao e eficiéncia de separacéo, bem como a boa seletividade e o consumo
muito baixo de solventes organicos, tornam esta técnica analitica uma alternativa
amiga do ambiente para a analise de NSAIDs para fins clinicos, forenses e

ambientais [17].
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Neste contexto, o presente estudo visa avaliar o desempenho da técnica
de BAUE, usando misturas de fases sorventes, seguida de microdessorgéo
liquida (ULD) e andlise por CE-DAD para monitorizar niveis vestigiais de quatro
NSAIDs (acido salicilico, SCA; acido mefenamico, MFA; diclofenac, DCF; e
naproxeno, NPX) em matrizes aquosas. A tabela 4.1 apresenta as estruturas
quimicas, assim como o0s log Kow e 0s pKa destes compostos. A otimizacao do
processo analitico, incluindo a influéncia de varios parametros experimentais, €
discutida, o que inclui o uso de mistura de fases sorventes como uma nova
melhoria em BAUE para fins de enriquecimento de amostras. A validacdo e
aplicacdo da metodologia otimizada a matrizes ambientais e biologicas séo

também abordadas.

Tabela 4.1 — Estruturas quimicas, log Kow e pKa dos NSAIDs estudados.

NSAIDs Estrutura quimica Log Kow pKa
o]
SCA oH 1,98 2,79; 13,23
OH
OH
o HN
MFA 5,40 3,89
o]
HO' Cl
DCF H 4,26 4,00

Cl

- CH
NPX 2,99 4,19
~o °©

As propriedades fisico-quimicas, assim como a estrutura das moléculas foram previstas com recurso a software
especifico: Marvin 6.2.2, 2014, ChemAxon (http://www.chemaxon.com).
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4.2 Resultados e discussao

4.2.1 Otimizacao instrumental

No inicio do presente estudo foram avaliadas as condi¢des para anélise
por CE-DAD, incluindo os espetros UV/vis para a detecdo de cada NSAID
envolvido, assim como as carateristicas do tempo de migracdo necessarios para
ocorrer separacao e resolucdo. De acordo com a literatura, BGE constituido por
tampé&o borato a 30,0 mmol L (pH 9,8; MeOH/H20, 70/30, v/v) ja foi proposto
com sucesso para a separacao de alguns dos NSAIDs em estudo [18]. Por essa
razao, diversos ensaios foram realizados utilizando uma estratégia de otimizacao
univariada, por forma a avaliar a influéncia de varios parametros no tempo de
migracgéo, resolucéo e eficiéncia, usando o acido 4-aminobenzédico como padréo
interno (PI), por forma a corrigir o tempo de migracdo e a altura dos picos. Os
critérios de selecdo para o Pl foram de que deveria possuir uma estrutura
guimica similar aos compostos alvo, de facil detecdo, ndo estar presente de
forma endégena em amostras reais e ndo apresentar toxicidade [19].
Inicialmente foi avaliada a influéncia das concentragdes do tampé&o borato e do
solvente, assim como a voltagem aplicada, o pH da amostra e as carateristicas
de injecdo. As condi¢cBes instrumentais otimizadas resultaram no uso de BGE
contendo tampéo borato com concentracéo de 25,0 mmol Lt em MeOH (pH 9,5),
recorrendo a injecdo hidrodinamica (50 mbar, 2 s) e uma voltagem de -20 kV.
Estas condi¢cdes proporcionaram a melhor separacdo num tempo analitico
conveniente (< 30 min). A calibracao instrumental foi realizada com solucdes
padrdo contendo concentracdes compreendidas entre 0,5 e 40,0 mg L7,
resultando em excelentes respostas lineares para os quatro NSAIDs, com
coeficientes de determinacdo (r?) superiores a 0,9991. A sensibilidade
instrumental foi igualmente determinada através dos limites de detecdo (LOD) e
de quantificacédo (LOQ), obtidos pela injecdo de solu¢bes padrao e calculados a
partir de uma razao sinal/ruido (S/N) de 3/1 e 10/1, respetivamente. Os LODs e
LOQs foram de 0,1 e 0,4 mg L?, respetivamente, para os quatro NSAIDs
estudados. Por forma a avaliar a precisdo instrumental, foram realizadas seis
injecdes consecutivas de uma mistura padrdo (10,0 mg L), resultando em

desvios padrao relativos (RSD) inferiores a 4,7 % para os analitos alvo.
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4.2.2 Otimizag&o do método analitico

Numa primeira abordagem, foram estabelecidas as condicGes
experimentais que poderiam permitir maiores niveis de recuperacao por BAUE-
MLD para os analitos selecionados. Neste sentido, estudos sistematicos usando
uma estratégia de otimizag&o univariada, foram realizados em agua ultrapura
fortificada (80,0 pug L), com o objetivo de otimizar varios parametros importantes
que poderiam influenciar a eficiéncia de BAMPE-uLD. Para a etapa de
microextracdo, foram selecionados parametros como a seletividade da fase
sorvente, o tempo e a velocidade de agitagéo, assim como o pH, a polaridade e
a forca ionica da matriz; para uLD foram testados o tipo de solvente e tempo de
retroextracdo, de acordo com trabalhos anteriores [20—23]. O estudo de mistura
de fases sorventes foi igualmente efetuado, por forma a incrementar a eficiéncia

de extracdo e a seletividade da metodologia.

4.2.2.1 Selecao da fase sorvente

Foram realizados diversos ensaios por forma a selecionar o sorvente para
revestimento dos dispositivos BAUE que apresentasse melhores eficiéncias de
microextracao para os quatro NSAIDs em meio aquoso. Desta forma, cinco ACs
e seis polimeros foram testadas, sob condicbes experimentais padréo
(microextracéo: 3 h (1000 rpm), pH 5,5; yLD: MeOH/ACN (1/1, viv; Mix), 30 min
sob tratamento ultrassoénico) [23].

Os ACs sdo materiais sélidos porosos que retém solutos através de
interacOes eletrostaticas e/ou dispersivas, sendo dependente do respetivo pHpzc
(pH do ponto de carga zero), das propriedades texturais, da area superficial e
das dimensdes dos poros]. Por outro lado, os polimeros testados retém analitos
através de multiplos mecanismos devido aos diferentes grupos funcionais, assim
como das carateristicas fisicas dos mesmos, i.e., a area de superficie, o tamanho
de particula e as dimensbes de poros, bem como de mecanismos quimicos
nomeadamente interacdes n-nt, pontes de hidrogénio, dipolo-dipolo, hidrofobicas
ou ionicas [1]. A figura 4.1 reproduz as recuperagdes meédias dos compostos alvo

usando diferentes ACs comerciais.
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Figura 4.1 — Efeito da seletividade de ACs para a microextragdo dos NSAIDs alvo em meio
aquoso, obtido por BAUE-ULD/CE-DAD. Condi¢fes experimentais: microextragéo, 3 h (1000
rpm), pH 5,5; retroextragdo, Mix (200 pL), 30 min sob tratamento ultrassonico; evaporagao sob
suave corrente de Nz e redissolugdo com BGE (200uL). As barras de erro representam o
desvio-padrao de trés replicados.

Os materiais CN1 e CAl foram os que apresentaram as melhores
eficiéncias de microextracdo dos quatro NSAIDs em estudo (> 31,1%), a excecao
do SCA, quando comparados os demais ACs. Por outro lado, R apresentou a
maior eficiéncia de extracdo para SCA (46,9%) entre todos os ACs testados. As
interacbes entre os ACs e o0s NSAIDs em estudo parecem ser
predominantemente influenciadas por interacdes eletrostaticas e/ou dispersivas,
apesar das propriedades texturais destes sorventes nanoestruturados. Assim,
uma vez o pHpezc poder ter uma forte influéncia em quase todos os mecanismos
de adsorcdo, as interacdes sao definitivamente condicionadas pelo mesmo,
através das carateristicas acidas ou basicas da superficie dos materiais
envolvidos. A principal contribuicdo para a natureza acida/basica dos ACs é
devido a ocorréncia de heterodtomos a sua superficie, como por exemplo
oxigénio, fésforo e azoto, que podem influenciar a capacidade adsortiva dos ACs
em fase liquida [22]. Para uma amostra de pH (pHamostra) igual ao pHpzc dos ACs,
a carga superficial serd nula. Por outro lado, se pHamostra < pHpzc, a carga
superficial torna-se positiva, e negativa se pHamostra > pHpzc [24]. Ao pH ensaiado
(5,5), a carga superficial dos ACs varia de negativa (CA1l), a positiva (SX1 e R)
e quase neutra (CN1 e R), desempenhado um papel importante nas interacdes

com as moléculas envolvidas. Mesmo assim, os dados obtidos demonstram que
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a retencdo aparenta ser efetiva, embora condicionada pelas propriedades
texturais dos ACs, uma vez fases sorventes com pHpezc Similar apresentarem
eficiéncias de extracao muito diferenciadas, i.e., CN1 (pHrzc 6,4) e R (pHpzc 6,5)
permitiram obter recuperacfes para SCA de 5,2 e 46,9 %, respetivamente. Este
facto pode ser ainda mais evidenciado pelos resultados de CN1 e CAl (6,4 e
2,2, respetivamente), i.e., embora apresentem valores de pHrzc diferentes, é
possivel notar que foram alcancados eficiéncias de microextracdo muito
semelhantes.

Por outro lado, a partir dos dados da figura 4.2, € evidente que a fase
polimérica LiChrolut EN, com excec¢do para SCA, apresentou as melhores
eficiéncias de microextracdo para os NSAIDs em estudo. Este resultado seria
esperado uma vez este sorvente conseguir reter compostos por interagées de
tipo fase reversa, bem como apresenta elevada area superficial (1 200 m? g1)
quando comparado com os restantes polimeros. Adicionalmente, os compostos
em estudo apresentam carateristicas semi-polares a apolares, tendo log Kow
compreendidos entre 1,98 e 5,40 (tabela 4.1). Estes dados mostram que as
interacdes predominantes entre LiChrolut EN e MFA, DCF e NPX parecem ser
de tipo fase reversa, nomeadamente n-n e hidrofébicas. Uma vez o SCA
apresentar carateristicas de mais polaridade (log Kow 1,98), essas interacdes
podem ser dificultadas, resultando numa fraca retencdo através daquele
sorvente. Este racional parece explicar os perfis de recuperacéo das fases Strata
SDB-L, Strata-X e HLB, uma vez esses sorventes poliméricos apresentarem
tipos de interacdo semelhantes, embora areas superficiais inferiores (< 810 m?
gl), podendo resultar em menores eficiéncias de extracdo. Para além disso,
WAX e MAX apresentaram, de uma forma global, as melhores eficiéncias de
extracdo para todos os quatro NSAIDs alvo. Este resultado era igualmente
esperado, uma vez que, para além de poderem reter compostos alvo por
interacdes do tipo fase reversa, também permitem reter por mecanismos de troca
i6nica. Ao pH analisado (5,5), os NSAIDs em estudo encontram-se ionizados
(tabela 4.1), o que pode favorecer interagdes idGnicas com essas fases sorventes.
Os resultados obtidos mostraram que varias formas de interacdo entre os
NSAIDs e as fases envolvidas podem ocorrer, dependendo essencialmente das

propriedades dos sorventes, dos analitos envolvidos e da matriz em causa. Uma
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vez as fases sorventes WAX e MAX apresentarem perfis de extracdo muito

semelhantes, foram selecionadas para ensaios posteriores.
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Figura 4.2 — Efeito da seletividade de fase poliméricas para a microextracdo dos NSAIDs alvo
em meio aquoso, obtido por BAUE-uLD/CE-DAD. Condi¢des experimentais: microextracdo, 3 h
(1000 rpm), pH 5,5; retroextracédo, Mix (200 uL), 30 min sob tratamento ultrassoénico;
evaporacao sob suave corrente de N2z e redissolugdo com BGE (200 pL). As barras de erro
representam o desvio-padrédo de trés replicados.

4.2.2.2 Etapa de retroextracao

Depois de selecionados os melhores sorventes (WAX e MAX) para a
microextracdo dos NSAIDS em meio aquoso, prosseguiu-se com a otimizacao
dos parametros que pudessem afetar a eficiéncia do processo de retroextracao.
Este passo é muito importante uma vez o solvente dever deter forga suficiente
para promover a dessorcdo completa dos compostos alvo da fase polimérica.
Este processo pode ser acelerado com tratamento ultrassonico [20,25]. Neste
sentido, avaliou-se a eficiéncia dos solventes (200 pL) MeOH, ACN, Mix e BGE
contendo Pl (10,0 mg L1). Os dados obtidos mostraram que este Ultimo é o
melhor solvente de pLD (figura 4.3), uma vez garantir a melhor retroextracao dos
NSAIDS dos sorventes WAX e MAX. Estes resultados seriam esperados, uma
vez o fabricante recomendar o uso de um solvente com pH alcalino no sentido
de eluir compostos destas duas fases. l.e., a pH elevado, os grupos azotados
destas fases sorventes irdo estar desprotonados, apresentando-se neutras e

prevenindo interagbes de troca i6nica com o0s compostos alvo. Como
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consequéncia, seréo mais facilmente dessorvidos. Adicionalmente, ao empregar
BGE como solvente de pLD, foi possivel eliminar o passo de evaporagao sob

suave corrente de N2, simplificando a metodologia proposta.
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Figura 4.3 — Efeito da variacdo do solvente na retroextragdo dos NSAIDs alvo em meio aquoso,
obtido por BAPE-ULD/CE-DAD usando as fases poliméricas WAX e MAX. Condig8es
experimentais: microextragcdo, 3 h (1000 rpm), pH 5,5; retroextracdo, 30 min sob tratamento
ultrassénico; evaporacdo sob suave corrente de Nz e redissolugdo com BGE (200 uL), exceto
aquando do uso de BGE para uLD. As barras de erro representam o desvio-padrao de trés
replicados.

Apbs a selecdo do solvente mais eficaz para uLD (BGE), tempos de
retroextracao de 15, 30, 45 e 60 min foram igualmente avaliados (figura 4.4). Os
dados obtidos mostraram que 15 min de pLD apresentaram menores
recuperacdes para SCA e MFA, sugerindo que periodos de tempo mais elevados
serdo necessarios para dessorver por completo estes compostos de ambas as
fases sorventes. Foi entdo selecionado um tempo de retroextragdo de 30 min
para ensaios subsequentes, uma vez tempos mais elevados de sonicacgdo (até
60 min) resultarem num ganho pouco significativo de recuperagao para os quatro
compostos alvo. Para além destes ensaios, o efeito de carryover foi ainda
avaliado através de um passo adicional de uLD apdés o inicial, ndo tendo sido
detetado nenhum dos NSAIDs (< LOD).
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Figura 4.4 — Efeito da variacdo do tempo na retroextracdo dos NSAIDs alvo em meio aquoso,
obtido por BAUE-ULD/CE-DAD usando as fases poliméricas WAX e MAX. Condicdes
experimentais: microextra¢édo, 3 h (1000 rpm), pH 5,5; retroextragdo, BGE (200 pL), tratamento
ultrassénico. As barras de erro representam o desvio-padrao de trés replicados.

4.2.2.3 Etapa de microextracdo

Diversos parametros podem afetar a eficiéncia de extragdo, uma vez este
processo ser baseado no equilibrio dos analitos alvo entre a matriz e a fase
sorvente. Neste sentido, este fendmeno pode ser afetado pelo tempo de
equilibrio e a velocidade de agitacao [20,26].

O tempo de exposicdo dos analitos ao dispositivo de microextracdo é
provavelmente um dos parametros mais importantes que podem condicionar a
distribuicdo de compostos entre as duas fases envolvidas no processo, tendo um
efeito pronunciado sobre as eficiéncias de extracdo. Assim, diversos ensaios
foram realizados com recurso a dispositivos BAUE revestidos com WAX ou MAX
usando tempos de microextracdo de 1 a 16 h (~ 25 °C). A figura 4.5 mostra o
efeito do tempo de microextragao, no qual 16 horas parece ser a melhor escolha
para o0 enriquecimento dos quatro analitos alvo usando ambas as fases
sorventes. Embora 16 h possa ser considerado um periodo substancial de tempo
de extracao, foi decidido fixar este valor para ensaios posteriores, uma vez as
técnicas de microextracdo estética como a BAUE, terem a grande vantagem de

poderem ser realizadas durante a noite sem quaisquer requisitos especiais.
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Figura 4.5 — Efeito da variacdo do tempo na microextracdo dos NSAIDs alvo em meio aquoso,
obtido por BAUE-ULD/CE-DAD usando as fases poliméricas WAX e MAX. Condi¢bes
experimentais: microextracdo, 1000 rpm, pH 5,5; retroextracdo, BGE (200 uL), 30 min sob
tratamento ultrassénico. As barras de erro representam o desvio-padrdo de trés replicados.

A velocidade de agitacdo pode igualmente ter grande influéncia na
transferéncia de massas e no comportamento cinético dos analitos em relacdo a
fase polimérica durante o processo de extracdo, uma vez a metodologia ser
baseada na tecnologia de amostragem por flutuacdo [27]. Desta forma, trés
velocidades de agitagcéo (750, 1000 e 1250 rpm) foram ensaiadas, verificando-
se gue a recuperacdo aumenta usando 1000 rpm para os quatro NSAIDs, para
ambas as fases sorventes (figura 4.6). Contudo, ndo foram encontradas
vantagens para velocidades de agitacdo mais elevada, tendo 1000 rpm sido
selecionado para ensaios subsequentes.
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Figura 4.6 — Efeito da variacdo da velocidade de agitacdo na microextracdo dos NSAIDs alvo

em meio aquoso, obtido por BAUE-uLD/CE-DAD usando as fases poliméricas WAX e MAX.

Condicdes experimentais: microextracdo, 16 h, pH 5,5; retroextracdo, BGE (200 uL), 30 min
sob tratamento ultrassénico. As barras de erro representam o desvio-padrao de trés replicados.
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Durante o presente estudo, foram igualmente avaliados os efeitos das
carateristicas quimicas da matriz na recuperacao dos NSAIDs, em particular o
pH, a forca idnica e a polaridade. O pH é descrito como um dos parametros que
apresenta maior influéncia no processo de microextragao por BAUE, uma vez as
eficiéncias de extragcdo poderem ser condicionadas pelas formas i6nicas ou
neutras dos compostos alvo. Adicionalmente, as fases sorventes empregadas
apresentam retencao mista (troca anionica e de fase reversa), fazendo com que
os seus fatores de retencao sejam fortemente influenciados pelo pH da matriz,
i.e., a pH mais baixo, as fases retém os analitos por interac6es do tipo fase
reversa, enquanto para pH mais elevado, ocorrem mais favoravelmente
interacOes de troca anionica. Por essa razdo, diversos ensaios foram realizados
a temperatura ambiente usando varios valores de pH da matriz (2,0, 5,5, 8,0 e
11,0). Os resultados obtidos (figura 4.7) mostram que o pH da matriz exerce uma
forte influéncia na recuperagéo dos quatro analitos alvo, na qual parece haver
um compromisso entre as interacdes do tipo fase reversa (interacdes n-n e
hidrofobicas) ou de troca anionica com as formas neutra e ionizada dos quatro
NSAIDs [28].
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Figura 4.7 — Efeito da variacdo do pH da matriz na microextracdo dos NSAIDs alvo em meio
aquoso, obtido por BAUE-ULD/CE-DAD usando as fases poliméricas WAX e MAX. Condicdes
experimentais: microextracdo, 16 h (1000 rpm); retroextracdo, BGE (200 L), 30 min sob
tratamento ultrassonico. As barras de erro representam o desvio-padréo de trés replicados.
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Os dados mostram ainda que a matriz a pH 5,5 apresenta as melhores
eficiéncias de extracdo para todos os compostos em estudo. Segundo o
fabricante, para este valor de pH, as fases sorventes WAX e MAX apresentam
bons niveis de retencdo para compostos acidicos tanto por interacdes do tipo
fase reversa como por intera¢des anionicas. Por outro lado, a este valor de pH,
0s NSAIDs encontram-se totalmente ionizados (tabela 4.1), promovendo esse
tipo de interacdo e, portanto, maximizando a retencdo através das fases
sorventes WAX e MAX.

De acordo com estudos anteriores [22,28], o efeito de “salting-out”
consiste na diminui¢do da solubilidade dos analitos na matriz por forma a forca-
los para fase sorvente, podendo afetar fortemente as recuperacdes,
especialmente para 0s compostos mais polares. Este fenomeno € quimicamente
alcancado por adicdo de um eletrdlito forte, que aumenta a forca i6nica e
favorece a migracdo de compostos organicos da matriz para o material sorvente.
Neste sentido, foram efetuados ensaios na qual a forca idnica da matriz foi
modificada através da adicdo de NacCl (5, 10 e 15 %; p/v). Os dados indicam que
a adicao progressiva de sal diminui significativamente as eficiéncias de extracéo
dos analitos para ambas as fases sorventes, a excecdo de MFA para a fase

sorvente MAX, tal como reproduzido na figura 4.8.
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Figura 4.8 — Efeito da variacdo da for¢a idnica da matriz na microextragdo dos NSAIDs alvo em
meio aquoso, obtido por BAUE-uLD/CE-DAD usando as fases poliméricas WAX e MAX.
Condic¢des experimentais: microextracdo, 16 h (1000 rpm), pH 5,5; retroextracdo, BGE (200
pL), 30 min sob tratamento ultrassoénico. As barras de erro representam o desvio-padrdo de
trés replicados.
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Os resultados obtidos permitiram verificar que SCA néo foi recuperada ao
ser empregado apenas 5 % de NaCl usando ambas as fases sorventes. Para 0s
restantes NSAIDs, as eficiéncias de extracdo decresceram drasticamente com
adicoes sucessivas de NaCl, a excecdo do MFA. Estes resultados eram
esperados, uma vez 0s compostos em estudo apresentarem carateristicas semi-
polares a apolares. Adicionalmente, os resultados podem também ser
condicionados pelo processo de extracdo das fases poliméricas testadas, uma
vez estes materiais sorventes serem baseados no mecanismo de troca ionica e,
portanto, a adicdo de ibes poder competir com os locais onde ocorre 0 processo
de microextragdo [28].

As eficiéncias de extracdo podem ainda ser condicionados pelo “wall
effect”, podendo os analitos podem ser adsorvidos nas paredes de vidro do
frasco de amostragem. Este fendmeno é mais pronunciado para os compostos
apolares, como é o caso de alguns dos NSAIDs em estudo, podendo ser
contornado pela modificacdo da polaridade da matriz por intermédio da adicéo
de um modificador organico [21]. Desta forma, a polaridade da matriz foi
modificada através da adicdo de MeOH (5, 10 e 15 %,; v/v). Os resultados
mostram que a adicdo progressiva de MeOH diminui significativamente as
recuperacdes dos quatro NSAIDs em estudo, a excec¢do do MFA para ambas as
fases sorventes (figura 4.9). Consequentemente, a metodologia foi otimizada na

auséncia de NaCl e MeOH.
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Figura 4.9 — Efeito da variaco da polaridade da matriz na microextragdo dos NSAIDs alvo em
meio aquoso, obtido por BAUE-uLD/CE-DAD usando as fases poliméricas WAX e MAX.
Condicdes experimentais: microextracdo, 16 h (1000 rpm), pH 5,5; retroextracéo, BGE (200
pL), 30 min sob tratamento ultrassénico. As barras de erro representam o desvio-padrdo de
trés replicados.
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A partir dos dados obtidos, as condi¢cdes experimentais otimizadas para
as fases sorventes WAX e MAX foram microextracdo: 16 h (1000 rpm), pH 5,5;
MLD: BGE contendo PI (200 uL), 30 min sob tratamento ultrassonico.

4.2.2.4 Mistura de fases sorventes (Pwmix)

Apoés o processo de otimizacdo da metodologia, € possivel concluir que
os resultados obtidos foram satisfatorios para as recuperacdes dos NSAIDs em
meio aquoso, usando as fases sorventes WAX e MAX para revestimento em
BAUE. Se porum lado, MAX permitiu obter melhores eficiéncias de extracdo para
SCA (81,9%), por outro, WAX apresentou melhores resultados para MFA
(95,0%), nédo se notando diferencas significativas quer para NPX como para DCF
(figura 4.9, resultados para 0 % MeOH).

Por forma a maximizar as eficiéncias de extracdo dos quatro NSAIDs
empregando estas duas fases poliméricas, testou-se a mistura de ambas,
podendo ser combinada simultaneamente as vantagens de cada uma.
Consequentemente, diversos ensaios foram realizados sob condigbes
experimentais otimizadas usando uma mistura de fases sorventes WAX e MAX
(Pmix; 1/1, p/p) para revestimento de BAME. Os resultados obtidos sé&o
apresentados na figura 4.10, e mostram que foram obtidas eficiéncias de
extracdo mais elevadas (> 85,0 %, SCA) utilizando a mistura sorvente (Pmix) do
gue WAX ou MAX individualmente.
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Figura 4.10 — Recupera¢des médias para os NSAIDs alvo em meio aquoso, obtido por BAUE-
HULD/CE-DAD usando as fases poliméricas WAX, MAX ou Pmix. Condi¢des experimentais:
microextracéo, 16 h (1000 rpm), pH 5,5; retroextracao, BGE (200 pL), 30 min sob tratamento
ultrassonico. As barras de erro representam o desvio-padrao de trés replicados.
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Esta abordagem sugere ser promissora para futuras aplicagcbes BAUE,
uma vez existir a possibilidade de escolher uma, duas ou mais fases sorventes
para cada aplicacdo em particular, podendo levar a maior seletividade e

sensibilidade.

4.2.3 Validacdo do método analitico

Apds a etapa de otimizacao, procedeu-se a validacdo da metodologia
proposta, estando os dados resumidos na tabela 4.2. A linearidade foi
determinada na gama de concentracdes compreendidas entre 2,5 e 320,0 ug L-
1, no qual foram obtidos bons valores de r? para os quatro NSAIDs (> 0,9981).
Os LODs e LOQs, calculados com S/N de 3/1 e 10/1, foram de 0,3 uygL'e 1,0
ug L1, respetivamente. Deve ser enfatizado que os limites alcancados para estes
compostos tém a mesma ordem de grandeza de outros trabalhos encontrados
na literatura [29,30]. A presente metodologia foi igualmente avaliada através de
ensaios de repetibilidade e precisao intermédia, calculada como RSD para cinco
e nove ensaios, respetivamente. Os ensaios de precisdo intermédia foram
realizados como recurso a trés replicados por dia em trés dias consecutivos (80,0
ug L1). Por outro lado, os ensaios de repetibilidade consistiram em cinco
replicados realizadas no mesmo dia usando dois niveis de fortificacdo (16,0 e
80,0 ug L1). Os resultados obtidos indicam que foram alcancados bons niveis
para repetibilidade, com RSDs < 3,8 % (MFA, 80,0 ug L) e, para precisdo
intermédia, com RSDs < 4,4 % (DCF), sob condi¢des experimentais otimizadas.

Os resultados mostram ainda que foi possivel obter eficiéncias de
extracdo compreendidas entre 82,6 (NPX) e 104,1 % (DCF) para os quatro
NSAIDs em agua ultrapura. Deve ser igualmente ressaltado que os dados
obtidos apresentam maiores eficiéncias de extracdo quando comparados com
outras técnicas de microextracdo estatica baseadas em sor¢do como SBSE
revestida com PDMS (9,8 % (NPX) - 71,3 % (MFA)) ou poliuretano (45,3 % (acido
acetilsalicilico) - 78,3 % (NPX)) [30], ou mesmo SBSE revestido com liquidos
i6nicos (52,7 %, NPX) [29]. A tabela 4.2 resume 0s LODs, LOQs e as eficiéncias
de extragéo para os ensaios de repetibilidade e precisdo intermédia, obtidos para

0s quatro NSAIDs, sob condi¢bes experimentais otimizadas.
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Tabela 4.2 — Valores de LODs, LOQs, r2, assim como de repetibilidade e precisdo intermédia
expressos como RSD (%) das recuperagdes a diferentes valores de fortificagcdo em agua
ultrapura, obtidas por BALE(Pwmix)-uLD/CE-DAD sob condigbes experimentais otimizadas.

Recuperacao (%) + RSD (%)

LODs LOQs 2 Repetibilidade Precisdo
NSAIDs (Mg L) (pglL?) r intermédia
16,0 pg L 80,0 g L2 80,0 ug L+
(n=5) (n=5) (n=9)
SCA 0,9981 85,1+15 934+21 91,7+0,3
MFA 0,9986 84,4+34 92,2+ 3,8 98,3+1,9
0,3 1,0

DCF 0,9992 87,3+34 96,9+1,9 104,1+4,4
NPX 0,9989 82,6 + 3,0 86,6 + 0,5 91,4+4,2

* Dez niveis de fortificagéo (de 2,5 a 320,0 ug L)

4.2.4 Aplicagédo a matrizes reais

A aplicacdo da metodologia proposta a matrizes reais € um passo decisivo
para demonstrar a respetiva capacidade analitica, uma vez as amostras reais
geralmente apresentarem elevada complexidade. Desta forma, foi aplicada a
metodologia proposta (BAUE(Pwmix)-uLD/CE-DAD) para monitorizar os quatro
NSAIDs em estudo em duas amostras de urina e trés de agua (de mar, de
estuario e de rio). Para fins de quantificacdo e minimizacdo do efeito matriz
utilizou-se o0 método de adicdo de padrdao (SAM, do inglés Standard Addition
Method), através da fortificacdo das amostras reais com soluc¢des padrdo dos
analitos por forma a ser obtida concentracdes finais compreendias entre 5,0 e
320,0 yg L. Foram ainda realizados ensaios em branco, sem a adi¢do dos
mesmos. A tabela 4.3 resume os 1? e as eficiéncias de extracdo para os quatro

NSAIDs obtidos a partir das amostras analisadas.
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Tabela 4.3 — Valores de r? e de recuperacdo media (R, + RSD, %) para os quarto NSAIDs em
estudo, alcangados por SAM em amostras de agua de mar, de estuério e de rio, assim como de
duas amostras de urina hidrolisadas fortificadas a 80,0 ug L, obtidos por BAUE(Pmix)-uLD/CE—-
DAD, sob condicdes experimentais otimizadas.

NSAID
Amostra
SCA MFA DCF NPX
) r? - 0,9989 0,9998 0,9996
Agua de mar
R £ RSD (%) - 84,4+49 90,0+ 7,3 815+7,2
Agua de r2 0,9963 0,9991 0,9994 0,9994
estuario R+RSD (%) 10,9+4,3 91,2 +3,6 83,3+4,2 82,5+7,6
i r 0,9982 0,9997 0,9996 0,9990
Agua derio
R+RSD (%) 87,0+7,6 94,1+5,8 90,8 + 6,4 79,6 +5,1
r2 0,9951 0,9968 0,9996 0,9994
Urina #A
R + RSD (%) 77,551 - 83,3+2,8 89,4+17
r 0,9976 0,9961 0,9970 0,9994
Urina #B
R + RSD (%) - 88,2+ 3,7 97,8+6,5 80,7 + 10,8

A figura 4.11 exemplifica eletroferogramas obtidos de amostras de 4gua
ultrapura (a) e estuarina (b) fortificadas a 80,0 pug L, bem como de amostras de
urina nao fortificadas (c), com recurso a metodologia proposta.

Deve ser enfatizado que, embora um dos voluntarios tenha consumido
aspirina (acido acetilsalicilico), este é rapidamente metabolizado no organismo
para acido salicilico. Por outro lado, fenbmenos de conjugacdo com &cido
glucurdnico é bastante comum no processo de excrecdo [31]. Por este motivo,
os ensaios efetuados nas duas amostras de urina (#A e #B) foram realizados
apOs um passo previo de hidrélise. As concentracdes de NSAIDs obtidas das
amostras de urina foram de 33,7 £ 3,9 mg L* (MFA) e 39,5+ 1,1 mg L (SCA),
respetivamente. O primeiro caso pode ser comparado conforme descrito na
literatura para jovens voluntarios saudaveis que tomaram MFA (0,6 mg L [32]),
embora neste caso em particular, o individuo tenha consumido apenas 250 mg
de Ponstan e a amostra de urina tenha sido recolhida apenas 2 h apos a ingestéo
do farmaco. Deve ser realgado que a metodologia proposta aplicada as matrizes

de urina apresenta boa linearidade e r? superiores a 0,9991 (SCA), assim como
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eficiéncias de extracdo acima de 77,4 % (SCA), conforme pode ser observado
na tabela 4.3.
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Figura 4.11 — Eletroferogramas obtidos de ensaios realizados em agua ultrapura (a) e em agua
de estuario (b) fortificadas a 80,0 ug L1, assim como de amostras de urina depois de hidrélise
(c), realizados por BAUE(Pwmix)-uLD/CE-DAD sob condi¢des experimentais otimizadas. (i) —
amostra de urina #A,; (ii) — amostra de urina #B; 1 — SCA; 2 — MFA,; 3 - DCF; 4 — NPX; Pl —
padrao interno.

Os ensaios realizados em amostras de agua também revelaram boa
linearidade, com r? superiores a 0,9982 (SCA) e recuperacgdes acima de 79,5 %
(NPX). No entanto, a sensibilidade foi significativamente comprometida para as
amostras de estuario e de agua do mar, principalmente para SCA, o que pode

ser atribuido a efeitos de matriz (elevado teor de sal), como demonstrado a partir
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dos ensaios relativos a forga ionica. Embora a metodologia proposta tenha
apresentado elevada sensibilidade a nivel vestigial, os analitos em estudo néo

foram detetados (< LODs) nas matrizes de agua estudadas.

4.3 Conclusodes

A metodologia proposta, BAUE(Pwmix)-uLD/CE-DAD foi otimizada e
validada para a monitorizagdo de quatro NSAIDs em matrizes aguosas reais.
Sob condi¢cdes experimentais otimizadas, o presente método apresentou
excelente desempenho analitico, com boa eficiéncia na extracdo dos compostos
alvo, precisdo adequada, limites de detecdo ao nivel vestigial e uma boa gama
linear. A aplicacdo do método a matrizes reais, nomeadamente em amostras de
urina, de 4gua de mar, de estuario e de rio, demonstrou comportamento analitico
satisfatério com boa resposta em todas as amostras estudadas. Para além disso,
esta nova metodologia analitica potencia aplicacfes futuras usando BAUE
revestido com uma combinagéao de mais de um material sorvente (Ps, ACs, etc.)
no sentido de serem obtidas as melhores eficiéncias de extracdo, levando a
maior seletividade, para uma variedade de compostos alvo em diferentes

matrizes.
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5.1 ConsideracOes gerais

Os micropoluentes organicos, como os PPCPs, podem ter efeitos agudos
ou cronicos na vida selvagem e na salude humana, mesmo quando a presenca
destas substancias no ambiente ocorra ao nivel dos tracos (ug L* a ng L) [2].
Estes compostos incluem produtos farmacéuticos consumidos pelos humanos,
assim como em contexto veterinario ou agricola, podendo também fazer parte
das formulagcdes de produtos de higiene e cuidado pessoal [3]. Os produtos
farmacéuticos sdo compostos biologicamente ativos que sdo normalmente
solaveis em agua, podendo ser encontrados frequentemente em aguas residuais
e naturais, incluindo aguas subterraneas, fluviais, maritimas e superficiais [4—6].
Os PPCPs abrangem multiplas classes de compostos, incluindo reguladores
lipidicos, antibacterianos/antifungicos, agentes bloqueadores [(-adrenérgicos,
analgésicos e tranquilizantes, hormonas, antisséticos, entre outros [7]. A
preocupacao com 0s possiveis efeitos toxicos destes compostos é refletida nas
decisdes do Parlamento Europeu no dominio da politica da agua. Esta instituicdo
adicionou recentemente diversas classes de compostos farmacéuticos, incluindo
17a-etinilestradiol e 17(3-estradiol, a lista de substancias a monitorizar a nivel da
UE [8].

Neste contexto, o presente estudo visa avaliar o desempenho da técnica
BAUE, seguido por microdessorgao liquida (uLD) e analise por HPLC-DAD para
monitorizar niveis vestigiais de cinco micropoluentes organicos (diclofenac, DCF;
17a-etinilestradiol, EE2; 17B-estradiol, E2; carbamazepina, CMZ; e triclosan,
TCS) em matrizes agquosas ambientais. A tabela 5.1 apresenta as estruturas
quimicas, bem como os log Kow e os pKa destes compostos. E discutida a
otimizacdo de diversos parametros experimentais no processo analitico, para

além da validacéo e aplicacdo da metodologia otimizada a matrizes ambientais.
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Tabela 5.1 — Estruturas quimicas, log Kow e pKa dos micropoluentes organicos estudados.

Micropoluente

organico Estrutura quimica Log Kow pKa
i
07 ™ cl
DCF 1 o] 4,26 4,00
AR N R
(J I
~ cl N~
HN.___0
CMZ T 2,77 15,96
\:::_!" |\
N—/"
7
EE2 HO I 3,90 10,33
\ ==CH
CHQH
- VAR
| \ =\
E2 /}-__ \\ "i B OH 3,75 10,33
HQ/-{:,C/ \_/ \_//
Cl
_0
TCS Sy = 4,98 7,68

Software especifico foi usado para estimar as propriedades fisico-quimicas, assim como a estrutura das moléculas:
Marvin 6.2.2, 2014, ChemAxon (http://www.chemaxon.com).

