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RESUMO

Os métodos de microextracdo em fase so6lida (SPME) e de
microextracdo em fase sdlida com recobrimento internamente
refrigerado (CF-SPME) foram utilizados neste trabalho para o
desenvolvimento de metodologias analiticas para a determinacdo de
fendis e pesticidas na matriz couro. Estratégias de otimiza¢do foram
utilizadas para estabelecer as condi¢des Otimas de extracdo e
derivatizacdo. A primeira metodologia desenvolvida se refere a
utilizacdo da técnica de SPME para determinacgdo de 16 fendis em couro
utilizando uma fibra comercial de poliacrilato (PA) e cromatrografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS). Para a
metodologia desenvolvida, obteve-se um limite de detec¢dao (LOD) na
faixa de 0,03 a 0,20 ng g'1 com desvio padrao relativo (RSD) < 10,3%
(n=6), com recuperacgdo entre de 90,0 e 107,2%. A segunda metodologia
utiliza a CF-SPME para determinacdo de 8 fendis em couro associada
com a derivatizacdo on fiber com bis(trimetilsilil)trifluoracetamida
(BSTFA) e deteccio por GC/MS. A fase extratora utilizada foi uma
membrana oca de PDMS. Neste estudo obteve-se faixa linear entre 8,92
e 80 ug g para os fendis e LOD variando de 1,03 a 2,68 ug g'com
RSD < 15,5% (n=5), com recuperacdo na faixa de 64,6 a 92,3%. A
terceira e dltima metodologia desenvolvida foi para quantificacdo de 11
pesticidas organoclorados em couro utilizando a técnica de SPME (fibra
comercial de PDMS/DVB) e GC/MS. Para a metodologia desenvolvida,
obteve-se um LOD na faixa de 3,28 a 10,98 ng g'1 com RSD < 14,3%
(n=5), com recuperacdo entre 93,7 e 107,3%. Todas as metodologias
mostraram-se adequadas para andlise de fendis e pesticidas em couro.

Palavras Chave: SPME, CF-SPME, preparo de amostras, fendis e
pesticidas.






ABSTRACT

Solid phase microextraction (SPME) and cold fiber solid phase
microextraction (CF-SPME) methods were used in this work for the
development of analytical methods for the detection of phenols and
pesticides in leather matrices. Optimization strategies were used to
establish the derivatization and extraction optimal conditions. The first
developed method refers to the use of SPME technique for the
determination of 16 phenols in leather using a commercial PA fiber and
gas chromatography mass spectrometry (GC/MS). For the developed
method, a detection limit in the range 0.03 to 0.2 ng g was obtained,
with a relative standard deviation (RSD) <10.23% (n=6), with recovery
between 90.0 and 107.2%. The second method uses CF-SPME for the
determination of 8 phenols in leather associated with on fiber
derivatization, using trimethylsilyltrifluoroacetamide (BSTFA) and
detection by GC/MS. The extraction phase was a PDMS hollow
membrane. In this study a linear range between 8.92 and 80.00 ug g
was obtained for phenols with a detection limit ranging from 1.03 to
2.68 ug g with RSD < 15.48% (n=5), with recovery into the range 64.6
to 92.3%. The third and last method developed was the quantitation of
11 organochlorinated pesticides in leather using the SPME technique
(commercial PDMS/DVB fiber) and GC/MS. For the developed
method, a detection limit in the range of 3.28 to 10.98 ng g was
obtained, with RSD < 14.25% (n=5), with recovery between 93.7 and
107.3%. All the methods proved adequate for analysis of phenols and
pesticides in leather.

Key words: SPME, CF-SPME, sample preparation, phenols and
pesticides.
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JUSTIFICATIVA

Uma das caracteristicas da inddstria mundial de couro € o
deslocamento de sua producdo de paises desenvolvidos, tradicionais
produtores, para paises em desenvolvimento, principalmente aqueles
localizados na Asia e na América do Sul, com destaque para China,
India, Coréia do Sul, Brasil e Argentina. O deslocamento da produgio
de couro para paises em desenvolvimento tem sido estimulado pela
maior disponibilidade de matéria-prima, pela procura de mao-de-obra
mais barata, pela existéncia de restricoes mais severas das politicas
ambientais dos paises desenvolvidos, bem como pelo préprio
movimento de transferéncia da producio de calgcados, importante fonte
de demanda.'

Poucos setores da economia brasileira tém a capacidade e o
potencial apresentados pela inddstria de couro e peles. O fato de o Brasil
ser dono do maior rebanho bovino comercial do planeta, o que gera
abundante oferta de matéria-prima, € um dos fatores que explica o bom
desempenho da inddstria nacional. Além ¢é claro dos avancgos
tecnoldgicos registrados. Na ultima década, o setor aumentou em 293%
a parcela da receita obtida com a producdo de couros acabados, o
produto mais valorizado do mercado. Para se ter uma ideia da
representatividade do agronegdcio na economia, o total de exportados
de USS$ 1,74 bilhdo, no ano de 2010 e US$ 2,05 bilhdes em 2011,
confirma a posi¢do do Pais como segundo maior produtor e quarto
maior exportador de couros do mundo, dados obtidos do Centro das
Industrias de Curtumes do Brasil (CICB).2

Nas dtltimas quatro décadas, o Brasil tem ocupado um
importante espaco na producdo e comercializacdo de calcados. A
inddstria nacional de cal¢ados é formada por 8.200 estabelecimentos,
responsavel pelo emprego formal de 348.700 pessoas, dados obtidos da
World Shoe Review” para o ano de 2010. A produgfo brasileira de
cal¢ados atingiu 819,1 milhdes de pares produzidos em 2011, dos quais
113 milhdes foram exportados.

