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RESUMO

Este trabalho foi desenvolvido como uma proposta inédita do uso de um
material biossorvente como fase extratora, em conjunto com a técnica recente
de preparo de amostra, a microextracdo em filme fino (TF-SPME) e o sistema
de 96-well plate. A cortica foi aderida sobre os pentes por meio de uma fita
adesiva e € um material de boa adsorcdo de compostos organicos, sendo
possivel determinar compostos como etil parabeno, bisfenol A, 4-
metilbenzilideno céanfora, 4-octilfenol e triclocarban. Esses contaminantes
possuem grande toxicidade aos organismos vivos, como o de seres humanos,
e sao provenientes de industrias e efluentes domésticos despejados em rios,
lagos, entre outros. Portanto, sua determinagdo e controle se mostra
necesséria. Desta forma, foi desenvolvido um método analitico e as condicdes
ideais foram tempo de extracdo de 3 horas, pH da amostra de 5,5, adicdo de
5% de sal (NaCl), tempo de dessorcdo de 20 minutos em uma mistura de
solventes de acetonitrila e metanol (1:1) e volume final de 300 pL. A separagao
e deteccdo dos analitos foi realizada em cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada ao detector por arranjo de diodos (HPLC-DAD), com corrida
cromatografica de 28 minutos. Os parametros de méritos determinados foram
limites de deteccéo entre 2 a 27 ug/L, os limites de quantificacdo entre 5 e 80
Mg/L, coeficiente de correcdo maiores que 0,99, ensaios de recuperacéo de 85
a 130% e precisdes de 3 a 6%.

Palavras-chave: Cortica, TF-SPME, 96-well plate, HPLC-DAD, contaminantes

emergentes.
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1 INTRODUCAO

Muitos experimentos necessitam de uma etapa prévia de preparo de
amostra para que as analises tenham resultados satisfatorios. O objetivo desta
etapa estd em concentrar e isolar os analitos e adiciona-los a uma matriz
compativel aos instrumentos analiticos. Consequentemente, melhora-se a

seletividade e a simplificacédo para determinacdo de diversos compostos.

No preparo de amostra sdo utilizados diversos materiais como fase
extratora, dentre os quais estdo os biossorventes. A cortica € renovavel e
biodegradavel e € um material promissor por apresentar boa adsorcdo de
compostos organicos. Além disso, € um revestimento que visa a quimica verde
por ser proveniente da casca de uma arvore, 0 que gera menos poluentes
ambientais, além de ndo ser necessario derrubar as arvores e a casca €

regenerada.

Uma técnica recentemente desenvolvida é a microextracao em filme fino
(TF-SPME), que tem por fundamento a alteragcdo da geometria em relacéo a
microextracdo em fase solida (SPME), tornando a extracdo mais eficaz. No
preparo de amostra, o tempo das extracfes se torna algo determinante, pois
com grandes quantidades de experimentos, a analise se torna muito demorada,
e assim, inviavel. Para corrigir este problema, um sistema foi desenvolvido para
se realizar 96 experimentos de forma simultanea, sendo denominado 96-well
plate. Este é ideal para se trabalhar em conjunto com a TF-SPME, o que
acarreta um menor tempo de analise laboratorial e, consequentemente,

aumenta-se a frequéncia analitica.

Este trabalho foi elaborado com o objetivo de usar um biossorvente
como fase extratora renovavel e biodegradavel, para a técnica de TF-SPME em
conjunto com o sistema de 96-well plate, o qual permite maior frequéncia
analitica, para a determinacdo de contaminantes emergentes. Sao eles: etil
parabeno, bisfenol A, 4-metilbenzilidéno canfora, 4-octilfenol e triclocarban em
amostra de agua de rio, sendo a separacdo e deteccdo realizada em
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao arranjo de diodos (HPLC-
DAD).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Preparo de Amostra

Métodos analiticos, em geral, necessitam de um tratamento prévio das
amostras para que se tenha éxito. O preparo de amostra é fundamentado na
dependéncia entre o analito e a matriz, onde consiste na concentracao e
isolamento dos analitos a niveis mais adequados, além de separa-los da matriz
da amostra e adiciona-los a uma nova matriz compativel aos sistemas

analiticos.12

Técnicas instrumentais tém sido cada vez mais desenvolvidas,
entretanto muitos equipamentos, dependendo da composicdo das amostras,
nao podem ter injecbes das mesmas em sua forma bruta, ou seja, de forma
direta, pois podem acarretar em interferéncias e incompatibilidade a estes
sistemas.? Portanto, é aplicado o preparo de amostra para aumentar a
seletividade, minimizar os efeitos de matriz, melhorar a detectabilidade e evitar

problemas maiores nos sistemas analiticos.!

Dentre os atributos pretendidos em técnicas de preparo de amostra,
ressalta-se a simplicidade em seu manuseio, a rapidez, o baixo custo, o
aumento da seletividade, miniaturizacdo, automatizagcdo para minimizacdo de
erros provocados por manipulacdo humana e consumo reduzido de solventes

organicos.?

Visando o desenvolvimento e miniaturizacdo das técnicas tradicionais de
preparo de amostra, busca-se torna-las mais eficientes e reduzir os
procedimentos que sdo agressivos ao meio ambiente e desde a década do
século XX até os dias de hoje, as técnicas de extracao tém sido melhoradas.
Dentre as principais, destacam-se as que tiveram 0 maior avan¢o, como a
microextracdo em fase sélida (do inglés, Solid Phase Microextraction; SPME) e
a microextracdo em fase liquida (do inglés, Liquid Phase Microextraction;
LPME), sendo esta segunda apresentando diferentes abordagens, como a
microextracdo em gota unica (do inglés, Single Drop Microextraction; SDME), a
microextracdo liquido-liquido dispersiva (do inglés, Dispersive Liquid-Liquid

Microextraction; DLLME), a microextracdo em fase liquida suportava com fibra



13

oca (do inglés, Hollow Fiber-Liquid Phase Microextraction; HF-LPME) e a
microextracdo com gota organica solidificada (do inglés, Solidification of

Floating Organic Drop Microextraction; SFODME).*

2.1.1 Microextracdo em Fase Solida — SPME

A extracdo em fase sélida (do inglés, Solid Phase Extraction; SPE) é
baseada na extracdo dos analitos a partir de uma superficie sélida e a
dessorcdo dos mesmos € feita por meio térmico ou com uso de solventes.
Entretanto, apresenta desvantagens como tempo de andlises longos e
substituicdo dos cartuchos o que eleva seu custo, além dos mesmos serem
construidos de plastico onde pode ocorrer a adsor¢cdo do analito, aumentando

interferéncias no estudo.®

A microextracdo em fase solida (SPME) foi desenvolvida e proposta por
Pawliszyn e seu grupo, em 1990, mantendo as vantagens da SPE, como
reducdo do tempo de extracdo e uso de quantidades menores de solventes.®
Além disso, apresenta propriedades como simplicidade de operacao,
independéncia no uso de solventes organicos, automatizacdo completa e facil
conexao a sistemas analiticos, principalmente aos cromatégrafos a gas (GC) e
liquido (HPLC).®