5.2 Resultados e discussao

5.2.1 Otimizagéo instrumental

As condicdes para a analise por HPLC-DAD foram avaliadas tendo em
conta os dados espetrais do UV/Vis para a detecédo de cada analito, bem como
as carateristicas do tempo de retencéo e resolucao, de acordo com trabalhos
previamente publicados [9—11]. Neste sentido, foi selecionado o comprimento de
onda de 280 nm, uma vez maximizar o S/N de todos os compostos. Por forma a
obter as melhores condi¢cdes cromatograficas, foi manipulado o gradiente de
eluicdo, a temperatura da coluna e o volume de injecéo, resultando num tempo
analitico adequado (< 17 min). Uma vez a resolu¢do completa de EE2 e E2 nédo

ter sido alcancada sob as condi¢cdes instrumentais otimizadas, resolveu-se
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recorrer a altura dos picos ao invés das areas para fins de quantificacdo. A
calibracéo instrumental foi efetuada através da injecéo de solu¢des padrao com
concentracGes compreendidas entre 30,0 e 2500,0 ug L (dez niveis), tendo sido
possivel obter r?>> 0,9952 (DCF) para os compostos alvo. Os LODs e LOQs
alcancados foram de 1,0-8,0 ug Lt e 3,3-27,0 ug L1, respetivamente, para os
cinco micropoluentes organicos em estudo. A precisdo instrumental foi avaliada
por injecdo de uma mistura padrdo (n = 6, 1,0 mg L?), resultando em RSD
inferiores a 5,3 % (CMZ).

5.2.2 Otimizacdo do método analitico

Apds o estabelecimento dos parametros instrumentais, prosseguiu-se
com a otimizacao do processo de microextracdo e de retroextracdo empregando
uma estratégia de otimizacéo univariada e usando agua ultrapura fortificada (8,0
ug L1). Os parametros otimizados incluiram a seletividade do sorvente, o tempo
de equilibrio, a velocidade de agitacdo e as propriedades da matriz (pH,
polaridade e forca i6nica), bem como o solvente para uLD e o tempo de

sonicacao, de acordo com trabalhos anteriores [9-13].

5.2.2.1 Selegéo da fase sorvente

No presente estudo, testaram-se trés fases sorventes para BAUE, por
forma a alcancar boas eficiéncias de extracao para os analito alvo. Neste sentido,
um AC (CN1) e dois polimeros (Strata-X e LiChrolut EN) foram testadas, sob
condicBes padrao: microextracao, 3 h (1000 rpm), pH 5,5, uLD: MeOH (200 pL),
30 min sob tratamento ultrassoénico [9].

De acordo com a figura 5.1, as melhores eficiéncias de extragdo foram
obtidas pelas duas fases poliméricas (= 40 %, DCF). Este resultado foi esperado,
uma vez que ambas combinam elevadas areas superficiais (2 800 m? g!) com a
possibilidade de ocorréncia de interacdes de tipo fase reversa. Neste caso em

particular, parece ocorrer principalmente intera¢des hidrofébicas ou n-r, uma vez
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todos os compostos alvo terem pelo menos um anel aromatico na respetiva

estrutura quimica (tabela 5.1).

100
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Figura 5.1 — Efeito da seletividade de varios sorventes para a microextracao dos
micropoluentes orgénicos alvo em meio aquoso, obtido por BAUE-uLD/HPLC-DAD. Condicbes
experimentais:; microextracdo, 3 h (1000 rpm), pH 5,5; retroextragdo, MeOH (200 pL), 30 min
sob tratamento ultrassénico. As barras de erro representam o desvio-padrdo de trés replicados.
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Por forma a escolher a melhor fase polimérica para a microextracao dos
cinco compostos em meio aquoso, foram realizados ensaios em triplicado
usando condi¢cdes experimentais similares as descritas anteriormente, mas
usando 16 h de tempo de microextracdo, por forma a ter em conta a cinética
envolvida. Os dados mostram (figura 5.2) que o polimero Strata-X apresentou
maiores valores de recuperacdoes que LiChrolut EN. Este resultado era esperado
uma vez esta fase sorvente permitir, para além do descrito anteriormente,
interacbes do tipo dipolo-dipolo ou por pontes de hidrogénio, sendo mais
indicado para compostos com alguma polaridade, como é o caso dos analitos
em estudo (2,77 < log Kow < 4,98; tabela 5.1). Uma vez o Strata-X ter exibido
maiores recuperac¢des meédias (> 71,5 %, TCS), quando comparado com o outro
polimero (LiChrolut EN), foi escolhido como fase de revestimento de BAUE para

ensaios posteriores.
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Figura 5.2 — Efeito da seletividade das duas fases poliméricas empregues neste estudo para a
microextracéo dos micropoluentes organicos alvo em meio aquoso, obtido por BAUE-
ULD/HPLC-DAD. Condic¢des experimentais: microextra¢éo, 16 h (1000 rpm), pH 5,5;
retroextragcdo, MeOH (200 pL), 30 min sob tratamento ultrassoénico. As barras de erro

representam o desvio-padréo de trés replicados.
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5.2.2.2 Etapa de retroextracao

Depois de selecionado Strata-X como o sorvente mais adequado para
microextrair os analitos alvo em meio aquoso, o desenvolvimento do método
analitico prosseguiu com a otimizagdo do tempo e o solvente para pLD,
similarmente ao descrito no capitulo anterior. Foram testados os solventes (200
pL) MeOH, ACN e uma mistura de ambos (1/1, v/v; Mix) e tempos de sonicacéo
de 15, 30, 45 e 60 min. Os dados obtidos mostram que MeOH (figura 5.3)
empregado com um tempo de retroextragdo de 30 min (figura 5.4) permitiu obter

melhores eficiéncias de extracao.

ACN =mMIX mMeOH
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CMZ EE2 E2 DCF TCS

Figura 5.3 — Efeito da variacao do solvente na retroextracdo dos micropoluentes orgénicos alvo

em meio aquoso, obtido por BAUE-ULD/HPLC-DAD. Condicdes experimentais: microextracao,

16 h (1000 rpm), pH 5,5; retroextragao, 200 pL, 30 min sob tratamento ultrassénico. As barras
de erro representam o desvio-padrdo de trés replicados.
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Figura 5.4 — Efeito da variacdo do tempo na retroextracdo dos micropoluentes organicos alvo

em meio aquoso, obtido por BALE-uLD/HPLC-DAD. Condigbes experimentais: microextragao,

16 h (1000 rpm), pH 5,5; retroextracdo, MeOH (200 pL), tratamento ultrassoénico. As barras de
erro representam o desvio-padréo de trés replicados.
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5.2.2.3 Etapa de microextracao

Depois de otimizada a etapa de retroextracdo, prosseguiu-se o
desenvolvimento analitico com o estudo da etapa de microextracdo, incluindo
parametros como a velocidade e o tempo de equilibrio, assim como das
carateristicas da matriz (pH, polaridade e forca iénica), no enriquecimento dos
micropoluentes organicos em meio aquoso. Neste contexto, foram realizados
diversos ensaios com BAUE(Strata-X) empregando entre 1 e 16 h de tempo de
equilibrio, com velocidade de agitacéo entre 750 e 1250 rpm. De acordo com a
figura 5.5, um tempo de microextracdo de 16 horas parece ser a melhor escolha
para maximizar a recuperac¢ao dos cinco analitos alvo usando a fase sorvente
Strata-X. Embora se tenha obtido uma cinética de extracéo lenta, foi decidido
fixar este parametro (16 h) para ensaios posteriores, uma vez a técnica BAuE

poder ser empregada overnight sem quaisquer requisitos especiais.

102



5. Andlise de micropoluentes organicos em matrizes ambientais por BAUE-uLD/HPLC-DAD

120 1 m2 m3 ml6h

100 1
40 - N ) .
20 B =
0 i
CcMZ EE2 E2 DCF TCS

Figura 5.5 — Efeito da variagdo do tempo de microextracdo no enriqguecimento dos
micropoluentes organicos alvo em meio aquoso, obtido por BAUE-uLD/HPLC-DAD. Condi¢des
experimentais: microextragdo, 1000 rpm, pH 5,5; retroextracdo, MeOH (200 pL), tratamento
ultrassonico. As barras de erro representam o desvio-padréo de trés replicados.
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Os resultados para a velocidade de agitacdo mostram que as
recuperacbes dos cinco micropoluentes organicos nao divergiram
substancialmente usando 750 a 1250 rpm (figura 5.6). Assim, 1000 rpm foi
selecionado para ensaios posteriores, uma vez permitir um posicionamento mais
estavel do dispositivo de microextracdo sob o vortex formado durante o processo
de amostragem por flutuagéo.

=

N

o
)

750 m1000 m®m1250 rpm

i 1
1
60
40
20
0
CMZ EE2 E2 DCF TCS

Figura 5.6 — Efeito da variacao da velocidade de agitacdo na microextracdo dos micropoluentes

organicos alvo em meio aquoso, obtido por BAUE-uLD/HPLC-DAD. Condi¢des experimentais:

microextragéo, 16 h, pH 5,5; retroextragdo, MeOH (200 pL), tratamento ultrassénico. As barras
de erro representam o desvio-padrdo de trés replicados.

dias (%)
|_\
o
o

(o)
o
1

oes mé
1

Recuperag

103



5. Andlise de micropoluentes organicos em matrizes ambientais por BAUE-uLD/HPLC-DAD

Durante o desenvolvimento do método as carateristicas quimicas da
matriz foram igualmente avaliadas, em particular o pH, a forca ionica e a
polaridade. Neste sentudo, foi avaliada a influéncia do pH da matriz (pH 2,0, 5,5,
8,0 e 11,0) na eficiéncia de BAUE(Strata-X) para a microextracdo dos analitos
em estudo. Os resultados obtidos (figura 5.7) demonstram que o pH da matriz
nao apresenta forte influéncia na recuperacdo dos cinco micropoluentes
organicos, a excecao do DCF. Para valores de pH mais elevados (> 5,5), os
dados mostram que as recuperagdes diminuem para este composto em
particular. Esse resultado seria esperado, uma vez o DCF se tornar totalmente
ionizado a pH 6,0, podendo minimizar as interacdes do tipo fase reversa com a
fase sorvente. Quanto aos restantes compostos, o pH da matriz ndo afeta ou
apenas diminui ligeiramente a eficiéncia de extracdo a pH 11,0, o que era
previsivel, uma vez estes quatro compostos s6 se ionizarem para valores de pH
mais elevados (a excec¢do do TCS). O resultado para o TCS foi inesperado, uma
vez ser previsivel a diminuicdo da recuperacao para pH 8,0 e 11,0, pois encontra-
se ionizado a esses valores (tabela 5.1). Contudo, a presenca de dois anéis
aroméaticos parece atenuar esse fenomeno, permitindo uma boa retengéo por
interac6es de tipo fase reversa. Assim, a matriz a pH 5,5 sugere melhores
desempenhos na eficiéncia de extracdo, sendo escolhida para estudos

posteriores.
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Figura 5.7 — Efeito da variacdo do pH da matriz ha microextragdo dos micropoluentes organicos
alvo em meio aquoso, obtido por BAUE-uLD/HPLC-DAD. Condig8es experimentais:
microextragdo, 16 h (1000 rpm); retroextracdo, MeOH (200 pL), tratamento ultrassoénico. As
barras de erro representam o desvio-padrdo de trés replicados.
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Conforme descrito anteriormente, decidiu avaliar-se a forca ionica e a
polaridade da matriz na recuperacdo dos cinco micropoluentes organicos em
meios aquoso por BAUE(Strata-X). Neste sentido, foi adicionado NacCl (5, 10 e
15 %, p/v) e MeOH (5, 10 e 15 %, v/v) a matriz. Os resultados mostram que tanto
a adicdo de sal (figura 5.8) como do solvente organico (figura 5.9) levam a
diminuicdo do enriquecimento dos analito alvo em meio aquoso. Como

consequéncia, a metodologia foi otimizada na auséncia de NaCl e de MeOH.
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Figura 5.8 — Efeito da variacdo da adicdo de sal na matriz para a microextracao dos
micropoluentes organicos alvo em meio aquoso, obtido por BAUE-ULD/HPLC-DAD. Condicbes
experimentais: microextragéo, 16 h (1000 rpm), pH 5,5; retroextragdo, MeOH (200 L),
tratamento ultrassonico. As barras de erro representam o desvio-padréo de trés replicados.
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Figura 5.9 — Efeito da variacdo da adicdo de modificador organico na matriz para a
microextracdo dos micropoluentes organicos alvo em meio aquoso, obtido por BAUE-
ULD/HPLC-DAD. Condi¢Bes experimentais: microextra¢éo, 16 h (1000 rpm), pH 5,5;

retroextragdo, MeOH (200 uL), tratamento ultrassoénico. As barras de erro representam o
desvio-padrao de trés replicados.
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5.2.3 Validacdo do método analitico

Apés a etapa de otimizacdo, procedeu-se a validacdo da metodologia
proposta. A tabela 5.2 resume os dados da validacdo da metodologia
desenvolvida. A linearidade foi determinada na gama de concentracfes
compreendida entre 0,1 e 20,0 ug L, na qual foram obtidos bons valores de r?
(> 0,9909) para os cinco micropoluentes organicos. Os LODs e LOQs foram
calculados com S/N de 3/1 e 10/1, tendo sido de 0,02-0,10 ug L™ e 0,05-0,33 ug
L1, respetivamente. A presente metodologia foi ainda avaliada através de
ensaios de repetibilidade e precisdo intermédia, e calculada como RSD para
cinco e nove ensaios, respetivamente. Os ensaios de preciséo intermédia foram
realizados com recurso a trés replicados por dia em trés dias consecutivos (8,0
ug LY. Por outro lado, os ensaios de repetibilidade consistiram em cinco
replicados realizadas no mesmo dia usando o mesmo valor de fortificacdo. Os
resultados indicaram que foram alcancados bons niveis de repetibilidade, com
RSDs iguais ou inferiores a 8,0 % (TCS), e para preciséo intermédia, com RSDs

iguais ou inferiores a 5,9 % (DCF), sob condi¢des experimentais otimizadas.

Tabela 5.2 — Valores de LODs, LOQs, r?, assim como de repetibilidade e precisio intermédia
expressos como RSD (%) das recuperacfes obtidas por BAUE(Strata-X)-uLD/HPLC-DAD sob
condi¢Bes experimentais otimizadas a diferentes valores de fortificagdo em agua ultrapura.

Recuperacao (%) £ RSD (%)

Micropoluente LODs LOQs

organico (MgLY  (ugL?h 8 Repetibilidade .rflre?fr'fe?fa
(n=6) (n = 18)

cMZ 0,02 0,05 099518  102,4+0,8 99,9 +2,7

EE2 0,10 0,33  0,9909° 85,1+5,3 94,9 + 4,4

E2 0,10 0,33  0,9980° 90,3+ 1,8 99,1+5,3

DCF 0,02 0,05  0,99402 87,4+ 3,6 100,8 + 5,9

TCS 0,03 0,10  0,9984° 7455 +8,0 81,9+ 4,9

2 Dez niveis de fortificagéo (de 0,1 a 20,0 ug L)
® Dez niveis de fortificagdo (de 0,2 a 20,0 ug L)
¢ Dez niveis de fortificagéo (de 0,4 a 20,0 ug L)
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5.2.4 Comparacao com outras técnicas de microextracao

O desempenho da metodologia proposta foi comparada com outras
técnicas de microextragdo estatica ja publicadas, com especial énfase na
sensibilidade (LODs) e nas recupera¢gfes, como apresentado na tabela 5.3.
Conforme pode ser observado, a metodologia proposta revelou niveis de
recuperacdo muito superiores quando comparada a outras técnicas de
microextracdo estatica, nomeadamente SBSE revestida com diferentes fases
sorventes. Deve igualmente ser enfatizado que a metodologia proposta utiliza 5
a 25 menos solvente organico durante a fase de retroextracdo que outras
técnicas de microextracdo estatica indicadas na literatura [14—18]. Em relacéo
aos LODs, é possivel observar maior sensibilidade quando comparadas com
técnicas que empregaram sistemas instrumentais similares, i.e., HF-LPME ou
SPME revestido com butil-metacrilato (BMA) [14,19] em combinacdo com DAD.
Por outro lado, a presente metodologia permitiu obter LODs mais elevados para
TCS do que SBSE revestido com polidimetilsiloxano (PDMS), poliacrilato (PA),
etilenoglicol (EG) [15] ou polimeros hidrofilicos baseados em poli(N-
vinilpirrolidona)-co-divinilbenzeno (NVP-co-DVB) [16], bem como tubo de
polietersulfona (PES) [20] e SPME revestido com PDMS [21]. No entanto, estas
abordagens empregaram sistemas MS/MS, que s&o genericamente mais
sensiveis e seletivas que DAD. Mesmo assim, os LODs alcancados pelo método
proposto sdo menores que a maioria das outras técnicas baseadas em
microextracdo, combinadas com sistemas instrumentais MS/MS, incluindo SBSE
revestido com PDMS [15,22], PA ou EG [15].

Deve ainda ser enfatizado que foram obtidos resultados similares a outros
trabalhos que aplicaram a técnica BAME em compostos similares, mas usando
outras fases sorventes e/ou sistemas instrumentais. Por exemplo, TCS e CMZ
estudados por BAUE(PS-DVB ou AC) seguida de analise por GC-MS [23], e DCF
enriquecido por BAPE(MAX/WAX) seguida de analise por CE-DAD [24],
apresentaram LODs e/ou recuperacoes similares. Por outro lado, para E2 e EE2,
os dados obtidos revelam diferencas negligenciaveis quando comparados com
outro trabalho ja publicado empregando BAUE para a analise de hormonas
esteroides [25]. Estes resultados demonstram a notavel robustez e

reprodutibilidade da metodologia proposta.
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Tabela 5.3 — Comparacdo dos LODs e recuperacdes obtidas para os cinco micropoluentes
organicos em estudo com outras técnicas de microextracao estatica.

Micropoluente  Técnica de microextragéo Sistema Recuperacéo LOD

organico estatica instrumental (%) (ng LY Refs.
SBSE(PDMS, PA ou EG) <1,0 - [15]
LC-MS/MS
SBSE(VPD-co-DVB) 83,0 10,0 [16]
CMZ BAUE(LiChrolut EN) 83,3 50
GC-MS (23]
BAUE(R) 82,8 5,0
BAPE(Strata-X) HPLC-DAD 102,4 15,0 Este estudo
SBSE(PDMS) LDTD/APCI-MS/MS ~ 40,0 2800,0 [22]
PES tube 31,0 1,0 [26]
LC-MS/MS
EE> SPME(PDMS) 86,6 10,5 [21]
HF-LPME 31,4 550,0 [19]
BAUE(Strata-X) HPLC-DAD 98,0 70,0 [25]
BAUE(Strata-X) 94,9 100,0 Este estudo
SBSE(PDMS) LDTD/APCI-MS/MS ~ 30,0 2600,0 [22]
SBSE(PES) 38 14,0 [26]
LC-MS/MS
- SPME(PDMS) 94,8 7.4 [21]
HF-LPME 40,6 660,0 [19]
BAUE(Strata-X) HPLC-DAD 98,0 50,0 [25]
BAUE(Strata-X) 99,1 100,0 Este estudo
SBSE(PDMS, PA ou EG) <1,0 - [15]
LC-MS/MS
SBSE(VPD-co-DVB) 80,0 10,0 [16]
DCF SPME(BMA) CEC-DAD 98,7 15500 [14]
BAUE(MAX/WAX) CE-DAD 104,1 300,0 [24]
BAUE(Strata-X) HPLC-DAD 100,8 15,0 Este estudo
SBSE(PDMS, PA ou EG) 40,0 - 80,0 5,0-10,0 [15]
LC-MS/MS
SBSE(VPD-co-DVB) 80,0 10,0 [16]
TCS BAPE(LiChrolut EN) 97,3 5,0
GC-MS [23]
BAUE(R) 73,6 10,0
BAUE(Strata-X) HPLC-DAD 81,9 30,0 Este estudo

LDTD/APCI-MS/MS, desorcéo térmica por laser de diodo/ionizagdo quimica por pressdo atmosférica acoplada a
espetrometria de massa em Tandem (do inglés diode laser diode thermal desorption/atmospheric pressure chemical
ionization coupled to tandem mass spectrometry); CEC-UV, electrocromatografia capilar-detetor de ultravioleta (do inglés

capillary electrochromatography-ultra-violet detector)

Por ultimo, apesar da decisdo da UE 2018/840 [8] estabelecer LODs mais
baixos que a metodologia proposta, particularmente para EE2 e E2, esta pode

ainda ser empregue para monitorizar niveis vestigiais desses micropoluentes
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organicos se combinada com sistemas MS ou MS/MS (i.e., LC-MS ou LC-
MS/MS). Por outro lado, a mesma decisao indica a utilizacdo de volumes de
amostra muito superiores para a analise destes compostos, em particular para
EE2 (“SPE de grandes volumes”, que pode ir até 500 ou 1000 mL), quando
comparado com a metodologia proposta (25 mL). Para além disso, 0 método
desenvolvido esta em conformidade com os LODs e LOQs especificados no
método USEPA 1694 para a andlise de TCS em agua e outras matrizes
ambientais; i.e., 92 e 200 ng L para o LOD e o LOQ, respetivamente [27].

5.2.5 Aplicacdo a matrizes reais

Por forma a avaliar a aplicabilidade da metodologia proposta a matrizes
reais, diversos ensaios foram realizados em amostras de agua do mar, de lago,
de um poco e de rio, através da metodologia SAM, conforme avancado no
capitulo anterior. Num primeiro passo, as matrizes de agua foram fortificadas
com guatro padrdes de trabalho por forma a obter concentracdes de 1,0 ug L a
20,0 pg Lt para os cinco micropoluentes em estudo. Ensaios sem fortificagéo
foram igualmente realizados. Os resultados mostraram que foram alcancadas
boas linearidades, com r?> > 0,9935 (EE2; agua de poco). A figura 5.10
exemplifica cromatogramas obtidos por BApE(Strata-X)-uLD/HPLC-DAD a partir
de ensaios realizados em amostras de agua ultrapura (a), de lago (b) e de rio (c),
enriquecidas com 8,0 ug L, sob otimizacdo condicbes experimentais, nas quais
€ observado bom desempenho analitico. Embora a metodologia proposta tenha
apresentado boa sensibilidade a nivel vestigial e apesar de ser observada
alguma complexidade para as amostras reais, 0s analitos em estudo néo foram
detetados nas matrizes de 4gua avaliadas (< LODs). Contudo, deve ser real¢cado
gue a ocorréncia destes compostos € comum em ambientes afetados por
atividades antropogénicas, especialmente em areas urbanas onde as
populacdes humanas se concentram [2]. Por ultimo, deve ser referido que os
micropoluentes organicos estudados foram detetados em diversas matrizes de
agua ambiental acima dos LODs estabelecidos pela presente metodologia um

pouco por todo o mundo. Por exemplo, CMZ, TCS e DCF foram detetados em
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diversos rios da China [28], TCS em alguns rios de Espanha [29], CMZ e DCF

em varias aguas superficiais e subterraneas localizadas em Italia [30] e muitas

classes de hormonas esteroides (incluindo EE2 e E2) em &guas de rios em

Espanha e no Japéo [20].
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Figura 5.10 — Cromatogramas
obtidos de ensaios realizados
em agua ultrapura (a), de mar
(b) e de rio (c) fortificadas a 8,0
ug LY realizados  por

BAUE(Strata-X)-uLD/HPLC-
DAD, sob condi¢bes
experimentais otimizadas. 1 —
CMZ; 2 — EE2; 3 - E2; 4 —
DCF; 5-TCS.
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5.3 Conclusodes

A metodologia proposta, BApE(Strata-X)-uLD/HPLC-DAD foi otimizada e
validada para a determinacdo de cinco micropoluentes organicos em amostras
de agua do mar, de lago, de poco e de rio. Sob condicdes experimentais
otimizadas, o0 presente método apresentou bom desempenho analitico,
nomeadamente em termos de recuperacbes média, de sensibilidade e de
linearidade. E possivel constatar que a presente metodologia se revela uma boa
alternativa a outras bem estabelecidas para a analise de micropoluentes em

matrizes aquosas.
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6.1 Consideracdes gerais

Os PPCPs englobam diversas classes de substancias diferentes, como
medicamentos usados em medicina humana e veterinéria, fragrancias, agentes
de protecdo solar e ingredientes de cosméticos, entre muitos outros. Mais de
3000 PPCPs sao atualmente comercializados, sendo que novas moléculas
entram no mercado anualmente, tornando a sua presenca ainda mais frequente
em aguas ambientais [1]. Para além disso, os compostos farmacéuticos (FMCs)
sdo substancias biologicamente ativas e bastante sollveis em meio aquoso,
sendo por isso frequentemente encontradas em aguas residuais. Estas séo
posteriormente descarregadas para a natureza, fazendo com que sejam
detetados em &guas naturais, incluindo aguas subterraneas, de rios e de mar [2—
4], geralmente no nivel vestigial (ug L* a ng L) [5]. Os FMCs incluem vérias
classes de medicamentos, incluindo reguladores lipidicos,
antibacterianos/antifingicos, bloqueadores [-adrenérgicos, analgésicos,
tranquilizantes, hormonas e antissépticos, entre muitos outros [6]. A
preocupacdo com 0s possiveis efeitos ecotoxicolégicos destes compostos é
refletida nas decisdes do Parlamento Europeu no dominio da politica da agua.
Em 2013, trés FMCs amplamente utilizados, incluindo as hormonas 17a-
etinilestradiol e 17B-estradiol, assim como o analgésico diclofenac, foram
colocadas numa lista de substancias a serem monitorizadas pelos Estados-
Membro da UE por forma a determinar medidas apropriadas para a avaliagdo do
risco que estas representam [7]. A primeira revisao desta lista em 2015 manteve
estes trés produtos farmacéuticos [8], embora numa revisdo mais recente, 0
diclofenac, juntamente com outras trés substancias, foram retiradas desta lista,
uma vez a Comissdo Europeia ter concluido ja estarem disponiveis dados de
monitorizacdo suficientes [9]. Por estas razdes, h4 uma necessidade concreta
em abordagens analiticas inovadoras que permitam quantificacdo de FMCs em
matrizes aquosas ambientais.

A técnica BAPE, usando revestimento com ACs ou polimeros, ja
apresentou boa eficacia na determinacéo de FMCs em matrizes ambientais [10—
12]. Contudo, e tendo em conta as decisdes da UE no dominio da politica da
agua referidas anteriormente, torna-se imperativo o desenvolvimento de

metodologias mais simples, bem como amigas do utilizador e do ambiente, para

115



6. BAUE revestido com HCs: analise de farmacéuticos em matrizes aquosas ambientais

a analise simultanea dos diversos FMCs emergentes. Tal como referido
anteriormente, estes compostos podem ser vulgarmente encontrados em
matrizes ambientais ao nivel vestigial, apresentando, propriedades fisico-
guimicas distintas. Este facto torna a sua analise por métodos quantitativos
desafiante uma vez estes incluirem substancias com propriedades polares e
apolares. Por essa razdo, sdo necessarios novos materiais que permitam o
enriguecimento dos mesmos. Neste sentido, para além dos ACs, outros
materiais porosos a base de carbono podem desempenhar um papel relevante.
Destes destacam-se o0s hidrocarbonizados porosos (HC, do inglés Porous
hydrochar) — materiais de carbono obtidos pela carbonizacdo hidrotérmica de
hidratos de carbono na presenca de uma mistura eutética. Face as temperaturas
baixas durante a carbonizacdo, estes materiais ganham porosidade hierarquica,
enriquecida numa quimica superficial anfotérica [13].

Neste contexto, o presente estudo visa avaliar o desempenho da técnica
BAUE revestida com HCs a base de hidratos de carbono, seguida por uLD e
andlise por HPLC-DAD de diversos FMCs (sulfametoxazol (SMX), triclosan
(TCS), carbamazepina (CM2), diclofenac (DCF), acido mefenamico (MFA), 17a-
etinilestradiol (EE2), 17B-estradiol (E2), estrona (E1), gemfibrozil (GFB) e &cido
clofibrico (CFA)) em matrizes aquosas ambientais. Os HCs usados neste estudo
foram  preparados e caraterizados, estando 0s  procedimentos
pormenorizadamente descritos no anexo Il. A tabela 6.1 apresenta a estrutura
quimica, bem como os log Kow e os pKa dos compostos alvo. E discutida a
otimizacdo de diversos parametros experimentais do processo analitico, assim

como a validacéo e a aplicacado da metodologia otimizada a matrizes reais.
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Tabela 6.1 — Estruturas quimicas, log Kow e pKa dos FMCs estudados.

FMC Estrutura quimica Log Kow pKa
Z [o]
SMX 0 - 0,79 1,97; 6,16
wd M
o]
o
(0] Cl
DCF H 4,26 4,00
Cl
H2N\|&O
cMZ O N O 2,77 15,96
EE2 ~ : ,
HO S 3,90 10,33
CHH
E2 OH 3,75 10,33
HOH,C

(0]
O
CFA /O/ %A\OH 2,90 3,37
Cl
o)A
E1 0 ‘ 431 10,33
H

o] OH
H
MFA N 5,40 3,89

o] OH
GFB 4,39 4,42
(o]
cl
(@]
TCS /@/ D\ 4,98 7,68
Cl HO Cl

Foi usado software especifico para prever as propriedades fisico-quimicas, assim como a estrutura das moléculas: Marvin
6.2.2, 2014, ChemAxon (http://www.chemaxon.com).
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6.2 Resultados e discussao

6.2.1 HCs

Os HCs foram preparados a partir de glucose (HC-GIc), frutose (HC-Fru)
e sacarose (HC-Suc) na presenca da mistura de sais eutéticos, originando
aglomerados a nanoescala (20 - 50 nm) (figura 6.1) que se caraterizam por uma
rede de micro a mesoporos. Contudo, esta rede apresenta menor volume em
comparacdo com os ACs comerciais testados, derivada de menores éareas
superficiais (~ 500 m? g1). A estrutura porosa é maioritariamente composta por
mesoporos com larguras de 10 nm (HC-Fru) ou de 30 nm (HC-Glc e HC-Suc).
Os HCs apresentam quimica superficial acidica (pHpzc ~ 3), contendo grupos
funcionais a base de oxigénio e liga¢c6es de carbono, nomeadamente, grupos
hidroxilicos, alifaticos, aromaticos, quinonas e acidicos, bem como éteres,

alcoois e fendlicos.

Figura 6.1 — Imagens de microscopia eIetronlca de varrimento dos HCs empregados no
presente estudo.

6.2.2 Otimizag&o instrumental

As condicdes para a analise por HPLC-DAD foram avaliadas tendo em
conta os dados espetrais do UV/Vis para a detecédo de cada analito, assim como
as carateristicas do tempo de retencéo e resolucdo, de acordo com trabalhos

previamente publicados [14-16]. Desta forma, foi selecionado comprimento de
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onda de 280 nm, pois maximizava o S/N para todos os compostos. Por forma a
obter as melhores condicbes cromatograficas, foi manipulado o gradiente de
eluicdo, a temperatura da coluna e o volume de injecéo, resultando num tempo
analitico adequado (< 35 min). A calibracéo instrumental foi realizada através da
injecdo de solugBes padrdo com concentracdo compreendidas entre 10,0 ou
30,0 pug L* (dependendo do FMC em questéo) até 5000,0 pg L (dez niveis), na
qual foi possivel obter r? 2 0,99. Os LODs e LOQs alcancados foram de 1,0-10,0
ug Lt e 5,0-27,0 ug L%, respetivamente, para os compostos em estudo. A
precisao instrumental foi avaliada pela injecdo de uma mistura padréo (n =6, 1,0
mg L*?), resultando em RSDs inferiores a 2,9 % (CMZ).

6.2.3 Otimizacdo do método analitico

Apoés o estabelecimento dos parametros instrumentais, prosseguiu-se
com a otimizacao do processo de microextracao e de retroextracdo empregando
uma estratégia de otimizacdo univariada, tal como nos capitulos anteriores,
usando agua ultrapura fortificada (16,0 pg L1). Uma vez mais, os parametros
otimizados incluiram a seletividade do sorvente, o tempo de microextracao, a
velocidade de agitacdo e as propriedades da matriz (pH, polaridade e forca
i6nica), assim como o solvente para uLD e o tempo de sonicacédo, de acordo com
trabalhos anteriores [14,15,17,18].

6.2.3.1 Selecéo da fase sorvente

Os trés HCs foram testados como fases de enriqguecimento para a
recuperacao dos dez FMCs alvo e comparados com dois ACs comerciais (figura
6.2), sob as seguintes condigdes experimentais; microextragdo, 16 h (1000 rpm),
pH 5,5; uLD, ACN (100 uL), 60 min sob tratamento ultrassonico, seguido de
adicao de 100 uL de agua ultrapura. Nas condicGes experimentais avaliadas (pH
5,5) nenhum dos materiais de carbono foi capaz de recuperar o CFA embora,
curiosamente, 0s materiais testados permitissem recuperar até 50 % dos outros

dois compostos acidos (DCF e MFA). O AC comercial R apresentou o pior

119



6. BAUE revestido com HCs: analise de farmacéuticos em matrizes aquosas ambientais

desempenho para a maioria dos FMCs, a excecdo do SMX e da CMZ. As baixas
recuperacdes obtidas por este AC podem ser parcialmente devidas ao fato de
gue, do conjunto de materiais em estudo, este foi o Unico material com uma
superficie ligeiramente positiva no pH da solu¢ao (pHamostra > pHpzc, 6,5). Apesar
de apresentarem porosidade menos desenvolvidos, os HCs, que apresentam
carga superficial negativa (pHamosta < pHpzc, 2,7-3,1), comparam-se
favoravelmente com os restantes ACs comerciais, a excecao para SMX. Para 0os
outros farmacos, as recuperacfes medias variaram entre 40 % (EE2) e 80 % (E2
e E1), verificando-se que os HCs preparados a partir de sacarose e frutose
apresentaram resultados similares quando comparados com CN1 para a maioria
dos FMCs alvo. Desta forma, prosseguiu-se 0s ensaios de otimizagdo com 0s
materiais HC-Suc e HC-Fru, juntamente com CNL1.

100 -
o 80 1 HC-Suc
2
g 60 HC-Fru
= I _
® = HC-Glc
3 I
S 40
S mCN1
>
(&)
()
@ 20._
Ey
0 _

SMX CMZ E2 CFA EE2 DCF GFB MFA TCS

Figura 6.2 — Efeito da seletividade de varios sorventes para a microextracdo dos FMCs alvo em

meio aquoso, obtido por BAUE-ULD/HPLC-DAD. Condi¢des experimentais: microextracdo, 16 h

(1000 rpm), pH 5,5; retroextragao, ACN (100 uL), 60 min sob tratamento ultrassénico, seguido

de adicdo de 100 yL de agua ultrapura. As barras de erro representam o desvio-padréo de trés
replicados.

6.2.3.2 Etapa de retroextracao

Foram testados os solventes MeOH, ACN e uma mistura equivalente de

ambos (1/1, v/v; Mix) por forma a promover a completa dessor¢do dos FMCs
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alvo das fases sorventes. Os resultados mostraram que ACN é o melhor solvente

para retroextrair usando os trés materiais testados (figura 6.3).

< 199 1 He-suc
S - ACN
g 801 I
E m MeOH
£ 60 -
0 = MIX
S
S, 40 -
©
()
1 i
[&]
()
X g
SMX CMZ CFA MFA TCS
=100 7 HC-Fru
S
5 80 - ACN
g = MeOH
£ 60 -
o m MIX
()
S 40 -
@
g
S 20 4 i
[&]
()
o 0 _j
SMX CMZ CFA MFA TCS
100 1 cN1

ACN
m MeOH

&
60 - I
40] I I {II I I I I mMIX
A i

20
SMX CMZ E2 CFA EE2 E1 DCF GFB MFA TCS

Recuperacgdes médias (%)

Figura 6.3 — Efeito da variacdo do solvente na retroextracéo dos FMCs alvo em meio aquoso,
obtido por BAPE-uLD/HPLC-DAD, usando diferentes fases sorventes. Condi¢des
experimentais: microextracéo, 16 h (1000 rpm), pH 5,5; retroextra¢éo, 100 yL, 60 min sob
tratamento ultrassonico, seguido de adigdo de 100 pL de agua ultrapura. As barras de erro
representam o desvio-padrao de trés replicados.

O efeito do tempo de dessorcdo também foi igualmente avaliado pela

realizacdo de ensaios com 15, 30, 60 e 90 min de sonicac&o. Os dados obtidos
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exibem maior desempenho até 60 min, ndo tendo sido obtidas vantagens ao

empregar periodos mais longos (figura 6.4).