Devido a agilidade em obter informagdes sobre as tendéncias
mundiais de moda, somada a facilidade para a obten¢do de matéria
prima necessdria para desenvolver a modelagem adequada ao mercado
comprador e posterior fabricacdo em série, os calgcadistas brasileiros tém
amplas condi¢des de atender a demanda de importadores dos mais
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diversos perfis. Alguns exemplos sdo os calcados fabricados para
importantes grifes e lojas norte-americanas e europeias, que ja
reconhecem o “Made in Brazil” impresso nos seus calcados.” Entretanto,
para a exportacdo de calcados, tem sido importante nos ultimos anos
estar atento e de acordo com a legislacdo do pais importador. A Unido
Europeia tem criado inimeras restricdes tanto em relacdo ao uso como
ao controle de algumas substancias quimicas perigosas que possam
eventualmente causar danos a satide dos consumidores e ao meio
ambiente. Entre estas substincias destacam-se duas classes: clorofendis
e pesticidas.
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CAPITULO I

INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Matriz Couro

A quantificacdo precisa dos analitos de interesse em matrizes
s6lidas representa um desafio muito importante para a comunidade
analitica, tendo em vista a dificuldade de se extrair os analitos dessas
matrizes que, em muitos casos, interagem fortemente com a mesma.
Dentre as matrizes sdlidas, uma que vem despertando grande interesse,
ndo sé da drea académica, mas também de investidores e principalmente
pela industria de calgados e artefatos, é a matriz couro.

Materiais naturais, como o couro, passam por processos de
limpeza, estabilizacdo (dado pelo curtimento) e de acabamento para
adquirirem as caracteristicas desejadas, para a confeccdo de calgados,
pecas de vestudrio, revestimentos de mobilia e de estofamentos de
automoveis, bem como de outros artigos.

A qualidade dos couros depende de uma série de fatores, que se
iniciam com cuidados jid durante a criacdo dos rebanhos, como o
controle de parasitas e formas adequadas de identificagdo, conducdo,
confinamento e transporte dos animais. A partir do seu abate, deve-se
evitar que suas peles degradem-se por acdo de micro-organismos, para
que seu processamento seja eficiente e se obtenha couros de boa
qualidade. Isto se obtém por meio de manuseio, conservagiao e
armazenamento adequados das peles. Quando o tempo entre o abate € o
processamento das peles para curtimento é curto - menor do que 6 a 12
horas, dependendo da temperatura - estas podem aguardar sem nenhum
pré-tratamento. Quando as peles necessitam serem estocadas e/ou
transportadas por um tempo maior, principalmente em temperaturas
mais altas, elas devem passar por um pré-tratamento chamado “cura”,
para serem conservadas. Em geral, esta conservacdo ¢é realizada
empilhando-se as peles, intercalando-se camadas de sal entre elas. Pode-
se ter uma imersdo das peles em salmoura, antes do seu empilhamento
em camadas. Este processo pode ser feito no frigorifico e/ou por
intermedidrios (salgadores de peles) e/ou pelos proprios curtumes.
Nestas condigdes, as peles podem ser armazenadas por meses até seu
processamento. A conservagdo das peles também pode ser realizada por
resfriamento ou secagem, prdticas utilizadas em pequena escala. As
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peles salgadas apresentam boa resisténcia aos micro-organismos, porém
o sal provoca a desidratacdo das peles, eliminando dgua e parte das
proteinas soltiveis. Além do sal, alguns fornecedores de couros usam
inseticidas para afastar insetos e/ou biocidas como auxiliares de
conservagio durante estoque e transporte. ~°

O processo de transformacido do couro no curtume pode ser
dividido em trés principais etapas, conhecidas como ribeira, curtimento
e acabamento. ~°

A etapa de ribeira tem por finalidades a limpeza e a eliminagdo
das diferentes partes e substincias das peles que ndo irdo constituir os
produtos finais, bem como preparar sua matriz de fibras colagénicas
(estrutura proteica a ser mantida), para reagir adequadamente com os
produtos quimicos das etapas seguintes, o curtimento e o acabamento. >

O curtimento é um processo que consiste na transformacdo das
peles, pré-tratadas na ribeira, em materiais estaveis e imputresciveis, ou
seja, a transformacdo das peles em couros. >6

Por fim, a etapa de acabamento tem por finalidade de
complementar o curtimento principal anterior, bem como conferir a base
de algumas propriedades fisicas e mecanicas desejdveis aos couros,
como cor bdsica, resisténcia a tracdo, impermeabilidade, maciez,
flexibilidade, toque e elasticidade. 56

Nas trés etapas de tratamento do couro citadas, faz-se
necessdrio a utilizagdo de produtos quimicos, bem como, antes do
processo de transformacdo do couro, nas etapas de conservacdo e
armazenamento das peles. Na Tabela 1, estdo listados os principais
produtos quimicos utilizados em cada etapa do processo dos curtumes.
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Tabela 1. Principais produtos quimicos utilizados na inddstria do couro,
adaptado de Pacheco.’