A parte instrumental da técnica consiste de um amostrador como suporte
para o bastdo de fibra Optica, constituido de silica fundida, sendo a
extremidade da fibra revestida com a fase extratora que € selecionada de
acordo com os analitos a serem trabalhados. A partir de uma ranhura em
formato Z, a fibra pode ser exposta ou retraida. A superficie das fibras de
SPME possuem geometria cilindrica definida e s&o menos complexas do que
os cartuchos de SPE, sendo a instrumentacao basica para técnica apresentada

na Figura 1 a sequir.”
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Figura 1 - Sistema instrumental para SPME.
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(FONTE: ADAPTADO DE SIGMA ALDRICH, 2016).8

Diferentemente das técnicas classicas de extracdo, a SPME € néao

exaustiva, ou seja, apenas uma parte dos analitos sédo extraidos. Ela apresenta

dois modos principais de extracdo, a imersdo direta (DI) utilizada

principalmente para analitos

gue possuem baixa volatilidade ou amostras que

nao contenham material particulado capaz de decompor a fibra, e o headspace

(HS) utilizado para analitos de alta e média volatilidade e matrizes com material

particulado que pode acarretar em danificacdo da fibra, sendo ambos

apresentados na Figura 2.7

Figura 2 - Representacdo dos modos de extracdo para SPME. a) DI-SPME e

em b) HS-SPME.
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(FONTE: DIAS, 2015).°
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No modo de imerséo direta, utilizado neste trabalho, a quantificacdo da
técnica de SPME se baseia na quantidade de analito extraido através do
equilibrio de particdo existente entre as fases extratora e da amostra sob
condicBes otimizadas previamente. Quando ocorre o equilibrio da concentracéo
dos analitos entre a amostra e a fibra, a extracdo € tomada como completa.
Célculos descrevem este processo, onde inicialmente se tem a concentracao
do analito em equilibrio na amostra e na fibra, através da constante de
distribuicdo Kss (equagéo 1):°

i
Kfs = (1)
Concamostra S Concf:bra $
Conforme lei de conservacdo das massas, tem-se no sistema de

equilibrio descrito pela equacéo 2:
CoVe = C2Vi+ PV (2)
Onde cada variavel representa:

Co = concentragao inicial do analito

V. = volume da amostra

Cs= concentracao no equilibrio do analito na amostra

Cf” = concentragdo no equilibrio do analito no recobrimento da fibra

V¢ = volume do recobrimento da fibra

Rearranjando a equacéo (1), para isolar a concentracéo no equilibrio do

analito na amostra, tem-se (equagéao 3):

Substituindo-se a equacao (3) na equagao (2), tem-se (equacao 4):

Cr Vs .,_
G = L=+ Gy
KesCoVe = GV + KpsCoVy
KesCoVs = G (Vs + KpsVy)
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_ CFVs+ KpsCrvy

CaVe =
0's Kfs
s KfsV.
Cf' il r—— 55 - 4)
fs f+VS

Através da relagdo entre concentracdo e numero de mols, tem-se
(equacao 5):

o HE e
Cf_Vf )

Onde:

ng = numero de mols do analito no equilibrio
extraido pelo recobrimento

Por fim, substituindo-se a equacéo (5) na equacao (4), tem-se (equacao
6):

Ve O Kpsvy + Vs

ny = CO% (6)

Nestas equacOes descritas matematicamente e principalmente as
equacbes 4 e 6, indicam a massa de analito que foi sorvida posterior ao
equilibrio ter ocorrido. Como o ns € proporcional a concentracao inicial do
analito na amostra, € possivel realizar a quantificacdo do método com a técnica
de SPME.?

A SPME apresenta muitas vantagens descritas anteriormente,
entretanto, possui algumas limitagdes, sendo uma delas a fragilidade da silica
fundida, quebrando-se facilmente, o pequeno volume da fase extratora que é

proveniente de sua forma cilindrica e também um tempo de vida limitado. Para
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superar estes problemas, uma técnica derivada vem sendo desenvolvida, a

microextracdo em filme fino (do inglés, Thin-Film Microextraction; TF-SPME).°

2.1.2 Microextragdo em Filme Fino - TFME

A TF-SPME foi introduzida por Pawliszyn et. al. (2003), com o objetivo
de tornar o método mais sensivel. Baseada principalmente na mudanca de
geometria cilindrica presente na SPME, a TF-SPME modifica propriedades

significativas no que se refere a melhora na extracdo dos analitos.%12

Com uma geometria retangular e em forma de uma pelicula fina, a TF-
SPME apresenta uma espessura da fase extratora menor em relacdo a SPME,
0 que por sua vez acarreta em uma area superficial maior da fase extratora.
Esta configuracéo permite que o tempo de extracdo dos analitos seja reduzido
ao passo que a quantidade extraida seja maior, sendo na Figura 3 apresentada

as peliculas utilizadas em TF-SPME.*?

Figura 3 - Geometria retangular para as peliculas de TF-SPME com tamanhos
de 1 cm de altura e 2 mm de largura.

(FONTE: MIRNAGHI, 2012).14

De forma simplificada e como apresentado no item 2.2, a matematica
realizada para determinacdo da quantidade de analito extraido na forma de
imersdo direta, se aplica para a TF-SPME. E possivel avaliar os parametros

gue sao alterados conforme a equacao 6:



18

! 0 KVt Vs

Ao aumentar o volume da fase extratora, Vi, aumenta-se a quantidade
de mols de analito extraido pelo recobrimento, o que € representado pela
proporcionalidade do n; e também da concentracdo inicial do analito na
amostra, Co, provando a melhora na eficiéncia da extracdo e também

demonstrando a quantificacédo da técnica.!3

Recentemente, com o avango e desenvolvimento da TF-SPME, uma
instrumentacéo foi aplicada juntamente com esta técnica, o sistema de 96-well

plate.14

2.2 Sistema de 96-well plate

Muitas vezes o0 preparo de amostra tende a ser demorado. A
automatizacdo permite que as etapas de preparacdo sejam facilitadas e
também as torna mais rapidas. Recentemente, um sistema foi desenvolvido
para a utilizacdo da SPME, principalmente no formato de filmes finos, que sao
caracteristicos da TF-SPME.*®

O sistema de 96-well plate € composto de um amostrador automatico ou
manual e seu objetivo é a extracdo simultanea de até 96 amostras.!? Através
de conjunto de espacos, denominado pocos, com volumes de até 2 mL,
introduz-se a amostra contendo os analitos. Em uma escova, contendo 96
pinos, sao incorporados os filmes da fase extratora, estando presentes em
cada pino. Também pode ser realizada a etapa de dessorcdo, sendo
introduzido um solvente em pocgos contendo volumes de 0,5 mL, imergindo-se
as peliculas de fase extratora para a dessorcdo dos analitos. Na Figura 4 estéo

apresentadas as principais partes para um sistema manual de 96-well plate.1*
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Figura 4 - a) Sistema manual 96-well plate; b) pinos contendo o filme fino da
fase extratora; c) escova contendo as 96 laminas; d) pocos para introducédo da

amostra.

(FONTE: AUTORIA PROPRIA, 2016).