_ 1009 He-suc
S 15 min
% 80 n
g m 30 min
5 60 - m 60 min
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S 40 - min
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o
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_ 109 HeFru
X I .
% ® 30 min
g 60 1 I ® 60 min
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3 20 -
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(O]
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2
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SMX CMzZ E2 CFA EE2 E1 DCF GFB MFA TCS

Figura 6.4 — Efeito da variacdo do tempo na retroextracéo dos FMCs alvo em meio aquoso,
obtido por BAPE-puLD/HPLC-DAD, usando diferentes fases sorventes. Condi¢des
experimentais: microextra¢édo, 16 h (1000 rpm), pH 5,5; retroextragéo, ACN (100 L),
tratamento ultrassénico, seguido de adigdo de 100 pL de agua ultrapura. As barras de erro
representam o desvio-padrao de trés replicados.
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6.2.3.3 Etapa de microextracao

Diversos parametros experimentais podem afetar a eficiéncia da
microextracao. O tempo de equilibrio e a velocidade de agitacdo desempenham
um papel crucial neste tipo de abordagem analitica, uma vez ambos
influenciarem a transferéncia de massa e o0 processo cinético [17,19]. Por estes
motivos, diversos ensaios foram realizados por BAUE, empregando 1 a 16 horas
de tempo de microextracdo, assim como 750 a 1250 rpm de velocidade de
agitacao. Os resultados mostram que as melhores eficiéncias de extracao foram,
de uma forma geral, obtidos usando 1000 rpm (figura 6.5). Este resultado era
esperado, uma vez que a estas velocidades de agitacéo o dispositivo BAUE se
torna mais estavel ap6s ser alocado sob o vortex formado durante o
enriguecimento por flutuacéo.

De acordo com a figura 6.6, um tempo de microextracdo de 16 h é
consistentemente a melhor escolha para maximizar a recuperacao de nove dos
dez analitos alvo usando as fases testadas. Embora seja obtida cinética, decidiu-
se fixar este parametro (16 h) para ensaios posteriores. Contudo, esta escolha
nao pode ser considerado uma desvantagem, uma vez que essa metodologia

podre ser realizada durante a noite sem qualquer requisito especial.
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Efeito da variacdo da velocidade de agitacdo na microextracdo dos FMCs alvo em

meio aquoso, obtido por BAUE-uLD/HPLC-DAD, usando diferentes fases sorventes. Condi¢cdes
experimentais: microextracédo, 16 h, pH 5,5; retroextragdo, ACN (100 pL), 60 min sob
tratamento ultrassonico, seguido de adigdo de 100 pL de agua ultrapura. As barras de erro
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Figura 6.6 — Efeito da variagdo do tempo de microextragdo no enriquecimento dos FMCs alvo
em meio aquoso, obtido por BAUE-ULD/HPLC-DAD, usando diferentes fases sorventes.
Condi¢bes experimentais: microextracéo, 1000 rpm, pH 5,5; retroextragéo, ACN (100 uL), 60
min sob tratamento ultrassoénico, seguido de adicdo de 100 uL de agua ultrapura. As barras de
erro representam o desvio-padréo de trés replicados.

Durante o desenvolvimento da metodologia analitica, as carateristicas

guimicas da matriz também foram avaliadas, em particular o pH, a forca idnica e
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a polaridade. Inicialmente foi avaliado o efeito do pH da matriz (2,0, 5,5 e 11,0)

na eficiéncia de extracado de BAUE para os analitos em estudo (figura 6.7).
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Figura 6.7 — Efeito da variagdo do pH da matriz na microextra¢éo dos FMCs alvo em meio
aquoso, obtido por BALUE-uLD/HPLC-DAD, usando diferentes fases sorventes. Condi¢des
experimentais: microextragéo, 16 h (1000 rpm); retroextra¢cdo, ACN (100 pL), 60 min sob
tratamento ultrassonico, seguido de adicdo de 100 uL de agua ultrapura. As barras de erro
representam o desvio-padrdo de trés replicados.
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E sabido que este parametro pode ter uma influéncia significativa, uma
vez as recuperacdes poderem ser afetadas pelas formas ionicas ou neutras dos
FMCs em meio aquoso [10], assim como pela carga superficial dos materiais de
carbono. Os resultados obtidos com os dispositivos BAUE demonstraram que, a
excecdo da recuperacdo de CMZ com CN1, o pH da matriz influencia fortemente
a recuperacao de todos os analitos em estudo. Deve ser igualmente enfatizado
que sob meio bastante &cido, CFA (0 FMC com o menor valor de pKa) foi
finalmente extraido, tendo sido obtido recupera¢gbes compreendidas entre 70 e
90 %. Estes resultados indicaram que a quantificagéo de CFA, utilizando HCs ou
0 AC comercial testados como fases de enriquecimento para BAPE, so é possivel
guando este composto acido e semi-polar se encontrar na sua forma neutra.
Resultados obtidos por outro trabalho na qual empregou ACs derivados de
cortica como fase sorvente para BAUE, também identificaram o papel critico do
pH da matriz na recuperacdo de CFA, tendo os melhores resultados sido
igualmente obtidos em meio acido [20].

Os dados mostram que as recuperagfes aumentam usando a matriz com
pH 2,0 para as trés fases sorventes e para a maioria dos compostos. A este valor
de pH todos os materiais de carbono apresentam carga superficial ligeiramente
positiva (pHamostta < pHpzc). Estes resultados podem ser racionalizados
considerando os valores de log D dos FMCs alvo nos trés valores de pH em
estudo (2,0, 5,5 e 11,0). Este parametro corrige o valor de log Kow para cada
composto a um determinado valor de pH da matriz tendo em conta o seu pKa e

usando equacéo 6.1:

[solutoly tanol *Isolutolyeiynol

ionizado nao ionizado
]égua + [soluto]égua

(6.1)

ionizado nao ionizado >

Log Dyaior de pH = log (

[soluto

De acordo com os dados da tabela 6.2, independentemente do valor de
pH da amostra existe, de forma geral, um aumento das recupera¢des com 0
aumento nos valores do log D. A pH 2,0, os FMCs em estudo apresentam, na
generalidade, maior solubilidade em octanol, favorecendo assim o processo de
adsorcéao, o que contribui para maiores eficiéncias de extracdo. Contudo, quando

o pH da matriz é superior ou similar ao pKa de um determinado FMC, a sua

127



6. BAUE revestido com HCs: analise de farmacéuticos em matrizes aquosas ambientais

recuperacao aproxima-se de zero, justificando, assim, a maior redu¢cdo nos

rendimentos de extracdo para 0s compostos com valores mais baixos de pKa.

Tabela 6.2 — Efeito do pH da matriz na recuperac¢éo dos FMCs alvo empregando HC-Suc, HC-
Fru ou CN1 como fases sorventes para BAUE. Os valores de log D sdo apresentados para cada
composto do respetivo valor de pH do ensaio. Abaixo de cada FMC, em parénteses, séo
apresentados os respetivos valores de pKa.

Recuperacdes medias (%)

FMC pHdamatriz LogD
HC-Suc HC-Fru CN1
SMX 2,0 0,5 20,9 20,3 48,2
(1.97: 6,16) 55 0,7 22,3 14,7 50,9
R 11,0 -3,13 0 9,9 0
oMz 2,0 2,77 55,5 46,3 82,2
2,77 2,2 4
(15.96) 55 , 62, 6,6 83,3
11,0 2,77 35,9 32,9 82,6
Eo 2,0 3,75 70,0 69,9 35,0
7 7,7 70,2 4
(10.33) 55 3,75 57, 0, 30,
11,0 2,99 38,0 32,9 25,0
CEA 2,0 2,88 81,9 67,3 90,9
77
(2.90) 55 0, 0 0 0
11,0 -3,63 0 0 0
2,0 3,9 82,4 72,2 65,0
EE2 55 3,9 93,6 88,6 60,8
(10,33) 1 1 1 1 1
11,0 3,14 45,5 36,3 51,1
E1 2,0 4,31 73,2 72,4 48,6
4 1 2
(10,33) 55 ,35 95, 93, 58,5
11,0 3,55 40,7 34,6 35,5
2,0 4,25 72,2 70,1 57,8
DCF 55 2,74 35,3 21,5 40,0
(4'00) 1 1 1 1 1
11,0 -2,17 0 0 19,2
2,0 4,39 61,7 74,6 73,5
GFB 55 3,27 60,7 48,2 66,1
(4'42) 1 1 1 1 1
11,0 -1,89 0 0 20,1
MEA 2,0 5,39 61,7 59,3 45,3
(3.89) 55 3,77 59,1 47,9 44,9
11,0 -1,06 0 0 22,8
2,0 4,98 63,7 63,8 51,9
TCS 55 4,98 67,6 65,3 48,1
(7'68) 1 1 1 7 1
11,0 1,66 8,5 6,0 38,5

Software especifico foi usado para prever os valores de log D e de pka de cada FMC: Marvin 6.2.2, 2014, ChemAxon
(http://www.chemaxon.com).
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E possivel concluir que as recuperacdes mais baixas estio provavelmente
relacionadas com a desprotonacdo que leva a maior solubilidade e, portanto,
maior estabilidade dos FMCs na matriz aquosa e, consequentemente, menor
afinidade para com os materiais sorventes. Os FMCs mais alcalinos (com
maiores valores de pka) alcancaram recuperacdes ligeiramente mais elevadas
para um pH da matriz de 5,5 em comparacao com pH 2,0.

Tal como abordado em capitulos anteriores, o efeito da forca idnica da
matriz foi igualmente avaliado neste estudo, uma vez a adicdo de um eletrélito
poder favorecer a migracdo de compostos organicos da matriz para o sorvente
(efeito de “salting out”) [18,21]. Desta forma, varios ensaios foram realizados
adicionando NaCl a matriz aquosa (0, 5, 10 e 20 % p/v). A adicdo progressiva de
sal, em geral, ndo melhora significativamente as recupera¢gfes dos analitos
(figura 6.8). Como consequéncia, a adicdo de sal foi descartada para ensaios
posteriores.

O efeito da adicdo de um modificador organico a matriz foi igualmente
estudada. Este parametro € importante por forma a contornar o chamado “wall
effect”, no qual analitos apolares poderem ser adsorvidos nas paredes dos
frascos de vidro de amostragem, resultando em perdas na eficiéncia de extracéo
[15,18]. Desta forma, a polaridade da matriz foi modificada pela adicdo de MeOH
(0, 5, 10 e 20 %; v/v). A adicdo progressiva de MeOH, em geral, diminui
significativamente os rendimentos de recuperacgao de todos os PhCs em estudo
(figura 6.9). Consequentemente, a metodologia foi otimizada na auséncia de
MeOH.
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Figura 6.8 — Efeito da variacdo da for¢a i6nica da matriz na microextragdo dos FMCs alvo em
meio aquoso, obtido por BAUE-ULD/HPLC-DAD, usando diferentes fases sorventes. Condicdes
experimentais: microextracdo, 16 h (1000 rpm), pH 2,0; retroextragdo, ACN (100 uL), 60 min
sob tratamento ultrassénico, seguido de adigdo de 100 uL de agua ultrapura. As barras de erro
representam o desvio-padrdo de trés replicados.
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Figura 6.9 — Efeito da variacdo da polaridade da matriz na microextracdo dos FMCs alvo em
meio aquoso, obtido por BAUE-uLD/HPLC-DAD, usando diferentes fases sorventes. Condicdes
experimentais: microextragdo, 16 h (1000 rpm), pH 2,0; retroextragao, ACN (100 uL), 60 min
sob tratamento ultrassoénico, seguido de adigdo de 100 uL de agua ultrapura. As barras de erro
representam o desvio-padrao de trés replicados.

6.2.4 Validagdo do método analitico

Ao utilizar as condi¢cdes experimentais otimizadas para cada sorvente a
base de carbono (CN1, HC-Fru e HC-Suc), foi possivel obter recuperacdes

médias compreendidas entre 20,3 e 90,9 % para todos os compostos alvo,
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usando agua ultrapura fortificada a 16,0 pg L't. Como consequéncia, decidiu-se
prosseguir com os ensaios de validacéao utilizando a fase sorvente HC-Suc, uma
vez ter geralmente apresentado melhores resultados que os demais materiais. A
tabela 6.3 resume alguns dos dados dos ensaios de validagdo da metodologia

proposta, obtidos para os dez FMCs em estudo.

Tabela 6.3 — Valores de LODs, LOQs, assim como de repetibilidade e precisdo intermédia
alcancadas para os dez FMCs em estudo, obtidas por BAUE(HC-Suc)-uLD/HPLC-DAD, sob
condicdes experimentais otimizadas.

Repetibilidade ”f’t;er‘;[lse%?a
v LOD LOQ (RSD, %) (RSD, %)
(g L) (Mg L) 50ugL? 240pglL?' 1040uglL* 16,0 uglL?
(n=6) (n =6) (n = 6) (n=18)
SMX 15 5,0 03 5,0 0,7 7.0
cMz 05 1,5 53 0,9 0,7 8,3
E2 1,5 5,0 47 55 1,5 4.7
CFA 1,5 5,0 6,1 47 2,5 8,7
EE2 1,5 5,0 6,9 2.8 1,2 4.4
E1 1,5 5,0 38 36 1,9 3,6
DCF 05 1,5 8.4 4.1 1,1 5,7
GFB 1,0 3,0 6,5 3,6 1,4 47
MFA 05 1,5 6,9 5.4 0,9 12,3
TCS 1,0 3,0 43 8,2 1,4 10,2

A sensibilidade da metodologia foi avaliada através dos LODs (0,5-1,5
ug L) e LOQs (1,5-5,0 ug LY), calculados com um S/N de 3/1 e 10/1,
respetivamente. A presente abordagem também foi avaliada através de ensaios
de repetibilidade e preciséo intermédia, calculada como RSD de seis e dezoito
ensaios, respetivamente. Os ensaios de precisao intermédia foram efetuados
como seis replicados por dia em trés dias consecutivos e, 0s ensaios de
repetibilidade consistiram em seis replicados realizados no mesmo dia (usando
trés niveis de fortificagdo). Os resultados obtidos revelam que a metodologia
proposta apresenta boas precisdes para os ensaios de repetibilidade (RSD < 8,4
%, DCF) e precisdo intermédia (RSD < 12,3 %, MFA), sob condi¢bes

132



6. BAUE revestido com HCs: analise de farmacéuticos em matrizes aquosas ambientais

experimentais otimizadas. Foram igualmente realizados ensaios em agua
ultrapura com concentracdes variando entre 5,0 e 104,0 ug L1, na qual foram

obtidas bons niveis de linearidade (r? > 0,99) para todos os FMCs em estudo.

6.2.5 Comparacéo com outras técnicas de microextracao

Nesta seccdo pretende-se comparar abordagem proposta com outras
técnicas de microextracdo estatica ja publicadas, tal como apresentado na tabela
6.4. Conforme pode ser observado, a metodologia desenvolvida usando
dispositivos BAUE revestidos com HCs a base de sacarose (HC-Suc) apresenta
recuperacfes semelhantes ou superiores a outras técnicas de microextracao,
como por exemplo, SBSE revestida com PDMS, PA ou EG [22] ou microextrag&o
em barra sélida (SBME, do inglés Solid Bar Microextraction) revestida com
polimero C8 [23] para a extragcdo de CMZ; microextracao em filme fino (TFME,
do inglés Thin-film microextraction) revestido com PDMS [24] para a extra¢cao de
E2; SBSE revestida com PDMS [25] para a extracdo do CFA; SBSE revestida
com poliuretano (PU) [26] para a extracdo de DCF, GFB ou MFA.
Adicionalmente, a sensibilidade do método proposto € semelhante quando
comparada a sistemas instrumentais similares [23,26,27] ou a sistemas
instrumentais de espetrometria de massa ou Tandem [24,28].

Tabela 6.4 — Comparacéo dos LODs e recuperacdes obtidas para os dez FMCs em estudo com
outras técnicas de microextracdo estatica.

Técnica de Sistema Recuperacéo LOD

FMC microextracdo estatica instrumental (%) (ug LY Refs.
SPME(CW/TPR) LC-MS/MS 59,2 14,0 [29]
SMX MEPS(C8) n.a. LOQ: 5,0 [27]
BAWE(HC-Suc) FPLC-DAD 20,9 15  Este estudo
SBSE(PDMS, PA ou EG) LC-MS/MS <1,0 - [22]
oMz TFME(PDMS) GC-MS 67,1 0,72 [24]
SBME(CS8) HPLC-UV 35,0-42,0 0,7 [23]
BAUE(HC-Suc) HPLC-DAD 55,5 0,5 Este estudo
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SBSE(PDMS) LDTD/APCI-MS/MS ~ 40,0 2,8 [28]
TFME(PDMS) 85,0 0,41 [24]
EE2 SPME(PA) GC-MS 92,0-101,0 0,15 [30]
SBSE(PDMS) 7,0 0,853 [25]
BAUE(HC-Suc) HPLC-DAD 70,0 2,0 Este estudo
SPME(PA) 95,0-98,0 0,75 [30]
GC-MS
CEA SBSE(PDMS) 18,5 0,222 [25]
BAUE(AC) 79,7-96,1 0,21-0,28 [20]
HPLC-DAD
BAUE(HC-Suc) 82,0 2,5 Este estudo
SBSE(PDMS) LDTD/APCI-MS/MS ~ 30,0 2,6 [28]
SPME(PA) 93,0-105,0 0,15 [30]
E2 GC-MS
SBSE(PDMS) 9,0 0,508 [25]
BALE(HC-Suc) HPLC-DAD 82,4 2,0 Este estudo
SBSE(PDMS) LDTD/APCI-MS/MS ~50,0 2,2 [28]
SPME(PA) 92,0-99,0 0,15 [30]
El GC-MS
SBSE(PDMS) 12,7 0,789 [25]
BALE(HC-Suc) HPLC-DAD 73,1 2,0 Este estudo
SBSE(PDMS, PA ou EG) LC-MS/MS <1,0 n.a. [22]
SBSE(PDMS) GC-MS 21,0 0,037 [25]
SBSE(PDMS) 34,6 1,6
DCF [26]
SBSE(PU) 77,7 0,7
HPLC-DAD
SBME(CS8) 47,0-52,0 0,9 [23]
BAUE(HC-Suc) 72,2 0,5 Este estudo
SBSE(PDMS) GC-MS 15,5 0,013 [25]
SBSE(PDMS) 73,4 1,7
GFB [26]
SBSE(PU) HPLC-DAD 84,0 0,7
BAUE(HC-Suc) 75,8 1,0 Este estudo
SBSE(PDMS) GC-MS 29,0 0,001 [25]
SBSE(PDMS) 71,3 1,5
MFA [26]
SBSE(PU) HPLC-DAD 48,4 1,3
BAUE(HC-Suc) 61,7 0,5 Este estudo
SBSE(PDMS, PA ou EG) LC-MS/MS 40,0-80,0 5,0-10,0 [22]
SPME(PA) 76,0-88,0 0,15 [30]
TCS GC-MS
SBSE(PDMS) 23,8 0,0002 [25]
BAUE(HC-Suc) HPLC-DAD 63,7 1,0 Este estudo

CWI/TPR: resina de Carbowax; PU: poliuretano; SBME: microextracdo em barra sélida; TFME: microextragdo em filme

fino.

n.a. Informagéo indisponivel.

134



6. BAUE revestido com HCs: analise de farmacéuticos em matrizes aquosas ambientais

6.2.6 Aplicacdo a matrizes reais

Por forma a avaliar a aplicabilidade da metodologia proposta as matrizes
reais, diversos ensaios foram realizados em amostras de agua do mar,
superficial, estuario, torneira e ETAR, através do SAM. As amostras de agua
foram fortificadas a quatro niveis (8,0 ug Lt a 104,0 pug L) para os dez FMCs
em estudo. Foram igualmente realizados ensaios sem fortificagdo. Os resultados
mostram que foram alcancadas boas linearidades (r> > 0,99). Na figura 6.10
encontram-se exemplificados cromatogramas de agua ultrapura fortificada a 8,0
ug Lt para os dez FMCs (a), brm como de amostra de ETAR sem fortificacdo
(b), obtidos por BANE(HC-Suc)-uLD/HPLC-DAD sob condi¢cdes experimentais
otimizadas. Embora a metodologia proposta tenha apresentado sensibilidade
elevada ao nivel dos tracos, alguns dos analitos em estudo foram quantificados
apenas na amostra de ETAR (CMZ: 4,01 + 0,46 ug L'1; DCF: 1,99 £ 0,21 ug L™).

25 1 CcMmz a
DCF
20 A SMX
15 -
oD 10 A
% MFA
] m o| TCS
°] Lju%?_)\: )
_5 4
-10
0 5 10 15 20 25 30 35
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E |
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-10
0 5 10 15 20 25 30 35
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Figura 6.10 — Cromatogramas obtidos de ensaios realizados em agua ultrapura fortificada a 8,0
ug L (a), assim como de amostra de ETAR néo fortificada (b), realizados por BAPE(HC-Suc)
MLD/HPLC-DAD sob condi¢des experimentais otimizadas.
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6.3 Conclusdes

A metodologia desenvolvida, BAPE revestida com HCs a base de
sacarose (HC-Suc), seguida de yLD e analise por HPLC-DAD, foi proposta para
a andlise vestigial de dez FMCs em matrizes de agua ambiental. Os HCs
preparados em laboratdrio provaram ser alternativos a ACs comerciais, uma vez
a sua estrutura de micro e mesoporos, combinada com uma quimica superficial
adequada, favorecer os processos de adsorgao e dessorcao durante a etapa de
enriguecimento, contribuindo para um elevado desempenho ao nivel vestigial. O
meétodo também demonstrou ser uma abordagem amiga do ambiente, facil de
implementar, sensivel e robusta, recorrendo a baixo volume de amostra. Em
suma, a metodologia analitica proposta parece ser uma alternativa eficaz para
cumprir a decisdao da UE 2018/840, assim como as diretrizes USEPA para a
monitorizacdo de FMCs, particularmente se combinadas com sistemas
hifenados (ex., MS ou MS/MS), podendo fornecer ainda melhores niveis de

sensibilidade e seletividade.
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7. Método baseado em BAUE para a analise de canabinodides sintéticos em fluido oral

7.1 Consideracfes gerais

Os canabindides sintéticos (CSs) sao definidos como todas as
substdncias com o objetivo de mimetizar os efeitos do (-)-trans-A9-
tetrahidrocanabinol (THC), o principal composto ativo da cannabis. Os CSs
interagem com o sistema endocanabindide, em particular com os recetores CB1
e CB2 [1]. Este mecanismo estd envolvido em varios processos fisiolégicos,
como por exemplo, na regulacdo do apetite e do sono, na sensacao de dor, na
cognicdo, entre muitos outros. Em comparacdo com o THC, alguns CSs
apresentam quatro a cinco vezes mais afinidade com esses recetores [2]. Como
consequéncia, diversos sintomas de toxicidade foram relatados e associados ao
consumo destas substancias, incluindo ansiedade, paranoia, taquicardia,
irritabilidade, alucinagbes, dorméncia, convulsdes, pressao alta, sonoléncia, fala
arrastada e, em alguns casos, até a morte [3]. Tradicionalmente, estes
compostos tém sido vendidos em “smartshops” e, hoje em dia, na Internet como
produtos indcuos, tornando-se uma alternativa a cannabis. O ndamero total de
CSs controlados pelo EMCDDA atingiu um total de mais de 180 substancias até
ao final de 2018, incluindo 10 novos canabinodides identificados nesse mesmo
ano [4]. Os CSs sao a maior classe de NPS confiscada pelos 6rgaos de policia
criminal europeus, representando um aumento de mais de 250 vezes desde que
os CSs foram reportados pela primeira vez na Europa, no final de 2008 [5]. Por
estas razdes, existe uma necessidade de metodologias analiticas que permitam
a respetiva monitorizacdo em muitos tipos de matrizes biologicas, especialmente
através de uma abordagem néo invasiva (ex., fluido oral). Outras vantagens do
uso destas matrizes bioldgicas como meio de andlise sdo o rapido tempo de
amostragem, apresentando quaisquer riscos para a saude, o facto de
representar a fracdo livre de um farmaco, assim como dificilmente poder ser
adulterada [6].

No presente estudo, € apresentado o desenvolvimento, a otimizagdo, a
validagdo e a aplicacdo de BAPE seguido de yLD com andlise por HPLC-DAD,
para a determinacdo de oito CSs em fluido oral. Os compostos selecionados
foram AM-694 (1-[(5-fluoropentil)-1H-indol-3-il]-(2-iodofenil)metanona), cumyl-
5F-PINACA  (1-(5-fluoropentil)-N-(2-fenilpropan-2-il)indazole-3-carboxamida),
MAM-2201 ([1-(5-fluoropentil)indol-3-il]-(4-metilnaftalen-1-il)metanona), 5F-UR-
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144 ([1-(5-fluoropentil)indol-3-il]-(2,2,3,3-tetrametilciclopropil)metanona), JWH-
018 (naftalen-1-il-(1-pentilindol-3-il)metanona]), JWH-122 ((4-metilnaftalen-1-il)-

(1-pentilindol-3-il)metanona),

UR-144 ((1-pentilindol-3-il)-(2,2,3,3-

tetrametilciclopropil)metanona) e APINACA (N-(1-adamantil)-1-pentilindazole-3-

carboxamida). A figura 7.1 apresenta a estrutura quimica, assim como os log

Kow destes compostos.
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Figura 7.1 — Estruturas quimicas e log Kow (em parénteses) dos CSs estudados. Software
especifico foi usado para prever as propriedades fisico-quimicas, assim como a estrutura das
moléculas: Marvin 6.2.2, 2014, ChemAxon (http://www.chemaxon.com).
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7.2 Resultados e discussao

7.2.1 Otimizag&o instrumental

O primeiro passo do trabalho foi estabelecer as condi¢des instrumentais
adequadas para a analise dos compostos alvo. Nesse sentido, foram injetadas
solucdes de trabalho de cada analito, usando o comprimento de onda de 302
nm, uma vez maximizar a razdo S/N instrumental para cada composto em
estudo. O sistema HPLC-DAD demonstrou uma boa resposta nas condi¢des
cromatograficas utilizadas para a separacdo dos CSs em estudo, resultando num
tempo de andlise inferior a 16 min. A calibracédo instrumental foi realizada através
da injecdo de solugbes padrdo contendo concentragbes compreendidas entre
40,0, 60,0 ou 100,0 pg L* (dependendo do CS) e 5000,0 ug L (dez niveis), na
qual foi possivel obter r? =2 0,999. Os LODs e LOQs alcan¢ados foram de 10,0-
30,0 pg Lt e 30,0-100,0 pg L%, respetivamente, para todos os CSs em estudo.

A precisao foi igualmente avaliada através de replicados de injecdes com
diferentes niveis de concentracdo, tendo-se obtido RSDs inferiores a 2,7 %
(JWH-018).

7.2.2 Otimizacao do método analitico

Apés o estabelecimento dos parametros instrumentais, prosseguiu-se
com a otimizacao do processo de microextracao e de retroextragcdo empregando
uma estratégia de otimizacdo univariada, e usando 10 mL de &gua ultrapura
fortificada (20,0 pg L71). Ao contrario dos trabalhos anteriores, foi decidido
diminuir o volume da matriz para 10 mL pois seria expectavel um incremento da
eficiéncia e/ou cinética de extracdo, uma vez 0 processo em causa ser de
equilibrio, seguindo um processo similar a SPME(PDMS) [7,8]. Seguindo o
racional dos trabalhos descritos nos capitulos antecedentes, estudaram-se
diversos parametros incluindo a seletividade do sorvente, o tempo de
microextracdo, a velocidade de agitacdo e as propriedades da matriz (pH,
polaridade e forca iGnica), bem como o solvente para microdessorcao liquida e

o tempo de sonicagao, de acordo com trabalhos anteriores [9-12].
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7.2.2.1 Selecéao da fase sorvente

Numa primeira abordagem, estudou-se a seletividade de 5 polimeros
diferentes para a microextracao dos CSs em estudo (figura 7.2), sob as seguintes
condicfes experimentais; microextracao, 3 h (1000 rpm), pH 5,5; uLD, ACN (100
ML), 30 min sob tratamento ultrassoénico.
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60 = — _ m Strata-X
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Figura 7.2 — Efeito da seletividade de varios sorventes para a microextracdo dos CSs alvo em
meio aquoso, obtido por BAUE-uLD/HPLC-DAD. Condi¢des experimentais: microextracdo, 3 h
(1000 rpm), pH 5,5; retroextragao, ACN (100 L), 30 min sob tratamento ultrassonico. As barras
de erro representam o desvio-padréo de trés replicados.

Todos os polimeros estudados retém os compostos em meio aquoso por
interacbes do tipo fase reversa, particularmente através de interacdes
hidrofobicas. Por outro lado, LiChrolut EN, Strata-X e HLB, permitem ainda a
ocorréncia de interagdes to tipo n-x, dipolo-dipolo e de liga¢des de hidrogénio. O
polimero Strata-CN, para além de permitir este tipo de interagdes, também
possibilita a retencdo de compostos mais mais polares devido a presenca de
grupos ciano na sua estrutura quimica. Os dados mostram que ENVI-18 foi o
sorvente que apresentou melhores recuperacdes, tendo sido escolhido para a
proxima etapa do trabalho. Este fendmeno aparenta ser devido a presenca de
grupos octadecilo (C18) no polimero, que possivelmente apresentam interacfes

hidrofobicas muito favoraveis com as cadeias alifaticas presentes em todos o0s
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compostos estudados (figura 7.1). Por outro lado, os CSs apresentam
carateristicas apolares (4,52 < log Kow < 7,03), 0 que sugere a ocorréncia de

retencdo mais favoravel para estes compostos por parte do referido polimero.

7.2.2.2 Etapa de retroextracao

Apoés os parametros instrumentais definidos, e avaliado o sorvente que
apresentou maior seletividade, deu-se inicio a otimizagdo da extracdo por
BAUE(ENVI-18)-uLD. Entre os parametros que podem afetar a pLD, estudou-se
o solvente (MeOH, ACN, EtOH, 1-PrOH e 2-PrOH) e o tempo de retroextracéo
(5, 15, 30, 45 e 60 min). Este ultimo constitui um passo de extrema importancia,
uma vez dever ser selecionado o solvente apropriado para promover a completa
dessorcao dos analitos do sorvente, sob tratamento ultrassonico. Os resultados
indicaram que, geralmente, ndo ocorreram diferencas substanciais no uso dos
diferentes solventes para a dessor¢ao dos CSs alvo (figura 7.3). Desta forma, foi
selecionado ACN para estudos posteriores uma vez ser um dos solventes
usados como eluente no sistema cromatografico. Adicionalmente, 15 min de
sonicacdo pareceram ser suficientes para dessorver completamente o0s
compostos em estudo (figura 7.4).
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Figura 7.3 — Efeito da variacdo do solvente na retroextra¢do dos CSs alvo em meio aquoso,
obtido por BAPE-uLD/HPLC-DAD. Condigfes experimentais: microextragédo, 3 h (1000 rpm), pH
5,5; retroextragéo, 100 pL, 30 min sob tratamento ultrassénico. As barras de erro representam
o desvio-padrao de trés replicados.
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Figura 7.4 — Efeito da variacdo do tempo na retroextracéo dos CSs alvo em meio aquoso,
obtido por BAUE-uLD/HPLC-DAD. Condi¢cbes experimentais: microextracéo, 3 h (1000 rpm), pH
5,5; retroextracéo, ACN (100 pL), tratamento ultrassonico. As barras de erro representam o
desvio-padréo de trés replicados.

7.2.2.3 Etapa de microextracao

Depois da etapa de retroextracdo, prosseguiu-se com a avaliacdo das
carateristicas da matriz, nomeadamente o pH, a for¢ca ionica e a polaridade na
recuperacdo dos CSs em estudo. O pH normalmente assume grande
importancia uma vez determinar a ionizacdo dos analitos, podendo afetar a
afinidade dos mesmos com o sorvente. Foram testados diferentes valores de pH
(2,0; 5,5; 8,0 e 11,0) tendo sido concluido que o mesmo néo afeta as eficiéncias
de extragdo dos compostos em estudo (figura 7.5). Este resultado era
expectavel, uma vez os compostos em causa ndo ionizarem naqueles valores
de pH.

A polaridade da matriz pode ser modificada por intermédio da adicao de
um solvente organico, tendo-se usado MeOH (0 a 20 %, v/v). Através deste
processo, 0S compostos apolares tornam-se mais sollveis na matriz, e assim
evita-se a possivel adsor¢cdo dos mesmos nas paredes do frasco de amostragem
durante a microextracdo (“wall effect”). De uma forma geral, os dados obtidos
demonstraram um acréscimo de recuperacao média até aos 10 % de MeOH, ndo
se obtendo vantagens significativas para maiores concentracdes (figura 7.6).
Este resultado foi igualmente esperado, uma vez os compostos em estudo

apresentarem carateristicas apolares (4,52 < log Kow < 7,03; figura 7.1).
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Figura 7.5 — Efeito da variacdo do pH da matriz no enriquecimento dos CSs alvo em meio
aquoso, obtido por BAUE-ULD/HPLC-DAD. Condi¢des experimentais: microextracéo, 3 h (1000
rpm); retroextragdo, ACN (100 pL), 15 min sob tratamento ultrassénico. As barras de erro
representam o desvio-padrao de trés replicados.
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Figura 7.6 — Efeito da variacdo da polaridade da matriz na microextracdo dos CSs alvo em
meio aquoso, obtido por BAUE-ULD/HPLC-DAD. Condi¢des experimentais: microextracdo, 3 h
(2000 rpm), pH 5,5; retroextragao, ACN (100 uL), 15 min sob tratamento ultrassoénico. As barras
de erro representam o desvio-padrdo de trés replicados.

Finalmente, avaliou-se a forga ionica. A adicdo de um eletrolito a matriz

normalmente diminui a solubilidade de compostos organicos, principalmente dos
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mais polares, favorecendo a sua migracao para o sorvente (“salting out effect”).
Desta forma, a forca ionica foi estudada por meio da adi¢cdo de 0 a 20 % (p/v) de
NaCl a matriz, tendo os resultados demonstrado que a adi¢cdo de sal diminuia

significativamente a recuperacéo dos compostos em meio aquoso (figura 7.7).
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Figura 7.7 — Efeito da variagdo da for¢a iénica da matriz na microextragédo dos CSs alvo em
meio aquoso, obtido por BAUE-ULD/HPLC-DAD. Condi¢des experimentais: microextracdo, 3h
(1000 rpm), pH 5,5; retroextragdo, ACN (100 pL), 15 min sob tratamento ultrassénico. As barras
de erro representam o desvio-padréo de trés replicados.

Posteriormente, foram avaliados os parametros que influenciam a cinética
da extracao, i.e., tempo de equilibrio e velocidade de agitacao. Este ultimo pode
afetar a transferéncia de massa dos analitos para a fase sorvente. Velocidades
de 750, 1000 e 1250 rpm foram testadas, tendo sido evitadas velocidades
superiores, uma vez causarem elevada turbuléncia, levando a instabilidade do
dispositivo, e assim afetar negativamente o processo de microextracdo. Os
resultados indicaram que a 1000 rpm s&o observados melhores eficiéncias de
extracdo, ndo tendo sido verificado vantagens adicionais para velocidades
superiores (figura 7.8). O tempo de extracdo exerce grande influéncia no
processo de microextracdo, uma vez limitar a cinética dos analitos entre a fase
sorvente e a matriz. De entre os tempos estudados (1, 2, 3, 4, 5 e 16 h) concluiu-
se que 3 h sdo suficientes para alcancar o equilibrio, e assim maximizar as

recuperacdes dos compostos em estudo.
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Figura 7.8 — Efeito da variacao da velocidade de agitacdo na microextracdo dos CSs alvo em
meio aquoso, obtido por BAUE-ULD/HPLC-DAD. Condi¢cbes experimentais: microextragdo, 3 h,
pH 5,5, 10 % MeOH; retroextragao, ACN (100 uL), 15 min sob tratamento ultrassonico. As
barras de erro representam o desvio-padrdo de trés replicados.
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Figura 7.9 — Efeito da variacdo do tempo de microextragcdo no enriquecimento dos CSs alvo em
meio agquoso, obtido por BAUE-ULD/HPLC-DAD. Condi¢bes experimentais: microextracao,
1000 rpm, pH 5,5, 10 % MeOH; retroextragéo, ACN (100 pL), 15 min sob tratamento
ultrassénico. As barras de erro representam o desvio-padrao de trés replicados.
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7.2.3 Validacao do método analitico

Os parametros de validacdo encontram-se descritos na seccédo 3.6.5.
seguindo o procedimento descrito na secgao 3.6.6.2. Os resultados indicaram
que foi possivel obter um intervalo linear compreendido entre 20,0 (LLOQ) e
2000,0 pg L para os oito CSs em estudo, tendo resultado em r? compreendido
entre 0,9969 (APINACA) e 0,9995 (5F-cumyl-PINACA), com RR = 14,9 %
(APINACA). O método também ndo apresentou efeitos de carryover. Este
parametro foi avaliado por analise de uma amostra de fluido oral em branco
depois de ser injetado o padrdo com concentracdo mais alta da curva de
calibracdo, ndo apresentando picos para os analitos alvo.