Etapa do Processo

Produtos Utilizados

Conservacao/Armazenamento

das peles

cloreto de sddio, piretrum, permetrin,
p-diclorobenzeno, silico-fluoreto de
sédio, bérax, DDT, BHC, diendrin,
inseticidas a base de arsénio e mercurio

Ribeira

Pré-remolho

Agua

Remolho

Agua, soda cdustica, bicarbonato de
sodio, hipoclorito de sédio, tensoativos
(detergentes que podem ser fendlicos,
nonilfenoletoxilato, dlcoois graxos
sulfonados, organo-fosfatados),
enzimas e/ou produtos enzimaticos

Depilacgao/
Caleiro

Sulfidrato de sddio, soda caustica,
aminas (p. Ex. sulfato de dietilamina),
dcido mercaptoacético, glicolato de
sddio, sulfeto de bario e enzimas

Descalcinacio/
Desencalagem

Acidos (sulftrico, cloridrico, lactico,
férmico, acético, glioxilico, citrico,
oxalico, borico) sais acidos, cloreto

e/ou sulfeto de amonio, bissulfico de
sodio, peréxido de hidrdgenio, CO,

Purga

Cloreto de amonio e enzimas
proteoliticas, normalmente pancredticas

Piquel

Cloreto de sédio, sulfato de sdédio,
acidos (sulfurico, cloridrico, acético,
férmico, sulfénico aromético), alguns

fungicidas podem ser utilizados:
tiobenzotiazol, p-clorometacresol, p-
nitrofenol, tri-clorofenol,
pentaclorofenol, B-naftol e fungicidas a
base de mercurio

Desengraxe
(peles nao
bovinas)

Agua rés, querosene,
monoclorobenzeno, percloroetileno,
carbonato de sédio
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Curtimento

Mineral

Cromo, aluminio, titanio, magnésio,
zirconio, cloreto de sédio, 6xido de
magnésio, carbonato ou bicarbonato de
sédio, fungicidas, dcido férmico,
formiato, diftalato de sédio, dcido
oxdlico, sulfito de s6dio, engraxantes,
resinas

Vegetal

Taninos (compostos polifendlicos),
branqueadores, sequestrantes,
engraxantes, dcido férmico, resinas

Sintético

Sintanas, produtos sulfonados de fenol,
cresol, naftaleno, resinas de
poliuretanos ou acrilicas, adeidos
midificados, branqueadores,
sequestrantes, engraxantes

Acabamento
Geral

Neutralizacdo

Sais de 4cidos fracos (formiato de
sodio, bicarbonato de sddio) sais de
taninos sintéticos, de amonio ou de

sodio, agentes complexantes (EDTA,
NTA, polifosfatos)

Recurtimento

Sais de cromo, aluminio, zirconio,
taninos, sitanas, glutaraldeido, adeidos
midificados, resinas

Tingimento

Aminas aromaticas, azocorantes,
complexos metdlicos, dcidos, enxofre

Engraxe

Oleos sulfonados de peixes, outros

6leos animais, 6leos vegetais, 6leos

minerais (parafinas cloradas), 6leos
sintéticos (siliconados), lecitina de soja

Impregnacio

Polimeros termopldsticos

Acabamento

Tintas, misturas a base de ligantes e
pigmentos, solventes (acetona, outras
cetonas, n-butanol, acetato de etila,
butila e isobutila, dcido férmico,
monoclorobenzeno, cliclohexano,
etilenoglicol, butilenoglicol,
etilbenzeno, percloroetileno,
tricloroetilenotolueno, tolueno, xileno
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Os residuos de curtumes contém grande quantidade de material
putrescivel (proteinas, sangue, fibras musculares) e de substancias
téxicas ou potencialmente tdxicas tais como: cromo, sulfetos organicos
e inorganicos, cal livre, compostos arsenicais, corantes, fendis e
pesticidas. Geram com facilidade sulfeto de hidrogénio, que pode tornar
as dguas receptoras improprias para fins de abastecimento publico, usos
industriais, agricolas e para recreacdo. Os efluentes liquidos sdo
caracterizados pela alta salinidade, alto conteido de matéria orgénica
(demanda quimica de oxigénio - DQO e demanda bioquimica de
oxigénio - DBO), nitrogénio orginico e amonia. A elevada quantidade
de DBO e DQO pode exaurir todo o oxigénio dissolvido nos cursos
d’4dgua receptores. A alcalinidade elevada também pode causar
mortandade aos peixes. Coldides e sabdes contidos nos efluentes ddo
origem a formagdo de grande quantidade de espuma. O 4cido tinico
contido neste efluente combina-se com os compostos de ferro do leito
do rio ou dissolvidos na dgua, formando tanato férrico, de cor negra e
também reage com sulfato de sédio produzindo sulfato ferroso que se
mantém em suspensdo coloidal. Os soélidos sedimentdveis formam
bancos de lodo de aspecto desagraddvel e de cheiro repugnante. As
carcagas, pelos, restos de peles e de fibras depositadas nas margens dos
c6rregos atraem ratos e moscas.’

Atualmente, hd uma grande preocupacdo no controle de
processos de curtumes, manejo e tratamento de residuos.* "> Além disso,
vem crescendo, também, a preocupacdo quando a utilizacio de
substincias téxicas que fiquem aderidas ao couro, durante seu
tratamento, e podem ser lixiviadas para o ser humano por meio do
contato, ocasionando danos a saude.

Neste sentido, Muralidharan € Rao, no ano de 1994,14
desenvolveram um método de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC/MS) apenas para a identificacdo de nove
preservativos utilizados no couro, incluindo 4-clorofenol (4CP), 2-
fenilfenol (2PP), 2.,4,6-triclorofenol (2,3,6tCP) e pentaclorofenol (PCP).
Aplicaram o método para a identificac@o e confirmagdo dos ingredientes
ativos presentes em formulagcdes comerciais. No entanto ndo realizaram
a identificacdo em nenhuma amostra de couro.