Esta instrumentacdo permite que as analises se tornem mais rapidas, ou
seja, a frequéncia analitica aumente, e também pode ser utilizada em conjunto

com a cromatografia liquida de alta eficiéncia.3

2.3 Biossorventes

A biomassa é definida por toda a matéria organica proveniente de
origem animal, vegetal ou microbiana, sendo seus materiais provenientes de
acOes naturais ou artificiais. Esses materiais sédo capazes de realizar processos
de biossorgéo, onde nestes estdo presentes macromoléculas contendo grupos
funcionais capazes de interagir de forma fisico-quimica por diversos
procedimentos, como sorgéo, complexacgao e troca ibnica.61”

Este tipo de revestimento vem sendo desenvolvido como alternativa ao
uso de revestimentos comerciais empregados em técnicas de microextracéo,
como por exemplo a microextracdo em fase solida, SPME. Baseado nisso,

nosso grupo introduziu um novo tipo de biossorvente, a cortica.’
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2.3.1 Cortica

Proveniente da casca externa, ou sobreiro, da arvore Quercus Suber L,
sendo produzidas rolhas utilizadas comercialmente e o pé utilizado neste
trabalho, apresentados na Figura 5. A cortica possui diversas propriedades,
sendo em sua composi¢cdo uma gama de compostos, principalmente, suberina
com 40% e lignina com 22%, dois biopolimeros hidrofébicos, além de 20% de
polissacarideos, com énfase para a celulose e hemicelulose com carater

hidrofilico, e 15% de ceras e outros extrativos presentes.*®

Figura 5 — (A) Rolhas produzidas a partir do sobreiro e (B) p6 de cortica
utilizada na técnica de TF-SPME.

(B)

(FONTE: AUTORIA PROPRIA, 2016).

A cortica ja foi empregada em diversos trabalhos, dentre eles a
determinacdo de hidrocarbonetos aroméaticos policiclicos em amostras de
aguas de rios!’ e pesticidas organoclorados em amostras aquosas?'® utilizando
a técnica de SPME em ambos, e parabenos, benzofenona e triclocarban em
amostras de agua em conjunto com a técnica de microextracdo adsortiva em

barra (do inglés, Bar Adsorptive Microextraction; BAUE).?°

O seu estudo e aplicacdo tem crescido principalmente por apresentar
diversas qualidades, dentre as quais é um material leve, viscoelastico,
impermeavel a liquidos e gases, bom isolante térmico, acustico e elétrico, e
além disso, é natural, renovavel e biodegradavel. Por estas peculiaridades, tem
sido utilizada em diversas técnicas onde foi possivel determinar que possui
uma boa adsorcdo de compostos organicos poluentes, devido sobretudo a

presenca de lignina em sua composicao e também pela presencga de poros em
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sua estrutura, apresentados pela microscopia eletronica de varredura na Figura

6 abaixo.18:21

Figura 6 - Representacdo dos poros através de microscopio eletrénico de
varredura (SEM), nas direc6es nao radial (NR direction) e radial (R direction).

e e

500 pm "

Direcdo NR Estrutura da Cortica 3D Direcdo R

(FONTE: FERNANDES, 2015).%¢

Com a heterogeneidade de sua composicéo e estrutura, a cortica € um
material promissor, pois além de suas propriedades atrativas, este sorvente é
ecolégico o que propicia o desenvolvimento de um novo revestimento em
diversas técnicas de preparo de amostra e também visa a quimica verde, ou
seja, causa um menor impacto ambiental, pois além de ser suas propriedades

ja descritas, as arvores nao séo derrubadas, sendo a casca renovada.'®

2.4 Contaminantes Emergentes

Os contaminantes emergentes sao definidos como substancias naturais
ou sintéticas que tem potencial danoso tanto ecologicamente quanto para a
salide dos seres humanos.?? O consumo destes compostos tem crescido muito

nos ultimos anos dentro das inddstrias.?3

Devido a demanda industrial destes poluentes, a poluicdo de aguas de
rios e lagos tem se tornado cada vez maior. O foco em pesquisas em aguas
destes locais tem crescido, pois a maior parte destes poluentes apresenta

caracteristicas hidrofobica o que acarreta na bioacumulagdo no ambiente.
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Dentre os principais problemas causados por estes contaminantes, esta
em efeitos relacionados ao desregulamento enddécrino, portanto sua
determinacdo e controle € importante referente a potencialidade quimica que

estes possuem.?324

Muitas dessas substancias sao utilizadas em diversas formas na
industria, tais como plastificantes, sendo o bisfenol A e o 4-octil fenol,?>28
conservantes como o etilparabeno,?® filtros U.V. como a 4-metibenzilideno

canfora?’ e agentes antissépticos com a triclocarban.*°

O bisfenol A (BPA) ou 2,2-bis(4-hidréxifenil) propano é sdlido a
temperatura ambiente e € mais comumente utilizado como um intermediario na
manufatura de produtos policarbonatos e de resinas epdéxi em enlatados. O
BPA é apontado como um desregulador endécrino em humanos, podendo

causar problemas reprodutores, carcinogénicos e mutagénicos.?®

O etil parabeno (EtP) ou 4-hidroxibenzoato de etila tem como funcéo de
conservante em alimentos, cosméticos e produtos de higiene pessoal. Estudos
recentes tém sugerido um potencial carcinogénico e atividade estrogénica
desse composto dentro do organismo humano, além de ser apontado como um

desregulador enddcrino.?®

A 4-metilbenzilideno canfora (4-MBC) é muito utilizada em filtros
ultravioletas (UV), sendo causador de efeitos agudos e cronicos, principalmente
influenciando na fertilidade e reproducéo de peixes e invertebrados.?’

O 4-octilfenol (4-OC) é um plastificante utilizado na producéo de garrafas
plasticas, materiais de embalagem alimenticia e téxtil.?® Esse composto tem
poder de bioacumulagéo, sendo que sua acumulacdo no organismo desregula
a producdo hormonal, afetando principalmente a atividade reprodutora em

animais.?°

7

A triclocarban (TCC) ou triclorocarbanilida é um antibactericida
adicionado a diversos produtos utilizados em residéncias, como em xampus,
sabonetes, cremes enxaguantes, bucais e dental. Pouco se sabe a respeito
dos riscos da bioacumulagdo deste composto nos organismos, porém estudos

recentes revelam que a degradacdo do mesmo gera produtos carcinogénicos.3°
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A estrutura dos analitos descritos anteriormente esta na Figura 7 abaixo:

Figura 7 - Estrutura dos analitos.

OH
i Lo
|
!

Etil Parabeno Bisfenol A

0

4-Metilbenzilideno Cénfora

Cl Cl
el YFSRENTS DS

4-Qctilfenol Triclocarban

(FONTE: AUTORIA PROPRIA, 2016).

Na Tabela 1, estdo descritas algumas das propriedades de cada um dos
compostos, sendo a classe a que pertencem, a legislacdo para a concentracéo
maxima permitida em aguas de rios segundo a norma europeia de 20123, o
pKa e o coeficiente de particdo octanol/agua como logaritmo (log Kow) que
relaciona o equilibrio de distribuicdo de um composto em um meio aquoso,

sendo agua, ou em um meio organico, sendo octanol.3?
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Tabela 1 - Propriedades dos compostos de estudo.