A sensibilidade da metodologia foi verificada através dos LODs e LOQs
calculados com S/ N de 3/1 e 10/1, respetivamente. A metodologia desenvolvida
permitiu obter LODs de 2,0 e LOQs de 10,0 ug L* para 5F-cumly-PINACA, 5F-
UR-144 e UR-144. Para AM-694, MAM-2201, JWH-018, JWH-122 e APINACA,
0s LODs e LOQs foram de 5,0 e 15,0 ug L%, respetivamente. A tabela 7.1 resume
0s bons resultados da repetibilidade (precisao intradia) e de precisédo intermédia
(precisdo interdias), assim como de exatiddo intra e interdias da metodologia
desenvolvida.

Por forma a avaliar a seletividade da metodologia proposta, dez amostras
de fluido oral em branco, obtidas de individuos que garantiram n&o ter consumido
qguaisquer drogas pelo menos 24 h antes da amostragem, foram testadas com
recurso a metodologia proposta. Os resultados foram todos negativos para os
analitos alvo, indicando que o método tem ainda a capacidade de excluir a
interferéncia dos materiais endégenos de cada dador.

O efeito da matriz e a recuperacdo dos CSs em fluido oral foram ainda
avaliados em sextuplicado empregando dois niveis de fortificacdo (50,0 e 300,0
ug L1). Conforme apresentado na tabela 7.2, a metodologia proposta mostrou
excelentes recuperacfes médias (83,4 - 100,5 %, RSD < 13,3 %) e efeitos de
matriz (£ 10,81 %, RSD =< 4,92 %) muito aceitaveis, indicando reduzida varia¢ao

para a recuperacao dos CSs ao usar matrizes com origem distinta.
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Tabela 7.1 — Valores de repetibilidade (precisdo intradia) e de preciséo intermédia (precisdo
interdias), assim como de exatid&o intra e interdias para os oito CSs em fluido oral, obtidas por
BAUE-ULD/HPLC-DAD, sob condigBes experimentais otimizadas.

Nivel de Intradia Interdias
CS fort|f|ca}i;éo Exatiddo  Precisdo Exatiddo  Preciséo
(Mg L) (RE, %)  (RSD, %) (RE, %)  (RSD, %)
20,0 -2,6 7,7 2,4 3,0
50,0 -1,41 7,02 -0,86 5,95
AM-694
300,0 -5,46 6,24 -3,88 5,22
1000,0 10,10 4,67 6,26 4,78
20,0 -13,6 8,4 5,8 14,7
50,0 13,00 5,00 13,59 11,58
5F-cumyl-PINACA
300,0 3,02 6,66 1,87 5,95
1000,0 8,44 4,79 9,68 5,59
20,0 3,0 1,4 19,1 10,6
50,0 -14,51 13,02 -7,95 11,16
MAM-2201
300,0 -13,80 9,01 -9,28 7,93
1000,0 8,71 7,98 9,04 7,71
20,0 -3,3 15,5 -1,9 6,9
50,0 -10,55 8,94 -4,97 7,92
5F-UR-144
300,0 -10,04 6,57 -7,35 6,27
1000,0 11,17 4,71 9,00 412
20,0 12,6 1,3 -2,0 19,0
50,0 -12,22 14,94 -5,74 11,26
JWH-018
300,0 -9,51 12,43 -1,44 11,04
1000,0 9,05 10,81 4,42 9,14
20,0 -17,3 6,0 12,5 16,9
50,0 -14,72 11,29 -14,37 9,23
JWH-122
300,0 -12,10 13,55 10,40 7,96
1000,0 -7,74 14,40 -1,78 7,96
20,0 10,2 17,5 17,1 14,5
50,0 -12,40 11,99 -11,32 7,96
UR-144
300,0 14,40 12,56 -11,63 8,66
1000,0 6,70 10,45 1,95 8,81
20,0 -3,5 13,5 -12,8 10,9
50,0 -12,74 8,32 -9,89 5,69
APINACA
300,0 11,86 4,78 11,95 10,95
1000,0 -12,39 14,39 -5,30 10,95
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Tabela 7.2 — Efeito de matriz e recuperacao para os oito CSs em fluido oral, usando dois niveis
de fortificacdo, obtidas por BAPE(ENVI-18)-uLD/HPLC-DAD sob condi¢cdes experimentais
otimizadas.

Efeito de matriz (%) £ RSD (%) Recuperacédo (%) + RSD (%)

= 50,0 pg L 300,0 pg Lt 50,0 ug LY 300,0 pg L
AM-694 -8,73+1,84 0,35 + 0,79 95,63+4,70 97,82 +1,65
5F-cumyl-PINACA 10,81 2,52 2,03 £ 0,74 95,96+ 4,55 99,16 + 2,36
MAM-2201 -0,17 +2,44 -1,39 0,79 97,39+4,69 99,49 + 5,96
5F-UR-144 0,27 + 3,29 0,24 0,75 98,08+4,75 100,45 + 3,88
JWH-018 -2,90 + 4,13 -3,07 £ 0,40 91,90+ 9,03 92,42 +9,25
JWH-122 -10,32£4,92  -4,79 £1,92 91,35+8,38  88,43+12,39
UR-144 -3,94 + 2,69 -4,43 +0,98 94,43+7,59 95,24 +8,09
APINACA -9,14 + 4,14 -8,80 + 0,63 87,90+13,31 92,74 +13,19

7.2.4 Figuras de mérito

Diversos trabalhos foram publicados relativos a andlise de CSs em fluido
oral, principalmente com recurso a sistemas instrumentais como o LC/MS-MS
[13-19]. Deve ser realgcado que algumas destas aplicagbes empregam um passo
de enriguecimento da amostra (por exemplo, LLE [15] ou SPE [18,19]) antes da
analise instrumental. Contudo, estas técnicas usam grandes volumes de
solvente organico, ndo tendo em conta os principios da GAC [20]. A metodologia
aqui proposta pode ser uma alternativa clara as referidas técnicas, uma vez
empregar uma abordagem baseada em microextracdo estatica para
enriquecimento dos CSs estudados em fluido oral, resultando em 2,3 a 3,7 vezes
menor uso de solvente organico [15,18,19]. A metodologia proposta ndo requer
ainda passos adicionais de evaporacdo e/ou de mudanca de solvente antes da
analise instrumental [15-19]. Deve ser também mencionado que a técnica
proposta apresenta excelentes recuperagdes (~ 100 %) quando comparadas

com outros trabalhos publicados [15,16,18,19].
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Conforme reproduzido na figura 7.10, a metodologia desenvolvida
também apresenta seletividade adequada, ndo mostrando picos interferentes de
compostos endodgenos nos tempos de retencdo dos canabindides sintéticos
selecionados. Contudo, para trabalhos futuros recomenda-se o estudo de
compostos exdgenos que possam interferir na seletividade do método, como ja
foi reportado por vérios autores [15,16,18,19].

Embora a metodologia desenvolvida tenha sido totalmente validada para
a gama linear compreendida entre 20,0 e 2000,0 ug L%, nenhum CS foi detetado
(< LOD) nas amostras analisadas (10 amostras de fluido oral). Contudo, o
meétodo validado pode ser adequado para a analise destes compostos, uma vez
0s mesmos terem sido detetados em amostras de fluido oral com concentracdes
até 35,0 e 381,0 ug L para JWH-018 e JWH-122, respetivamente [16,19]. No
entanto, é sugerido o uso de técnicas de MS em tandem (por exemplo, LC/MS-
MS) para estudos posteriores, uma vez ser pretendido o aumento de seletividade
e sensibilidade.

Tanto quanto nos é possivel determinar, esta é a primeira aplicagdo com
énfase na anélise de 5F-cumyl-PINACA e APINACA em fluido oral, assim como
dos poucos trabalhos que emprega uma técnica de microextracdo para o

enriguecimento de CSs em fluido oral.

— Amostra nao fortificada
4 — Amostra fortificada

mAU

Tempo (min)

Figura 7.10 — Cromatogramas obtidos de ensaios realizados em amostras de fluido oral
fortificadas (50,0 ug L) e ndo fortificadas, obtidas por BAUE-uLD/HPLC-DAD, sob condi¢es
experimentais otimizadas. 1: AM-694; 2: Cumyl-5F-PINACA; 3: MAM-2201; 4: 5F-UR-144; 5:

JWH-018; 6: IWH-122; 7: UR-144; 8: APINACA.
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7.3 Conclusdes

No presente trabalho realizou-se o desenvolvimento, otimizagéao,

validagdo e aplicacdo de um método inovador para determinacdo de CSs em

fluido oral, com recurso a técnica de BAUE e analise por HPLC-DAD. O método

proposto demonstrou seletividade e sensibilidade satisfatérias ao nivel vestigial,

para além da metodologia ser de facil manuseamento e de baixo custo,

requerendo volume reduzido de amostra.

Para estudos futuros, sugere-se a implementagcédo da metodologia com a

finalidade de monitorizar estas e outras substancias de abuso emergentes numa

gama mais alargada de matrizes (ex., sangue e urina) em contexto clinico,

forense e de controlo anti-doping.
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8. HT-BAE: ferramenta para a andlise de benzodiazepinas em ndmero elevado de amostras

8.1 Consideracfes gerais

Desde os anos 80 do século passado que os métodos de preparacdo de
amostras mais extensivamente usados tém sido a SPE e a LLE [2]. Contudo,
estas abordagens normalmente exigem varios passos analiticos, ndo sendo de
facil utilizacdo, particularmente se estiver envolvido trabalho de rotina. Neste
sentido, as técnicas de microextracdo tém demostrado ser mais vantajosas por
requererem menor manipulagdo, baixo volume de amostra e menor uso de
solventes organicos. Do mesmo modo, técnicas de elevado rendimento, como a
96-blade SPME ou a PALME tém vindo a tentar contornar algumas destas
limitacGes, tornando a preparacdo de amostra ainda mais simples e com a
possibilidade de realizar até 96 microextragbes em simultaneo [3,4]. Mesmo
assim, para a primeira, sdo necessarios software e hardware dedicados,
tornando-se dispendiosa, sendo justificado apenas para um trabalho de rotina
intensivo. Quanto a segunda, é mais dedicada para o0 enriquecimento de
compostos de baixa polaridade ou i6nicos. Neste contexto, a BAUE surge como
uma alternativa inovadora que permite, para além de um enriquecimento mais
eficaz, a escolha do sorvente mais adequado para cada caso em particular,
conduzindo a uma melhor resposta analitica [5,6], incluindo a analise de varios
compostos prioritarios em matrizes complexas, como sdo o caso das biolégicas
[7,8]. Contudo, esta abordagem apresenta ainda diversas etapas de
manipulacdo que poderdo ser ainda mais simplificadas. Por outro lado, séo
necessarias ferramentas analiticas de elevado rendimento sempre que o0s
ensaios envolvam elevado numero de amostras, bem como para uma tomada
de decisao rapida.

Existe uma preocupacado crescente com 0 consumo cronico e/ou agudo
de psicofarmacos para finalidade médica ou de outro tipo. Destas, destacam-se
as benzodiazepinas (BZDs), que segundo dados do INFARMED (Autoridade
Nacional do Medicamento e Produtos de Saude, I. P.), sdo as substancias
medicamentosas psicotropicas mais consumidas em Portugal, sendo igualmente
0 pais com um dos mais elevados consumos das mesmas ao nivel da UE [9]. O
consumo exacerbado destes farmacos deve-se ao facto de Portugal ser um dos
paises da UE com maior prevaléncia em perturbacbes da ansiedade, sendo

estes compostos recomendados para o tratamento das mesmas devido aos seus
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efeitos ansioliticos, sedativos e até hipnéticos [10,11]. A razdo destes farmacos
serem largamente usados e abusados prende-se com a facilidade de prescri¢cao,
a sua baixa toxicidade e grande diversidade de indicacdes terapéuticas.
Contudo, o consumo crénico das mesmas pode levar a habituacéo e tolerancia,
assim como dependéncia fisica e psiquica, podendo originar sindrome de
privacdo. Outros sintomas de toxicidade do consumo exacerbado destas
substancias, principalmente em associagdo com opiaceos, barbitlricos ou
alcool, sdo a sonoléncia, a fala arrastada, o nistagmo, a hipotensao, a ataxia, a
depressdo respiratoria, 0 coma, ou a paragem cardiorrespiratéria, podendo
mesmo levar a morte [12,13].

Por estas razodes, existe uma necessidade de abordagens analiticas
inovadoras que permitam uma andlise robusta e eficaz no controlo destas
substancias em matrizes bioldgicas, como o fluido oral, sangue, plasma, soro ou
urina. Contudo, estes psicotropicos sao normalmente detetados nestas matrizes
complexas ao nivel de traco (< 1 ppm) ou ultratraco (< 1 ppb) [14-16]. Neste
sentido, qualquer analise instrumental requerera um passo prévio de preparacao
de amostra para concentrar os analitos com interesse e minimizar a presenca de
compostos interferentes.

No presente trabalho é proposta uma nova configuracdo experimental, a
microextracao adsortiva em barra de alto rendimento (HT-BAUE, do inglés High-
Throughput Bar Adsorptive Microextraction), como ferramenta rapida, mais
amiga do utilizador e do ambiente, para a microextracdo simultanea de até 100
amostras. O processo de enriquecimento € seguido pela retroextracéo
simultanea das mesmas usando yLD em combinag&o com andlise por HPLC-
DAD. A técnica apresentada foi desenvolvida, otimizada, validada e aplicada
para a monitorizacdo de oito BZDs (figura 8.1) em matrizes de urina, plasma e

SOro.
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Figura 8.1 — Estruturas quimicas, log Kow e pKa das oito BZDs estudadas. Software especifico
foi usado para prever as propriedades fisico-quimicas, assim como a estrutura das moléculas:
Marvin 6.2.2, 2014, ChemAxon (http://www.chemaxon.com).

8.2 Resultados e discussao

8.2.1 Otimizag&o instrumental

O primeiro passo do presente trabalho foi estabelecer as condicdes
instrumentais adequadas para a analise dos compostos alvo. Nesse sentido,
foram injetadas solucdes de trabalho individuais de cada analito, utilizando 254
nm como comprimento de onda, uma vez maximizar a razdo S/N do instrumento
para cada composto em estudo. Por forma a promover a melhor separacéo
cromatografica de todos os oito analitos-alvo, foram realizados diversos estudos
tendo em conta a composicdo do solvente e o gradiente, bem como a
temperatura da coluna e o volume de injecdo. As condi¢cdes instrumentais
otimizadas de HPLC-DAD, conforme descrito na se¢éo 3.6.1, resultaram numa
boa separacao para as oito BZDs em tempo analitico conveniente (< 20 min). A

calibracdo instrumental foi realizada utilizando solu¢cbes padrdo com
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concentraces variando entre 60,0 e 10000,0 pug L. A partir dos dados
instrumentais obtidos, foram observadas respostas lineares adequadas para 0s
oito compostos em estudo, com r2 2 0,9997 e residuos < 5,6 %. A sensibilidade
instrumental foi igualmente verificada através dos LODs e LOQs, obtidos através
da injecdo de padrdes de calibracdo diluidos e calculados com um S/N de 3/1 e
10/1, respetivamente. Os LODs foram de 5,0 pug L (bromazepam, alprazolam,
diazepam e prazepam), 10,0 pug L (oxazepam, lorazepam e loflazepato de etilo)
e 20,0 ug L (temazepam). Por outro lado, os LOQs instrumentais obtidos foram
15,0 pug Lt (bromazepam, alprazolam, diazepam e prazepam), 30,0 ug L?
(oxazepam, lorazepam e loflazepato de etilo) e 60,0 pg L (temazepam). Para
avaliar a precisdo instrumental, foram realizadas seis injecdes consecutivas de

uma mistura padréao (1000,0 pg L?), resultando em RSD < 1,4 %.

8.2.2 Implementacéo de HT-BAPE

A técnica BAUE tem diversas vantagens, nomeadamente a simplicidade e
a facilidade de utilizacdo. Contudo, apresenta alguns aspetos a melhorar, i.e., 0
namero de ensaios a serem realizados em simultaneo é limitado ao numero de
pontos numa placa de agitagdo magnética, assim como requerer Varios passos
de manipulacéo até a andlise instrumental. Neste sentido, o presente estudo visa
o desenvolvimento e implementacdo de um novo apparatus e ciclo analitico por
forma a simplificar a metodologia, assim como permitir o enriquecimento e
posterior uyLD de até 100 amostras em simultaneo. Para tal, foi adaptada uma
caixa de polipropileno de dimensfes reduzidas por forma a acomodar até 100
frascos comuns para sistemas cromatograficos e permitir a fixacdo de
dispositivos BAWJE convencionais na tampa deste apparatus, tal como descrito
na seccdo 3.6.3.2. Usando esta nova abordagem, foi possivel retirar
rapidamente todos os dispositivos BAUE dos frascos de amostragem apos
microextragcdo sob ultrassons, sendo depois inseridos em inserts no mesmo
apparatus para a respetiva uLD de forma muito simples, permitindo menor
manipulacdo. A figura 8.2 mostra o ciclo analitico proposto, no qual se observa
uma abordagem muito simples, com manipula¢gdo muito reduzida, e, a0 mesmo

tempo, a obtencéo de elevado rendimento.
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ETAPA DE MICROEXTRACAO

Cc Cliclo
HT-BAWE-WLD

N

b

100 frascos de amostragem

100 dispositivos BAUE

_ Haste de
poliestireno

Haste de
poliestireno
com
dispositivo
BAUE

Dispositivo BAUE

a
ANALISE POR HPLC-DAD

Figura 8.2 — Ciclo HT-BAPE-pLD proposto. Barra de poliestireno com ou sem um dispositivo
BAUE na parte inferior (a); O apparatus tem a possibilidade de acomodar até 100 dispositivos
BAUE (b); Apparatus fechado e contendo 100 frascos de amostragem prontos para a etapa de

microextracéo (c); 100 microextragdes simultaneas via cavitagdo em banho ultrassoénico (d);
Apparatus fechado e contendo 100 inserts colocados em frascos de vidro para a uLD (e); 100
pLD em simultédneo via cavitagdo em banho ultrassonico (f); Frascos fechados e prontos para

andlise por HPLC-DAD (g). O apparatus pode ser reutilizado apds lavagem.

8.2.3 Otimizacgao da metodologia

Numa primeira abordagem foram estabelecidas as condicoes
experimentais que poderiam maximizar a resposta para os analitos selecionados
usando a abordagem proposta. Foram realizados estudos sistematicos,

utilizando uma estratégia univariada, em amostras de agua ultrapura fortificadas
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a 300,0 pg L1, com o objetivo de otimizar varios parametros que poderiam
influenciar a eficiéncia de HT-BAUE-ULD. Quanto a etapa de microextracao, os
parametros avaliados foram dez sorventes poliméricos com propriedades
quimicas distintas para o revestimento de BAUE, o pH (2,0; 5,5; 8,0 e 11,0), a
forca idnica (% de NaCl em meio aquoso a 5, 10, 15 e 20 %; p/v), a adicao de
modificador organico (% MeOH em meio aquoso a 5, 10, 15 e 20 %; v/v) e tempo
de equilibrio (de 30 a 150 min). No caso da etapa da retroextracdo, parametros
como tempo de dessorcao (de 15 até 90 minutos) e tipo de solvente (ACN, MeOH
e ACN/MeOH, 50/50, v/v, Mix; 100 pL) foram igualmente avaliados, em
concordancia com trabalhos anteriores [5,17]. Os dados mostraram que
dispositivos BAUE revestidos com copolimero de poliestireno e divinilbenzeno
(Strata SDB-L) apresentaram, em média, melhores recupera¢fes que os demais
sorventes testados (figura 8.3).

OLiChrolut EN Strata-X Strata SDB-L Strata-CN HLB

m MAX EMCX mENVI-18 ® ENVI-Florisii ®mENVI-Chrom P
~ 100 -
S I II I
8 80 - 1 i I | i |
=] T il
@ I I I I
E I }
n 60 -
S
o L
S 40 A it
o Rt 1
3
8 20 H
o ] i 1 =

0 L T T T T T T T
& & 2 & & & 3° &
o Q,Q R ,1/0 Q,Q R @Q QQ
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&S S} S e <@ Y

Figura 8.3 — Efeito da seletividade de véarios polimeros n a microextragdo das BZDs alvo em
meio aquoso, obtido por HT-BAUE-uLD/HPLC-DAD. Condi¢des experimentais: microextragao,
2 h (1000 rpm), pH 5,5; retroextragao, MeOH (100 pL), 30 min sob tratamento ultrassénico. As

barras de erro representam o desvio-padrao de trés replicados.
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Este resultado era esperado uma vez o Strata SDB-L promover interacoes
do tipo fase reversa, como interagbes n—n e hidrofébicas, que normalmente
favorecem a retencdo de compostos contendo anéis aromaticos e com
carateristicas semi-polares a ndo-polares (log Kow > 2,0), como € o caso das
oito BZDs em estudo (figura 8.1).

Quanto a etapa de retroextracdo, os dados indicaram que as
recuperacdes eram favorecidas usando Mix, com tempo de sonicacdo de 60 min

(figura 8.4). Nao se verificou melhorias significativas no aumento da sonicagéo

até 90 min.
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Figura 8.4 — Efeito da variacdo do solvente (a) e tempo (b) na retroextracdo dos BZDs alvo em

meio agquoso, obtido por HT-BAUE-uLD/HPLC-DAD. Condi¢des experimentais: microextragao,

2 h (1000 rpm), pH 5,5; retroextracédo, 100 yL. As barras de erro representam o desvio-padréo
de trés replicados.
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Depois de escolhido o melhor sorvente, assim como as condicbes
otimizadas para retroextrair as BZDs alvo, foi verificado como as condi¢cfes da
matriz poderiam influenciar a recuperacdes destes analitos. Neste sentido, foi
variado o pH da matriz, bem como a sua forca ionica e a polaridade, tal como
descrito anteriormente. Os resultados indicaram que para valores de pH 2,0, as
recuperacdes medias baixavam significativamente para todos os compostos,
sendo que se manteve, de uma forma geral, inalterada para valores de pH
compreendidas entre 5,5 e 11,0 (figura 8.5). Este resultado era esperado na
medida em que a pH 2,0 todas as oito BZDs em estudo se encontrarem ionizadas
ou parcialmente ionizadas (figura 8.1), ndo favorecendo as interacdes
hidrofobicas com o sorvente Strata SDB-L. Por outro lado, para os restantes
valores de pH, estes compostos ndo se encontravam ionizados ou apenas

parcialmente ionizados (figura 8.1), maximizando as interagdes com a fase.
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o
1 1 1

] ] ]
o © o ©
I I I I
, 0 O N
L o o (o)
f)

Figura 8.5 — Efeito da variacdo do pH da matriz no enriquecimento das BZDs alvo em meio
aquoso, obtido por HT-BAUE-uLD/HPLC-DAD. Condi¢des experimentais: microextracdo, 1 h
(1000 rpm); retroextragéo, Mix (100 pL), 60 min sob tratamento ultrassénico. As barras de erro
representam o desvio-padrdo de trés replicados.

A manipulagdo da forga idnica, bem como da solubilidade da matriz,
mostraram que a recuperacao diminuia bastante para o primeiro (com adicées
sucessivas de NaCl) e que se mantinha inalterada para o segundo (com adi¢des
sucessivas de MeOH) - figura 8.6. O aumento da forca iénica normalmente

promove o aumento da eficiéncia de extragdo para compostos com polaridade
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elevada (log Kow < 2,0). Por outro lado, o aumento da solubilidade da matriz

normalmente favorece o enriqguecimento de compostos mais apolares ou com

baixa polaridade (log Kow > 3,5). Para ambos os casos, e de uma forma geral,

tal ndo se verificou para as BZDs em estudo (figura 8.1).
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Figura 8.6 — Efeito da variacao da forca idnica (a) e da polaridade (b) da matriz na
microextracdo das BZDs alvo em meio aquoso, obtido por HT-BApPE-uLD/HPLC-DAD.
Condi¢bes experimentais: microextracdo, 1 h (1000 rpm), pH 5,5; retroextracéo, Mix (100 p

L),

60 min sob tratamento ultrassénico. As barras de erro representam o desvio-padréo de trés

replicados.
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Por fim, testou-se o efeito do tempo de microextracdo para o
enriguecimento das oito BZDs em agua ultrapura. Os dados mostraram que 120
min foram suficientes para obter recuperacdes satisfatérias, ndo se tendo

verificado vantagens recorrendo a 150 min de microextragao (figura 8.7).
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Figura 8.7 — Efeito da variacdo do tempo de microextracdo no enriqguecimento das BZDs alvo
em meio aquoso, obtido por HT-BAUE-ULD/HPLC-DAD. Condi¢des experimentais:
microextra¢éo, 1000 rpm, pH 5,5; retroextragédo, Mix (100 pL), 60 min sob tratamento
ultrassoénico. As barras de erro representam o desvio-padrao de trés replicados.

8.2.4 Validacdo do método analitico

Apoés a otimizacdo, procedeu-se a validacdo da metodologia proposta,
conforme descrito na seccéo 3.6.5. Os LODs (S/N = 3) e LOQs (S/N = 10) obtidos
para as oito BZDs variaram entre 2,0-30,0 e 8,0-90,0 ug L*, respetivamente,
para as matrizes de urina, plasma e soro. Cada curva de calibragcéo apresentou
boa linearidade (r?> = 0,99; residuos < 10,5 %) na gama de 20,0-1000,0 pg L,
50,0-2000,0 pg L e 100,0-2000,0 pg L para as matrizes de urina, plasma e
soro, respetivamente. A linearidade foi igualmente estimada empregando o teste
“lack-of-fit” (intervalo de confianga de 95 %) e aplicado para todos os compostos
nas trés matrizes estudadas, na qual o Fcac foi sempre inferior ao Fran. As
recuperacdes médias para as oito BZDs nas trés matrizes para dois niveis de
fortificacao foram de 36,8 a 104,5 % (RSD < 14,7 %) (tabela 8.1). O efeito de

matriz variou entre 1,8 e 45,9 % (urina), de -7,8 e 8,5 % (plasma) e entre -4,8 e
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37,0 % (soro) (tabela 8.2). Neste sentido, a urina foi a matriz que apresentou
menos interferentes, seguido do plasma e do soro. Da mesma forma, as
recuperacdes obtidas para as oito BZDs seguiram, de uma forma geral, esta
ordem, tendo-se obtido melhores recuperagdes na urina do que no plasma e no
soro. Por outro lado, os valores de precisdo variaram entre -14,7 a 14,8 % (urina;
RSD < 15,0 %), entre -14,9 e 14,3 (plasma; RSD < 14,9 %) e entre -14,7 e 14,6
% (soro; RSD <

metodologia proposta apresentou precisdo e exatiddo aceitaveis para a

14,1 %) (tabela 8.3). Esses resultados sugerem que a

monitorizag&do de BZDs neste tipo de matrizes

Tabela 8.1 — Recuperacgdes médias (+ RSD %) alcangadas para as oito BZDs, usando dois niveis
de fortificacdo, em urina, plasma e soro, obtidas por HT-BApPE-uLD/HPLC-DAD, sob condi¢des
experimentais otimizadas.

Urina Plasma Soro
BZD

500,0 100,0 1000,0 200,0 1000,0 200,0

ug L™ ug L* pg L ug L™ ug L* ug L™
Bromazepam 53,9+105 62,8+89 433+25 538+140 469+146 51698
Oxazepam 70,7+9,1 70,1+14,2 542+33 507+13,8 330+140 36,8+7,0
Lorazepam 759+88 735+128 613+32 658+133 361+137 395+7,2
Alprazolam 845+88  731+79 719+38 744+147 486+138 60,1+9,0
Temazepam  93,7+7,5  91,3+80 744+41 808+114 522+132 528+132
Diazepam 103,8+55 98,8+51 885+46 935+94 651+144 72650
Loflazepato ~ 102,7+5,6 96,2+10,5 39,2+50 405+7,9 41,9+124 430%76
Prazepam 1045+54 101,7+7,7 950+4,3 103, 7+72 69,1+142 654+48

Tabela 8.2 — Efeito de matriz (%) (+x RSD %) alcancado para as oito BZDs, usando dois niveis
de fortificacdo, em urina, plasma e soro, obtidas por HT-BAUE-uLD/HPLC-DAD, sob condi¢des
experimentais otimizadas.

Urina Plasma Soro

BZD 500,0 100,0 1000,0 200,0 1000,0 200,0

pg L™ pg L™ pg L pg L* pg L ug L*
Bromazepam  3,2+33  12,1+473 6,025 -54+80 7,9+4,6 -4,7+1,6
Oxazepam 48+21 8,9+3]1 85+0,9 85+84 114+12 150+5,6
Lorazepam 54+2,0 9,0+4,7 71+0,7 1,4+111 109+31 99+29
Alprazolam 57+26  20,4+7,0 16+05 8,2+10,7 2,7+27 13,4+2,0
Temazepam 55+25 15725 6,9+1,0 -13+128 9,1+3,9 75+25
Diazepam 154+4,7 459+23 55+2,0 4,7+153 75+27 16,9 + 2,4
Loflazepato 71+32 165+56 84+16  23+8,0 18,1+23 37,2+16
Prazepam 1,8+26 9,9+27 15+1,0 -7,8+14,7 9,8+1,9 28,4+29
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Tabela 8.3 — Valores exatiddo (%) intra (n = 6) e interdias (n = 18), assim como de repetibilidade
e precisdo intermédia (+ RSD, %) alcancadas para as oito BZDs em urina, soro e plasma, obtidas
por HT-BAPE-puLD/HPLC-DAD, sob condigbes experimentais otimizadas. Os niveis de
fortificaco “LLOQ”, “baixo”, “médio” e “alto” foram de 20,0, 50,0, 100,0 e 500,0 ug L*em matrizes
de urina, 50,0, 100,0, 200,0 e 1000,0 ug L™* para matrizes plasma e 100,0, 200,0, 500,0 e 1000,0
ug Lt para matrizes soro, respetivamente.

Urina Plasma Soro
BZD
Intradia Interdia Intradia Interdia Intradia Interdia
LLOQ 01+139 -68+110  137+35 129+39 -1,0£53  86%9,0
Baixo -3,2+53 13,9+ 7,0 60+139 -38+6,1 144+75 -135+7.1
Bromazepam .
Médio 7,7£101 -33+73 16+100 134107  -127%+60  3,6%39
Alto -18:147 115 + 10,9 28%25 35%23 1,5%7,6 3640
LLOQ-14,7+6,9 -45+88 -10,0+13,9 -140+133  -11,7+75 99+18
Baixo 3,3%+7,7 6,0 +1,2 8,5+14,4 -13,3+13,6 8,8+12,1 10,4+8,8
Oxazepam L
Médio 14,4+11,3 1,8 + 13,4 05+58 87%26 9,0+10,4 -14,7+2,8
Alto 1,8+84 -97+10 68+32 97+49 6,6+86 -9,3%9,2
LLOQ -3,0+45 133+149  134+129 130+125  -129+113 95%7,9
Baixo 4,1+130 7,810 135+13,1 -42+14 1,9+9,9  4,0£135
Lorazepam o
Médio 59+73 -7,3+147 8,0+ 13,3 -13,7 + 14,6 6,7+4,0 3,051
Alto 2,2+82 14,1 +128 45+32 83+11,0 46+78 95+3,6
LLOQ -56+4,3 -6,8+ 128 11,3+11,0 -14,7+6,0 -10,2 14,0 -12,7+9,9
Baixo 7,2+14,8 6,3 +54 11,0£6,9 9,8+50 57+75 -11,9+8,0
Alprazolam o
Médio 54+11,6 -50+ 7,2 11,0 £14,7 -13,0+ 1,6 -13,0+3,1  12,2+13,1
Alto  34+117 -39+48 43+40 -3,7+76 52+86 -7,5%2,3
LLOQ 3262 e 9,1+14,9 13,3+12,4 -4,0+10,8 -12,0%7,0
Baixo -2,3+7,9 4,5+ 139 -6,3+56 -10,5+6,4 -15+4,9 -8,3x14,1
Temazepam L
Médio 12,9+14,5 -12,6 + 10,3 81+11,4 13,0£4,9 145+1,9  4,7+14,0
Alto 11,8+13,3 83 + 11,0 2,7+3,8 -13,8+9,9 46+11,8 -2,2+13
LLOQ 14,1+7,1 -4,8 + 13,2 10,3+£12,7 -99+121 49+76 10,1+6,7
Diazepam Baixo 10,5135 -7,2 £ 14,0 10,7+8,9 11,2+12,0 99+115 -7,6+7,7
’ Médio 10,2102 53 + 6,6 6894 109+14 -59+10,5 13,1463
Alto 14,8+11,9 -4,1+ 121 01+40 1,7%52 21+130 -6,7+18
LLOQ -8,7+15,0 -10,5 + 6,9 -14,0+£14,2 13,7+5,0 42+135 83293
Loflazepato  Baixo 6,8+13,7 7,5+ 10,7 14,3+105 7,9+14,0 07+10,8 -7,8+115
de etilo Médio 83+82 -57%38.1 -1,3+7,9 52+6,2 72+14,1 14,6+13,0
Alto 135:92 36%33 5046 6085 9558  2,2+13
LLOQ -30+11,0 14,3 +13,0  -149+132 24+14]1 11,8+6,4 -1,0+7,3
Prazepam Baixo -1,9+7,1 [EEEEeEE 104+4,7 122+5,0 10,9+5,0 -5,0+84
p Médio 13,8+11,2 115+ 11,1 98+72 96%32 132+59 -7,9+1,3
Alto 13,3+10,4 11,2 + 13,5 -08+51 12,1+6,4 -1,0+54  52%75
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8.2.5 Avaliacédo da metodologia HT-BAUE-uLD/HPLC-DAD

Diversos trabalhos tém vindo a ser publicados relacionados com a
determinacdo de BZDs em fluidos biologicos usando LLE ou SPE antes da
analise por sistemas instrumentais como LC-UV ou LC-DAD [14,18-22].
Contudo, algumas destas abordagens nao sdao, nem amigas do utilizador, nem
do ambiente, uma vez exigirem diversos passos analiticos ou usarem
guantidades consideraveis de solventes organicos, ndo tendo em conta o0s
principios da GAC [23]. Neste sentido, a metodologia proposta € de facil
utilizacdo, uma vez requerer poucos passos analiticos, sendo a transicao entre
as etapas de sorcao-dessorcdo realizada simultaneamente para até 100
amostras. Isto resulta num tempo total de preparacdo da amostra de cerca de 2
min com uso de apenas 100 pL por amostra de um solvente organico. Esta
melhoria foi conseguida através da introducdo de um novo ciclo analitico (figura
8.2), o qual permitiu, de uma forma muito simples, promover a microextracao e
respetiva uyLD de até 100 amostras num apparatus com dimensdes muito
reduzidas, podendo ser colocado em banhos ultrassénicos convencionais.

As hastes de poliestireno usadas para a insercao dos dispositivos BAUE
foram igualmente avaliadas quanto as suas capacidades sortivas (n = 6), tendo
sido observados tragos negligenciaveis de BZDs. A possibilidade de qualquer
contaminacgdo destas barras para ensaios posteriores foi ainda avaliada, através
da realizacado de uma uLD subsequente, ndo tendo sido detetado nenhuma BZD
(< LODs).

Um dos critérios estabelecidos para o sucesso do apparatus proposto foi
a respetiva reutilizagdo. Embora os dispositivos BAUE tenham sido concebidos
para utilizacdo Unica, uma vez serem muito faceis, rapidos e baratos de preparar
[17], o apparatus proposto pode ser reutilizado (figura 8.2). Contudo, ndo €
possivel estimar até quantos ensaios pode ser empregado, embora tivesse sido
aplicado para varias centenas de ensaios bioldgicos sem qualquer perda de
desempenho.

Uma das questdes que surgiu durante o desenvolvimento do método foi a
consisténcia da eficacia da microextracao entre diferentes posi¢cdes dos frascos
de amostragem no apparatus. Para avaliar esta situacéo, foram comparados os

sinais das BZDs tendo em conta diferentes posi¢coes dos frascos de amostragem
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no apparatus. Os resultados foram muito satisfatorios, uma vez nenhuma
diferenca ter sido observada.

Também deve ser enfatizado que o tamanho do apparatus € muito
conveniente, uma vez encaixar em modelos de banho ultrassénicos
convencionais, deixando espaco suficiente para um possivel apparatus adicional
a funcionar em simultaneo.

Em suma, o ciclo HT-BAUE-ULD proposto mostra notavel robustez para o
enriquecimento simultdneo de elevado numero de amostras biolégicas e tem

potencial para ser empregado como ferramenta analitica de deciséo rapida.