Meyer e Kleibohmer, em 1995,15 realizaram a determinac¢do de PCP em
couro por extracdo com fluido supercritico (SFE) com derivatizagéo in
situ e quantificacdo por GC. O PCP foi extraido do couro com diéxido
de carbono supercritico e derivatizag@o in sifu com anidrido acético na
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presenca de base. A influéncia das condi¢des de extragdo e os
parimetros de derivatizacdo (pressdo, temperatura, tempo de extracéo
durante o0 modo de extracdo dindmica e estitica, volume de base e
derivatizante) foram investigados com o intuito de se obter uma
extracdo eficiente. Foram realizadas andlises em amostras de couro
certificadas contento PCP. Os resultados obtidos foram comparados com
a extragdo por Soxhlet com metanol, e os valores obtidos através dos
dois métodos foram similares. No entanto, os autores reforcam que a
extracdo por SFE é mais rdpida (3 horas) e utiliza menos solvente em
comparagdo com Soxhlet (2 dias).

Ganeshjeevan et al, em 2005, realizaram a extracdo aquosa em
microondas de clorofendis em matrizes solidas (solo, madeira e couro) e
analisaram as mesmas por técnicas cromatograficas. Apds a extracio
aquosa por microondas foi realizada um extra¢do em fase sélida (SPE)
com C18 e os analitos foram determinados por cromatografia liquida
com detector ultravioleta (HPLC-UV), ou como seus derivados acetil
por cromatografia gasosa com detector por captura de elétrons
(GC/ECD). O estudo de fortificagdo nas diferentes matrizes, incluindo
couro, foi realizado com apenas cinco isdmeros selecionados de forma
aleatéria dos dezoito clorofendis estudados no trabalho. Os isdmeros
selecionados foram 3-metil-clorofenol (3mCP), 2,4-diclorofenol
(2,4dCP),  2,3,4-triclorofenol  (2,3,4tCP),  2,3,4,6-tetraclorofenol
(2,3,4,6teCP) e PCP. Para o 3mCP e 2,4dCP foram fortificados niveis de
concentragdo de 0,5 e 1,0 pg g'l, ja para 2,3,4tCP, 2,3,4,6teCP e PCP
foram fortificados niveis de concentracido de 0,2, 0,5 e 1,0 pg g'l. Os
niveis de recuperacdo para a matriz couro variaram de 84 a 102% para
os compostos citados acima. O LOD variou de 0,1 a 0,9 ug g”' para os
compostos avaliados por quantificacio por GC/ECD. Os autores
enfatizam que a extra¢do aquosa por microondas e extragdo por Soxhlet
produziram resultados similares para as amostras reais analisadas,
confirmando a validade do método.

Ganeshjeevan et al, em 2007," utilizaram a técnica de preparo de
amostra por destilagdo a vapor assistida por microondas para estudar a
extracdo de clorofendis em amostras sdlidas. O esquema do sistema
utilizado estd apresentado na Figura 1. GC/ECD foi utilizada nas
andlises. O estudo envolve a otimizacdo dos pardmetros da técnica e os
de enriquecimento on-line através da fortificacdo das amostras sélidas.
Algumas amostras reais foram analisadas incluindo solo, madeira,
couro, tecidos, corantes, amostras certificadas de solo e madeira e os
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resultados estdo em concordincia com a técnica de extra¢do por Soxhlet.
No entanto, a recuperagdo e o LOD foram feitos somente em amostras
de solo, sendo que os analitos avaliados foram 2-metil-clorofenol
(2mCP), 2,4-dCP, 2.,4,6-tCP, 2,3,5,6-tetraclorofenol (2,3,5,6teCP) ¢
PCP. O LOD variou de 12 a 190 ng g'1 com recuperacdo de 98,3 a
101,2% para as amostras certificadas.

Circulagdo da dgua

Condensador

SPE holder

SPE Sorvente

Frasco da amostra

= Vacuo

}— Agua

Microondas Amaostra

Figura 1. Sistema de destilagdo assistida por microondas com enriquecimento
on-line SPE, adaptado de Ganeshjeevan ef al."’

Favaro ef al, em 2008,'® realizaram a determinaciio quantitativa de sete
clorofendis em couro com extracdo liquida pressurizada (PLE)
utilizando como solvente acetonitrila por HPLC. Apds um tnico ciclo
de PLE, as solugdes foram submetidas a pré-concentracdo por
evaporacdo do solvente sob vidcuo e tratamento de limpeza com
cartuchos de extracdo de fase sélida, depois submetidas as andlises
quantitativas por HPLC com gradiente de eluicdo e detecgado
espectrofotométrica no UV. Os LOD para os sete analitos (4-cloro-3-
metilfenol (4C3mP), 4-cloro-2-metilfenol (4C2mP), 2,4-dCP, 2PP,
2,4,6-tCP, 2,3.4,6-teCP e PCP) variaram de 10 a 70 pg kg'l, com valores
de R* entre 0,995 e 1,000. A repetibilidade para cinco extracdes variou
de 2 a 5% para a concentragdo de 1x10° mol L™, e recuperacdo de 88 a
97%. O método foi utilizado para andlises de amostras reais de couro.

Font e Marsal, em 1998, realizaram a determinacio de pesticidas
organoclorados em peles e couro por GC/ECD. A GC/MS foi utilizada
para identificacdo e confirmag¢do dos analitos. As amostras foram
extraidas com hexano por Soxhlet, o extrato foi concentrado e limpo



34

com coluna Florisil. Dibromooctafluorobifenil foi adicionado como
padrio interno. O LOD e a recuperacdo para 0s onze compostos
estudados estdo apresentados na Tabela 2. Os compostos organoclorados
foram analisados em 57 amostras de paises da América, Europa e Africa
entre 0 ano de 1996 e 1997. Os analitos ndo foram detectados nas
amostras da América e Europa. Residuos de lindano foram encontrados
em 56% das amostras oriundas da Africa.