Analito Classe Limite pKa Log Referéncia
Kom
BPA Plastificante - 9,6 2,20 33
EtP Conservante - 7,88 2,49 34
4-MBC Filtro solar - - 5,92 35
4-OP Plastificante 40,01 10,31 550 32,36, 237
ug.L*
TCC Antisséptico - 12,77 4,90 38

(FONTE: AUTORIA PROPRIA, 2016).

A analise dessas substancias tem sido um importante desafio para os
analistas devido a transformacé&o em produtos com maior toxicidade do que o0s
de partida, além de serem encontrados em concentracdes muito baixas,
fazendo-se necessario um preparo de amostra para que seja realizada uma
pré-concentracdo destes analitos, onde otimizacfes séo realizadas para que
seja possivel se obter a melhor determinacdo e possivel controle destes

contaminantes em aguas de rios.?3%7

2.5 Otimizacao de Técnicas Analiticas

A otimizagdo € empregada para aperfeicoar o desempenho de um
sistema, produto ou processo, onde tem como objetivo se obter a maxima
eficiéncia. Em um método analitico, esta etapa € importante para se determinar

as condicdes ideais e se obter as melhores respostas.3°

Em quimica analitica, a maior parte das otimizacdes sdo realizadas de
forma univariada. Sendo assim, os parametros sdo avaliados de forma

sequencial, um por vez, até se obter a resposta experimental. Entretanto, esta
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forma de andlise apresenta desvantagens, como por exemplo, a nao
possibilidade de avaliar a influéncia entre as varidveis estudadas, o que pode
acarretar em uma resposta incorreta devido a nao retratar os efeitos completos
entre elas. Além disso, é desfavoravel trabalhar com otimizacdo univariada,

pois se gasta tempo e consumo de reagentes em maior quantidade.®

Para correcdo e minimizacdo desses problemas, foram introduzidas
técnicas estatisticas multivariadas, sendo a mais utilizada as metodologias de
superficie de resposta (do inglés, Response Surface Methodologhy, RSM).
Este método baseia-se em modelos matematicos empiricos, onde através de
equacBes polinomiais, os dados experimentais sdo tratados de forma

simultanea, sendo assim, pode-se avaliar a influéncia de diversas variaveis.*°

Critérios como, boas estimativas dos coeficientes, minimizacdo do
namero de experimentos e fornecer respostas a respeito das influéncias de
cada variavel, compdem um bom planejamento experimental. Um dos

exemplos é o planejamento Doehlert.*°

O planejamento ou matriz Doehlert € um método bastante til para
experimentos de segunda ordem, ou seja, que envolvam a avaliacdo de dois
parametros simultaneamente. Sua representacdo é feita em forma de um
hexadgono, composto por 6 pontos em seus Vvértices e um ponto central, sendo
as variaveis estudadas apresentadas nos eixos, em que x1 € avaliado em 3

pontos e x2em 5 pontos conforme apresentado na Figura 8.3940

Figura 8 - Planejamento Doehlert.

X

(FONTE: ADAPTADO DE BEZERRA, 2008).%°
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Outra metodologia de superficie resposta que pode ser utilizada € a
mistura ternaria, apresentada na Figura 9. Neste tipo, o design é constituido
por uma superficie triangular, onde a condicdo O6tima determinada pela
influéncia das componentes € escolhida em um ponto dentro da superficie,
sendo os 3 vértices as 3 variaveis estudadas. Este tipo de superficie é
comumente utilizado quando se deseja avaliar a influéncia de solventes em

parametros do método.*!

Figura 9 - Superficie triangular.

x1=1 x2=1

(FONTE: NETO, 2001).4

2.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Como técnica de separacao deste projeto, foi utilizada a cromatografia
liguida de alta eficiéncia (do inglés, High Performance Liquid Chromatography;
HPLC). Este instrumento se tornou indispensavel nos laboratérios, pois €
determinado pelo seu amplo uso na separacdo e determinacdo de uma gama

de compostos, desde organicos a inorganicos.*?

A fundamentacdo do HPLC se da principalmente pela interacdo do
analito com a fase estacionéria, que esta finamente dividida e preenchendo a
coluna de separacdo, e com a fase movel liquida, que apresenta altas vazfes

de solvente acarretando altas pressdes. Por meio deste equilibrio entre as duas
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fases e de acordo com a particdo dos analitos € possivel separar e determinar

as espécies presentes na amostra estudada.*?

Dentre os principais tipos de mecanismos de separacdo e fase
estacionaria, a cromatografia liquida pode ser classificada em particdo ou
liquido-liquido, adsorcédo ou liquido-solido, troca ibnica ou de ions, exclusao,
afinidade ou quiral.*> Neste trabalho foca-se na cromatografia liquida de alta

eficiéncia por particéo.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia por particdo € a mais utilizada,
sendo uma delas a cromatografia liquida por fase ligada. Neste tipo, as
particulas da fase estacionaria sdo imobilizadas em um suporte do recheio.
Esses recheios podem ser de diferentes polaridades, sendo a primeira de fase
normal onde é formada por compostos polares e fases moveis apolares, como

hexano e éter-propilico, e a segunda, a fase reversa.*?

7

A de fase reversa, mais comumente utilizada, & caracterizada por
apresentar a fase estacionaria apolar, geralmente um hidrocarboneto, e a fase
movel composta de solventes polares, sendo 0s principais, acetonitrila, metanol
e agua.*? Esse tipo de coluna recheada é ideal para separacdo de compostos
organicos e com grupos polares, e neste trabalho sdo estudados 5 analitos

desta natureza.

7

A coluna é um dos constituintes principais da cromatografia liquida,
porém a instrumentacdo basica é formada também por um reservatério de
introducdo de solventes, um sistema de bombeamento, um injetor de amostra,
um detector e um computador para recebimento dos dados e posterior
tratamento dos mesmos, sendo as partes basicas apresentadas na Figura 10 a

seguir. 4
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Figura 10 - Instrumentacao basica para cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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(FONTE: ADAPTADO DE LABORATORY INFO, 2016).44

O sistema de fase mével é constituido por solventes de alto grau de
pureza, pouca quantidade de particulas e gases dissolvidos. A eluicdo pode ser
realizada de duas formas, no modo isocratico ou no modo de gradiente. No
modo isocratico é utilizada uma mistura constante de solventes, enquanto no
modo de gradiente ocorre a mudanca da porcentagem de solvente, sendo
continuo ou apenas em um periodo durante a corrida, para proporcionar a

melhor separacéo das espécies.*?