8.2.6 Comparacao com outras técnicas de microextracdo

No presente trabalho, foi decidido comparar o desempenho da
metodologia proposta com outras técnicas de microextracdo estatica ja
estabelecidas [3,4,24-33]. Para este propésito, foram comparados os LODs, as
recuperacoes e os tempos de preparacdo da amostra, estando resumidos na
tabela 8.4. Como pode ser observado, a metodologia proposta compara-se
favoravelmente em termos de recuperacdo com outras técnicas baseadas em
microextracdo, nomeadamente a SPME [31,33], HF-LPME [24,27,29,30],
DLLME [25] e extracéo dispersiva em fase solida (SPDE, do inglés Solid-Phase
Dispersive Extraction) [28]. Por outro lado, quando HT-BAUE é comparado com
outras abordagens de alto rendimento (ex., 96-Blade SPME [4,32] ou PALME
[3]), as eficiéncias de extracdo sdo semelhantes ou muito superiores. Em relacao
aos LODs alcancados pela metodologia desenvolvida, € possivel observar
sensibilidade comparavel ou melhor ao utilizar sistemas instrumentais similares,
nomeadamente HF-LPME ou SPME combinadas com detecédo por DAD ou UV
[27,29,31]. Contudo, a presente metodologia mostrou LODs semelhantes ou
superiores quando comparados a abordagens que empregam sistemas
instrumentais de espetrometria de massa (MS) [30,33] ou espetrometria de
massa em tandem (MS/MS) [3,4,25,28,32]. Este facto seria esperado uma vez

tratar-se de instrumentac&do mais seletiva e sensivel.
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Tabela 8.4 — Comparacdo dos LODs, recuperacées, precisdo e tempo de preparacdo de amostra para as oito BZDs em estudo com outras técnicas de

microextracao.

Técnica de Sistema Numero de : LOD Recuperacao TempoNde
. " . Matrizes 1 preparagao de Refs.
microextracao instrumental BZDs (Mg L) (%)
amostra
4 Plasma 0,1-0,3 4,0-12,0 1,7 min/amostra ! [4]
96-blade SPME LC-MS/MS 2 Plasma 0,1-0,3 5,3-6,7 1,5 min/amostra ! 32]
0,2-0,4 1,5-1,8 2,5 min/amostra *

PALME UHPLC-MS/MS 20 Sangue 0,1-5,0 >52,0 0,67 minfamostra ! [3]

SPME GC-MS 1 Plasma 1,0 n.a. 10 min/amostra ® [33]

HPLC-UV 5 Urina 46,0-750,0 n.a. 185 min/amostra ° [31]

HPLC-DAD 5 P&?:;a 2’8 gg'g'gi'g 5 min/amostra 3 [29]

HF-LPME ' e94,

HPLC-UV 4 Urina 0,08-0,5 94,5-100,0 < 55 min/amostra * [24]

5 Sangue n,a. 28,0-38,0 2 min/amostra 2 [27]

DLLME LC-MS/MS 28 Sangue 0,003-4,74 24,7-127,2 9 min/amostra ® [25]
Soro 89,6-110,4

SPDE LC-TOF/MS 9 . 1,0-10,0 ’ ' ~ 1 min/ t 28

Urina 88,7-105,5 min/amostra [28]

Online HF-LPME HPLC-MS 2 Urina 0.2:0.5 89,0-102,0 50 min/amostra > [30]

Plasma 0,3-0,7 n.a.
Urina 2,0-5,0 53,9-104,5 E
HT-BAUE HPLC-DAD 8 Plasma 15,0 39,2-103,7 1,8 min/amostra estsut§o

Soro 15,0-30,0 33,0-72,6

UHPLC-MS/MS: cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplado a espetrometria de massa de triplo quadrupolo (do inglés Ultra High Performance Liquid Chromatography coupled to Triple

Quadrupole Mass Spectrometry); LC-TOF/MS: cromatografia liquida-espetrometria de massa por tempo de voo (do inglés Liquid Chromatography-Time-of-Flight/Mass Spectrometry)
n.a. Informagéo indisponivel

! Extrag&o de alto rendimento num sistema de enriquecimento de até 96 amostras em simultdneo
2 Extragdo em paralelo, mas ndo de alto rendimento (30 ensaios em simultaneo numa placa magnética de varias posigoes)
3 Extracdo em paralelo, mas néo de alto rendimento (10 ensaios em simultaneo numa placa magnética de varias posi¢des)

4 Extragdo em paralelo, mas ndo de alto rendimento (nimero de ensaios em simultaneo ndo especificado)

5 Extragdo nem em paralelo, nem de alto rendimento
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Deve ser enfatizado que a metodologia proposta compara-se
favoravelmente ou tem um desempenho melhor que todas as outras abordagens
de alto rendimento em termos de tempo de preparacdo de amostra por minuto
[3,4,32]. Quando esta comparacdo se estende a técnicas de microextracao
convencionais, em geral, HT-BAUE apresenta um desempenho ainda superior
[25-31].

8.2.7 Aplicacéo a amostras reais

De modo a demonstrar a aplicabilidade da metodologia proposta, foram
analisadas 30 amostras de urina, plasma e soro fornecidas por um laboratorio
de analises clinicas, por forma a monitorizar a presenc¢a das oito BZDs usando
a metodologia proposta. Nenhuma informacéo foi disponibilizada relacionada
com o sexo, idade e condi¢cbes de saude dos voluntarios das amostras, ou se
estes estariam a realizar algum tratamento com BZDs. Para além destas, foi
igualmente analisada uma amostra de urina fornecida por uma mulher de 60
anos que estava a realizar tratamento com BZD (clorazepato dipotassico,
Medipax® 5 mg, duas vezes ao dia). Deve ser enfatizado que as BZDs sofrem
extensa biotransformacao no corpo humano. O metabolismo das BZDs abrange
trés vias: hidroxilacdo, desmetilagdo e glucuronidacdo [16]. As reacdes de
biotransformacao das 1,4-BZDs como diazepam, prazepam e temazepam sao
principalmente metabolizadas e excretadas como oxazepam ou oxazepam
glucuronideo. Similarmente, o clorazepato dipotassico é metabolizado em
oxazepam através do nordazepam. O oxazepam € o0 metabolito mais
frequentemente encontrado na urina para a maioria das 1,4-BZDs [16]. Por esse
motivo, foi necesséaria uma hidrdlise enzimatica dos compostos glucuronados em
amostras de urina, como descrito na secc¢ao 3.6.6.2.

Os resultados mostraram que, para as 90 amostras analisadas, uma de
plasma e duas de soro evidenciaram a presenca de BZDs. A abordagem
proposta detetou a presenc¢a de oxazepam e temazepam na amostra de plasma,
nao tendo sido possivel quantificar (< LLOQ). Quanto as amostras de soro, uma
acusou a presenca de oxazepam (163,6 ug L) e temazepam (88,5 ug L), e a

outra, a presenca de diazepam (207,9 ug L?). Os valores encontrados sédo
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concordantes com o0s niveis terapéuticos descritos na literatura para tratamento
com BZD (oxazepam: 0,14-0,56 mg L*?; temazepam: pico de concentracdo
compreendido entre 0,3 e 0,9 mg L*?; diazepam: 0,1-2,5 mg L*?) [20,34]. Para
além disso, a urina da paciente submetida a tratamento com clorazepato
dipotassico mostrou a presenca de oxazepam (635,5 ug L), sendo concordante
com os niveis encontrados na literatura [35,36]. Este resultado seria de esperar,
uma vez oxazepam ser o principal metabolito do clorazepato dipotassico [16]. A
figura 10 exemplifica os cromatogramas obtidos a partir de amostra de urina

fortificada (500,0 pg L) e de uma amostra de urina positiva a oxazepam.

,,,,,,,,,,,,, Amostra de urina fortificada —— Amostra de urina
80

mAU

Tempo (min)

Figura 8.8 — Cromatogramas de obtidos a partir de ensaios realizados em amostra de urina
fortificada (500,0 pug LY) e real, obtidas por HT-BAUE-uLD/HPLC-DAD, sob condi¢des
experimentais otimizadas. 1 - Bromazepam; 2 - Oxazepam; 3 - Lorazepam; 4 - Alprazolam; 5 -
Temazepam; 6 - Diazepam; 7 — Loflazepato de etilo; 8 - Prazepam.

8.3 Conclusoes

A abordagem analitica proposta (HT-BAuE-puLD/HPLC-DAD) mostrou
desempenho e eficicia notaveis, tendo como finalidade a monitorizacao de oito
BZDs em elevado numero de amostras bioldgicas.

O apparatus desenvolvido tem a possibilidade de acomodar até 100
frascos de amostragem em simultaneo para as etapas de microextracdo e de
retroextracao, resultando num tempo médio de preparacédo da amostra de apens

2 minutos por amostra. Isto demonstra que a abordagem proposta € de facil
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utilizacdo, apresenta excelente custo-beneficio e tem grande potencial para o

trabalho de rotina, sempre que as aplicacfes exijam uma rapida tomada de

decisao.
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9. HT-BAJE: Determinacao de nicotina e cotinina em amostras de urina

9.1 Consideracfes gerais

Nas ultimas décadas tem havido preocupacédo crescente com 0 consumo
cronico e/ou agudo de compostos psicoativos tanto para finalidade médica como
recreativa. Destas, destaca-se a nicotina. O consumo de tabaco é a principal
causa de morte por cancro em todo o mundo. A nicotina (o principal alcaloide do
tabaco) apresenta diversos riscos para a saude. O seu consumo pode levar a
risco acrescido de doencas cardiovasculares, respiratorias e gastrointestinais,
incluindo enfarte agudo do miocardio e doenca pulmonar obstrutiva crénica [1].
Pode igualmente levar a diminuicdo da resposta imunoldgica, assim como
apresentar impactos negativos sobre a saude reprodutiva. Pode ainda afetar a
proliferacéo celular, o stress oxidativo, a apoptose, e levar a mutacdo do ADN,
promovendo o aparecimento de cancro. Afeta também a proliferacdo tumoral e
de metastases, e causar resisténcia a agentes quimioterapéuticos e
radioterapéuticos [2]. Adicionalmente, a exposicdo passiva ao fumo de tabaco
ou a exposicado ambiental ao fumo do tabaco (ETS, do inglés Environmental
Tobacco Smoke) também aumentam o risco de cancro do pulméo e enfarte
agudo do miocardio em nao fumadores [3].

A nicotina pode ser absorvida através da pele e do revestimento mucoso
da boca e do nariz, ou por inalacdo nos pulmdes por fumadores ativos ou
passivos [4]. Uma vez absorvida, a nicotina € rapida e extensivamente
metabolizada, principalmente em cotinina (70-80 %) [5]. A cotinina, com um
tempo de semivida de 7-40 h, é o biomarcador de referéncia na urina para a
exposicdo ao fumo do tabaco. A nicotina pode ser encontrada em concentragdes
muito mais baixas e tem um tempo de semivida muito mais curto: 2 a 3 horas.
Como consequéncia, as concentracfes de cotinina na urina ddo uma boa
indicacdo da exposicdo a nicotina nos 3 ou 4 dias anteriores a colheita da
amostra [6]. Por exemplo, este biomarcador tem sido usado para determinar se
uma pessoa é fumadora, para validar programas de abstinéncia, assim como
para avaliar os niveis e a significancia da exposicdo ao ETS [7].

Por estas razdes, ha necessidade de abordagens analiticas inovadoras
gue permitam uma analise robusta e eficaz destas substancias em matrizes
biol6gicas, como a urina. Contudo, estes compostos sdo normalmente detetados

na urina a nivel de tragco (< 1 ppm) ou ultratraco (< 1 ppb) [8-15]. Neste sentido,
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qualquer analise instrumental requererd um passo prévio de preparacdo de
amostra para concentrar 0os analitos com interesse e minimizar a presenca de
compostos interferentes.

As técnicas de preparacdo de amostras contemporaneas tém-se focado
na miniaturizacdo do procedimento analitico, uma vez requererem menor
manipulacdo, baixo volume de amostra e uso negligenciavel de solventes
organicos. Destas, destacam-se a micro-SPE (u-SPE, do inglés Micro-Solid
Phase Extraction) [8], a SPME [9,10], a MEPS [11,12], a HF-LPME[13], a DLLME
[14] e a SDME [15]. No entanto, muitas destas abordagens ndo sao dedicadas
para a analise em rotina, pois continuam a necessitar de muitos passos analiticos
e nao permitem a preparacao de varias amostras em simultaneo. Neste sentido,
técnicas de alto rendimento, como a 96-Blade SPME ou a PALME tém vindo a
tentar contornar algumas destas limitagGes, tornando a preparacao de amostra
muito mais simples e com a possibilidade de realizar até 96 microextracoes em
simultaneo [16,17]. No entanto, para o primeiro, € comum a ocorréncia de efeitos
de matriz pronunciados, especialmente quando a andlise envolve amostras
muito complexas (ex., fluidos biolégicos), levando a reducéo de recuperacédo dos
compostos alvo [18]. Por outro lado, este sistema é muito dispendioso, nao
sendo possivel de adquirir numa boa parte dos laboratérios analiticos. Quanto a
PALME, é uma técnica mais indicada para o enriquecimento de compostos
ionicos ou com baixa polaridade. Adicionalmente, a quantidade de amostra é
bastante limitada (200-300 uL), podendo ser uma desvantagem para quem
empregue sistemas instrumentais menos sensiveis, ex. HPLC-DAD. A
membrana usada em PALME pode também apresentar propriedades de
adsorcao para proteinas (presentes em fluidos biolégicos, ex., plasma) e assim
aumentar a possibilidade dos analitos com interesse serem adsorvidos nas
mesmas, comprometendo as eficiéncias de extracdo [19]. Recentemente, a
técnica de alto rendimento de microextracdo em fase liquida suportada por fibra
oca e assistida por ultrassons (H-U-HF-LPME, do inglés High-Throughput
Ultrasonication Enhanced Hollow-Fibre Liquid-Phase Microextraction) foi
aplicada para a analise de nicotina [20], tendo permitido o enriquecimento
simultaneo de nicotina em até 24 amostras de plasma usando apenas 10 min de
tempo de microextracdo. Contudo, a preparacédo e manipulacdo desta técnica é

trabalhosa, sendo o numero de microextracbes possiveis em simultaneo
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bastante limitado, fundamentalmente quando esta envolvido trabalho de rotina.
Neste prespetiva, a técnica introduzida no capitulo anterior, HT-HT-BauE [21],
tenta contornar algumas destas limitagoes.

No presente trabalho é proposto o uso da técnica de HT-BAUE para o
processo de enriquecimento e subsequente uLD de até 100 amostras. Esta
técnica foi combinada com a cromatografia em fase gasosa acoplada a
espetrometria de massa operando no modo de monitorizacdo de ides
selecionados e com recurso a inje¢ao de grandes volumes (LVI-GC-MS(SIM))
para a analise de cotinina e nicotina em matrizes de urina. A presente
metodologia foi otimizada, validada e aplicada para monitorizar niveis destes
dois compostos a partir de amostras obtidas da comunidade académica da

Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa (FCUL).

9.2 Resultados e discussao

9.2.1 Otimizagéo instrumental

Numa primeira abordagem foi avaliada o padrdo de fragmentacdo da
nicotina, cotinina e difenilamina (Pl), através da analise por GC-MS operando no
do modo “full-scan”. Com base nas carateristicas dos dados espetrais de cada
composto e comparando com a literatura, os picos base e os ides quantificadores
foram selecionados por forma a alcancar maior seletividade e sensibilidade para
operar o sistema instrumental em modo SIM. A monitorizagdo em modo SIM
permitiu obter boa sensibilidade e seletividade, em tempo de analise adequado
(< 13 min). A fim de alcancar elevada sensibilidade para estudos experimentais
posteriores envolvendo matrizes reais, recorreu-se a um injetor PTV, operando
no modo “solvent vent” e usando LVI na analise por GC-MS(SIM). Neste sentido,
foram definidos quantidades de injecéo de 10 pL uma vez volumes superiores
levarem a um incremento da linha de base e, como tal, menor relacdo (S/N)
durante a analise vestigial. A tabela 9.1 resume os resultados instrumentais para
a separacao e identificacdo dos dois compostos alvo, assim como as estruturas

guimicas e algumas propriedades fisico-quimicas dos mesmos.
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Tabela 9.1 — Estruturas quimicas, log Kow e pKa, assim como os tempos de retencgéo (tr) e ides
(m/z) selecionados para a nicotina e a cotinina, obtidos por LVI-GC-MS(SIM), sob condi¢cdes
instrumentais otimizadas.

Composto Estrutura quimica log Kow 1! pKat tr (Min)  18es (m/z) 2
. . ANt : : .
Nicotina | N 1,16 2,70; 8,86 7,23 84, 133, 162

N
Difenilamina ©/ \© - - 9,12 83,168, 169
Cotinina @“"HQA\O 0,21 4,79 9,68 98,119,176
N©  CHs

1 Software especifico foi usado para prever as propriedades fisico-quimicas, assim como a estrutura das moléculas:
Marvin 6.2.2, 2014, ChemAxon (http://www.chemaxon.com).
2 16es de qualificagéo, incluindo o de quantificagéo (a sublinhado).

9.2.2 Otimizag&o da metodologia

Numa primeira abordagem, diversos parametros foram avaliados por
forma a alcancar o melhor desempenho de microextracdo para a nicotina e
cotinina em matrizes aquosas, usando a metodologia HT-BAUE-uLD/LVI-GC-
MS(SIM). Os parametros avaliados foram: quatro sorventes poliméricos e trés
ACs com propriedades quimicas distintas para o revestimento da BAUE; o tempo
de dessorcdo (15 até 90 min) e tipo de solvente (ACN, MeOH e ACN/MeOH,
50/50, viv, Mix; 100 uL); forca iénica (% de NaCl em meio aquoso a 5, 10, 15 e
20 %; p/v); a adicao de modificador organico (% MeOH em meio aquoso a 5, 10,
15 e 20 %; v/v); pH (2,0; 5,5; 8,0 e 11,0); e tempo de equilibrio (30 a 180 min),
usando uma abordagem de otimizacdo univariada, em concordancia com

trabalhos anteriores [22—25].
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Os dados mostraram que dispositivos BAJE revestidos com CN1
apresentaram, em média, melhores recuperacdes para a cotinina que os demais
sorventes testados (figura 9.1). Este resultado era esperado, uma vez a cotinina
apresentar carateristicas muito polares (log Kow 0,21; tabela 9.1), e este material
mostrar boa seletividade para compostos com este tipo de propriedades fisico-
guimicas, conforme previamente demonstrado [26]. Este facto pode ainda ser
explicado pela presenca de heteroatomos (ex., oxigénio) a superficie do material,
bem como a ocorréncia de cargas positivas ou negativas (dependendo do
respetivo pHrzc e do pH da matriz), associada a elevada area superficial (1400
m? g?'), que promovem interacdes eletrostaticas e/ou dispersivas.
Adicionalmente, a estrutura carbonada com diversos anéis benzénicos, pode
promover interacbes n-nt e hidrofObicas. Neste caso em particular, CN1
apresenta carga superficial ligeiramente positiva ao pH testado (pHamostra>
pHezc), 0 que sugere promover maior adsor¢gao para a cotinina. Para além disso,
ao pH do ensaio (pH 5,5) os analitos alvo estéao parcialmente protonados (tabela

9.1), o que pode favorecer as interacdes eletrostaticas resultantes.

120
O Strata SDB-L
<
<= 100
n Strata-X
©
o
‘g 80 {— Strata-CN
[72]
g 60 I = ENVI-18
&
g 40 = CAL
5
o I
g % e mCN1
0

Nicotina Cotinina

Figura 9.1 — Efeito da seletividade do sorvente para o enriguecimento de nicotina e cotinina em
meio agquoso, obtido por HT-BAUE-ULD/LVI-GC-MS(SIM). Condi¢des experimentais:
microextra¢do, 120 min (sonicacgdo), pH 5,5; retroextragdo, MeOH (100 pL), 30 min sob
tratamento ultrassonico. As barras de erro representam o desvio-padréo de trés replicados.

Os dados mostram que o0s sorventes poliméricos, que possibilitam
interacbes do tipo fase reversa, apresentaram melhores resultados para a

recuperacdo de nicotina em matrizes aquosas. O facto deste composto
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apresentar menor polaridade que a cotinina (log Kow 1,16; tabela 9.1), parece
favorecer este tipo de intera¢c6es, nomeadamente hidrofobicas e/ou n-n. Optou-
se por continuar a otimizag&o da presente metodologia com o material CN1, uma
vez favorecer a microextracao de cotinina, sendo o composto de eleicdo para a
avaliacdo da exposicao ao fumo do tabaco em urina.

Quanto a etapa de retroextracdo, os dados indicaram que as
recuperacoes séo favorecidas usando MeOH com tempo de sonicacdo de 30
min (figura 9.2a e 9.2b), ndo sendo verificado vantagens significativas para
tempos de sonicacdo até 90 min.

Depois de selecionado o sorvente mais adequado, bem como as
condicdes Otimas para retroextrair nicotina e cotinina da fase CN1, foi verificado
como as condi¢cbes da matriz poderiam influenciar as recuperagcbes destes
analitos. Neste sentido, foi variado o pH da matriz, assim como a forca idnica e
a polaridade (figura 9.2c, 9.2d e 9.2e, respetivamente), tal como descrito
anteriormente. Os resultados indicaram que valores de pH 11,0 mostraram um
melhor compromisso para as eficiéncias de extragdo, tanto para a cotinina como
para a nicotina. Nesse valor especifico de pH, estes compostos ndo se
encontram ionizados, o que pode favorecer as intera¢des hidrofobicas e n-t com
a fase CN1. A manipulacdo da forca ionica, assim como da solubilidade da
matriz, mostrou que a recuperacdo diminui bastante para o primeiro (com
adicdes sucessivas de NaCl) e se mantinha parcialmente inalterada para o
segundo (com adicdes sucessivas de MeOH). Estes resultados podem ser
explicados pelo facto do aumento da solubilidade na matriz normalmente
favorecer o enriqguecimento de compostos mais apolares ou com baixa
polaridade (log Kow > 3,5). Por outro lado, e embora o aumento da forca idnica
normalmente promover o aumento da eficiéncia de extracdo para compostos
com polaridade elevada (log Kow < 2,0), 0 inverso também pode acontecer, uma
vez os ides presentes em solugcéo poderem competir pelos microporos presentes
no AC e, desta forma reduzir a &rea disponivel para a adsor¢éo dos analitos alvo.
Por outro lado, o aumento da forca i6nica leva igualmente ao aumento da
viscosidade da solucéo, podendo desta forma diminuir a cinética de extracao e

levar a diminuicao da recuperacdo dos compostos em meio aquoso.
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Figura 9.2 — Efeito do solvente (a) e tempo (b) de retroextracdo, assim como do pH (c), da
adicdo de modificador organico (d) e da forca i6nica (e) da matriz para o enriqguecimento de

nicotina e cotinina em meio aquoso, obtido por HT-BAUE-uULD/LVI-GC-MS(SIM). As barras
erro representam o desvio-padréo de trés replicados.

Por fim, testou-se o efeito do tempo de microextracdo para
enriquecimento de cotinina e nicotina em agua ultrapura. Os dados mostrar

gue 150 min foi suficiente para obter recuperacdes satisfatorias, verificando

de

o
am

-Se

um claro decréscimo para 180 min de microextracéao (figura 9.3). Este resultado

foi inesperado, uma vez ndo ser usual ocorrer a perda de recuperacéo por BAuE

revestido com ACs para maiores tempos de microextracao [27]. Contudo, este

facto pode ser atribuido ao fendbmeno de particdo, que é inerentemente

equilibrio, ocorrendo entre as diferentes fases em solucdo. Os fenémenos

de
de

adsorcao e de dessorcao sao fundamentalmente interagcdes fracas, sendo que
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depois dos 150 min de microextracao, parecer que o equilibrio reverte para a
fase aquosa e nao para a fase sorvente. Adicionalmente, fendmenos de difuséo
podem explicar a perda de recuperacdo depois dos 150 min. Ou seja, como a
concentracdo dos analitos no AC aos 150 min é superior a fase aquosa, podera
ocorrer a respetiva difusdo para esta fase para tempos de microextracédo

superiores.

120 -
S 100 - 030 min
.‘3 60 min
3 80 -
1S 90 min
8 60 A _
zéﬂ { ®120 min
g 401 { % 150 min
>
o 20 - _I_I _I_I = 180 min
[n'd

0
Nicotina Cotinina

Figura 9.3 — Efeito do tempo de microextra¢@o para o enriqguecimento de cotinina e nicotina em
meio aquoso, obtido por HT-BAUE-ULD/LVI-GC-MS(SIM). Condi¢des experimentais:
microextracao, sonicacao, pH 11,0; retroextragdo, MeOH (100 pL), 30 min sob tratamento
ultrassénico. As barras de erro representam o desvio-padrdo de trés replicados.

9.2.3 Validacao do método analitico

Apds a otimizacdo, procedeu-se a validacdo da metodologia proposta,
conforme descrito na sec¢ao 3.6.5. O LOD (S/N = 3) e 0 LOQ (S/N = 10) obtidos
foram de 5,0 e 15,0 pyg L, para a nicotina e a cotinina, respetivamente. Cada
curva de calibracédo obtida apresentou boa linearidade (r?> 2 0,99; RR < 10,5%)
na gama compreendida entre 20,0 e 2000,0 pug L. As recuperacdes médias e
os efeitos de matriz, com niveis de fortificacdo de 600,0 e 1200,0 ug L2, foram
entre 53,9-67,5 % (RSD £ 13,6 %) € 5,2-14,9 % (RSD < 13,5 %), respetivamente.
A exatiddo e precisdo variaram entre -11,6 a 13,2 % e -7,2 a 14,8 %,
respetivamente, para a cotinina e a nicotina. A tabela 9.2 resume os dados de
validacdo obtidos para estes dois compostos em matrizes de urina. Os
resultados sugerem que a metodologia HT-BAWE-ULD/LVI-GC-MS(SIM)
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preenche os requisitos preestabelecidos para a monitorizacdo de nicotina e

cotinina em amostras de urina.

Tabela 9.2 — Valores exatidao (%) intra (n = 6) e interdias (n = 18), assim como de repetibilidade
e precisdo intermédia (+ RSD, %), eficiéncias de extracdo (% + RSD, %), efeitos de matriz (% +
RSD, %), curvas de calibracdo e coeficientes de determinacéo (r?) para analise de cotinina e
nicotina em matrizes de urina, obtidas por BAUE-uLD/LVI-GC-MS(SIM), sob condicdes
experimentais otimizadas, Os valores de fortificagdo “LLOQ”, “baixo”, “médio” e “alto” sao,
respetivamente, 20,0, 60,0, 600,0 e 1200,0 ug L.

Ensaios Ensaios Eficiéncias Efeitos de
Analito Fortificagao  intradia interdias  de extragédo matriz Curvas de 2
calibracéo
(% + RSD, %) (% + RSD, %) (%) (%)

LLOQ 13,2 £ 10,1 54 + 14,8

Baixo -116 £ 11,1 -5,6 £+ 11,6 y =0,0015 x
Nicotina 0,9991

Médio 45+ 9,9 89+72 617+136 109+ 135 02853

Alto 57+7.2 11,1 + 9,8 675+ 9,5 149 + 9,9

LLOQ -1,8 £+ 14,5 3,5+ 14,6

Baixo 1,7 + 13,7 6,3 + 12,0 y = 0,0004 x
Cotinina 0,9992

Médio  -3,6+106 69 +77 539+66 77+35 T 00258

Alto 7,3 +9,7 48 £+ 109 57,8 +12,0 52+7,0

9.2.4 Comparacao com outras técnicas de microextracao

A tabela 9.3 compara a sensibilidade, recuperacédo, volume de amostra e
tempo de preparacdo da amostra da metodologia proposta com outras técnicas
de microextracéo, i.e., SPME por imersao direta (DI-SPME), DI-SPME auxiliada
por potenciais elétricos (EE-DI-SPME, do inglés Electroenhanced Direct
Immersion Solid-Phase Microextraction) [9], SPME por headspace (HS-SPME)
[10], u-SPE a base de oxido de grafeno (GO-D-u-SPE, do inglés Graphene
Oxide-Based p-SPE) [8], SDME [15], DLLME [14], HF-LPME [13], assim como
MEPS [11,12], para a determinag&o de nicotina e cotinina em amostras de urina.
E possivel observar que a abordagem proposta apresenta sensibilidade

semelhante a maioria das técnicas comparadas. Por outro lado, quando temos
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em conta as eficiéncias de extracdo absolutas, HT-BAUE-uLD apresenta
desempenho similar ou muito melhor, utilizando uma pequena quantidade de
amostra. Em termos de tempo de preparagdo da amostra, deve-se notar que a
metodologia proposta é muito mais rapida do que os restantes métodos.

Tanto quanto nos € possivel determinar, este € o primeiro trabalho que
propbe uma técnica de microextracdo baseada em alto rendimento para a

determinacgao de nicotina e cotinina em matrizes de urina.

Tabela 9.3 — Comparacao da metodologia proposta com outras abordagens analiticas ja
publicadas, para a determinac¢&o de cotinina e nicotina em matrizes de urina.

Volume Tempo de
Técnica de Sistema LODs Recuperacdes de preparacao
. s . 1 Refs.
microextracdo instrumental (Mg L (%) amostra de amostra
(mL) (min/amostra)
DI-SPME 0,3 9,7 27
5 [9]
EE-DI-SPME 10,0 12,7 12
HS-SPME GC-FID 20,0 91,5-109,5? 2 12 [10]
GO-D-u-SPE 15 88,7-109,71 1 14 [8]
SDME 370-430 73,5-100,9 0,1 30 [15]
DLLME 2,0 60,3-63,5 15 11 [14]
HPLC-UV
HF-LPME 50,0 36,0 25 20 [13]
0,8 60,0 0,25 6,8 2 [12]
MEPS GC-MS
0,25-20,0 5,4-37,3 0,5 n.a. [11]
HT-BAME  LVI-GC-MS(SIM) 5.0 53,9-67,5 0.5 1,8 Este
trabalho

n.a. Informacao indisponivel
! Recuperagéo relativa
220 ciclos de 50 pL e 1 ciclo de 20 pL a um fluxo de 2,5 pL s*

9.2.5 Aplicagdo a amostras reais

Apos a validacdo da metodologia analitica, 0 método proposto foi aplicado
para a determinac&o de nicotina e cotinina em amostras de urina fornecidas por
alunos e funcionéarios da FCUL, divididos pelos grupos #1, #2 e #3 (ver seccao
3.5). As amostras foram tratadas seguindo o protocolo descrito na seccéo
3.6.6.2, sendo as concentra¢cdes dos analitos calculadas a partir das curvas de

calibracdo validadas. Convém enfatizar que ndo houve a necessidade de sujeitar

190



9. HT-BAUE: determinac¢é&o de nicotina e cotinina em amostras de urina

as amostras de urina a um passo prévio de hidrdlise, uma vez 8-10 % de nicotina
e 10-15 % de cotinina serem excretados inalterados [6]. A figura 9.4 exemplifica
um cromatograma obtido a partir de um ensaio realizado numa amostra de urina
pertencente a um individuo fumador, obtido por HT-BAUE-uLD/LVI-GC-MS(SIM),
sob condi¢des experimentais otimizadas, no qual € notorio uma boa seletividade

e sensibilidade.

Pl
2500000 o
Nicotina
‘@ 2000000 Cotinina
< 1500000
5
S 1000000
<
500000 L
. . mu( L ol
6 7 8 9 10 11 12 13
Tempo (min)

Figura 9.4 — Fragmentograma obtido a partir de ensaio realizado em amostra de urina real de
um voluntario fumador, obtida por HT-BAUE-pLD/LVI-GC-MS(SIM), sob condi¢cbes
experimentais otimizadas.

A tabela 9.4 resume o0s niveis de nicotina e/ou cotinina obtidos nas
amostras positivas de urina dos individuos analisados. Tal como esperado, ndo
foi detetada nicotina e cotinina no grupo #1, uma vez ser composto por ndo
fumadores e pessoas nao sujeitas a ETS pelo menos uma semana antes da
amostragem. Contudo, ambos os compostos foram detetados no grupo #2 nas
gamas de < LLOQ-77,1 ug L' e <LLOQ-127,0 ug L* para a nicotina e a cotinina,
respetivamente. Este resultado era igualmente esperado, uma vez os individuos
pertencentes ao grupo #2 apresentarem concentracdes dos analitos alvo
compreendidas entre 0,9 e 890,0 ug L [14,28-30]. Finalmente, foram detetadas
nicotina e cotinina no grupo #3 nas gamas de 124,4-889,8 ug L' e 179,3-2612,6
ug L7, respetivamente. Este resultado era igualmente previsivel, uma vez
individuos fumadores apresentarem concentracdes de ambos 0s compostos na
urina compreendidas entre 1,0 e 3550,0 ug L [14,28-30].
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Tabela 9.4 — Resultados obtidos para as amostras positivas de urina para nicotina e/ou cotinina,
com énfase no intervalo de tempo entre fumar (ou a exposicdo a ETS) e a amostragem. Nao sdo
apresentados valores para os voluntarios do grupo #1, pois ndo foi detetado nenhum dos
compostos alvo nas mesmas (< LOD).

Nicotina Cotinina Tempo entre fumar (ou exposicao
Grupo  Voluntario (ug LY (vg LY a ETS) antes da amostragem (h)

1 62,1 36,1 48

2 53,6 25,0 15

3 42,3 <LLOQ 24

4 64,1 26,8 24

5 75,0 25,5 24

6 54,7 88,5 12
#2 7 254 23,6 24

8 46,5 <LLOQ 216

9 40,7 127,0 120

10 <LLOQ 30,2

11 62,5 120,5

12 77,1 85,7

13 23,6 31,2 48

14 227,6 179,3

15 889,8 1422,1

16 412,3 2612,6 * 0,5
"3 17 1244 228,0 24

18 170,0 318,1

19 780,5 657,6 9

* Valor calculado por extrapolagéo.

Conforme pode ser observado na figura 9.5, os valores médios de nicotina
e cotinina sdo estatisticamente diferentes entre os grupos #2 e #3 (teste t de
Student, p < 0,1), o que demonstra claramente diferentes habitos tabagicos ou
de exposicao a ETS.

192



9. HT-BAUE: determinac¢é&o de nicotina e cotinina em amostras de urina

p<01
1900
1400
m Grupo #2
900 { p<01

m Grupo #3

400

Concentracdo do analito
(Mg L)

-100

Nicotina Cotinina

Figura 9.5 — Teste t de Student realizado com base nos valores médios de nicotina e cotinina
apresentados nas amostras de urina dos grupos #2 e #3. As barras de erro representam o
desvio padréo.

9.3 Conclusoes

O ciclo analitico HT-BAUE-uLD/LVI-GC-MS(SIM) proposto foi otimizado,
validado e aplicado com sucesso na determinacdo de nicotina e cotinina em
amostras de urina.

Esta abordagem tem a possibilidade de realizar até 100 microextracdes
em simultdneo e subsequentes retroextracdes num Unico apparatus, resultando
num tempo meédio de preparacdo de 1,8 min por amostra. Esta abordagem
demonstra notavel eficacia, em particular para a analise em rotina de um elevado
ndmero de amostras.

Das 86 amostras analisadas, 67 (77,9 %) nao apresentaram nenhum trago
de nicotina ou cotinina (< LLOQ), o que parece indiciar a auséncia de exposicao
a ETS. Destes 67 ensaios, 51 pertenciam ao grupo #2, os quais declararam que
provavelmente tinham sido expostos a ETS menos de uma semana antes da
colheita das amostras. Esses resultados sugerem que a maioria dos individuos
amostrados ndo foi exposta a ETS (pelo menos durante os meses de
amostragem). Embora o presente trabalho demonstre dados interessantes, €
necessario trabalho adicional para compreender melhor a exposicao dos
membros da FCUL ao ETS.
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10.1 Consideracdes gerais

A cetamina (KET) foi desenvolvida em 1962 devido a procura de uma
alternativa menos problematica para a fenciclidina, um anestésico que ganhou
notoriedade por induzir alucinacdes e psicose. Devido a sua rapida acdo e curta
duracdo, associado a uma fraca depresséao cardiorrespiratoria em comparacao
com outros anestésicos gerais, assim como a possibilidade de inalagdo para
manter o estado anestésico, a KET tornou-se um medicamento Util para
procedimentos cirurgicos de curta duragdo em medicina veterinaria ou humana,
particularmente em criancas [1]. A sua principal desvantagem prende-se com o
seu potencial para causar alucinacdes vividas, semelhantes as descritas para o
consumo de LSD [2]. Por esta razéo, foi inicialmente abusada por pessoal
médico e gradualmente se tornou popular entre 0os jovens em discotecas e em
‘raves” [3]. De facto, a quantidade total de KET apreendida em todo o mundo
tem vindo a aumentar de uma média anual de 3 toneladas, no periodo
compreendido entre 1998 a 2008, para 10 toneladas entre 2009 a 2014 [4]. Em
humanos, a KET é metabolizada no figado pelo sistema do citocromo P450. O
CYP3A4 é a principal enzima responsavel pela N-desmetilacdo da KET para
formar norcetamina (NKET). NKET é entédo hidroxilada, conjugada e excretada
na urina [5]. Estudos de excrecdo urinaria de KET indicam que, ao longo de um
periodo de 72 h, pouca substancia inalterada e NKET estéo presentes (2,3 % e
1,6 %, respetivamente). A maioria dos compostos excretados (80 %) séo
conjugados de metabolitos hidroxilados de KET [6]. A KET (29-1410 ug L) e a
NKET (até 1559 ug L) ja foram detetadas em urinas de criancas hospitalizadas
depois de serem tratadas com KET, até 2 ou 14 dias depois da amostragem,
respetivamente.[7]. Num grupo de supostos consumidores recreativos de KET,
as concentracdes de KET e NKET na urina encontradas estavam compreendidas
entre 6 e 7744 ug L e entre 7 e 7986 ug L, respetivamente [8].