Tabela 2. Limite de deteccdo e recuperagdo para os 11 pesticidas estudados,
adaptada de Font e Marsal."

Pesticidas LOD RSD Adicionado Recuperado RSD

mggh) % (ngg) (%) %

(n=4) (n=4)
o — HCH 5 6 0,5 95 3
5,0 96 1
B -HCH 12 6 0,5 94 3
5,0 94 3
Lindane 5 6 0,5 98 4
5,0 96 2
6- HCH 8 6 0,5 78 9
5,0 74 4
Andrin 5 13 0,5 87 5
5,0 96 2
Heptacloro 10 6 0,5 88 4
5,0 97 4
Heptacloro- 7 5 0,5 88 3
Epoxide 5.0 9 )
Diendrin 7 3 0,5 86 3
5,0 85 5
4’4-DDT 19 18 0,5 76 5
5,0 74 9
4’4-DDD 9 4 0,5 92 8
5,0 94 8
4’4-DDE 6 6 0,5 84 5
5,0 94 3
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1.2 Aspectos gerais da utilizacio de produtos quimicos

Desde a revolugdo industrial no século XVIII, os processos
produtivos s@o considerados os motores do capitalismo. E sdo os
responsaveis pelo desenvolvimento econémico como conhecido na
atualidade, bem como pela maioria esmagadora de impactos ambientais
gerados e ja reconhecidos. O processo de beneficiamento do couro, que
ocorre dentro de uma fabrica denominada curtume, € um dos processos
produtivos mais antigos que se tem conhecimento. De maneira
semelhante a outros processos fabris, ele é causador de impactos
ambientais relevantes.

O risco potencial que os produtos quimicos utilizados nos
processos produtivos causam ao meio ambiente afetando diretamente o
homem a flora e a fauna tem despertado preocupacdes da sociedade em
geral, estando isso relacionado a qualidade de vida e um planeta mais
sustentdvel. A preocupa¢do com a qualidade de vida e preservag¢dao do
ambiente tornou-se, nas ultimas décadas, uma necessidade social. Os
efeitos nocivos do homem para com o meio ambiente sdo tdo evidentes
quanto a necessidade das normas e leis para regulamentd-lo e buscar
minimizar seus efeitos. A utiliza¢do de produtos quimicos pelo homem
estd atrelada ao rdpido aumento populacional, em conjunto com o
intenso desenvolvimento industrial, comercial e residencial.

1.2.1 Fendis e Clorofenois

Entre as classes dos fendis mais amplamente utilizados na
industria do couro encontram-se os clorofendis e o 2-fenilfenol.

O grupo principal dos clorofendis é constituido por 19
compostos que diferem entre si por sua estrutura molecular e,
consequentemente, por suas propriedades fisico-quimicas, os quais estao
apresentados na Tabela 3.
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A toxicidade dos clorofendis depende do grau de cloracdo e da
posi¢do do atomo de cloro em relacdo ao grupo hidroxila. Desta forma,
a toxicidade desses compostos aumenta com o nimero de dtomos de
cloro substituintes e em virtude da posicdo do substituinte. Posi¢des
como 3-, 4- € 5- conferem maior toxicidade a molécula. Embora dentro
dessa familia existam 19 clorofendis com toxicidades varidveis, todos
sdo descritos como possuindo elevada toxicidade, potencialidades
mutagénicas e carcinogénicas, dificil degradacdo, tendéncia a
bioacumulagdo nos seres vivos e persisténcia no ambiente. Os
clorofendis sdo amplamente utilizados como fungicidas, biocidas e
herbicidas.”**’

O 2-fenilfenol é conhecido por sua potente acdo fungicida e
antibactericida, comumente empregado como aditivo agricola,
desinfetante veterindrio e hospitalar. Sua toxicidade tem se
correlacionado com a inducido de tumores na bexiga, bem como com
danos hepdticos e renais em ratos, aberracdes cromossOmicas e
mutagenicidade em células humanas.***’

1.2.2 Pesticidas organoclorados

Outra classe de produtos quimicos usados na inddstria do couro
sdo os pesticidas organoclorados, classificados como poluentes
orginicos persistentes (POPs) pela United Nations Environment
Progranme.

Diclorodifeniltricloroetano (DDT) e lindano tiveram seu uso
reportado em 1954, sendo empregados para evitar danos causados pelo
ataque de insetos durante o processo de secagem ao ar do couro. Outro
pesticida organoclorado, dieldrin, foi introduzido para fornecer protecéo
contra ectoparasitas. Lindano foi um dos inseticidas mais comumente
empre%ados para protecdo de couro e peles pelo menos até os anos de
1990."” Contudo, a maioria dos usos registrados para DDT e outros
pesticidas organoclorados foram proibidos em diversos paises desde a
década de 1970, sobretudo devido a sua persisténcia no ambiente,
bioacumulacio e alta toxicidade.® A persisténcia no ambiente desses
compostos ocorre em funcdo de sua baixa degradacdo por processos
bidticos e abidticos, acarretando em elevada meia-vida no ambiente, que
pode chegar a anos ou décadas.”” Devido a sua lipofilicidade os
pesticidas organoclorados sdo absorvidos pelos organismos através da
alimentagdo, respiracdo e pele. Apds a absor¢do, esses compostos sao
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rapidamente distribuidos para vdrios tecidos e o sangue.30 A toxicidade
desses contaminantes é altamente complexa e especifica para cada
composto. Assim, pode haver multiplas respostas toxicas dependendo da
espécie, sexo e Orgaos atingidos.31

1.3 Técnicas classicas de preparo de amostras solidas

O preparo da amostra é uma das etapas mais criticas da andlise quimica
e consiste na extragcdo, que visa a remocdo dos analitos da matriz, e no
isolamento dos analitos de interesse com consequente eliminacdo dos
interferentes.”