Nos sistemas de bombeamentos, a fase mével é impulsionada em altas
vazodes que provocam pressdes elevadas no sistema, sendo estas mantidas de
forma constante durante toda a analise. Na valvula de injecdo, a amostra é
introduzida, onde ocorrerd a mistura com a fase mével e em seguida ira para a
coluna. Na coluna, ocorrera a separa¢do dos analitos. Geralmente sdo
construidas de ac¢o inoxidavel com didmetros de 2 a 5 mm e comprimento de
10 a 30 cm. Para evitar o entupimento e aumento de vida Gtil das mesmas, sao

utilizadas colunas de guarda do mesmo material constituinte da coluna.*?#4

ApoOs separacdo na coluna, a fase moével contendo os analitos chega até
os detectores. Existe uma grande variedade de detectores comercializados,
sendo os mais comuns o de ultravioleta (do inglés, Ultraviolet; UV), arranjo de
diodos (do inglés, Diode Array Detector; DAD), fluorescéncia (do inglés,
Fluorescence Detection; FLR), indice de refragéo (do inglés, Refractive Index
Detection IR), espectrometria de massas (do inglés, Mass Spectrometry; MS),

dentre outros.*3
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2.6.1 Modo de Deteccéo

Neste trabalho foi utilizado o detector de arranjo de diodos acoplado a
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Nele, um conjunto de lampadas de
deutério (D) e tungsténio (W) emitem radiagdo na regido do ultravioleta-visivel,
em uma faixa de aproximadamente 190 a 1024 nm. O feixe de luz incidente &
disperso por uma rede hologréafica, sendo centralizado em um conjunto de
fotodiodos, onde permite o armazenamento e analise dos espectros de todos

os comprimentos de onda de forma simultanea.*®

7

Além disso, esse detector é vantajoso pois gera espectros
tridimensionais, que relaciona a absorbancia, o comprimento de onda e o
tempo de retencdo, e permite determinar a pureza do pico, através da razéo
entre espectros de absorbancia, escolhidos em um certo comprimento de onda.
Desta forma, permite uma maior exatiddao e precisdo dos comprimentos de

onda, gerando uma boa resolucéo e alta sensibilidade.*>4’

Os analitos estudados apresentam grupos que absorvem radiacdo na
regido do UV-Visivel, através dos grupos cromoforos presentes nas ligacdes

duplas conjugadas, o que permite a sua deteccdo por meio do DAD.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Uso de cortica como fase extratora para a técnica de microextracdo em
filme fino (TF-SPME) para determinacdo de contaminantes emergentes em
amostras de agua, em conjunto com o sistema de 96-well plate e separacéo e
deteccdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector por
arranjo de diodos (HPLC-DAD).

3.2 Objetivos Especificos
» Otimizacdo dos parametros para separacao e detec¢cdo no HPLC-DAD.

* Preparacdo de filmes de fase extratora com o p6 de cortica e uso de fita

adesiva para colagem das particulas nos pentes do sistema de 96-well plate.

» Otimizacdo dos parametros de extracdo e dessorcdo da microextracdo em

filme fino.

* Avaliar os parametros de mérito, como limite de quantificacdo (LOQ), limite de
deteccado (LOD), faixa linear, coeficiente de correlacao (r?), recuperacéo (REC.)

e precisdo (RSD%) do método proposto.

* Aplicacdo do método desenvolvido em amostra de agua de rio.
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4 METODOLOGIA

4.1 Materiais e Reagentes

Foram utilizados padrdes dos analitos envolvidos, obtidos da Sigma
Aldrich ®, e a partir destes foram preparadas solu¢des padrdo de cada em
solvente metanol (J.T. Baker ®) e acetonitrila (Merck). A cortica foi obtida de
rolhas descartaveis de vinhos, sendo seu p6 produzido por uma lixa de madeira
e peneirado com granulometria média de 200 mesh. Para ajuste de pH, foram
preparadas solucdes de hidroxido de sodio (Quimex ®) e acido cloridrico
(Sigma Aldrich ®) em concentracdes de 0,1M. Para o efeito salino, utilizou-se
padrdo analitico de cloreto de sodio (Synth ®). A 4gua ultrapura foi produzida
no instrumento MegaPurity, modelo MEGA RO/UP.

4.2 Preparo do P6 de Cortica

Rolhas descartaveis foram obtidas em estabelecimentos comerciais de
Florian6polis-SC. Em um béquer, iniciou-se a lavagem das rolhas em agua
ultrapura por um periodo de 2 horas. Esta etapa se fez necessaria onde foi
possivel observar que a 4gua ndo apresentou coloracdo amarelada ou rosada,
sendo a limpeza considera como completa. Em seguida, as rolhas molhadas
foram colocadas em uma estufa a uma temperatura de 110°C por um periodo
de 12 horas. Apés secas, estas foram lixadas em lixa de madeira. Em uma
peneira de granulometria de 200 mesh, peneirou-se o pd obtido afim de se

atingir um tamanho médio das particulas.

4.3 Preparo dos Pentes para o Sistema de 96-well plate

Os pentes do sistema de 96-well plate inicialmente foram lavados e
lixados para se retirar qualquer impureza impregnada. Em seguida, mediu-se 1
cm, a partir da base para cima, em cada um dos pinos presentes nos pentes. A
partir do fluxograma apresentado na Figura 11, com uma fita adesiva, colocou-
se 0 po de cortica, nessa parte medida, em cada um dos pinos. Por fim, foi

realizado o condicionamento para retirada do excesso das particulas e limpeza
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das mesmas, sendo a primeira etapa feita em 300 puL de acetonitrila por um
periodo de 30 minutos e a segunda em &agua ultrapura em 300 pL por um

periodo de 45 minutos.

Figura 11: Procedimento de preparo dos filmes de TF-SPME com cortiga.

Condicionamenta
wrm ACN por
30min + H,O U2
por 45min.

Pente + TF-SPME.

(FONTE: AUTORIA PRORIA, 2016).

4.4 Amostrade Agua de Rio

A amostra utilizada neste trabalho para aplicacdo do método
desenvolvido foi 4gua de rio, obtida do Rio Quiriri, Joinvile — SC, sendo

armazenada em frasco ambar e preservada em temperatura de 4°C.

4.5 Extracao e Dessorcao

A etapa de extracao foi realizada em pocgos de 2 mL para o sistema de
96-well plate. O volume utilizado foi de 1,5 mL, sendo a amostra com pH e
forca iGnica ajustados. Para o processo de dessorcao, pocos de 0,5 mL foram

empregados, sendo o volume do solvente de dessorcédo de 0,3 mL.
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4.6 Otimizacdo dos Parametros para TF-SPME

4.6.1 Otimizacdo do Tempo de Dessorcéao

Um dos primeiros passos para se obter bons resultados € a etapa de
otimizacdo do tempo de dessorcdo. Para este procedimento realizou-se a
extracdo com condicdes de concentracdo 600 ug/L para EtP e 4-OC, 300 ug/L
para BPA e 4-MBC e 100 ug/L para TCC, volume de amostra de 1,5 mL, sem
adicao de sal, pH igual a 6,00 e tempo de extracdo de 1 hora. Para dessorcéo,
foi utilizada uma mistura de acetonitrila e metanol, com proporcdo de 1:1,
sendo o volume de 300 pL e 3 tempos escolhidos de 10, 20 e 30 min, todos

realizados em triplicata.

4.6.2 Otimizagao do Solvente de Dessorgao

A escolha dos solventes de dessorcdo foi realizada através de um
planejamento de superficie triangular. As extracbes foram realizadas em um
periodo de 1 hora, com concentracdo de 600 pg/L para EtP e 4-OC, 300 ug/L
para BPA e 4-MBC e 100 pg/L para TCC e volume final de 1,5 mL. A etapa de
dessorcédo foi realizada com volume final de 300 uL e tempo de 20 min de
dessorcdo. Os solventes testados foram acetonitrila, metanol e agua ultrapura,
sendo a razédo entre eles apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Razao entre os solventes de dessorcdo para o planejamento de

superficie triangular.