Diversos métodos analiticos encontram-se descritos na literatura para a
determinacdo de KET ou NKET em amostras de urina, principalmente com
recurso a HPLC-UV [9], GC-FID [10], MS [3,7,11], MS/MS [12], ou mesmo LC
acoplada a MS [7,8] ou MS/MS [13,14]. As técnicas de preparacdo de amostras
usadas em combinac&o com estes sistemas cromatograficos incluem LLE [8] ou

SPE [7,14,15]. Também é possivel encontrar trabalhos que recorram a técnicas
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miniaturizadas como a SPME [16], SBSE [9], HF-LPME [3,10] ou MEPS [12].
Contudo, a preparacdo e manipulacdo destas técnicas é trabalhosa, assim como
€ limitador o numero de microextracdes possiveis de serem realizadas em
simultaneo, particularmente quando esta envolvido trabalho de rotina. A fim de
superar algumas destas limitacdes, foi introduzida a técnica HT-BAWE [17], como
uma abordagem alternativa para a microextracdo simultanea de até 100
amostra, tal como descrito nos capitulos anteriores.

No presente trabalho é proposto o uso de HT-BAUE para o processo de
enriquecimento e subsequente yLD de até 100 amostras em combinacao LVI-
GC-MS(SIM) para a determinacdo de KET e NKET em matrizes de urina. Nos
dois trabalhos anteriores, a etapa de microextracao por HT-BAUE foi realizada
por sonicacdo, tendo sido usado um banho ultrassénico com capacidade de
produzir apenas uma frequéncia (42 kHz, 100 W), ndo sendo possivel
incrementa-la por forma a obter (provavelmente) cinéticas de extracdo mais
favoraveis. Desta forma, decidiu-se usar um agitador orbital de reduzidas
dimensdes, capaz de atingir até 2400 rpm por forma a acelerar 0 processo de
microextracdo. Contudo, a etapa de retroextracdo, tal como nos trabalhos

anteriores, foi realizada por sonicacao.

10.2 Resultados e discussao

10.2.1 Otimizacéo instrumental

Numa primeira abordagem foi avaliada o padréo de fragmentacéo de KET,
NKET e de difenilamina (PI), através da andlise de uma mistura padrao por GC-
MS operando do modo “full-scan”. Com base nas carateristicas dos dados
espetrais de cada composto e comparando com a literatura, os picos base e os
i0es de qualificagéo foram selecionados por forma a alcangar maior seletividade
e sensibilidade para operar o sistema instrumental em modo SIM. Foi ainda
possivel obter um tempo de andlise adequado (< 11,5 min). A fim de alcancar
alta sensibilidade para estudos experimentais posteriores envolvendo matrizes
reais, um injetor PTV, operando no modo “solvent vent” e usando LVI, foi

empregado para analise através de GC-MS(SIM). Neste sentido, o violume de
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injecdo foi fixado nos 10 pL, uma vez volumes superiores levarem a um
incremento da linha de base e consequentemente a menor S/N durante a analise
vestigial. A tabela 10.1 resume os resultados instrumentais para a separacao e
identificacdo os compostos alvo, assim como as estruturas quimicas e algumas

propriedades fisico-quimicas dos mesmos.

Tabela 10.1 — Estruturas quimicas, log Kow e pKa, assim como os tempos de retenc¢éo (tr) e ides
(m/z) selecionados para a KET and NKET obtidos por LVI-GC-MS(SIM), sob condicdes
instrumentais otimizadas.

Composto Estrutura quimica log Kow ! pKal tr(min) 18es (m/z) 2
H
N
Difenilamina - - 5.42 83, 168, 169
(o]
NH;
NKET 2.91 7.48 673 166, 168, 195
Cl
(o]
H
N_
KET 3.35 7.45 697 180,182, 209

Cl

! Software especifico foi usado para prever as propriedades fisico-quimicas, assim como a estrutura das moléculas:
Marvin 6.2.2, 2014, ChemAxon (http://www.chemaxon.com).
2 16es de qualificagéo, incluindo o de quantificagéo (a sublinhado).

10.2.2 Otimizacao da metodologia

Por forma a maximizar as eficiéncias de extragdo para KET e NKET em
meio aquoso, diferentes parametros que pudessem afetar o procedimento HT-
BAUE-ULD/LVI-GC-MS(SIM) foram avaliados e otimizados. Estes incluiram a
seletividade da fase sorvente (6 fases poliméricas), o solvente (MeOH, ACN e
MeOH/ACN, 1/1, v/v, Mix; 100 pL) e o tempo (de 5 a 60 min) de retroextracao,
bem como o pH (de 2,0 a 11,0), a forca ionica (teor de sal, NaCl, de 0 a 20 %,

p/v) e a polaridade (modificador organico, MeOH, de 0 a 20 %, v/v) da matriz.
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Foram ainda avaliados a velocidade de agitacao (de 600 a 2200 rpm) e o tempo
de microextracdo (5 a 120 min), a semelhanca de trabalhos anteriores [17,18].

A figura 10.1 apresenta todos os dados dos ensaios de otimizacéo
efetuados. Os resultados demonstram claramente que Strata-X apresentou as
melhores eficiéncias de extracdo para KET e NKET do que as outras fases
sorventes testadas (figura 10.1a). Este resultado era esperado uma vez este
polimero promover mecanismos do tipo de fase reversa, nomeadamente
interacbes n-n e hidrofébicas, que normalmente favorecem a retencdo de
compostos apolares através de seus grupos fenilo e poliestireno, bem como
interacdes dipolo-dipolo, o que usualmente favorece a retencao de analitos mais
polares através dos seus grupos pirrolidona (tabela 3.2) [19,20]. Em geral, este
tipo de sorventes apresentam maior seletividade para compostos semipolares a
apolares (log Kow > 2,5). De acordo as suas estruturas quimicas e polaridade
(tabela 10.1), NKET e KET apresentam grupos apolares (fenilo) e polares
(cetona), resultando em carateristicas semipolares a apolares (log Kow de 2,91
e 3,35, repetivamente), o que pode favorecer a retengao por Strata-X.

A partir dos ensaios de otimizacdo da retroextracdo, é possivel observar
que nao ocorreu nenhum ganho significativo ao empregar MeOH, ACN ou Mix
para dessorver KET e NKET da fase sorvente Strata-X (figura 10.1b). Por outro
lado, as condi¢des 6timas para a LD foram obtidas usando apenas 15 min de
tempo de sonicagao (figura 10.1c).

O pH da matriz desempenha geralmente um papel importante no
processo de microextracdo, onde normalmente a forma n&o ionizada dos
compostos alvo parece promover maiores recuperacao em meios aquosos, pois
favorece interacoes do tipo fase reversa com as fases sorventes [17,18]. KET e
NKET apresentam carateristicas de bases fracas (tabela 10.1), estando
totalmente nao ionizado a pH > 9,5. Por esta razéo, as eficiéncias de extracdo

foram maximizados usando o ensaio a pH mais elevado (pH 11,0) - figura 10.1d.
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Figura 10.1 — Efeito da seletividade da fase polimérica (a), do solvente (b) e tempo (c) de uLD,
assim como do pH (d), polaridade (e) e forca ionica (f) da matriz, da velocidade de agitacéo (g)
e do tempo de microextragdo (h) para o enriqguecimento de KET e NKET em meio aquoso,
obtido por HT-BAUE-ULD/LVI-GC-MS(SIM). As barras de erro representam o desvio-padrdo de
trés replicados.
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Os ensaios de manipulacédo da solubilidade (figura 10.1e), bem como da
forca ionica (figura 10.1f) da matriz, mostraram que a recuperacdo diminuia
significativamente para o primeiro (particularmente com 20 % de MeOH, v/v) e
gue permanecia parcialmente inalterada para o segundo (com sucessivas
adicdes de NaCl). Estes resultados podem ser explicados pelo facto do aumento
da solubilidade da matriz normalmente favorecer o enriquecimento de
compostos mais apolares ou de polaridade muito baixa (log Kow > 3,5) e, 0
aumento a forca idnica, normalmente favorecer a eficiéncia de extragdo para
compostos com elevada polaridade (log Kow < 2,0) [17]. Como NKET e KET
apresentam carateristicas semi-polares a apolares (log Kow de 2,91 e 3,35,
respetivamente), seria de esperar que sucessivas adicoes de NaCl ou MeOH
provavelmente comprometeriam o processo de microextracgao.

Finalmente, foram ensaiados o efeito da velocidade de agitagcéo (figura
10.19) e do tempo de microextracao (figura 10.1h) para o enriquecimento de KET
e NKET em meio aquoso. Nos trabalhos envolvendo a analise de BZDs (capitulo
8) e de nicotina (capitulo 9) foi usado um banho ultrassénico para promover a
microextragdo dos compostos alvo. Este instrumento tinha a capacidade de
emitir apenas uma frequéncia (42 kHz, 100 W), ndo sendo possivel incrementa-
la por forma a obter (provavelmente) cinéticas de extracdo mais favoraveis. Por
essa razao, decidiu-se empregar um agitador orbital de reduzidas dimensdes
capaz de atingir até 2400 rpm, por forma a acelerar o processo de microextragao.
Os dados mostram que 1800 rpm é o valor ideal para microextracdo dos
compostos alvo, usando apenas 30 min de tempo de enriquecimento, néo
havendo melhorias significativas com velocidades de agitacdo ou tempo de

microextragao superiores.

10.2.3 Validacdo do método analitico

A metodologia proposta foi validada seguindo os parametros de acordo
com a secdo 3.6.5, incluindo a seletividade, a linearidade, a sensibilidade, a
exatidao, a precisdo, a recuperacao e os efeitos de matriz. A tabela 10.2 mostra
a maioria dos resultados para os ensaios de validacao. A seletividade foi avaliada

pela verificacdo da auséncia de picos interferentes nos tempos de retencéo dos
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compostos alvo empregando amostras de urina em branco (n = 10). Cada curva
de calibracdo mostrou boa linearidade (r? 2 0,999; RR < 9,7 %) na gama de 5,0
a 1000,0 pug L. A linearidade de ambas curvas de calibracédo foi igualmente
estimada (Fcac) usando o teste “lack-of-fit” (com intervalo de confianca de 95 %),
tendo os valores obtidos estado sempre abaixo do Fwan. Como pode ser
observado, as recuperacfes médias e os efeitos de matriz, utilizando matrizes
de urina em quatro niveis de pico, forem de 84,9 a 105,0 % (RSD < 9,2 %) e
entre -9,1 a 9,0 % (RSD < 14,1 %), respetivamente. Os valores da exatidéao
variaram entre -12,8 a 10,0 % (RSD < 10,1 %) e -14,5a 12,1 % (RSD < 12,6 %)
para KET e NKET, respetivamente. Estes resultados mostram que a abordagem
analitica desenvolvida € adequada para a analise de KET e NKET em matrizes

de urina.

Tabela 10.2 — Valores exatidao (%) intra (n = 6) e interdias (n = 18), assim como de repetibilidade
e precisao intermédia (+ RSD, %), recuperaces médias (% + RSD, %) e os efeitos de matriz (%
+ RSD, %) usando quatro niveis de fortificacdo, assim como as curvas de calibragéo e os r?, para
andlise de KET e NKET em matrizes de urina, obtidas por HT-BAUE-uLD/LVI-GC-MS(SIM), sob
condicdes experimentais otimizadas.

Paradmetro KET NKET
LOD (ug L™ 1,0
LLOQ (ug L) 5,0
Gama linear (ug L) 5,0 to 1000,0
Curva de calibracao (n = 10) y = 0,0032 x + 0,0066 y = 0,0032 x + 0,029
rl 0,9990 0,9970
Ensaios intradia (n = 6)
50pugL? -128+7,6 125+11,9
50,0 ug L1 -12,6 + 6,6 12+55
200,0 ug Lt -12,1+8,5 11,0+£6,8
1000,0 ug L? -5,2+3,2 -1,4+45
Ensaios interdias (n = 18)
50ugL? 10,0+£5,7 2,0+£12,6
50,0 ug L 4,4 +10,1 12,1+11,8
200,0 pug L -5,3+8,7 -10,2+12,3
10000 ug L 29+6,9 -145+6,1
RecuperacGes médias (n = 6)
5,0 ug L? 105,0+9,2 103,1+5,8
50,0 ug Lt 97,8+7,9 89,8 +4,7
200,0 pug L*? 96,6 £ 7,2 88,1+8,5
1000,0 ug L 96,5+4,0 849+34
Efeito de matriz (n = 6)
5,0 ug L*? -4,4+6,1 8,4+6,3
50,0 yg L 49+29 -4,6 £10,4
200,0 ug Lt 9,0+1,5 25+14,1
1000,0 ug L -2,5+6,2 -9,1+5,6
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10.2.4 Figuras de mérito

Na tabela 10.3 é comparado os LODs, a gama linear, a exatiddo, a

precisdo, os niveis de recuperacdo, o volume da amostra e o tempo de

preparacdo da amostra obtidos pela metodologia proposta e por outras

abordagens baseadas em microextracao.

Tabela 10.3 — Comparacdo do método proposto com outras técnicas de microextracao ja

publicadas, para a determinacdo de KET e NKET em amostras de urina.

Técnicade HF-LPME MEPS SBSE SPME HF-LPME  HT-BApE
mlcroextragao

Sistema GC-MS  GC-MS/MS HPLC-UV  GC-MS GC-FID LVI-GC-MS
instrumental

LODs 0,1-0,25 5 2,3-9,1 100 8 1,0

(Mg L)

(C;Z”I‘_f"l)"”ear 0,5-50,0 10-250 30-3000  100-15000 3-350 5,0-1000,0
Exatid&o (%) 88,3-108  91,4-105,6 n.a. 105,9-113,6  75,2-119,3  85,5-112,1
Precisao (%) <10,1 <9,2 <89 <14,8 <89 <12,6
Recuperacédo (%) 85,2-101 72,5-100,7 90,8 n.a. n.a. 84,9-105,0
Volume de 2 0,25 3 1 3 0,5
amostra (mL)

Tempo de

preparacdo de 60 2 7,420 40° 21 d 20 ¢ 0,45
amostra ! ,
(min/amostra)

Referéncia [3] [12] [9] [16] [10] Este estudo

n.a. Informacéao indisponivel
2Vortex por multi-tubo. Nimero de microextragdes em simultéaneo indisponivel

b8 ciclos de 500 uL, 1 ciclo de 250 uL e 2 ciclos de 100 uL a um fluxo de 10,0 yL s*
¢ Agitador magnético. Nimero de microextragcdes em simultaneo indisponivel

d Sistema LEAP CombiPAL. NGmero de microextragdes em simultaneo indisponivel

Conforme pode ser observado, o trabalho desenvolvido apresenta melhor

sensibilidade do que a maioria dos métodos mencionados, mesmo quando

comparado com metodologias que recorram a sistemas GC-MS/MS [12]. Os

LODs obtidos séo apenas superiores quando comparados com trabalhos que

empregam maiores quantidades de volume de amostra [3]. A exatiddo, a

precisdo e as recuperacdes alcancadas comparam-se favoravelmente com as
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descritas na tabela 10.3, exceto para um trabalho que empregou MEPS em
combinacdo com GC-MS/MS [12]. A abordagem analitica proposta emprega
guantidades muito menores de amostra quando comparada com as demais
abordagens. Finalmente, HT-BAPE-uLD/LVI-GC-MS(SIM), que recorre a
configuracdo de alto rendimento, apresenta tempos de sorcao/dessorcao das
amostra muito mais rapidos do que as outras metodologias baseadas em
microextracao.

A figura 10.2 exemplifica tracados de corrente i6nica de ensaios
realizados em amostras de urina fortificadas e néo fortificadas, obtidas por HT-
BAUE-uLD/LVI-GC-MS(SIM), sob condi¢cbes experimentais otimizadas, na qual
boa seletividade e sensibilidade sdo observadas, sem a ocorréncia de
interferentes enddgenos nos tempos de retencdo dos compostos alvo, incluindo
o PI.

Pl —— Amostra néo fortificada
6000000 -
rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr Amostra fortificada
o
€ 4500000 -
scg
c
3
< %QOOOOO .
1500000 -
0 L
4 5 6 7 8 9 10 11
Tempo (min)

Figura 10.2 — Fragmentogramas obtidos a partir de ensaios realizados em amostras de urina
fortificadas (125,0 ug L) e nao fortificadas, obtidas por HT-BAUE-uLD/LVI-GC-MS(SIM), sob
condi¢gBes experimentais otimizadas.

Embora a metodologia desenvolvida tenha sido totalmente validada para
o intervalo linear de 5,0 a 1000,0 pug L?, tanto KET como NKET ndo foram
detetadas (< LOD) nas amostras analisadas fornecidas pela Clinica Joaquim
Chaves Saude (50 amostras de urina). Contudo, a metodologia proposta é
adequada para a andlise destes compostos, uma vez KET (29-1410 ug L) e

NKET (até 1559 ug L) terem sido detetadas até 2 e 14 dias, respetivamente,
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em amostras de urina provenientes de criancas hospitalizadas depois de serem
administradas com KET [7]. Em grupos de presumiveis consumidores
recreativos de KET, as concentragdes de KET e NKET na urina foram
quantificadas, respetivamente, nas gamas de 6-7744 ug L' e 7-7986 ug L [8],
7,3-87,3 e 5,3-5805 ug L [3], 5,07-23031 e 5,87-8341 ug L* [14].

10.3 Conclusoes

A metodologia apresentada (HT-BAUE-uLD/LVI-GC-MS(SIM)) foi
totalmente otimizada e validada para monitorizar KET e NKET em matrizes de
urina. O ciclo analitico proposto permitiu obter um desempenho analitico
adequado sob condi¢gBes experimentais otimizadas, incluindo excelentes niveis
de recuperacao, baixos efeitos de matriz, assim como boas precisdes, exatidoes,
seletividade, sensibilidade e gamas lineares adequadas. Adicionalmente, a
metodologia € uma abordagem amiga do ambiente, efetiva e de baixo custo,
empregando apenas 100 pL de solvente de retroextragédo e 0,45 min de tempo
de preparacdo por amostra.

Segundo a literatura, este € o primeiro trabalho que emprega uma
abordagem de microextracdo baseada em alto rendimento para o
enriquecimento e subsequente dessor¢ao de KET e NKET em amostras de urina.
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11.1 Consideracgdes gerais

Os capitulos anteriores (4-10) foram dedicados a melhoria, inovagéo e
aplicacdo da técnica de BAUE, nomeadamente na analise de contaminantes em
matrizes ambientais e substancias de abuso em amostras biolégicas. Contudo,
ao longo da presente dissertacao, foi igualmente possivel colaborar em outros
estudos cientificos, nomeadamente em projetos de licenciatura, mestrado e
doutoramento. O presente capitulo tem assim o prepésito de descrever estes

estudos de forma sucinta.

11.2 Determinacgédo de carbazol em amostras de gasoleo por ACs derivados
da pir6lise da casca do arroz [1]

Nos ultimos anos tem havido um crescente interesse no uso de residuos
biol6gicos de baixo custo e abundantemente disponiveis como precursores de
materiais de carbono. Na verdade, qualquer material com elevado teor de
carbono pode ser usado como matéria-prima para a preparacéo de ACs [2]. E o
caso dos residuos solidos agricolas [3], como o pedunculo de algodao [4], casca
de arroz [5], cortica [6], madeira [7], entre muitos outros.

A ativacdo quimica é um método amplamente utilizado para obter ACs
com areas superficiais e quantidades de microporos elevadas, sendo geralmente
realizada com recurso a NaOH/KOH [8], H3POa [9] ou ZnCl: [10]. O K2CO3 é
igualmente uma alternativa ao KOH, uma vez ser um agente ativador mais amigo
do ambiente, ndo ser toxico (sendo usado como aditivo alimentar), ser facilmente
removido por lavagem com agua e apresentar fraca corrosdo, permitindo assim
boas condi¢des de operacao.

Os ACs apresentam excelente desempenho na remocao de azoto e
enxofre de diversas matrizes [11]. A importancia deste processo resulta no facto
de que, embora o0s compostos de azoto estejam presentes a baixas
concentracdes, estes desempenham um papel importante na qualidade dos
derivados de petrdleo. Compostos azotados nao basicos (ex., carbazol) séo

responsaveis por cerca de 70 % da quantidade de compostos azotados em
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derivados de petroleo, sendo um dos principais componentes azotados deste
produto [12].

O presente trabalho consistiu na producdo e caraterizacdo de ACs
derivados da pirdlise de casca de arroz com origem brasileira recorrendo a
ativagdo quimica com KzCOs, tendo sido realizado no Laboratorio de
Cromatografia Gasosa Bidimensional do Instituto de Tecnologia e Pesquisa
(Aracaju, SE, Brasil). Os ACs preparados e caraterizados foram posteriormente
usados como fase sorvente em BAUE por forma a microextrair carbazol em
amostras de gasoleo. Depois do processo de microextracdo (1 h; 750 rpm), o
carbazol foi retroextraido com 200 pL de MeOH/ACN (1/1, v/v; 30 min de
sonicacao), seguido da evaporacdo com suave corrente de N2 e reconstituicao
com diclorometano. A analise foi realizada com recurso a cromatografia em fase
gasosa bidimensional abrangente acoplada a espetrometria de massa (GC*GC-
MS).

Os resultados obtidos indicaram que foram obtidos ACs com elevada area
superficial (1850 m? g') e porosidade (0,83 cm® g1). Estas propriedades
permitiram obter eficiéncias de microextracdo de 91,0 % para carbazol. Ao
empregar o SAM, foi possivel obter r2 > 0,9984 na gama compreendida entre
0,0125 e 0,100 mg Lt. Os LOD e o LOQ obtidos foram de 0,45 e 1,37 ug L%,
respetivamente.

A figura 11.1 mostra um diagrama bidimensional de uma amostra de
gasoleo fortificada com carbazol (0,1 mg L) e obtida pela metodologia proposta
sob condicdes experimentais otimizadas. As condicbes instrumentais

encontram-se descritas no anexo V.
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Figura 11.1 — Cromatograma bidimensional de uma amostra de gasoleo fortificada com
carbazol (0,1 mg L), obtido por BAUE(AC)-uLD/GC*GC-MS. Adaptado de [1].
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11.3 Determinacdo de OCPs em matrizes de cha e tabaco [13]

Os pesticidas organoclorados (OCPs, do inglés Organochlorine
Pesticides) foram amplamente utilizados entre 1940 e 1960 na agricultura e no
controlo de pragas de mosquitos. Compostos representativos neste grupo
incluem o metoxicloro, dieldrina, clordano, toxafeno, mirex, kepone, lindano, 4,4'-
diclorodifeniltricloroetano (DDT) e hexacloreto de benzeno, entre outros [14].
Muitos OCPs sdo extremamente persistentes no meio ambiente e em
organismos vivos, apresentando claras evidéncias de desregulacdo enddcrina,
para além de serem potenciais agentes carcinogénicos [15]. Por esta razdo, os
OCPs foram banidos na América do Norte, na Australia, no Brasil e na UE, sendo
ainda usadas em outras regiées, nomeadamente na india, China e Indonésia
[16]. Neste sentido, toda a informacgéo relativa & concentracéo e destino destes
poluentes no meio ambiente e em produtos agricolas continua a ser pertinente,
sendo necessario desenvolver novas metodologias analiticas para a
monitorizagdo vestigial rapida, sensivel e seletiva de OCPs em matrizes
complexas, nomeadamente em produtos de origem vegetal (ex., tabaco e cha).

O presente trabalho consistiu no desenvolvimento, otimizacao, validacdo
e aplicacdo da BAUE seguida de uyLD e analise por LVI-GC-MS(SIM) na
determinacdo de vinte OCPs em amostras de cha e tabaco. As condi¢cfes
iInstrumentais encontram-se descritas no anexo IV.

A metodologia otimizada (microextracdo: BAuE(Strata-X), 16 h (1300
rom), pH 5,5); retroextracdo: ACN/MeOH (1/1, v/v; 100 pL), 60 min sob
sonicacao) permitiu obter recuperacbes compreendidas entre 14,0 e 95,1 %
tendo o método evidenciado excelente linearidade (r> > 0,99) na gama de
trabalho compreendida entre 0,5 e 100,0 ug L. Foi igualmente obtida boa
precisdo (RSD < 13,2 %) e alcancado LODs compreendidos entre 0,10 e 0,15 ug
Lt e LOQs compreendidos entre 0,40 e 0,50 ug L para os OCPs estudados. A
tabela 11.1 resume alguns dos resultados obtidos para os vinte OCPs em estudo

pela metodologia proposta.
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Tabela 11.1 — Valores de r?, gamas lineares, valores de repetibilidade e precisdo intermédia,
expressos como RSDs das recuperacfes a varios niveis de fortificacdo, para os vinte OCPs,
obtidos por BAUE(Strata-X)-uLD/LVI-GC-MS(SIM), sob condi¢Bes experimentais otimizadas.

Recuperacéo (%) £ RSD (%)

Repetibilidade Precisao
OCPs r2a intermédia
0,5ugL? 2,0 Lt 10,0 Lt
( ugs) ( ug6) ( ugﬁ) 20ugL”
n= n= n=
(n=18)

a-hexaclorociclohexano ® 0,9982 82,6+0,9 942+6,0 87,2+2,4 755+7,2
(a-HCH)
y-hexaclorociclohexano ° 0,9993 92,1+1,0 102,7+7,0 94,3+0,5 92,7 +3,3
(y-HCH)
B-hexaclorociclohexano ° 0,9986 785+16 80,859 86,4+1,6 83,6 £4,8
(B-HCH)
d-hexaclorociclohexano ° 0,9984 86,7+6,4 56,9+4,6 84,3+1,3 86,8 +6,5
(6-HCH)
Heptacloro® 0,9992 298+04 346+57 202+37 247+104
(HCL)
Aldrina® 0,9959 214+45 14,0 +5,6 19,4+2,6 13,4+49
(ALD)
Heptacloro epdxico ® 0,9972 675+24 79614 76,2+0,7 79,8+ 6,2
(HCE)
Cis-Clordano?® 0,9963 439+49 50,7+25 48,3+2,3 572+12,1
(a-CLD)
a-Endosulfan © 0,9963 40,2+0,9 478+6,5 48,1 +0,9 52,1+7,9
(a-EDS)
Trans-Clordano® 0,9947 558+0,6 665+4,4 50,7+0,2 61,4+7,9
(B-CLD)
4 4'-Diclorodifenildicloroetileno ° 0,9989 256+1,3 30,8%x0,1 20,6 £5,2 31,4+7,6
(DDE)
Dieldrina® 0,9961 79,0+0,7 76,8+0,9 69,6 +0,8 81,0+5,8
(DIE)
Endrina® 0,9984 856+2,1 951+372 789+6,4 94,2 +3,7
(END)
B-Endosulfan 0,9943 558+0,6 66,5+5,1 56,3+0,9 69,7+11,0
(B-EDS)
4 4'-Diclorodifenildicloroetano ® 0,9963 599+0,6 688+8,9 51,7+0,4 59,2+13,3
(DDD)
Aldeido de endrina 0,9986 91,7+24 93,7+26 83,7+6,1 83,1+10,1
(ENDA)
Sulfato de endosulfan ¢ 0,9951 60,2+10 56,7+9,8 48,2+129 54,0+13,2
(ESS)
4 4'-diclorodifeniltricloroetano P 0,9901 71,1+04 77,335 77,7+0,1 72,9+9,3
(DDT)
Cetona de endrina® 0,9920 93,7+26 91,7+24 84,7+4,2 85,6 + 8,6
(ENDK)
Metoxicloro P 0,9940 80,3+1,1 90,1+238 79,7+1,2 94,8+4,5
(MCL)

2Dez niveis de fortificagéo (de 0,5 a 100,0 pg L™)
®LOD e LOQ de 0,10 e 0,40 pg L%, respetivamente
¢LOD e LOQ de 0,15 e 0,50 ug L%, respetivamente
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A figura 11.2 exemplifica fragmentogramas relativos a amostras de agua

ultrapura (a), de cha preto (b) e de tabaco (c) fortificadas a 80,0 pug L*?, obtidos

por BAUE(Strata-X)-uLD/GC-MS(SIM) em condi¢gBes experimentais otimizadas.
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Figura 11.2 — Fragmentogramas de ensaios realizados em agua ultrapura (a), cha preto (b) e
tabaco (c) fortificadas a 80,0 ug L™* para todos os OCPs em estudo, obtidos por BAUE(Strata-
X)-uLD/GC-MS(SIM), sob condi¢Bes experimentais otimizadas. 1: a-HCH; 2: y-HCH; 3: B-HCH;
4: 5-HCH; 5: HCL; 6: ALD; 7: HCE; 8: a-CLD; 9: a-EDS; 10: B-CLD; 11: DDE; 12: DIE; 13: END;
14: B-EDS; 15: DDD; 16: ENDA; 17: ESS; 18: DDT; 19: ENDK; 20: MCL. Adaptado de [13].
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Os resultados foram obtidos através da metodologia proposta aplicada a
amostras de cha preto e tabaco com recurso ao SAM usando quatro niveis de
fortificacdo (1,0 a 80,0 pug L1). Embora o método tenha apresentado bom
desempenho analitico (r? 2 0,99), nenhum dos OCPs foi detetado nas amostras
analisadas (< LODs). Contudo, a metodologia pode ser aplicada na analise
vestigial dos vinte OCPs, uma vez 3- e y-HCH ja terem sido detetadas neste tipo

de amostras na gama entre 1,0 e 9,0 ug L [17,18].

11.4 Determinacéo de irgarol em aguas de estuario [19]

Compostos triazinicos biologicamente ativos tém sido amplamente
utilizados como herbicidas nas ultimas cinco décadas [20]. Contudo, devido a
sua alta toxicidade apresentada e a sua persisténcia no meio ambiente, tem
havido preocupacao crescente dos seus efeitos na saude publica [21]. Nos
dltimos anos, uma nova metiltioltriazina (2-metil-tiol-4-tert-butilamino-6-
ciclopropilamino-s-triazina; irgarol-1051) tem sido usada como biocida em tintas
para veiculos marinhos (ex., navios), a fim de substituir compostos muito téxicos
a base de organotina. Neste sentido, tém sido realizados esfor¢os por forma a
avaliar o impacto do irgarol em ecossistemas marinhos, uma vez ter sido
detetado, com alguma frequéncia, em vérias matrizes ambientais, principalmente
em estuarios [22]. Assim, novos métodos analiticos sensiveis sd0 necessarios
para a determinacéo vestigial de irgarol em matrizes aquosas ambientais.

O presente trabalho consistiu no desenvolvimento, otimizacao, validacao
e aplicacdo da BAUE seguida de pyLD e andlise por LVI-GC-MS(SIM) para a
determinacao vestigial de irgarol em matrizes aquosas estuarinas. As condi¢des
instrumentais encontram-se descritas no anexo 1V.

A metodologia otimizada (microextracdo: BANE(AC), 16 h (1000 rpm), pH
5,5, 5 % MeOH, 15 % NaCl); retroextracdo: ACN/MeOH (1/1, v/v; 200 uL), 30
min sob sonicagdo) permitiu obter recuperacdes meédias de 74,5 £ 8,6 % tendo
o0 método evidenciado excelente linearidade (r? de 0,9982) na gama de trabalho
compreendida entre 0,2 e 16,0 ug L. Foi igualmente obtida boa precisédo (RSD
< 12,0 %), tendo-se alcancado LOD e LOQ de 16,0 e 0,53 ng L%, respetivamente.
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Por forma a comprovar a aplicabilidade da metodologia proposta, foi
aplicada a matrizes de agua de estuario do rio Tejo (Lisboa) e da baia do Seixal
(Seixal). Estes locais foram escolhidos por apresentarem elevado trafego
maritimo na regido de Lisboa, assim como algumas docas para reparacédo ou
atracagem naval. Foi aplicado o SAM usando quatro niveis de fortificacédo (2,0 a
14,0 pug L), tendo sido obtido bom desempenho analitico (r? > 0,9956). Contudo,
nao foi detetado irgarol nas amostras analisadas (< LODS).

A figura 11.3 exemplifica um tragado de corrente iGnica relativo a amostra
do rio Tejo fortificada a 14,0 ug L e obtido por BAUE(AC)-ULD/LVI-GC-MS(SIM).
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Figura 11.3 — Tracado de corrente idnica de um ensaio realizado numa amostra de agua do rio
Tejo fortificada a 14,0 pg L1, assim como o espetro de massa do irgarol (indicando os trés ides
mais abundantes), obtido por BAUE(AC)-ULD/LVI-GC-MS(SIM), sob condi¢bes experimentais
otimizadas. Adaptado de [19].

11.5 Monitorizacdo de catinonas sintéticas em fluido oral [23]

A catinona é o principal composto ativo presente na planta da Catha edulis
(Khat). O uso desta planta, devido aos seus efeitos estimulantes similares a
anfetamina e a metanfetamina, remonta a centenas de anos, sendo ainda
amplamente consumida, principalmente na Africa Oriental e na Peninsula

Ardbica [24]. As catinonas sintéticas pretendem mimetizar estes efeitos. Desde
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sua primeira aparicdo no mercado de drogas em meados do ano 2000, diversas
catinonas sintéticas foram ja identificadas, ex., 4-metilmetcatinona (mefedrona),
3,4-metilenodioxipirovalerona, 3,4-metilenodioxipirovalerona (MDPV), a-
pirrolidinopentiofenona  (a-PVP), 3,4-metilenodioxi-a-pirrolidinopropiofenona
(MDPPP), metilona, butilona, 4-metiletatcinona, 4-fluorometacatinona, a-
pirrolidinopentiotiofenona (a-PVT) e 4'-metilenodioxi-a-pirrolidinobutiofenona
(MDPBP), entre muitas outras [25]. As apreensfes globais de catinonas
sintéticas tém aumentado consecutivamente desde que foram relatadas pela
primeira vez. Além disso, varios efeitos téxicos estdo associados ao seu
consumo, incluindo nauseas, alucinagdes, tensao alta e, até a morte [26]. Por
estas razdes, existe a necessidade de desenvolver metodologias analiticas que
permitam o rastreio em muitos tipos de matrizes bioldgicas, fundamentalmente
através de abordagens néo invasivas (ex., fluidos orais). Outras vantagens do
uso desta matriz biolégica como meio de andlise sdo o rapido tempo de
amostragem, dificil adulteracéo, apresentar um risco minimo ou inexistente para
a saude e representar a fragcao livre de um composto [27]. Por outro lado, fluidos
orais podem ser usados para detetar e confirmar a presenca de catinonas
sintéticas, uma vez MDPV e a-PVP terem sido detetados nas gamas
compreendidas entre 20,5 e 831,7 e entre 81,9 e 935,0 ug L, respetivamente
[28].

O presente trabalho consistiu no desenvolvimento, otimizagao, validacéo
e aplicacdo da BAUE seguida de uLD e analise por GC-MS(SIM) para rastrear
niveis de a-PVP, a-PVT e MDPV em fluidos orais. As condi¢des instrumentais
encontram-se descritas no anexo IV.

A metodologia otimizada (microextragao: BAuE(Strata-X), 16 h (750 rpm),
pH 5,5); retroextracdo: ACN/MeOH (1/1, v/v;100 uL), 45 min sob sonicacéao)
permitiu obter recuperacdes médias de 43,1 (x 13,2 %), 63,7 (+ 10,8 %) e 52,3
(= 13,6 %) para a-PVP, a-PVT e MDPV, respetivamente. Os LODs em matriz
real foram de de 100,0 ug L para as trés catinonas sintéticas em estudo. Como
o presente trabalho apresentou degradacdo térmica consideravel, este foi
dedicado a analise qualitativa, por forma a detetar e confirmar a presenca de
catinonas sintéticas em matrizes de fluido oral.

A figura 11.4 reproduz fragmentogramas de amostras de fluido oral e apos

fortificacéo (500,0 pg L?), obtidos pela metodologia proposta.
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Figura 11.4 — Fragmentogramas de ensaios realizados em amostras de fluido oral e apds
fortificac&o (500,0 pg L), obtidos por BAUE(Strata-X)-uLD/GC-MS(SIM), sob condi¢des
experimentais otimizadas. 1: a-PVP; 2: a-PVT; 3: MDPV.