As técnicas de preparo de amostras t€m como objetivo a retirada dos
analitos de interesse da matriz, para uma forma que seja adequada para a
introducdo no equipamento cromatografico. Em se tratando de matriz
s6lida, a etapa de preparo de amostra € imprescindivel. Esse
procedimento pode-se adequar tanto a transferéncia do analito para um
meio fisico compativel com o cromatégrafo, como ja citado
anteriormente, quanto adequar a concentracdo dos analitos para que
fiquem dentro da faixa linear do equipamento de trabalho, ou ainda
ambos.

Os principais métodos de preparo de amostras sdlidas usados para
separacdo/deteccdo por cromatografia a gds sdo: extragdo por Soxhlet,
extracdo em fase solida, extracdo com fluido supercritico, extragio
acelerada com solvente, extracdo com ultrassom ou microondas, e
extracdo com liquido pressurizado.3 340" Normalmente, quando se
empregam as técnicas citadas acima apds o procedimento de extragdo, é
necessdrio acrescentar uma etapa de limpeza da amostra, e dependendo
dos analitos, a derivatizagdo.

Entre as técnicas citadas acima, as mais difundidas e empregadas para
preparo de amostras sélidas sdo as extragdes com solventes, que incluem
extragdo por Soxhlet, extracdo acelerada com solvente, extragdo com
ultrassom ou microondas, extracdo com liquido pressurizado, sendo que
todas elas baseiam-se na parti¢do dos analitos entre a matriz da amostra
e o solvente orgénico. Alguns fatores podem influenciar a extragdo, tais
como massa da amostra, pH, volume e tipo do solvente extrator, tempo
de extragdo, etc. Com o ajuste adequado dessas condi¢des, as técnicas
que empregam solventes podem remover quantitativamente os analitos
da matriz e em alguns casos, com baixos limites de detec¢do. Porém,
estas técnicas, em geral, sdo tediosas, demoradas, apresentam multiplos
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estdgios de operacio e de dificil automacdo e de pequena
reprodutibilidade e repetibilidade em decorréncia das vdrias etapas de
manipulacdo da amostra. Aliado a isso, o volume de solvente organico
necessdrio nessas técnicas € um aspecto preocupante, devido ao custo e
problemas de polui¢do ambiental.

Considerando-se que a preparacdo de amostras é normalmente a
etapa que consome mais tempo e gera maior erro na andlise
instrumental, estudos estdo sendo realizados com o intuito de se
desenvolver métodos de preparacio de amostras que fornecam
resultados mais reprodutiveis, exijam menores habilidades técnicas, que
ndo utilizam ou utilizam microvolumes de solventes orginicos, menor
custo, menor tempo e fornecam extratos mais limpos. Destaca-se nesse
contexto as técnicas modernas de preparo de amostra: extragdo sortiva
em barras de agitacdo (SBSE), microextracdo em fase liquida (LPME),
microextracdo por sorvente empacotado (MEPS), microextracdo em fase
solida (SPME) e microextracdo em fase sélida com recobrimento
internamente refrigerado (CF-SPME). Sdo técnicas, que além de
reduzirem a manipulacdo analitica, proporcionam significativa
sensibilidade na recuperacdo de analitos, elevada repetibilidade, rapidez,
baixo custo e facilidade de automatizagao.

1.4 Técnicas modernas de preparo de amostra

A seguir serdo descritas algumas técnicas modernas de preparo de
amostras, com maior énfase para a técnica de SPME e a técnica de CF-
SPME, cujo estado da arte se encontra em fase de desenvolvimento, as
quais foram as técnicas utilizadas neste trabalho.

1.4.1 Extracio Sortiva em barras de agitacao (SBSE)

A técnica de SBSE foi introduzida por Baltussen®' et al no final dos
anos noventa, e a mesma baseia-se no equilibrio de parti¢do do analito
nas distintas fases presentes no sistema analitico. No processo de SBSE
€ utilizada uma barra de agitacdo magnética (magneto encapsulado com
vidro, 10 a 20 mm de comprimento) revestida com 25 a 125 pL de filme
de polimérico, por exemplo, polidimetilsiloxano (PDMS), tinica fase
extratora disponivel comercialmente (Gerstel GmbH Miillheim Ruhr,
Alemanha). As extremidades da barra ndo sdo revestidas com o
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polimero. A representa¢do esquemadtica do sistema estd apresentada na
Figura 2.

PDMS

a
/

Vidro Magneto

Figura 2. Representacdo esquemadtica da barra de agitacdo de SBSE.

O mecanismo de extracdo dos analitos é baseado na absor¢do
(processo de particdo), ou seja, os analitos sdo solubilizados na fase
polimérica. A técnica de SBSE pode ser utilizada de duas maneiras. No
modo direto, onde a barra de agitacdo € inserida diretamente na amostra,
ou no headspace, situado no espaco confinante acima da amostra.