H20 -
Experimento prop.

(V/IV) %

1 1,0000
2 0,0000
3 0,0000
4 0,5000
5 0,5000
6 0,0000
7 0,6667
8 0,1667
9 0,1667
10 0,3333
11 0,3333
12 0,3333

4.6.3 Otimizacédo do pH da Amostra

H20 —

prop.
(v/v) pL

300
0
0

250

250

333
84
84

400

400

400

MeOH -

prop.
(V/Iv) %

0,0000
1,0000
0,0000
0,5000
0,0000
0,5000
0,1667
0,6667
0,1667
0,3333
0,3333

0,3333

MeOH

— prop.
(v/v) pL

0

300

250

250
84
333
84
400
400

400

ACN -

prop.
(VIV) %

0,0000
0,0000
1,0000
0,0000
0,5000
0,5000
0,1667
0,1667
0,6667
0,3333
0,3333

0,3333

ACN -

prop.
(v/v) pL

0
0

300

250
250
84
84
Sioiel
400
400

400

Os analitos possuem pKa'’s acima de 7,5, o que implica que as extragdes

sao realizadas em meios mais acidos para se obter melhor eficiéncia. Desta

forma, 3 pH’s foram escolhidos, 5,0, 5,5 e 6,0, onde foram ajustados com

solugdes de NaOH e HCI, ambas em concentracéo de 0,1 mol/L. As condi¢des
de extracao foram 600 pg/L para EtP e 4-OC, 300 pg/L para BPA e 4-MBC e
100 pg/L para TCC, 1 hora de extracdo, sem adicdo de sal e volume de

amostra de 1,5 mL. Para a dessorc¢ao realizou-se em 20 minutos e volume final
de 300 pL em ACN/MeOH (1:1).
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4.6.4 Otimizacdo do Tempo de Extracéo e Adicao de Sal (NaCl)

A Ultima otimizacdo foi baseada no planejamento multivariado Doehlert,
apresentado na Figura 12. Para a extracao, manteve-se 600 ug/L para EtP e 4-
OC, 300 pg/L para BPA e 4-MBC e 100 pg/L para TCC, volume final de 1,5 mL
e pH de 5,5. Para a dessorc¢éo, o volume final foi de 300 pL, com tempo de 20
minutos e solventes ACN/MeOH (1:1). Na Tabela 3 € apresentado a proporcao
entre o tempo de extracdo e a quantidade de sal empregada no experimento.
Os experimentos de 1 a 6 foram realizados em duplicata e 7, 8 e 9 séo a

triplicata do ponto central.

Figura 12 - Planejamento Doehlert para a otimizacdo do tempo de extracéo e
guantidade de sal.
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Tabela 3 - Experimentos para otimizagdo do tempo de extracdo e quantidade
de sal pelo planejamento Doehlert.

Experimento Tempo de Extragéo Sal (NaCl) / 100 mL
1 180 min 18 g
2 146 min 359
3 45 min 18 g
4 78 min Og
5 146 min 0g
6 78 min 359
7 112 min 18 g
8 112 min 18 g
9 112 min 18 g

4.7 Instrumentacao

Para a etapa de extracao utilizou-se o sistema de 96-well plate (Bruder
Mannesmann, Werkzeuge) de forma manual com 2 tipos de poc¢os. Para as
analises, foi utilizado um cromatografo liquido de alta eficiéncia com loop de
injecdo manual de 20uL (Shimadzu LC-20AT) acoplado ao detector por arranjo
de diodos (Shimadzu SPD-M20A). As separacdes cromatograficas foram
realizadas em uma coluna de fase reversa C18, com particulas de 5um,
diametro de 4,6 mm e comprimento de 250 mm (Agilent Technologies), a qual
apresenta uma faixa trabalho de pH entre 2,0 a 9,0. Os comprimentos de onda
acompanhados foram 257 nm para etil parabeno, 226 nm para bisfenol A e 4-
octilfenol, 298 nm para 4-metilbenzilideno canfora e 265 nm para triclocarban.
A fase movel teve uma vazao de 1,0 mL/min, com volume de injecao de 20 pL,

sendo utilizado um gradiente entre acetonitrila e agua ultrapura.
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4.8 Parametros de Validagéo

Os parametros de mérito estudados foram limite de detec¢édo (LOD),
limite de quantificacdo (LOQ), faixa linear, coeficiente de correlacéo linear (r?),

ensaios de recuperacédo (REC.) e precisdo (RSD%).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizacdo Cromatografica

Para se iniciar os estudos, foram realizadas otimizacfes para a escolha
da melhor fase mdvel afim de que a separacdo cromatografica dos analitos
fosse a mais eficiente. Os testes realizados tiveram como base um gradiente
de solvente, variando-se a proporcdo entre eles durante a corrida
cromatografica, sendo escolhidos acetonitrila e agua ultrapura.

A solucao dos analitos foi de 5 mg/L, e a partir da Tabela 4 determinou-
se o0 melhor gradiente de solvente, com um tempo de corrida de 28 minutos. A
partir do cromatograma na Figura 13, € possivel definir a separacdo de todos
os analitos com boa resolucdo e também foi estabelecido os tempos de
retencdo para cada um dos compostos estudados, sendo 4,7 minutos para Etil-
parabeno, 5,8 minutos para Bisfenol A, 15,8 minutos para Triclocarban, 25,2

minutos para 4-Metilbenzilidénio Canfora e 26,4 minutos para 4-Octilfenol.

Tabela 4 - Gradiente de solvente para corrida cromatogréfica.

Tempo (min) Agua U.P. (%) Acetonitrila (%)
0,0-3,5 50 50
3,5-4,0 30 70
4,0 -22,5 30 70

225-235 50 50
23,5-28,0 50 50

(FONTE: AUTORIA PROPRIA, 2016).
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Figura 13 - Cromatograma da separacao dos analitos segundo a condi¢ao de
gradiente de solvente escolhida acompanhado em comprimento de onda de
226 nm.
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(FONTE: AUTORIA PROPRIA, 2016).
*Injecdo de 20 pL dos analitos com concentracdo de 5 mg/L para todos os

analitos.

5.2 Otimizacao das Condi¢cdes de Extracao

5.2.1 Otimizacdo do Tempo de Dessorcao

A primeira etapa de otimizacdo foi a escolha do melhor tempo de
dessorgdo dos analitos. Foram testados trés tempos diferentes, sendo eles 10
minutos, 20 minutos e 30 minutos, ambos em triplicata. Conforme a Figura 14,
€ possivel observar que apesar do TCC apresentar um valor maior de RSD
para 20 minutos em relacdo aos outros dois tempos, os demais analitos
apresentaram menores valores de RSD, além de todos apresentarem maior
area de resposta para o tempo de 20 minutos, portanto esta foi escolhida como

condicéo de trabalho.
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Figura 14 - Gréfico resposta para a otimizacdo da melhor condicdo para o
tempo de dessorcéo.
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(FONTE: AUTORIA PROPRIA, 2016).