11.6 Determinacdo de farmacéuticos em matrizes reais [29]

Nos ultimos anos, os produtos farmacéuticos tém vindo a ser comumente
detetados no meio ambiente, tendo-se tornado um problema de salde publica
[30,31]. Este compostos séo libertados no meio ambiente nas suas formas
originais ou metabolizadas, provenientes de residuos urbanos, ETARS,
hospitais, unidades industriais e atividades veterinarias. Os farmacos possuem
carateristicas de polaridade muito variada, permitindo facilmente a sua entrada
no meio aquético, levando a consequente contaminacgao [32].

O presente trabalho consistiu no desenvolvimento, otimizagao, validacéo
e aplicacdo da BAUPE seguida de pLD e analise por HPLC-DAD para a
determinacdo de seis farmacéuticos (furosemida, FUR; mebeverina, MEB,;
cetoprofeno, KET; naproxeno, NAP; diclofenac, DCF; e acido mefenamico, MFA)
em matrizes de agua e urina. As condi¢cfes instrumentais encontram-se descritas
no anexo IV.

A metodologia otimizada (microextragéo: BAUE (HLB), 16 h (1250 rpm),
pH 2,0; retroextracdo: ACN/MeOH (1/1, viv; 100 yL), 60 min sob sonicagao)
permitiu obter recuperacdes médias compreendidas entre 90,0 e 103,0 % tendo
o método evidenciado excelente linearidade (r> =2 0,9983) na gama de trabalho
compreendida entre 0,1, 0,2 ou 0,4 e 24,0 yg L. Foi ainda obtida boa precisédo
(RSD = 10,4 %) e alcangados LODs compreendidos entre 25,0 e 120,0ng L e
LOQs entre 83,0 e 400,0 ng L. A tabela 11.2 resume os dados relativamente a
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validacdo da metodologia.

O método desenvolvido foi
aplicado a matrizes aquosas,
incluindo amostras de aguas
provenientes de rio,
subterrénea, estuarina, mar e
ETARs (entrada, #1, e saida da
estacdo, #2). Foi aplicado o
SAM usando quatro niveis de
fortificacdo (4,0 a 16,0 pug L),
tendo sido obtido bom
desempenho analitico (r? =2
0,9930). Nas amostras de agua
de rio e subterranea, nenhum
dos farmacéuticos foi detetado
(< LODs). NAP

encontrava-se presente nas

Contudo,

amostras de agua estuarina
(0,11 £ 0,01 yg L) e da ETAR
#1 (2,00 + 0,30 ug L?), assim
como FUR na amostra de agua
do mar (2,30 £ 0,10 ug L?). A
mesma abordagem foi
igualmente aplicada a trés
amostras de urina. A primeira
provinha de um voluntario que
nao tinha consumido nenhum
dos farmacéuticos em estudo
(Uo). As restantes provinham
de voluntarios a quem tinham
sido administrado diclofenac na

forma de comprimido (U1) ou
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na forma de creme (Uz). Conforme esperado, nenhum dos farmacéuticos em
estudo foram detetados na amostra (Uo). Por outro lado, foi possivel quantificar
DCF nas amostras U1 e U2 com niveis de 177,30 + 3,00 uyg L*e 57,30 £ 1,00 ug
L1, respetivamente.

A figura 11.5b exemplifica cromatogramas parciais sobrepostos das
amostras de agua de mar (figura 11.5b1), ETAR #1 (figura 11.5b2) e urina U1
(figura 11.5b3), obtidos pela presente metodologia sob condigcdes experimentais

otimizadas, na qual é observada a ocorréncia vestigial de FUR, NAP e DCF

respetivamente.
:;"'” 222 nm Z3nm  ---288am  ——275 nm
al a2 a3 a4
40
NAP
0 DCE MFA
al
20
KET :.
5 ME
10 | FU
g . Aanh .. 38
] _....j%*-..,_:.__ _'_'_:..-;'_,_'-_._;.-":-N4 -'\—4----"-'-"-"" v wemsE = T T a4 a
1] 4 -] 12 16 20 min.
mAL Agua do mar
s Agua de ETAR #1
Urina (Uy)
i
NAP
0 T
b2
20
0 DCF
FUR b1 b3
ol b
0 4 8 12 16 20 min

Figura 11.5 — Cromatogramas obtidos de ensaios realizados em agua ultrapura fortificada a 4,0
ug L (a) a diferentes comprimentos de onda, assim como cromatogramas parciais obtidos de
ensaios realizados em amostra de 4gua do mar, de ETAR #1 e de urina Uz (b), por
BAE(Strata-X)-uLD/HPLC-DAD, sob condi¢des experimentais otimizadas. Adaptado de [29].
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11.7 Determinacdo de antibidticos sulfonamidas em matrizes reais [33]

A presenca de PPCPs no meio ambiente € uma questdo ecoldgica
emergente derivado do intenso uso em medicina humana e veterinaria. Os
antibioticos sdo uma classe importante de farmacos e, devido ao consumo
excessivo nas Ultimas décadas, assim como a eliminacdo de drogas néo
utilizadas, podem ser detetados a nivel vestigial em diversas matrizes
ambientais, nomeadamente aguas superficiais [34], da torneira [35] e residuais
[36]. A sua libertagdo no meio ambiente através das descargas das ETARS, pode
levar ao aparecimento de bactérias resistentes aos antibiéticos, prejudicando a
eficacia dos tratamentos antimicrobianos e causar problemas de saude publica.
Os genes resistentes aos antibiéticos presentes no ambiente podem ser
transferidos para os seres humanos através de redes de abastecimento de agua
e de alimentos, contribuindo para a respetiva proliferacéo [37]. As sulfonamidas
sdo uma classe de antibidticos sintéticos que contém o grupo sulfonamida e séo
atualmente os antimicrobianos mais empregada na medicina humana, sendo a
segunda classe mais utilizada em medicina veterinaria na UE [38].

O presente trabalho consistiu no desenvolvimento, otimizacao, validacdo
e aplicacdo da BAPE seguida de pLD e analise por HPLC-DAD para a
determinacao de trés sulfonamiadas (sulfametoxazol, SMX; sulfatiazol, STZ; e
sulfadimetoxina, SDM) e trimetoprim (TMP, um antibiético usualmente
administrado com sulfonaminas) em matrizes aquosas. As condicoes
instrumentais encontram-se descritas no anexo 1V.

A metodologia otimizada (microextracdo: BAUE(LiChrolut EN), 16 h (750
rpm), pH 5,5; retroextracdo: ACN/MeOH (1/1, v/v; 100 uL), 15 min sob sonicacgao)
permitiu obter recuperacdes compreendidas entre 63,8 e 84,2 %, tendo o método
evidenciado excelente linearidade (r> = 0,9958) na gama de trabalho
compreendida entre 0,16 e 8,0 ug L. Foi igualmente obtida boa precisédo (RSD
< 15,2 %) e alcangados LODs compreendidos entre 0,08 e 0,16 ug L' e LOQs
compreendidos entre 0,16 e 0,53 uyg L. A tabela 11.3 resume os dados da

validacdo da metodologia proposta.
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Tabela 11.3 — Recuperagdes médias, LODs, LOQs, gamas lineares e valores de r? obtidos para
0s quatro antibiéticos em estudo, por BAPE(LiChrolut EN)-uLD/HPLC-DAD, sob condi¢des
experimentais otimizadas.

o Recuperacao LODs LOQs Gama linear
Antibiético . L L r?
(% + RSD) (Mg L) (Mg L) (Mg L)
STZ 70,8+2,9 0,08 0,26 0,16 - 8,0 0,9966
TMP 63,8+1,5 0,16 0,53 0,16 - 8,0 0,9965
SMX 81,2+2,5 0,08 0,26 0,16 - 8,0 0,9958
SDM 84,2+1,9 0,08 0,26 0,16 - 8,0 0,9977

A metodologia proposta foi aplicada a matrizes de aguas da torneira,

estuarinas e de ETARSs. Foi aplicado o SAM usando quatro niveis de fortificagdo

(0,8 a 8,0 ug L), tendo sido obtido bom desempenho analitico (r? > 0,9869).

Contudo, nenhum dos antibiéticos estudados foram detetados nas amostras
estudadas (< LODs).

A figura 11.6 exemplifica cromatogramas de ensaios realizados em aguas

ultrapura e da torneira fortificadas a 8,0 pug L%, na qual é possivel observar boa

sensibilidade e seletividade.

812
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Figura 11.6 — Cromatogramas obtidos de ensaios realizados por BAUE(LiChrlout EN)-
MLD/HPLC-DAD, sob condi¢des experimentais otimizadas, a amostras de 4gua ultrapura (a) e

de agua da torneira (b) fortificadas a 8,0 ug L. Adaptado de [33].

223



11. QOutros trabalhos em colaboracdo

11.8 Nanotubos de carbono como nova fase sorvente para BAuUE [39]

Os nanotubos de carbono (CNTs, do inglés Carbon Nanotubes) e,
particularmente os nanotubos de carbono de multiplas paredes (MWCNTSs, do
inglés Multi-Walled Carbon Nanotubes) tém vindo a ser introduzidos como novos
nanomateriais, possuindo propriedades sorventes interessantes devido as suas
elevadas razdes éarea superficial/lvolume. O mecanismo de adsorcao entre
MWCNT e compostos organicos € principalmente atribuido a interagdes n-nt
entre as folhas de grafeno e os anéis aromaticos presentes nos compostos alvo.
Podem igualmente ocorrer ligagdes de hidrogénio, bem como interacdes
electroestaticas e hidrofébicas, derivados da presenca de varios grupos
funcionais (ex., -COOH, -OH, -C=0) [40]. Por outro lado, estes materiais
apresentam boa resisténcia mecanica, uma quimica superficial favoravel, com
elevado hidrofobicidade e excelente porosidade, o que facilita fenbmenos de
difusdo e de adsorcao, tornando-os altamente efetivas para uma ampla gama de
aplicacdes [41].

O presente trabalho consistiu no desenvolvimento, otimizagao, validacéo
e aplicacdo da BAUE revestida com MWCNTSs seguida de uLD e anélise por
HPLC-DAD para a determinacao de quatro farmacéuticos modelo (cetoprofeno,
KET; diclofenac, DCF; acido mefenamico, MFA; e gemfibrozil, GFB) em matrizes
de &gua. As condi¢des instrumentais encontram-se descritas no anexo IV.

A metodologia otimizada (microextragao: BAUE(MWCNTSs), 3 h (1000
rom), pH 2,0; retroextracdo: MeOH (100 pL), 30 min sob sonicagido) e
posteriormente aplicada a matrizes reais (agua potavel, de mar, de lago e de
ETAR), permitiu obter recuperacdes médias compreendidas entre 70,2 e 117,3
% usando trés niveis de fortificacdo, tendo o método evidenciado excelente
linearidade (r? 2 0,9914) na gama de trabalho compreendida entre 0,35 e 1000,0
ug L. Foi igualmente obtido bons valores para os ensaios de repetibilidade e
precisdo intermédia (RSD < 9,7 %) e ainda alcancados LODs compreendidos
entre 0,02 e 0,05 ug L't e LOQs compreendidos entre 0,08 e 0,16 ug L. A tabela
11.4 resume os dados das recuperacdes para diferentes niveis de fortificacao

obtidas nas diferentes matrizes analisadas.
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A figura 11.7 exemplifica cromatogramas obtidos de ensaios em agua de

ETAR fortificadas a 5,0 e 50,0 yg L, assim como sem fortificacdo, usando

BAUE(MWCNT)-uLD/HPLC-DAD, sob condi¢gbes experimentais otimizadas.

Tabela 11.4 — Recuperacdes médias (%,+ RSD) a trés niveis de fortificacdo (n = 4), assim como
valores de r?, obtidas para as amostras reais usando BAYE(MWCNT)-uLD/HPLC-DAD, sob
condicdes experimentais otimizadas.

r2 50pug L? 50,0 ug L* 300,0 pg L
Agua potéavel
KET 0,9995 84,7 +4,7 92,4 +3,1 87,2+4,3
DCF 0,9975 82,7+2,7 101,1+0,9 98,2+0,9
MFA 0,9997 89,7 +6,8 112,1+4,1 117,3+2,9
GFB 0,9966 70,4 +0,7 97,6 +0,3 89,7+4,8
Agua do mar
KET 0,9988 77,2+0,7 849+0,5 86,7 £0,8
DCF 0,9914 117,2+4,4 84,2 +6,6 107,8£0,2
MFA 0,9976 76,6 £5,2 1044 £1,3 835+2,7
GFB 0,9976 72,0+ 3,1 101,6+£2,1 94,0+£0,7
Agua de lago
KET 0,9959 81,0+1,9 88,9+0,8 94,8 + 3,7
DCF 0,9920 115,7+ 2,2 84,2 +6,6 1055+1,5
MFA 0,9951 73,8 +3,8 89,6 +2,7 90,6 +5,5
GFB 0,9909 70,2+45 98,2 +0,7 86,5 +0,3
Agua de ETAR
KET 0,9994 76,2+1,5 77,7+0,2 87,1£55
DCF 0,9987 75,9 +4,7 83,5+£0,6 94,4 £4,7
MFA 0,9991 86,5+1,2 105,0+1,8 108,0+ 3,4
GFB 0,9973 73,3+1,6 77,3+3,8 86,8 £4,3
KET
110 7 DCF
S I — Sem fortificagéo
- 707 MFA
Lsf{ N N 5,0 ug L-
30 1 —50,0 pg L-1
10 A
-10

Tempo (min)

Figura 11.7 — Cromatogramas obtidos de ensaios realizados em amostras de dgua de ETAR

fortificadas a 5,0 e 50,0 ug L1, assim como sem fortificagdo, usando BAUE(MWCNT)-

MLD/HPLC-DAD, sob condi¢des experimentais otimizadas.
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11.9 Determinacdo de antidepressivos triciclicos em matrizes de urina [42]

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, a depressao € uma
doenca mental comum e uma das maiores causadoras de incapacidade em todo
o mundo. Estima-se que a nivel mundial 300 milhdes de pessoas sejam afetadas
por esta doenga, com maior incidéncia nas mulheres do que nos homens. Os
antidepressivos podem ser eficazes no tratamento de depressdo moderada a
severa, ndo sendo contudo a primeira fase de tratamento. Esta inclui terapias,
como terapia cognitivo comportamental ou psicoterapia. As duas formas de
tratamento podem também ser combinadas. O tratamento depende do paciente,
assim como do tipo e da causa da depresséo [43]. Os antidepressivos permitem
gue pessoas com depressao consigam viver vidas praticamente normais, sem
quaisquer restricbes. Uma classe significativa destes farmacos sédo o0s
antidepressivos triciclicos (TCAs, do inglés Tricyclic Antidepressants). Contudo,
possuem uma estreita gama terapéutica (concentracdes plasmaticas
compreendidas entre os 50 e 300 ug L™?). Por outro lado, os efeitos toxicos dos
TCAs, i.e., sintomas como alta temperatura corporal, visdo enevoada, pupilas
dilatas, sono, confusdo, convulsdes, ritmo cardiaco acelarado e paragem
cardiaca, podem ser observados quando a concentracédo no plasma excede 500
ug L, podendo a morte surgir quando ocorrem concentracées acima de 1000
ug L7t [44-46]. Neste sentido, a monitorizacdo destes compostos é muito
relevante, dado que pode ajudar no controlo efetivo da farmacoterapia e da
intoxicacao por farmacos, na farmacologia clinica e na ciéncia forense.

O presente trabalho consistiu no desenvolvimento, otimizacao, validacao
e aplicacdo de dispositivos ngBAUE seguida de uLD e andlise por LVI-GC-
MS(SIM) para a determinacéo de cloridrato de amitriptilina (AMT), cloridrato de
mianserina (MIA), trimipramina (TRI), cloridrato de imipramina (IMP), mirtazapina
(MIR) e cloridrato de dosulepina (DOT) em amostras de urina. As condi¢cdes
instrumentais encontram-se descritas no anexo V.

A metodologia otimizada (microextragao: BAUE(ENVI-18), 16 h (990 rpm),
pH 12,0, 5 % NaCl (p/v); retroextracdo: ACN/MeOH (1/1, v/v; 100 pL), 30 min sob
sonicacao) permitiu obter recuperacées médias compreendidas entre 92,3 e
111,5 % para dois niveis de fortificacdo. A gama de trabalho foi compreendida

entre 10,0 e 1000,0 ug L, tendo sido obtido bons valores de precisdo (RSD <
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20,3 %) e exatidao (RE < + 20,4 %). Os LODs alcancados foram entre 0,2 e 1,6
hg L. Atabela 11.5 resume os dados de precisdo e exatidao intra e interdias a

quatro niveis de fortificagéo, obtidos pela metodologia proposta.

Tabela 11.5 — Valores exatid&o (%) intra (n = 6) e interdias (n = 18), assim como de repetibilidade
e precisao intermédia (+ RSD, %) usando quatro niveis de fortificacéo, obtidos por BAUE(ENVI-
18)-uLD/LVI-GC-MS(SIM), sob condi¢bes experimentais otimizadas.

Intra-dia Inter-dia

Fortificacao

TCA (Mg LY Exatiddo (%) + Precisdo (RSD, %)  Exatid&o (%) + Precis&o (RSD, %)
10,0 51 + 82 204 + 155
AT 50,0 55 + 46 50 + 89
500,0 17 + 48 29 £ 122
1000,0 48 + 87 -44 o+ 11,8
10,0 66 + 43 28 + 167
VIA 50,0 05 + 111 01 + 132
500,0 48 + 86 1,9 + 118
1000,0 01 + 89 25 + 1372
10,0 09 + 68 131 + 181
50,0 1,7 0+ 61 11,0 + 138
TR 500,0 57 + 48 13, + 9.2
1000,0 41  + 133 58 + 11,7
10,0 84 + 96 99 + 202
P 50,0 67 + 128 09 + 154
500,0 12+ 63 141 + 154
1000,0 05 + 11,2 134 + 155
10,0 13 + 151 159 + 199
VIR 50,0 133 + 09 145 + 21
500,0 65 + 6.0 129 + 121
1000,0 02 + 73 111 + 138
10,0 81 + 04 141 + 94
5ot 50,0 142 + 25 1,0 + 135
500,0 82 + 10,3 09 + 168
1000,0 20 + 72 82 + 101

A metodologia otimizada foi posteriormente aplicada a 52 amostras de
urina provenientes de uma empresa de andlises clinicas, tendo AMT sido

detetada numa das amostras (158,9 ug L1). A figura 11.8 mostra tracados de
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corrente idnica de amostras de urina controlo fortificadas a 100,0 yg L, assim

como de uma amostra de urina real, obtidos pela metodologia otimizada.

a
400000 - P
1
@ 300000 -
[&]
&
S 3
S 200000 -
Q0
< ) 4 6
100000 - 5
0 A J\Ju A
7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Tempo (min)
600000 1 b
500000 - 1
@ 400000 -
[&]
&
< 300000 -
C
3
< 200000 - PI
100000 J L
O A /\ ,.A‘
7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Tempo (min)

Figura 11.8 — Tragados de corrente idénica de uma amostra de urina controlo fortificada a 100,0
hg L (a) e de uma amostra de urina real (b), obtidos por BAUE(ENVI-18)-uLD/LVI-GC-
MS(SIM), sob condi¢Bes experimentais otimizadas. Adaptado de [42].

11.10 Conclusdes

As abordagens analiticas propostas tendo por base a técnica BAUE tém
vindo a demonstrar bom desempenho para a analise, tanto de contaminantes
emergentes, como de farmacos e substancias de abuso.

Fica assim demonstrado que as metodologias por BAUE apresentam

elevada eficacia e robustez, mesmo quando usada por diferentes operadores e
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em diversas aplicacdes, nomeadamente para a andlise vestigial de diferentes
classes de compostos (com propriedades fisico-quimicas distintas)
principalmente em matrizes aquosas, mas também em matrizes organicas (ex.,
diesel). Por outro lado, é claramente comprovado a enorme abrangéncia da
técnica BAUE, podendo ser aplicada em combinacdo com os mais variados

sistemas instrumentais, incluindo HPLC, GC e GCxGC.
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12. Conclusdes finais e perspetivas futuras

12.1 Conclusdes finais

A presente dissertacdo propde o desenvolvimento, otimizacédo, validagéao
e aplicacdo de metodologias inovadoras baseadas em BAuE para a
determinacado vestigial de contaminantes e substancias de abuso emergentes
em matrizes ambientais e bioldgicas.

Numa primeira fase, ficou demonstrado o grande potencial analitico da
técnica BAUE com recurso a misturas de fases sorventes para revestimento dos
dispositivos, seguida de uLD e analise por CE-DAD, na determinacgéo vestigial
de anti-inflamatérios ndo esteroides (acido salicilico, acido mefenamico,
diclofenac e naproxeno) em matrizes ambientais e biolégicas (urina). A
metodologia proposta demonstrou bom desempenho analitico e grande potencial
para incrementar a sensibilidade e seletividade de outras classes de compostos
prioritarios.

Posteriormente, a técnica BAUE foi igualmente aplicada na determinacéo
de micropoluentes organicos (diclofenac, 17a-etinilestradiol, 17p-estradiol,
carbamazepina e triclosan) em matrizes ambientais, em combinag&do com pLD e
andlise por HPLC-DAD. A abordagem desenvolvida mostrou ser uma alternativa
analitica a outras técnicas bem estabelecidas baseadas em microextracédo
estatica.

Foi igualmente proposta e desenvolvida uma metodologia analitica para a
determinacdo de compostos farmacéuticos (sulfametoxazol, triclosan,
carbamazepina, diclofenac, acido mefenamico, 17a-etinilestradiol, 173-estradiol,
estrona, gemfibrozil e acido clofibrico) em matrizes ambientais. Neste sentido,
foram preparados, caraterizados e usados materiais a base de hidratos de
carbono (i.e., hidrocarbonizados porosos), como fases inovadoras para
revestimento dos dispositivos BAJUE, seguido de pLD e analise por HPLC-DAD.
Uma vez mais, a técnica mostrou grande robustez e versatilidade, tendo as
novas fases evidenciado grande potencial para aplicacdes futuras.

N&o obstante a importancia da analise de contaminantes emergentes em
matrizes ambientais, existe igualmente elevada relevancia na determinacéo de
substancias de abuso em matrizes biologicas. Neste contexto, o0s
desenvolvimentos que se seguiram foram dedicadas a aplicacdo da BApUE em

matrizes de urina, plasma, soro e fluido oral.
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Inicialmente foi proposta, desenvolvida e validada uma metodologia
analitica para a determinacdo de canabindides sintéticos (AM-694, 5F-cumyl-
PINACA, MAM-2201, 5F-UR-144, JWH-018, JWH-122, UR-144 e APINACA) em
matrizes de fluido oral. A etapa de microextracéo foi seguida de uLD e analise
por HPLC-DAD. Aquando do enriguecimento, ao invés de ser usado 25 mL de
amostra, diminuiu-se este volume para 10 mL, tendo sido observado um
incremento, quer da eficiéncia, quer da cinética de equilibrio, uma vez terem sido
obtidos niveis de recuperacao consideraveis (> 80 %) para todos 0s compostos
alvo em apenas 3 h de tempo de microextracdo. A abordagem proposta
apresentou igualmente bom desempenho analitico, sendo ainda das poucas
metodologias baseadas em microextracdo para analise de canabindides
sintéticos em fluido oral.

A técnica BAPE, para além de evidenciar inUmeras vantagens, apresenta
contudo algumas limitacdes, particularmente no niumero de passos analiticos
envolvidos, na cinética de microextracdo, bem como na quantidade limitada de
amostras que podem ser preparadas em simultaneo. Estes fatores sdo muito
pertinentes, particularmente em caso da necessidade da analise de um elevado
ndamero de amostras em ambiente de rotina. Neste sentido, foi introduzido uma
nova configuracao experimental, a HT-BAUE. O apparatus proposto apresenta
tamanho reduzido, sendo amigo do utilizador e do ambiente, permitindo a
microextracao e subsequente retroextracao de até 100 amostras em simultaneo
recorrendo a banho ultrassonico, tanto para a etapa de enriquecimento da
amostra, como para a posterior etapa de pLD. Ao se recorrer a frascos de
amostragem convencionais para sistemas cromatograficos automatizados, foi
possivel realizar a microextracdo, retroextracdo e a consequente combinacao
com HPLC e/ou GC de forma simples e eficaz. Este novo ciclo analitico foi
inicialmente aplicado e testado na determinacao de benzodiazepinas (prazepam,
bromazepam, oxazepam, lorazepam, diazepam, alprazolam, temazepam e
loflazepato de etilo) em amostras de urina, soro e plasma. A fase de
microextracdo foi seguida de YLD e andlise por HPLC-DAD. Esta técnica foi
posteriormente aplicada na analise de nicotina e cotinina em amostras de urina,
seguida de pLD e analise por LVI-GC-MS(SIM), resultando num tempo de
preparacao de amostra de apenas ~ 2 min/amostra. Estas novas abordagens

analiticas provaram ser de facil utilizacdo, apresentaram custo-beneficio muito
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vantajoso e grande potencial para o trabalho de rotina, sempre que as aplicacdes
exijam tomadas de deciséo rapidas.

Embora o ciclo analitico HT-BAPE-pLD apresentasse desempenho
analitico satisfatorio, eram ainda necessarios até 150 min de microextragao para
maximizar a recuperagdo dos compostos alvo. Por forma a reduzir ainda mais o
tempo necessério para alcancar o equilibrio, foi utilizado um agitador orbital com
capacidade de operacao até 2200 rpm, no sentido de incrementar a cinética de
microextracdo. Esta nova modificacdo foi aplicada na anélise de cetamina e
norcetamina em amostras de urina, seguida de uLD em banho ultrassénico e
andlise por LVI-GC-MS(SIM). Os dados obtidos mostraram uma diminuigdo
substancial no tempo de microextracéo (apenas 30 min) usando velocidades de
agitacdo elevadas (1800 rpm). Com esta melhoria, a metodologia proposta
resultou num tempo de preparacdo ainda menor (apenas 0,45 min/amostra),
demonstrando o elevado rendimento da abordagem analitica desenvolvida.

Durante a presente dissertacéo, foi igualmente possivel realizar diversos
estudos cientificos em colaboracdo com investigadores dedicados a projetos de
licenciatura, mestrado e doutoramento. Estes trabalhos envolveram o
desenvolvimento, otimizacéo, validacao e aplicacdo de metodologias baseadas
em BAUE na andlise de varias classes de compostos em diversos tipos de
matrizes, em combinacdo com diferentes sistemas instrumentais. Os resultados
indicaram que todos os trabalhos se pautaram por resultados analiticos
significativos, demonstrando de forma inequivoca, a notavel abrangéncia,
versatilidade, eficacia e robustez da técnica BAUE.

Em suma, as metodologias propostas e desenvolvidas na presente
dissertacdo mostraram ser de facil manuseamento, amigas do utilizador e do
ambiente, assim como de inequivoco custo-beneficio, sem nunca negligenciar o
desempenho analitico. Por outro lado, o apparatus HT-BAUE provou ser uma
abordagem analitica rapida e conveniente, em particular para a analise em rotina
de um elevado numero de amostras.

Por fim, os métodos propostos, para além de validados, demonstraram
ser alternativas analiticas fiaveis na determinacao vestigial de contaminantes e
substancias de abuso emergentes em matrizes ambientais e biolégicas, tendo

sido nitidamente alcancados todos o0s objetivos inicialmente propostos.
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12.2 Perspetivas futuras

Como perspetivas futuras, propbe-se a aplicacdo das abordagens
analiticas desenvolvidas a outras classes de contaminantes e substancias de
abuso emergentes nas mais diversas matrizes ambientais e biologicas.

Sugere-se a preparacdo e aplicacdo de novos sorventes, incluindo as
fases a base de hidrocarbonizados porosos, liquidos i6nicos, MWCNTSs,
materiais magnéticos, zedlitos, etc. para revestimento em BAUE, por forma a
incrementar ainda mais a seletividade e/ou a sensibilidade em contexto vestigial.

Para trabalhos futuros, propde-se ainda, a miniaturizagdo do dispositivo
BAUE por forma a aumentar os fatores de concentracdo; a manipulacdo da
temperatura no sentido de incrementar a eficiéncia e a cinética de extracao; a
aplicacdo da técnica no modo headspace por forma a extrair seletivamente
compostos volateis/semivolateis, diminuindo eventuais efeitos de matriz; assim
como a combinacdo com outras técnicas de microextracdo, homeadamente a
DLLME, para incrementar a sensibilidade e a seletividade da metodologia, em
particular na andlise de matrizes com elevada complexidade (ex., amostras
biologicas). Propfe-se igualmente o aumento da razdo fase sorvente/amostra
por forma a melhorar as eficiéncias e cinéticas de extracdo, bem como a
realizacdo da otimizacdo experimental com recurso a abordagens multivariadas,
no sentido de avaliar, com maior detalhe, eventuais interagcdes conjuntas entre
os diferentes parametros avaliados.

Por ultimo, a combinacdo das técnicas propostas com sistemas hifenados
e/ou Tandem, ou mesmo com instrumentacdo de alta resolucdo, é uma
possibilidade que deve igualmente ser equacionada, no sentido de aumentar
ainda mais a seletividade e a sensibilidade, fundamentalmente na determinacgéo
vestigial de analitos desconhecidos em matrizes que evidenciem elevada

complexidade.
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Anexo | - Técnicas de separacédo

De modo a ser possivel a identificacdo dos componentes de uma mistura
(complexa), é necessério realizar a separagdo dos mesmos, particularmente
com recurso a técnicas de separacdo como as cromatografias ou a eletroforese

capilar. Estas tém vindo a ter grande aplicacédo em diversas areas da ciéncia.

A.l.1 Técnicas cromatograficas

A.1.1.1 Aspetos historicos

O termo “cromatografia” foi introduzido e utilizado pela primeira vez pelo
botanico russo Mikhail S. Tswett em 1906 no jornal da sociedade alema de
botanica. M.S. Tswett aplicou a técnica para separar diversos pigmentos de
plantas, principalmente clorofilas e xantofilas, através da passagem de solucdes
numa coluna de vidro empacotada com carbonato de sédio. As espécies
separadas apareciam como bandas coradas na coluna resultando assim o termo
“‘cromatografia” escolhido para o método (do grego “chroma” que significa cor e
“graphein” que significa escrita) [1-3].

As técnicas cromatograficas tém-se imposto como as principais técnicas
de separacdo devido a grande necessidade dos cientistas terem métodos
capazes de caraterizar diversos tipos de misturas complexas. A importancia
destas técnicas foi reconhecida pela atribuicdo do prémio Nobel da Quimica a
dupla A.J.P. Martin e R.L.M. Synge em 1952, pelo desenvolvimento tedrico da
cromatografia de particdo. Desde entdo, a cromatografia tem tido um papel
decisivo nas diversas descobertas cientificas. Com o intenso avanco tecnolégico
em instrumentacao para cromatografia em fase gasosa (GC) e cromatografia em
fase liquida de alta eficiéncia (HPLC), estas técnicas apresentam elevado
potencial ao nivel das separa¢fes finas. Estas encontram-se sob constante
desenvolvimento, sendo técnicas utilizadas em rotina em diversas areas, como
guimica, biologia, medicina, farmacéutica, ambiental, controlo de qualidade,

entre outras.
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A.1.1.2 Descrigdo geral e conceitos teoéricos

Por forma a compreender o método cromatogréfico é necessario ter em
conta uma série de conceitos basicos. Dado que existem atualmente dezenas
de manuais que descrevem 0s conceitos de cromatografia de forma exaustiva,
nesta seccao sera apresentado de forma resumida alguns dos aspetos teoricos
considerados mais relevantes [4-7].

A cromatografia engloba um conjunto de métodos de separag&o nos quais
0os componentes duma mistura se distribuem entre duas fases, uma fase
estacionaria solida ou liquida (fixada numa coluna ou numa superficie sélida)
através da qual é percorrida por uma fase moével, que pode ser liquida, gasosa
ou um fluido supercritico.

A separacéo resulta das diferencas de velocidade dos componentes
arrastados pela fase movel, ocasionadas pelas diferentes interagcdes com a fase
estacionaria, promovendo distribuicdes diferenciadas no equilibrio entre as fases
movel e estacionaria. As concentracfes relativas de um componente na fase
estaciondria (cs) e na fase movel (cm) relacionam-se através do coeficiente de

distribuicdo (K), dado pela equacéo (A.l.1.1):

K = CC—S (Al.1.1)
M

Quanto maior for o valor de cs, maior serd o valor de K, significando que
maior sera a interacdo com a fase estacionaria. Os componentes com um valor
de K elevado irdo mover-se mais lentamente ao longo da coluna, podendo assim
ser separados dos componentes com um valor de K mais baixo. Uma separacéo
nao pode ser efetuada sem haver diferencas na distribuicdo entre o0s
componentes. A migracdo diferencial dependera, portanto, das variaveis
experimentais que afetam a distribuicdo, isto €, das carateristicas das fases
movel e estacionaria envolvidas, assim como de outros fatores experimentais.

Considerando uma mistura de dois componentes, a separagdo numa
coluna so se efetuara se forem diferencialmente retidos pela fase estacionaria,
sendo necessarios volumes diferentes de fase movel para eluir cada

componente individualmente.
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Um composto nao retido sera eluido no tempo morto (tm), enquanto um
composto retido eluira posteriormente, atravessando a coluna num tempo de
retencao (tr) superior, sendo o tempo de retencao ajustado (te) 0 tempo que o

composto despende na fase estacionaria (figura A.1.1.1).

IR |
< >
e { |
(&] B r i 3 rl
3 |
5} |
= |
Q |
o :
=
8
N
Tempo —»

Figura A.l.1.1 — llustracédo do tempo morto (tm), de retencéo ajustado (te) e do tempo de
retencdo (tr) num cromatograma tipico. Adaptado de [8].

Uma medida do grau de retencdo € designada por fator de capacidade
(K’) que pode ser calculado a partir da equacéao (A.l.1.2), desde que a velocidade

de fluxo se mantenha constante:

tp—t
k= 22X (A.1.1.2)
tm

A separacao de dois compostos adjacentes pode exprimir-se através do
fator de separagdo ou de seletividade (a), que esta relacionado com a fase
estacionéria e condi¢des de operacdo, traduzindo-se pela razdo entre os fatores

de capacidade de dois compostos adjacentes, equacédo (A.1.1.3):

kr
a=—2L (A.1.1.3)
k/A
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Sendo a cromatografia um fenémeno de transferéncia de massa, a
eficiéncia de uma coluna cromatografica pode ser expressa pelo niumero de
pratos teoricos (N), e correspondente altura equivalente (H), grandeza que
exprime o namero de equilibrios que ocorrem durante a separacdo, sendo tanto
maior quanto maior for N, e que pode ser calculada pela equacédo (A.l.1.4), em

que W é a largura da base de um pico simétrico:
tr\2
N=16 X (—) (A.1.1.4)
w

Desta forma, quanto maior for o N, maior sera a eficiéncia e, portanto, o
potencial para separar dois solutos. O nimero de pratos teéricos depende do
comprimento da coluna e de H, podendo entender-se este Ultimo parametro
como o segmento da coluna no qual o soluto alcanc¢a o equilibrio termodinamico
entre as fases movel e estacionaria.

A teoria dos pratos tedricos possibilita uma descricdo aproximada da
separacao cromatografica. Contudo, na pratica, pode ocorrer o alargamento dos
picos ou bandas devido a diversos processos de transporte de massa, 0s quais
alteram a velocidade de migracdo das moléculas dos compostos no interior da
coluna cromatografica. Assim, a equagao de “Van Deemter’ resume os

fendbmenos que ocorrem na coluna e que contribuem para a dispersdo da banda:
B

H=A + u—+ Cu, (A.1.1.5)
X

Na equacgéo A.l.1.5, o termo A est4 relacionado com as diferentes vias
migratorias que um analito pode percorrer ao atravessar o empacotamento da
fase estacionaria, sendo significativo quando se usam colunas empacotadas e
desprezivel quando se usam colunas capilares abertas. A razédo B/ux resulta da
difusdo molecular longitudinal, ou seja, da dispersdo do soluto ao longo do
comprimento da coluna — maioritariamente por difusdo na fase movel, sendo
inversamente proporcional a velocidade linear. O termo Cux consiste no tempo
necessario para o equilibrio eluicdo/retencéo do soluto entre as fases mével e a

estacionaria, sendo diretamente proporcional a velocidade linear ou ao fluxo.
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O objetivo das aplicagdes cromatograficas consiste em separar todos 0s
componentes de uma dada mistura, sendo a medida de separacao entre dois
compostos designada por resolucao (Rs). Desta forma, pode recorrer-se a uma
expressdo que exprime a Rs em termos dos trés fatores fundamentais, ou seja,
seletividade (a), fator de capacidade (k') e eficiéncia (N), como € ilustrado na

equacao (A.1.1.6):

Rg = N X (“—_1) X (k—B) (A.1.1.6)

4 a k'g+1

Para qualquer pico com formato gaussiano ocorre separacao completa ou
resolucao entre eventuais picos adjacentes sempre que RS seja superior ou igual
als.