1.4.2 Microextracao em fase liquida (LPME)

A LPME foi inicialmente introduzida como uma miniaturizacdo da
técnica cldssica de extragdo liquido-liquido (LLE), no ano de 1996.%
Representada por uma goticula de solvente orgadnico suspensa na
extremidade da agulha de uma microsseringa, a qual pode ser exposta a
uma amostra aquosa, permite a migracdo dos analitos, com maior
afinidade com o solvente organicos, para a gota, ocasionando uma
microextracdo. Esta técnica apresenta bons fatores de enriquecimento
para analitos com altos coeficientes de parti¢do. No entanto, ndo possui
robustez, ja que a gota pode desprender facilmente da ponta da agulha,
além de problemas eventuais que possam ocorrer com a agitacio
vigorosa.

Pedersen-Bjergaard e Rasmussen” introduziram um conceito alternativo
para a LPME, baseado no uso de membrana oca feita de polipropileno,
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agindo como suporte para o solvente orginico. Nesta técnica, a amostra
aquosa de interesse normalmente € transferida para um pequeno
recipiente com capacidade para 1 a 4 mL e uma fibra oca de 1,5 a 10 cm
¢ mergulhada nesse recipiente (Figura 3). Antes da extragdo, a
membrana é imersa no solvente orginico para imobilizd-lo nos seus
poros e o excesso é removido por imersdao em dgua. A seguir, o limem
da membrana oca € preenchido com microlitros da solugdo receptora
que pode ser o proprio solvente usado na etapa anterior (sistema de duas
fases) ou uma solucdo aquosa de pH contrario ao da solugdo doadora

(sistema de trés fases).

Microseringa
[
Membrana e =] _I_ Solvente organico
-~ imobilizado
.=~ Membrana -
T porosa
—— Solugdo amostra iy SolugEo aceptora

Figura 3. Representacdo esquemadtica do sistema de extracio LPME.

O principio fundamental de extracio da LPME baseia-se na particio
entre os analitos e o solvente organico impregnado nos poros da
membrana, sendo o processo de transferéncia dos analitos controlado
pela difusdo dos mesmos em solucio.

1.4.3 Microextracao por sorvente empacotado (MEPS)

A técnica de preparo de amostra MEPS baseia-se na
miniaturizacdo da técnica convencional da SPE, onde os volumes das
amostras e dos solventes utilizados na etapa de elui¢do foram reduzidos
de mililitros para microlitros (10 a 1000 uL).*** Aproximadamente 1
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mg do material sorvente seletivo é empacotado e conectado a agulha de
uma microsseringa (100 — 250 uL), ou seja, integrado a microsseringa,
como uma microcoluna, com aproximadamente 1 cm de comprimento
por 0,2 mm de didmetro interno (D.I.) (Figura 4). A MEPS pode ser
acoplada (em linha) as técnicas de separacdo, cromatografia liquida
(LC), GC ou a eletroforese capilar (CE), desta forma, os analitos
sorvidos na microcoluna poderdo ser eluidos (dessorvidos), durante a
etapa de introducdo (inje¢do) da amostra no equipamento. Diferentes
fases seletivas MEPS, com diferentes mecanismos de extragdo, estdo
comercialmente disponiveis, tais como: silica (fase normal), C2, C8,
C18 (fase reversa), trocador de cations forte (SCX), trocador de anions
forte (SAX), e fase mista (C8 + SCX).

Sorvente Empacotado

Figura 4. Microsseringa MEPS e na ampliacdo microcoluna com sorvente
empacotado.

1.4.4 Microextracao em fase sélida (SPME)

A SPME ¢ uma técnica de extracdo e pré-concentracdo rdpida,
simples e que dispensa o uso de solventes extratores e manipulagdao
excessiva de amostra. Esta técnica foi descrita por Arthur e Pawliszyn,46
no inicio da década de 1990, e tem sido extensivamente estudada e
aplicada em diversas matrizes como alternativa as metodologias
tradicionais. O principio da técnica é a particio do analito entre a
amostra matriz ¢ um microcomponente extrator, o qual consiste de uma
fase polimérica liquida ou sélida que recobre uma fibra de silica fundida
ou suporte metdlico. As espessuras dos recobrimentos das fibras
comerciais variam de 7 a 100 um e seus volumes de 0,03 a 0,7 uL. A
extragdo por SPME ocorre através de duas etapas: a sor¢cdo e dessor¢cdo
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dos analitos. Na etapa de sorcdo, os analitos de interesse sdo extraidos
da amostra matriz pela exposicdo do recobrimento da fibra de silica
fundida/suporte metdlico a amostra por um intervalo de tempo pré-
determinado. Apds a etapa de sor¢do, a fibra é removida da amostra e os
analitos retidos sdo, em seguida, dessorvidos em um instrumento
analitico apropriado (CE, GC, HPLC, etc.) para serem separados e
quantificados. Vdrios fatores podem influenciar a velocidade e/ou
quantidade do analito extraido pela SPME, tais como, tipo de
recobrimento da fibra, espessura da fibra, modo de extracdo (headspace
ou direto), temperatura de extracdo, tempo de extracdo, velocidade de
agitacfo, influéncia do pH, forca idnica da amostra e massa ou volume
da amostra.***

A selecio do recobrimento € baseada primariamente nas
caracteristicas de polaridade e volatilidade dos analitos. A escolha do
revestimento apropriado € muito importante para alcancar uma boa
seletividade dos analitos alvo. A espessura do filme da fibra determina a
capacidade da fibra (quantidade de analito que pode ser extraido) e o
tempo de extragdo. Os filmes de maior espessura apresentam maior
capacidade/sensibilidade, porém requerem maior tempo de extracdo. 47.48