*Condi¢bes TF-SPME: Concentracdo de 600 ug/L para EtP e 4-OC, 300 pg/L
para BPA e 4-MBC e 100 pg/L para TCC, tempo de extracdo de 60 minutos,
sem adigéo de sal, pH igual a 6,00, volume de amostra de 1,5 mL, solvente de
dessorcéo 300 pL (1:1) de ACN:MeOH.

5.2.2 Otimizacao do Solvente de Dessorcao

Para o procedimento de escolha do solvente de dessorcéo foi realizado
0 planejamento de superficie triangular, envolvendo os solventes acetonitrila,
metanol e agua ultrapura. O gréfico foi construido a partir de uma funcédo
guadratica e apresentou um r? igual a 0,9505. Fixou-se 20 minutos
determinados na etapa anterior para o tempo de dessorcdo e na Figura 15
pode-se observar que a regido entre acetonitrila e metanol apresentou o melhor
resultado. Isto é explicado pela afinidade que os analitos apresentam com 0s
solventes, sendo o metanol o mais apolar interagindo mais com os analitos

apolares como a TCC, a 4-MBC e o0 4-OC e a acetonitrila o solvente polar da
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mistura, interagindo mais com o EtP e o BPA, portanto essa mistura de

solventes foi escolhida como melhor resposta em uma proporgao de 1:1.

Figura 15 - Superficie triangular para determinacdo do melhor solvente de
dessorcéo.

ACN

B = 35000
Bl - 35000
B < 30000
B < 25000
[ ]=20000
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0,00 0,25 0,50 0.75 100 = ) ;gggo
H,0 MeOH

(FONTE: AUTORIA PROPRIA, 2016).

*Condi¢bes da TF-SPME: Concentracdo de 600 pg/L para EtP e 4-OC, 300
Mg/l para BPA e 4-MBC e 100 pg/L para TCC, tempo de extracdo de 60
minutos, sem adi¢do de sal, pH igual a 6,00, volume da amostra de 1,5 mL,

com tempo de dessorcdo de 20 minutos e volume de dessorcéao de 300 pL.

5.2.3 Otimizagao do pH da Amostra

O procedimento de escolha do melhor pH foi estudado baseando-se que
os analitos apresentam valores de pKa’'s acima de 7,5, portanto o pH deve
estar em valores abaixo para que todos os analitos estejam em sua forma
protonada para poder interagir com a coluna de fase reversa do cromatografo

liquido e ocorrer uma boa separacao. Além disto, os analitos EtP, BPA, 4-OC e
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TCC séao ionizaveis, ja a 4-MBC nao é ionizavel e estudos ja realizados na
literatura indicam que para os 4 ionizaveis a faixa de pH de melhor trabalho é
levemente &cida estando entre 5,0 a 5,5.294% Desta forma, trés pH’s foram
testados, sendo eles 5,0, 5,5 e 6,0. O grafico de barras da Figura 16 foi
construido baseando-se na média das areas de cada triplicata, para cada um
dos pH’s estudados para os 5 analitos, onde foi normalizada a partir de que a
maior média foi tomada como 100% e as demais calculadas em relagéo a ela,
sendo em cada pH para cada composto. A partir disso, é possivel observar que
o pH de 5,5 apresentou valores melhores para EtP, BPA e 4-MBC, entretanto
para o TCC foi um pH 6,0 que apresentou melhor valor e para o 4-OC foi de pH
5,0. Apesar destes resultados, ambos se apresentam em sua forma nao
ionizada em pH 5,5, além dos resultados obtidos para os dois ultimos serem
considerados bons para se trabalhar neste pH, portanto foi escolhido como

condicdo compromisso para a etapa de extragao.

Figura 16 - Gréfico resposta para escolha do pH da amostra.
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(FONTE: AUTORIA PROPRIA, 2016).

*Condi¢bes da TF-SPME: Concentracdo de 600 ug/L para EtP e 4-OC, 300
pg/L para BPA e 4-MBC e 100 pg/L para TCC, tempo de extracdo de 60
minutos, sem adicdo de sal, volume de amostra de 1,5 mL, tempo de
dessorcéo de 20 minutos em solvente ACN/MeOH (1:1) com volume de 300 pL.
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5.2.4 Otimizagdo do Tempo de Extracéo e Adicao de Sal (NaCl)

A Ultima etapa de otimizacdo realizada foi para determinar o melhor
tempo de extragdo e a quantidade de sal utilizada na amostra, sendo a massa
adicionada em gramas para 100 mL de solugéo.

Foram construidos gréficos de superficie para todos os analitos, e a
partir deles foi obtido um grafico de superficie resposta compromisso,
apresentado na Figura 17, onde sua construcao foi baseada em uma funcéo
quadratica e apresentou um r? igual a 0,8208. Pode-se avaliar que o tempo de
extracdo demonstrou melhor resultado para 180 minutos, ou seja, por um
periodo de 3 horas. A forca ibnica apresentou duas condi¢cdes de trabalhos
semelhantes, em 5 g e 35 g. Isso é explicado pela questdo de polaridade dos
analitos e pelo coeficiente de particdo n-octanol/agua (Kow). Os analitos EtP e
BPA apresentam uma maior polaridade em relacdo aos demais, além de o
coeficiente Kow apresentar valores menores do que 3,5. Isso indica que a maior
guantidade de sal adicionada faz com que as moléculas de agua solvatem
esses ions salinos e deixa estes compostos mais livres para migrarem para a
fase extratora, sendo representado pelo valor de 35 g onde este maximo
também é verificado em suas superficies respostas individuais. Ja para 4-MBC,
TCC e 4-0OC, a polaridade € menor e apresentam coeficientes Kow com valores
maiores do que 3,5. Em grandes quantidades de sal esses analitos tem a
extracao debilitada, pois em altas concentracfes salinas as moléculas tendem
a migrar para as paredes do material do frasco ou para a superficie da matriz,
prejudicando a etapa de extracdo, representando o maximo em 5 g que
também é observado nas 3 superficies individuais desses analitos. Portanto, a
partir destes estudos e como 0 Unico a apresentar legislacdo € o 4-OC, foi
escolhido o de 5 g.
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Figura 17 - Planejamento Doehlert para a otimizacdo entre tempo de extragao
e quantidade de sal.
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(FONTE: AUTORIA PROPRIA, 2016).

*Condicbes da TF-SPME: Concentracdo de 600 pg/L para EtP e 4-OC, 300
pg/L para BPA e 4-MBC e 100 ug/L para TCC, volume de amostra de 1,5 mL,

tempo de dessorcdo dos analitos de 20 minutos e solvente de dessorgéao
ACN/MeOH (1:1) com volume final de 300 pL.

5.3 Parametros de Mérito

As curvas de calibracdo foram construidas baseando-se nas faixas
lineares, apresentada na Tabela 5, onde os analitos foram extraidos e em
seguida, dessorvidos, sendo a inje¢éo realizada no HPLC para separacéo e
deteccdo no DAD. A partir disto, o método analitico proposto neste trabalho foi
avaliado através dos parametros de mérito apresentados na Tabela 5 a seguir,
sendo os dados das curvas obtidos no software Origin 8.0, e o limite de

deteccéo e quantificagéo calculados a partir das equagdes abaixo:
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3 x Desvio Padrio
Coef. Ang. da Reta

Limite de Deteccéo: LOD =

10 x Desvio Padrio
Coef. Ang. da Reta

Limite de Quantificagéo: LOQ =

Tabela 5 - Valores obtidos para LOD, LOQ, faixa linear e coeficiente de
correlacdo para o método, para determinacdo de contaminantes emergentes
em amostras de rio.