Genericamente, as técnicas cromatograficas podem ser classificadas
relativamente a forma fisica pelo qual as fases mével e estacionéria entram em
contacto. Isto é, numa forma planar, no qual a fase movel é mantida num prato
ou numa folha de papel e a fase moével move-se pela fase estacionaria por
capilaridade ou gravidade, ou em coluna, no qual a fase mével € mantida num
tubo estreito pelo qual a fase movel é forcada a passar sob pressao. No entanto,
outra classificacdo € possivel, tendo em consideracdo trés critérios,
nomeadamente a natureza fisica da fase movel, o suporte da fase estacionaria

e a natureza do mecanismo de separacao (figura A.l.1.2).

Classificagao

|
| 1 |

Mecanismo de Tipo de fase

Configuracéo

separacao movel
| : 1
—{ Adsorcao Planar Em coluna Cromatografia em fase
liquida
| Particio TLC — Cromatografia em fase
| | Cromatografia gasosa
em coluna
|| Troca Cromatografia || Cromatografia em liquido
iGnica em papel supercritico
Excluséo
molecular

Figura A.l.1.2 — Classificacédo dos principais métodos cromatograficos.
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A.1.1.3 Cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Na cromatografia em fase liquida em coluna classica, o0 movimento da
fase moével ocorre por acdo da gravidade, sendo a separacao lenta. No entanto,
com recurso a moderna instrumentacéo cromatografica, a cromatografia em fase
liguida de alta eficiéncia (HPLC) permite alcancar melhor resolucdo para além
da maior rapidez associada.

Os componentes béasicos de um sistema de HPLC s&o constituidos por
uma bomba que propulsiona o eluente proveniente de reservatorios, um sistema
de injecdo para a introducdo da amostra, uma coluna para separacdo e um
detetor que permite registar a separacgéo, controlados com recurso a software,
permitindo analise qualitativa e quantitativa dos analitos em estudo.

A figura A.l.1.3 ilustra um esquema de um sistema de HPLC convencional.
Utilizam-se ainda diversas vezes, como acessorios, coletores de fracoes,

dispositivos para condicionamento da coluna, entre outros.

Fonte de

hélio regulada I

Valvula de controle

de saida !
Parao
Amortecedor gescatis
de pulsos [—
Reservatorios \ Valvula de Valvula de
de solvente __/ Filtro controle drenagem
Sparger 4. Bomba de entrada -
enfrada
\ J
l Seringa de preparacao inicial
Valvula de mistura proporcional
Para o detector = : i W - e 11| et
Coluna Regulador de Filtro
Transdutor 5 2
. contrapressio
de pressdo

Valvula de injecao

Figura A.l.1.3 — Diagrama de blocos mostrando alguns dos componentes tipicos de um sistema
para HPLC. Adaptado de [8].
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Em HPLC, o(s) reservatério(s) para a fase movel devem ser o mais inertes
possiveis, equipados com um sistema que permita desgaseificar a fase movel,
uma vez que a analise pode ser prejudicada pela presenca de gases dissolvidos.

As analises cromatograficas por HPLC podem ser efetuadas mantendo a
composicao da fase moével constante ou variavel, designando-se por eluicédo
isocratica ou por gradiente, respetivamente. A fase movel € impulsionada por
uma bomba, sendo as reciprocas as mais vulgares, podendo o sistema de
funcionamento ser isocratico, binério ou quaternario.

No sistema de inje¢cdo, a amostra € introduzida com o auxilio de uma
seringa convencional e valvulas especiais que permitem grande precisdo e
exatidao. Existem dois modos de injecdo, o modo de injecéo “stop-flow” e 0 modo
de injegdo que consiste no sistema de “loop”, mais vulgarmente usado,
encontrando-se na atualidade automatizado.

E nas colunas cromatogréficas que é efetuada a separacdo dos analitos
da amostra. As colunas utilizadas em HPLC sao vulgarmente em aco inoxidavel
contendo um enchimento com particulas de diametro compreendido entre 3 e 5
pm. As colunas analiticas tém usualmente cerca de 5 a 25 cm em comprimento
e 3 a 5 mm de diametro interno. Dependendo do tipo de andlise ou amostras a
estudar, sdo por vezes usadas pré-colunas colocadas a entrada da coluna
analitica, que tém como finalidade aumentar o tempo de vida da mesma, retendo
eventuais impurezas. Consoante a polaridade das particulas usadas no
enchimento das colunas, estas podem ser classificadas em fase normal para um
enchimento com particulas de carateristicas mais polares, e em fase reversa,
para particulas com carateristicas apolares, sendo as dUltimas as mais
vulgarmente usadas e, na sua grande maioria, constituidas por metilo, octilo e
octadecilsilica, assim como de fenilo-hexilo.

Os compostos separados na coluna cromatografica sdo posteriormente
detetados por um dispositivo adequado. H4 uma grande variedade de sistemas
de detecdo que se baseiam tanto em propriedades fisicas como nas
propriedades quimicas dos solutos, podendo ainda basear-se na variacdo das
propriedades fisicas da fase mével como é, por exemplo, o indice de refracao.
Um dos detetores mais comuns em HPLC é o ultravioleta/visivel (UV/Vis),
podendo operar com comprimento de onda variavel ou maltiplo. Ultimamente, o

recurso a detetores por rede de diodos (DAD), cujo principio de funcionamento
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permite o varrimento espetral em simultaneo, obtendo-se vantagens qualitativas,
em particular para identificagdo. Outros detetores muito usados sdo a
fluorescéncia, eletroquimico, condutividade e, na atualidade, o acoplamento a
MS.

A.1.1.4 Cromatografia em fase gasosa (GC)

Em cromatografia de fase gasosa (GC), a fase mével consiste num gas
inerte que transporta a amostra através da coluna contendo a fase estacionaria
sem interagir com a mesma, sendo os gases normalmente utilizados o hélio, o
azoto e o hidrogénio. Um sistema de GC é basicamente constituido por um
injetor, uma coluna cromatografica inserida num forno e um detetor, controlados
por software adequado. A figura A.l.1.4 ilustra um esquema simplificado dos

componentes de um sistema de GC.
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Figura A.l.1.4 — Diagrama de blocos de um GC convencional. Adaptado de [8].

Para a introducéo da amostra em GC existem diferentes tipos de sistemas
de injecdo. Numa injecgdao tipica, a amostra liquida, ao ser introduzida no injetor,

€ vaporizada e misturada com o gas de arraste, empurrando os componentes da
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mistura para a coluna. Entre os modos de injecdo, os mais usados sdo 0s
sistemas por temperatura constante (isotérmica), com (split) ou sem (splitless)
reparticdo da amostra e o0 modo de vaporizagdo com temperatura programada
(PTV, do inglés Programmed Temperature Vaporization). No modo split, por
intermédio dum sistema de valvulas, somente uma parte da amostra €
introduzida na coluna, sendo a divisdo da amostra determinada por meio da
relacdo entre a quantidade de gas de arraste que deixa o injetor pela valvula de
split e o fluxo na coluna (razéo de split). No modo splitless praticamente toda a
amostra injetada € arrastada para a coluna, tornando-a apropriada para analise
vestigial de amostras complexas. O volume de injecdo usado no injetor
split/splitless € normalmente compreendido entre 0,2 e 2,0 uL. Por outro lado, o
modo de injecdo PTV oferece uma maior sensibilidade analitica devido a
possibilidade de injecdo de grandes volumes (LVI, do inglés Large Volume
Injection) de amostra (geralmente até 100 pL), sendo uma ferramenta importante
em analise vestigial. Na injecdo no modo PTV, a amostra € introduzida no injetor
frio (normalmente 10-40 °C, abaixo do ponto de ebulicdo do solvente), sendo o
arrefecimento realizado por ar comprimido ou azoto liquido. Apds a injecéo e
evaporacdo do solvente, a camara do injetor é subitamente aquecida a
temperaturas elevadas e os analitos da amostra transferidos quantitativamente
para a coluna, na qual ocorre a separacéo dos componentes da amostra.
Relativamente as colunas para GC, existem dois tipos, as de
empacotamento e as capilares, sendo que as capilares vem substituindo as
colunas de empacotamento face a elevada eficiéncia e resolucdo. As colunas
capilares sdo constituidas por um tubo de silica fundida, com revestimento
exterior em poliimida e a fase estacionaria a revestir a parede interna. As fases
estaciondrias liquidas mais utilizadas sao baseadas em polissiloxano, sendo que
o tipo e a percentagem de grupos substituintes diferenciam cada fase e ditam as
carateristicas de polaridade. O polidimetilsiloxano (PDMS), com carateristicas
apolares, é a fase estacionaria mais comum. As colunas capilares disponiveis
comercialmente tém cerca de 5 a 60 m em comprimento, com diametros internos
compreendidos entre 0,10 e 0,75 mm. Uma vez as interacbes dos analitos com
a fase estacionaria serem dependentes da temperatura, a coluna encontra-se
localizada dentro dum forno com temperatura programavel, podendo operar no

modo isotérmico ou em gradiente de temperaturas. O modo de operacdo mais
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utiizado é com rampas de temperatura, no qual ocorre aumento térmico
progressivo constante ou a diferentes velocidades e tempos distintos com
possibilidade de etapas isotérmicas no inicio, meio ou no fim da analise.

O ultimo componente essencial para operagdo do sistema de GC é o
detetor, que é responsavel pela emissdo do sinal, traduzindo a variacdo da
resposta em funcdo da composicdo e/ou propriedades dos componentes
eluidos. Atualmente, uma ampla gama de detetores esta disponivel conforme as
necessidades de aplicacbes pretendidas, destacando-se o0s detetores de
ionizacdo de chama, de condutividade térmica, de captura eletronica, de azoto-

fosforo e ainda o MS.

A.1.1.5 Cromatografia em fase gasosa-espetrometria de massa (GC-MS)

A cromatografia em fase gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-
MS) € uma das técnicas hifenadas mais utilizadas quer em estudos qualitativos
quer quantitativos de compostos presentes numa grande diversidade de
matrizes. Neste sistema, a amostra € introduzida no injetor de um GC, que apés
a separacao dos constituintes na coluna, entram na camara de ionizacdo onde
sdo bombardeados por um feixe de eletrdes, ocorrendo a sua ionizagédo e
posterior fragmentacdo. O conjunto de ides previamente formados € desviado e
acelerado na direcdo do analisador de massa por acdo de um campo elétrico,
onde sao separados de acordo com a razdo massa/carga (m/z). Os analisadores
de massa mais comuns sdo a armadilha de ides (“ion trap”), o quadrupodlo e o
tempo de voo. Os ibes separados séo transferidos para o detetor, genericamente
um multiplicador de eletrdes que apresenta um tempo de resposta rapido (da
ordem dos nanosegundos), capaz de adquirir elevadas correntes, utilizando uma
tensdo de aceleracdo a fim de transformar a corrente ibnica numa corrente
eletrénica suscetivel de ser medida, originando um gréfico (espetro) da
abundancia em funcdo da m/z. Na figura A.l.1.5 encontra-se representado o
processo de fragmentacado, de separacao e de detecdo de um espetrometro de
massa com recurso a quadrupolo. A grande vantagem da utilizacdo do
acoplamento da MS a um sistema cromatografico reside na sua capacidade em

responder a todos 0s compostos organicos volateis e semi-volateis. Quando
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opera no modo de varrimento continuo (“full-scan”) permite a identificacdo de
compostos em amostras desconhecidas com recurso a bibliotecas espetrais de
referéncia (ex., NIST e Wiley Mass Spectral Library, etc.). Quando o objetivo
reside na quantificagéo vestigial de compostos alvo, 0 modo de monitorizacéo
de ides selecionados (SIM, do inglés Selected lon Monitoring mode), permite
elevada sensibilidade e seletividade, tornando-se numa ferramenta analitica
muito poderosa.

> Multiplicador de
\ \\\  eletrbes
X
! \
— —
Separador de massas .~ | y/— N
/“"_,‘/ . 2/
"'/-/ — »;” 5
£ 140 n&o ressonante \ : .~ EletrGes

Dinodo de alta
energia

[N \  ldo ressonante
\
=1 \
’ Haste condutiva
|

Constante
K alternancia de

" Armadilha voltagem e
de eletrées radiofrequéncia

Figura A.l.1.5 — Representacéo esquematica de um quadrupolo usado habitualmente em
hifenacdo a GC. Adaptado de [5].

A.l.2 Eletroforese capilar (CE)

As separacdes eletroforéticas sdo baseadas nas diferencas de velocidade
segundo as quais as espécies com carga migram num campo elétrico. A técnica
foi introduzida na década de 1930 pelo quimico biofisico sueco A. Tiselius, tendo
sido galardoado com o Prémio Nobel em 1948 por seu trabalho em eletroforese
e “descobertas sobre a natureza complexa das proteinas séricas”. No entanto, o

grande avanco apenas aconteceu em 1981 por J. W. Jorgenson, na qual
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capilares de vidro foram aplicadas pela primeira vez em eletroforese, originando
0 nome que agora a técnica é conhecida: eletroforese capilar (CE, do inglés
Capillary Electrophoresis).

Na figura A.l.2.1 encontra-se uma representacdo esquematica de um
sistema convencional de CE. Neste, um capilar de silica fundida preenchido com
um tampao, tipicamente com um diametro interno entre 10 e 100 mm e com
comprimento de 40 a 100 cm, é estendido entre dois reservatérios com tampao
gue também contém elétrodos de platina. A introducdo da amostra é realizada
em uma das extremidades e a detecdo na outra. Um potencial de 5 a 30 kV é
aplicado entre os elétrodos. A polaridade desta alta voltagem pode ocorrer como
indicado na figura A.2.1 ou ser invertida para possibilitar uma separacao rapida

de anides.
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poliimida (15 pm de  Silica fundida

espessura) (330 um de diametro)
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interno de Capilar de silica fundida
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Figura A.1.2.1 — Aparelho convencional de CE. Adaptado de [5].
A introducdo da amostra é frequentemente realizada sob pressdo ou
vacuo (injecdo hidrodinamica), na qual uma extremidade do capilar € inserida

num frasco contendo a amostra. A introducado da amostra ocorre através de uma
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diferenca de presséo, sendo provocada pela aplicacdo de vacuo ou de presséo
no frasco da amostra. O tempo de injecao € de poucos segundos e a diferenca
de pressao deve ser da ordem dos mbar. Os volumes de injecdo em CE sé&o
muito pequenos, entre os 5 e 50 nL, sendo que volumes superiores podem
originar distorcdo do pico e perda de resolucao.

A migracdo dos componentes de uma mistura € induzida pela aplicacéo
de uma diferenca de potencial nos extremos do capilar. As espécies presentes
na amostra ao passarem no detetor originam um sinal em funcdo do tempo,
sendo denominado por eletroferograma. A migracdo eletroforética é sempre
acompanhada por um fluxo eletroosmatico (EOF, do ingés Electroosmotic Flow)
de determinada amplitude, e que contribui de forma passiva para o transporte
das espécies da amostra, ndo ajudando na sua separacdo. Ao contrario das
separacdes cromatograficas, em CE néo existe fase estacionaria, sendo que os
termos A e Cux(equacédo A.l.5) ndo poderéo ser aplicadas. Por essa razao, em
CE a dispersao de banda de banda é muito reduzida ocorrendo apenas (sob
condicdes ideais) devido a difusdo longitudinal, sendo possivel obter em rotina
50000-500000 pratos tedricos [5].

A separacdo em CE depende da velocidade de um ido (ver) quando

sujeito a um campo magnético (E):

14
VEr = UeE = Het (A.1.2.1)

em que V € a voltagem aplicada, L o comprimento da coluna e pe, @ mobilidade

eletroforética. Este termo pode ser calculado da seguinte forma:

o = — (Al.2.2)

© emnr

em que q é o numero de carga, n a viscosidade da solugdo e r o raio do ido.
Desta forma, a pe esta relacionada pela razdo massa/carga dos compostos. Um
ido menor ira migrar mais rapidamente do que um ido maior com a mesma carga,
enguanto no caso de dois ibes do mesmo tamanho, ira migrar mais rapidamente

0 que tiver maior numero de carga.

XV



Anexo |

Uma carateristica particular da eletroforese capilar consiste no EOF.
Quando uma alta voltagem é aplicada por meio de um capilar de silica fundida
contendo uma solugéo tampao, um EOF é geralmente produzido, causando uma
migracdo do tampao em dire¢do ao catodo. O EOF é produzido devido a dupla
camada elétrica que é formada na interface silica/solu¢do. A valores de pH
maiores que 3, a parede interna do capilar de silica encontra-se carregada
negativamente em virtude da ionizacdo dos grupos silanol (Si-OH) a sua
superficie. Os catides do tampdo agregam-se numa dupla camada elétrica
adjacente a superficie negativa do capilar de silica. Os catides na camada difusa
externa a dupla camada séo atraidos para o catodo e uma vez que estdo
solvatados arrastam o solvente com eles. Desta forma, mesmo que os analitos
migrem de acordo com as suas cargas, o EOF é normalmente suficiente para
arrastar todas as espécies positivas, neutras e negativas para a extremidade do
capilar, permitindo a separacao e detecao de todas as espécies em solucao.

Ao contrario do que acontece em separacdes cromatograficas, na qual a
aplicagcdo de pressao para fazer correr a fase movel origina um fluxo parabdlico,
em CE, o EOF cria um fluxo uniforme e planar, diminuindo a largura das bandas

e aumentando a eficiéncia do processo (figura A.1.2.2).

a Cc
~ . HPLC | e
N=4100 11 = 62000
Anodo | — | Catodo | -
Perfil da velocidade eletroosmética © 5 ‘
b (fluxo planar) 2% \
o o
[ | 33 | I
X 3 [
Presséo Presséo | |’ \
alta baixa o
| - | .f.—,'—’f’r — "| = Ar,". —
Perfil da velocidade hidrodinamica .
Tempo (min)

(fluxo laminar)

Figura A.l.2.2 — Representacao do perfil do EOF (a) e do fluxo induzido por presséo (b), assim
como as diferencgas de eficiéncia resultante dos mesmos. Adaptado de [5].
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Os detetores usados em CE séo similares aqueles descritos para HPLC,

nomeadamente de fluorescéncia, eletroquimico, de condutividade e, na

atualidade, o acoplamento a MS, assim como de detetores mais classicos como

o0 UV/Vis e o DAD. Neste ultimo, o percurso 6tico dos capilares para CE é muito

estreito, levando a diminuicdo da sensibilidade. Por forma a contornar esta

limitacédo foi desenvolvido modificacGes e dipositivos para estender o percurso

otico, através da utilizacdo de células em Z ou de capilares com bolha (figura
A.1.2.3).

/ e
= — C . Bola

b

vV

| i

Figura A.1.2.3 — Dois tipos de células utilizadas para aumentar a sensibilidade da detec&o por

UV/VIS ou DAD: células em Z (a) e capilares com bolha (b). Adaptado de [9].
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Anexo Il — Preparacdo e caraterizacdo dos HCs, assim como de CN1 e R

Os hidrocarbonizados porosos a base de glucose (HC-Glc), frutose (HC-
Fru) e sacarose (HC-Suc) foram preparados e caraterizados pelo grupo de
Adsorcdo e Materiais Adsorventes do Centro de Quimica e Bioquimica da
Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa (CQB/FCUL). Este grupo
também caraterizou os ACs comerciais CN1 e R.

A.ll.1 Sintese dos hidrocarbonizados porosos

A sintese dos HCs foi baseada no procedimento relatado por Fechler et
al. para glicose como fonte de carbono para a producdo de materiais
nanoestruturados com capacidade adsorvente [1]. Resumidamente, 11 g de
mistura eutéctica salina de LiCl/ZnCI2 (23 % molar LiCl) foram moidos e
homogeneizados num almofariz de agata, sendo depois adicionados 4,5 g de
hidrato de carbono (glucose, frutose ou sacarose). Esta mistura foi depois moida
até ser obtida uma solugcdo homogénea, sendo depois transferida para uma
autoclave de aco inoxidavel (35 cm?). Apds a adicdo de 2,3 mL de agua ultrapura,
a autoclave foi fechada, agitada vigorosamente e colocada numa estufa (Medline
Scientific Limited, modelo ON-02G, Reino Unido) pré-aquecida a 180 °C. O
tratamento hidrotérmico foi realizado durante 17 h, sendo depois a arrefecida até
a temperatura ambiente. Os HCs foram lavados com agua ultrapura até nao ser
possivel detetar anides de cloro (i.e. ndo ocorrer precipitacdo com a adi¢ao de
AgCl). Ap6s a lavagem, as amostras foram secadas a pressdo atmosférica,
moidas e peneiradas por forma a obter particulas com dimensdes < 0,297 mm,

sendo armazenadas em frascos de vidro a temperatura ambiente.
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A.ll.2 Caraterizacdo dos materiais de carbono

A.ll1.2.1 Caraterizacao textural

As propriedades texturais dos HCs e dos ACs comerciais foram
caraterizadas por adsor¢cdo de N2 a -196 °C num equipamento volumétrico
automatico (Micromeritics, ASAP 2010, Estados Unidos da América). Antes dos
ensaios de adsorgcao-dessorcdo de N2, as amostras (60-100 mg) foram
desgaseificadas a 120 °C durante a noite (~ 17 h) sob vacuo (pressdo < 10-2
Pa), por forma a remover 0s gases ou vapores que se encontrassem adsorvidos
a superficie dos mesmos. A area superficial aparente (Ager) foi estimada a partir
dos dados de adsorcdo de N2 na gama p/p® do grafico BET que assegura
interce¢ao positiva na ordenada do eixo BET (C > 0) e que nads (1-p/p0) aumenta
continuamente com p/p°[2,3], figura A.I1.2.1.
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Figura A.11.2.1 — Isotérmicas de adsorcao de N2 a -196 °C dos HCs e ACs comerciais.

O volume total de poros (Viotar) foi quantificado com a regra de Gurvich [4].
O volume de microporos (Vmicro) foi calculado com o método as tomando como
referéncia os resultados de isotérmica relatada por Rodriguez-Reinoso et al. [5].
O volume mesoporoso (Vmeso) corresponde a diferenca Viotai-Vmicro. A distribuicdo
de tamanho de poro na faixa de micro-mesoporos foi calculada a partir dos dados
de adsor¢édo de N2 usando o modelo 2D-LNDFT-HS [6], figuras A.ll.2.2a e b.
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Figura A.l.2.2 — Distribui¢des diferenciais (b) e cumulativas (c) de tamanho de poros obtidas do
método 2D-NLDFT-HS aplicado as isotérmicas de adsor¢éo de N2 dos HCs e ACs comerciais.

A.11.2.2 Caraterizagdo quimica

As propriedades quimicas da superficie dos HCs e dos ACs comerciais
foram avaliadas através da determinacdo do pHpzc, por titulagdo massica
reversa [7] empregando um medidor de pH Symphony SP70P (Estados Unidos
da América). Os espetros de infravermelhos de transformada de Fourier (DRIFT)
por reflectancia difusa dos HCs foram registados num espetréometro Nicolet
Magma-IR560 (Estados Unidos da América) equipado com um detetor de
telureto de mercurio e caddmio de alta sensibilidade (MCT-A) que opera a
temperatura criogénica. Cada espetro foi obtido usando as amostras em p6 sem
adicdo de KBr e corresponde ao acumular de 256 varreduras, registados com
uma resolugdo de 2 cm? na gama de 4000 a 650 cm™. A andlise térmica
(Setaram Labsys) foi realizada usando 15 mg de amostra sob fluxo de azoto a
50 mL min! até a temperatura final de 900 °C (a um ritmo de 15 °C min‘t). O teor
de cinzas do carvdo poroso derivado da glucose foi determinado no mesmo
equipamento apds exposicdo da amostra ao ar a 600 °C (50 mL mint) por 3 h
(massa constante). Na figura A.11.2.3 encontra-se representado os resultados

das analises por DRIFT e térmica para os trés HCs.
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A.1.2.3 — Espetros DRIFT (a) e perfis termogravimétricos (TG) e curvas derivadas
(DTG) (b) dos trés HCs.

A.11.2.3 Caraterizagdo morfologica

A morfologia dos HCs foi avaliada por microscopia eletronica de

varrimento empregando um aparelho Zeiss Supra 55 VP (Alemanha) usando

uma voltagem de aceleracdo de 5 kV e utilizando as amostras em po revestidas

com iridio.
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Anexo Il = Célculos realizados para comparar o efeito de cada parametro
testado para a otimizagdo das metodologias propostas

Por forma a maximizar as eficiéncias das metodologias desenvolvidas,
recorreu-se a uma estratégia de otimizacdo univariada. Esta servia para
comparar as recuperagdes obtidas por cada ensaio para se obter a melhor
resposta analitica.

Para os trabalhos que envolveram o uso de padréo interno, i.e.,
determinacdo de anti-inflamatérios ndo esteroides por CE-DAD, assim como
andlise de nicotina (e cotinina) e cetamina (e norcetamina) por LVI-GC-MS(SIM),

recorreu-se ao seguinte célculo de recuperacéo através da seguinte expressao:

S

Recuperagdo = =g+ x 100 (A.l11.2)

Asp1

>

w

onde Sa e Sapi representam, respetivamente, o sinal do composto e do Pl na
amostra. Ss e Sspi representam, respetivamente, o sinal do composto e do Pl na
solucéo padréao usada para fortificacao.

Para os restantes trabalhos recorreu-se ao seguinte calculo de

recuperacao através da seguinte expressao:
~ S
Recuperacio = s_A X 100 (A.lIl.2)
S
Por forma a averiguar a disperséo dos resultados, foi calculado e comparado o

desvio padrao (o) e o desvio padréo relativo (RSD, do inglés Relative Standard

Deviation) dos varios conjuntos de replicados, pelas seguintes expressoes:

n . —%)2
o= [E=0 100 (AIII.3)

RSD = g x 100 (A.111.4)

onde Xxi, X, e n, representam os valores individuais, assim como a média e o

numero dos valores dos replicados, respetivamente.
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Anexo IV — Condic¢des instrumentais empregadas para outros trabalhos em
colaboracéao (capitulo 11)

A.IV.1 GCxGC-MS

O sistema GCxGC-MS consistiu num cromatégrafo Shimadzu QP2010
Ultra (Shimadzu, Japao) equipado com um modulador criogénico ZX1-GCxGC
(ZOEX Corporation, Estados Unidos da América). Este modulador utilizava azoto
liguido (Linde Gases, Brasil) para o jato frio e azoto gasoso para o jato quente.
Uma coluna apolar DB-5 (5 % de grupos fenilo numa fase estacionaria de PDMS,
com 60 m x 0,25 mm @ x 25 mm de espessura de filme, Ohio Valley Specialty
Company, Estados Unidos da América) foi usada na primeira dimensdo. Uma
coluna mais polar DB-17 (50 % dos grupos fenilo em uma fase estacionéria de
PDMS, com 2,15 m x 0,18 mm x 0,18 pum de espessura de filme, J & W Scientific,
Agilent Technologies, Estados Unidos da América) foi usada na segunda
dimensédo. Diferentes programas de temperatura, periodos de modulacédo e
fluxos de coluna foram testados. Um injetor split/splitless convencional foi usado
a 280 °C, com um volume de injecdo de 1,0 pL no modo splitless. O programa
de GC iniciou-se a uma temperatura 70 °C (mantido por 2 min). De seguida o
forno foi aquecida até aos 200 °C (3 °C mint) e depois até 280 °C (5 °C min?) e
mantida por 3 min. O gas de arraste foi o hélio sob fluxo constante de 0,86 mL
min 1. A interface e a fonte de ionizacdo foram mantidas a 280 °C e o fluxo total
foi de 21,1 mL mint. As condi¢cdes do espetrémetro de massa foram: energia de
0,83 kV e varrimento continuo entre 45 a 300 Da, correspondendo a uma
frequéncia de 73,3 Hz. Um periodo de modulacéo foi de 4 s e tempo de jato
guente foi ajustado para 300 ms. O processamento de dados por GCxGC-MS foi
realizado via o software GC Image 2.2b1 (ZOEX Corporation), sendo a biblioteca
NIST-05 empregada para identificar carbazol com similaridade de pelo menos

90 %, sendo confirmado pelo tempo de retencdo do padréo analitico.
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A.IV.2 HPLC-DAD

O sistema de HPLC-DAD era constituido por um desgaseificador
(G1322A), uma bomba quaternaria (G1311A), um amostrador automatico
(G1313A), um compartimento da coluna termostatizado (G1316A) e um DAD
(G1315B). O registo de dados e controlo instrumental foram efetuados a partir
do software LC3D ChemStation (versdo Rev.A.10.02.1757; Agilent
Technologies). As separacfes cromatograficas foram efetuadas em colunas
Kinetex C18 ou Kinetex hexil-fenil (ambas com 150 x 4,6 mm, 2,6 um de tamanho
de particula; Phenomenex, Estados Unidos da América), ou ainda em colunas
Mediterranea Sea-18 (150 x 2,1 mm, 5 um de tamanho de particula;
Teknokroma, Espanha). As restantes condi¢cfes instrumentais para cada estudo
em colaboracdo descritas no capitulo 11 que empregaram HPLC-DAD
encontram-se descritas na tabela A.1V.2.1

Tabela A.IV.2.1 — Condi¢Bes experimentais utilizadas para anélise por HPLC-DAD para cada
estudo em colaboracéo.

Volume de Comprimento
Estudo em o Fluxo . )
N injecédo , Composigdo da fase movel de onda
colaboracéo (mL min)
(ML) (Amax, NM)
Eluente A: H20 com 0,1 % de
H3PO4
Eluente B: MeOH
] 0-2 min: 40 % B 222,230,258 e
a ’ )
Capitulo 11.6 10 0.5 2-13 min: 40-80 % B 275

13-18 min: 80 % B
18-21 min: 80-40 % B
21-25 min: 40 % B
Eluente A: H20 com 2,5 % de
CH3COOH
Eluente B: MeOH
Capitulo 11.7 ® 15 0,5 0-5 min: 20 % B 260
' ' 5-15 min: 20-30 % B
15-25 min: 30-95 % B
25-35 min: 95-20 % B
35-38 min: 20 % B
Eluente A: H20 com 2,5 % de

CHsCOOH

It Cc
Capitulo 11.8 20 0,5 Eluente B- MeOH 276

Isocratico com 80 % B

2Uma coluna Mediterranea Sea-18 foi usada para a separagéo cromatografica
® Uma coluna Kinetex C18 foi empregada para a separagéo cromatografica
¢Uma coluna Kinetex Hexil-fenil foi empregada para a separacéo cromatografica
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A.lV.3 GC-MS

O sistema GC-MS era constituido por um GC (Agilent 6890 Series)
equipado com amostrador automatico (Agilent 7683) e injetor PTV, acoplado ao
detetor seletivo de massas (Agilent 5973N). O registo de dados e o controlo
instrumental foram efetuados a partir do software MS ChemStation (G1701;
versao E.02.02.1431; Agilent Technologies). A coluna capilar utilizada foi uma
Zebron ZB-5 (30 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro interno, 0,25 ym de
espessura de fase estacionaria; 95 % dimetil, 5 % difenil polissiloxano) da
Phenomenex (Estados Unidos da América). A fase movel usada foi hélio de
elevada pureza (99,999 %, GASIN, Espanha) mantida no modo de presséo
constante (pressao meédia: 9,80 psi). As temperaturas da linha de transferéncia,
fonte de ionizacdo e quadrupdlo foram mantidas a 280, 230 e 150 °C,
respetivamente. Um PTV foi empregado em modo solvent vent usando um liner
com revestimento de 1& de vidro. Foi usado o modo de LVI, sendo a velocidade
de injecdo de 100 puL mint. Para o estudo descrito no capitulo 11.5, foi empregue
injecdo de 2 pL a 100 pL min"tno modo splitless (250 °C). Foi utilizado ionizacéo
eletronica (70 eV), operando na gama de massas compreendida entre 35 e 550
Da no modo de varrimento continuo, com uma corrente de ionizacao de 34,6 pA
e um potencial multiplicador de 1200 V. Na aquisi¢do do modo SIM, um grupo
de ides alvo foi monitorizado a diferentes janelas de tempo, definidas pelo tempo
de retencao correspondente, usando um tempo de permanéncia de 100 ms. Trés
ibes qualificadores e um quantificador foram escolhidos para cada composto, de
acordo com as carateristicas dos espetros de massa obtidos no modo full-scan
por comparacdo com o0 banco de dados espetrais da biblioteca de Wiley
(G1035B; Rev D.02.00; Agilent Technologies). A gravacao de dados e o controlo
instrumental foram realizados pelo software MSD ChemStation (G1701CA;
Versao C.00.00; Agilent Technologies). As restantes condi¢gbes instrumentais
para cada estudo em colaboragdo descritas no capitulo 11 encontram-se
descritas na tabela A.111.3.1. Os dados referentes aos tempos de retencéo e ides
monitorizados para os OCPs no estudo do capitulo 11.3, encontram-se descritos
na tabela A.111.3.2.
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Tabela A.1V.3.1 — Condi¢des experimentais utilizadas para analise por GC-MS para cada estudo em colaboragédo. Os ifes apresentados sao os qualificadores
e os quantificadores (a sublinhado).

Capitulo 11.3

Capitulo 11.4

Capitulo 11.5

Capitulo 11.9

Tempo de vent: 0,3 min;
Fluxo: 50 mL min-;

Tempo de vent: 0,3 min;
Fluxo: 50 mL min-;

Tempo de vent: 0,3 min;
Fluxo: 50 mL min-;

Parametros Pressao: 0 psi; Presséao: 0 psi; Injecdo em modo splitless Pressdao: 0 psi;
de injecao Fluxo de purga: 60 mL min' (2 Fluxo de purga: 60 mL min' (2 Volume: 2 uL Fluxo de purga: 60 mL min't (2
min) min); min);
Volume: 2 pL Volume: 20 pL Volume: 10 L
50 °C (0,4 min) até aos 320 °C 40 °C (0,35 min) até aos 320 °C o . .
Programade 50 oc mint, 3 min), 50 °C min (600 °C min', 3 min), 50 °C min’ 250 °C 80°C (0,45 min) até aos 280

injecéo

até aos 200 °C

até aos 200 °C

°C (600 °C min-?)

Programa do
forno

60 °C (1 min) até aos 130 °C
(50 °C mint, 1 min); 12 °C min+?
até aos 180 °C; até aos 240 °C
(7 °C min1); até aos 315 °C (12
°C min, 2 min);

tempo total: 24,39 min

150 °C (1 min) até aos 250 °C
(20 °C mint, 2 min);

tempo total: 8 min

60 °C até aos 180 °C

(30 °C min);

10 °C min-taté aos 300 °C (1
min);

tempo total: 18 min

80 °C (1 min) até aos 240 °C
(20 °C min, 5 min);

1 °C minaté aos 245 °C;
até aos 300 °C (20 °C min);

tempo total: 21,75 min

AMT: 12,91
Tempo de a-PVP: 8,90 1'\'/|FIQAI\ 11;’2123
retengéo Ver tabela A.IV.3.2 Irgarol: 5,60 a-PVT: 9,20 )
(min) MDPV: 12 20 IMP: 13,28
T MIR: 17,77
DOT: 15,96
AMT: 58, 202, 2015
I5es a-PVP: 77, 105, 126 MIA: 193, 220, 264

monitorizados
(m/z)

Ver tabela A.1V.3.2

Irgarol: 182, 238, 253

a-PVT: 84, 111, 126
MDPV: 121, 126, 149

TRI: 58, 249, 294
IMP: 58, 234, 280

MIR: 195, 208, 265
DOT: 58, 202, 295
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Tabela A.1V.3.2 — Tempos de retencéo e iBes monitorizados para os diferentes OCPs referente
aos estudo do capitulo 11.3 Os ifes apresentados sdo os qualificadores e os quantificadores (a
sublinhado).

OCPs Tempo de retencéo I6es monitorizados
(min) (m/z)
a-HCH 10,01 181, 183, 219
y-HCH 10,46 181, 183, 219
B-HCH 11,05 181, 183, 219
5-HCH 11,25 181, 183, 219
HCL 11,85 100, 272, 265
ALD 13,05 66, 263, 265
HCE 13,95 81, 353, 355
a-CLD 15,05 373, 375, 377
a-EDS 15,75 64, 195, 237
B-CLD 15,95 373, 375, 377
DDE 16,01 246, 248, 318
DIE 16,63 79, 81, 263
END 16,76 79, 81, 263
B-EDS 17,16 64, 195, 237
DDD 17,45 165, 199, 235
ENDA 17,55 67, 245, 345
ESS 18,23 272,274, 387
DDT 18,32 165, 199, 235
ENDK 19,39 67,317, 345
MCL 19,59 212, 227, 228
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