LOD LOQ Faixa linear Curva de

Composto _ B r2
(HO/L)  (HO/L)  (HglL) calibragdo
. y=43,503 x +
Etilparabeno 10 30 30 - 300 0,9992
747,38
_ y=136,93 x +
Bisfenol A 5 15 15 - 150 0,9996
740,29
. y= 552,77 x -
Triclocarban 2 5 5-50 0,9997
494,53
4 -
) - y=214,7 X -
Metilbenzilideno 16 50 50 - 250 0,9967
R 6496,4
-canfora
_ y= 97,447 x -
4-octilfenol 27 80 80 - 400 0,9951
2741,8

(FONTE: AUTORIA PROPRIA, 2016).

A partir dos dados obtidos, todos os coeficientes r?> apresentaram valores
maiores do que 0,99, sendo satisfatorios, pois indicam uma linearidade
proporcional entre as concentragcfes dos analitos e a area obtida pelos
cromatogramas gerados no HPLC-DAD. Analisando-se os LOD e LOQ para
todos os analitos, observa-se que apresentaram valores relativamente altos,
principalmente para o 4-octilfenol, que apresentou um valor igual a 27 ug/L pelo

método proposto, sendo que a norma europeia de 2012 designa um limite
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maximo permitido igual a 0,01 pg/L. Isto pode estar relacionado a
instrumentacédo utilizada, sendo o HPLC-DAD, e para corrigir isto e diminuir
estes limites, seria ideal a utilizagdo de outro equipamento que apresente uma
maior detectabilidade, como LC-MS ou LC-MS/MS.

Para os parametros de precisdo (RSD) e ensaios de recuperacao
(REC.), foi realizada a aplicacdo do método na amostra de agua do Rio Quiriri,
onde ndo foi detectada a presenca dos analitos no branco da amostra,
podendo estar em concentragdes abaixo dos limites de detecg&o obtidos pelo

método. Os dados obtidos encontram-se na Tabela 6 abaixo:

Tabela 6 - Parametros de precisdo e ensaios de recuperacdo na amostra do
Rio Quiriri. (ND = nada detectado).

Concentracdo Nivel fortificado REC RSD

Composto
na Amostra
(Mg L) (%) (%)
Etilparabeno ND 100 85 6
Bisfenol A ND 50 95 6
Triclocarban ND 16 99 5
Metilbenzilideno- ND 50 130 4
canfora

4-octilfenol ND 100 112 3

(FONTE: AUTORIA PROPRIA, 2016).

Através das fortificacbes realizadas, foram encontrados valores
satisfatorios, pois foram utilizados diferentes pentes e mesmo assim a precisao
apresentou resultados menores ou igual 6%. Para os ensaios de recuperacgéo a
faixa estendeu-se de 85 a 130%. Para o EtP, BPA, TCC e 4-OC as
recuperacdes obtidas foram boas, entretanto para o 4-MBC a recuperacao de
130% pode ter sido ocasionada por alguma diferenca nos pentes, sendo uma
maior quantidade de analito extraida, alcancando-se um valor de &rea maior do
que em relagcéo ao tedrico obtido na curva de calibragdo. Nas Figuras 18,19 e

20 sdo apresentados os cromatogramas comparativos entre o branco da
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amostra (em cor vermelha) e a fortificacdo dos analitos (em cor preta) em

diferentes comprimentos de onda, sendo na Figura 17 apresentado para o

bisfenol A e o 4-octilfenol em 226 nm, na Figura 18 para o etilparabeno e a

triclocarban em 257 nm, sendo a segunda apresentada neste comprimento de

onda apenas para comparacdo, e na Figura 19 para o 4-metilbenzilideno

canfora em 298 nm.

Figura 18 - Cromatograma comparativo entre o branco da amostra de agua do
Rio Quiriri em cinza e a fortificagdo para Bisfenol A e 4-Octilfenol em preto,

acompanhados em 226 nm.

2500 -

2000

1500

ALl

1000

s00

226 nm
Bisfenol A e 4-octilfenal

— fortific ag 40226
—— Branca2s7?

.

Tempo (rmin)

(FONTE: AUTORIA PROPRIA, 2016).

Figura 19 - Cromatograma comparativo entre o branco da amostra de 4gua do

Rio Quiriri em cinza e a fortificacé@o para Etil Parabeno e Triclocarban em preto,

acompanhados em 257 nm.
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(FONTE: AUTORIA PROPRIA, 2016).
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Figura 20 - Cromatograma comparativo entre o branco da amostra de 4gua do
Rio Quiriri em cinza e a fortificacdo para 4-Metilbenzilidéno Canfora em preto,

acompanhado em 298 nm.
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(FONTE: AUTORIA PROPRIA, 2016).
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6 CONCLUSAO

O meétodo analitico desenvolvido neste trabalho demonstrou bons
resultados para a extracdo dos cinco analitos, sendo limites de quantificacao,
limites de deteccao, coeficiente de correlacdo linear, precisdo e ensaios de

recuperacao confiaveis.

A cortica utilizada neste estudo apresentou boa eficiéncia para extracéo
dos compostos estudados sendo utilizada como fase extratora para a técnica
de microextracdo em filme fino. Além disso, por ser um recobrimento
biodegradavel, renovavel e de grande disponibilidade, gera uma menor
quantidade de residuos causando menor impacto ambiental, portanto visa a

guimica analitica verde.

As otimizacbes ocorreram de forma rapida e competente tanto para
extragdo quanto para a dessorcdo. A etapa de extracdo efetuou-se em um
periodo de 3 horas, entretanto com o uso do sistema de 96-well plate foi
possivel realizar até 96 extracbes simultaneas, o que garantiu uma frequéncia
analitica alta de aproximadamente 2 minutos por experimento. Para a etapa de
dessorcdo o tempo foi relativamente curto, de 20 minutos, sendo a frequéncia

analitica de 12,5 segundos por experimento.

A corrida cromatogréfica realizada no HPLC-DAD apresentou um tempo
de 28 minutos em um gradiente de agua e acetonitrila. A partir dos parametros
obtidos, obteve-se resultados confiaveis, entretanto, os limites de deteccao
apresentaram valores altos, bem como o 4-octilfenol que possui legislacao,
obteve-se um valor acima do permitido. Para corrigir esse obstaculo, estudos
estdo sendo realizados em um cromatégrafo liquido acoplado ao espectrébmetro

de massas, a fim de diminuir estes limites.

Baseado nestes principios, 0 método de microextracdo em filme fino
com a cortica como fase extratora e uso do sistema de 96-well plate
apresentou boa eficiéncia para a extracdo dos contaminantes emergentes
presentes neste trabalho, representado uma expectativa para o controle destes
compostos em rios e lagos que apresentam uma grande periculosidade aos

organismos Vivos e ao ecossistema.
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