O modo de extracdo pode ser por imersdo direta ou por
headspace, também chamado de espago confinante. No modo de
imersdao direta, a fibra € colocada em contato direto com a amostra
liquida ou gasosa, podendo ser aplicada para andlise de gases e de
amostras liquidas relativamente limpas. Na amostragem por headspace,
a fibra € suspensa na regido confinada sobre a matriz da amostra. Esse
tipo de amostragem ¢ aplicada as amostras de sé6lidos e liquidos com um
nimero maior de impurezas, desde que os analitos de interesse sejam
volateis ou semi-voléateis. No caso de amostras soélidas, o modo
headspace é o mais utilizado, a fim de se evitar que particulas sélidas
colidam com a fibra e a danifiquem reduzindo sua vida util. 47.48

A agitacdo da amostra diminui o tempo necessdrio para atingir o
equilibrio, porque a difusdo dos analitos aumenta. Na extra¢cdo no modo
headspace, a agitagdo facilita ainda a transferéncia de massa entre a fase
aquosa e o headspace. 47.48

O pH apresenta forte influéncia na sensibilidade da extragéo.
Em meio aquoso, o pH afeta o equilibrio de dissociacdo. Uma
diminuicdo do pH provoca aumento na concentracio de espécies neutras
de compostos dcidos, aumentando a quantidade extraida. No caso de
compostos dcidos, uma melhora na extracdo € obtida ajustando-se o
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valor do pH para duas unidades abaixo do valor do pKa do analito; para
compostos basicos, o pH deve ser ajustado duas unidades acima do
valor de pKa do analito. Em geral, para compostos de cariter dcido ou
basico, € imprescindivel um ajuste de pH da amostra para que se
obtenha melhor desempenho na extracdo. No entanto, deve-se tomar
cuidado no caso da extracdo direta, pois valores extremos de pH, tanto
altos como baixos, podem danificar a fibra. 47,48

A adicdo de um sal a solugdo da amostra geralmente melhora a
extracdo dos analitos, principalmente para os analitos mais polares.
Concentracdes de sal entre 1 e 30% tém sido empregadas na andlise de
amostras aquosas. O aumento da forca iOnica provoca redugdo na
solubilidade do analito na matriz, facilitando a sua extracdo pela fibra.
No entanto, esse efeito ndo é geral e depende da polaridade do analito,
da concentra¢do do sal e da matriz da amostra. Em alguns casos que
englobam analitos altamente polares ou passiveis de sofrer dissociacio
idnica em meio aquoso, este aumento da forca idnica pode provocar

efeito contrdrio e provocar uma diminuicdo da eficiéncia da extracao.
47,48

z

A relacdo massa-volume da amostra é um parametro
importante, uma vez que a massa dos compostos extraidos pela fibra é
funcdo da razdo massa-volume e da concentracdo inicial na amostra. A
razdo massa/volume da amostra estd diretamente relacionada a
sensibilidade do método. 7+

A SPME no modo direto envolve o equilibrio do analito em
duas fases distintas, e no modo headspace, entre trés fases — a amostra
liquida, a fase de vapor sobre a amostra liquida (headspace) e a fase
extrativa (liquido polimérico ou sélido adsorvente). Idealmente, a matriz
deve ser completamente homogénea e os analitos estdveis nas fases
envolvidas. O tratamento termodindmico representado pelas equagdes
abaixo se refere ao processo de partigdo, caracteristico dos
recobrimentos da fibra com filme de liquido polimérico. Nos casos em
que se utiliza como fase extrativa um sélido adsorvente, como silica
fundida, as equagdes sdo similares na andlise ao nivel de tragos, salvo
algumas restricdes. A quantidade total do analito nas trés fases pode ser
dada pelo balango de massa:

COVS = Cfo + CHVH + CSVS Equagio 1
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onde, Cy € a concentragdo inicial do analito na amostra; Cy, Cy, Cs sdo as
concentracdes no equilibrio, na fibra extrativa, no headspace e na
amostra, respectivamente, e V, Vy e Vg sdo, nessa ordem, os volumes
do recobrimento da fibra, do headspace e da amostra. A constante de
particio do analito entre as fases fibra/headspace, Km, €
headspacelamostra, Ky, sao definidas como:

C

K 5 =— Bquacio2
H quagdo
Cy
e
C
KHS :FH Equacdo 3
S

A quantidade do analito extraido na fibra extrativa, n, é
calculada pela expressao:

n= Cfvf Equacdo 4

_ Ky KV,CV
K KV, + KV, +V

n Equagdo 5

Como a constante de parti¢do do analito nas fases fibra/amostra,
Ky, € igual ao produto KKy, temos que:

o KsVGY
KV, + KV, +Vy

Equacio 6

Considerando a extragdo da amostra no modo direto, a parcela
KysVy pode ser desprezada. Deste modo, a equagdo (6) assume a forma:

K V.GV

n=—— E 3 7
quagio
KV, +V;
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Como K5 apresenta, geralmente, uma ordem de grandeza muito
pequena, aliada ao fato de que, normalmente, o volume da amostra, Vg, é
muito superior ao volume do recobrimento da fibra, Vy, podemos aplicar
a aproximacdo de que KyVy<< Vs. Logo, pode ser abreviada para:

n= Kﬁgvf C() Equagdo 8

Podemos perceber uma relacdo linear entre a quantidade de
analito extraido da amostra e a concentragdo inicial deste na matriz, ou
seja:

n= KCO Equacdo 9

No modo headspace, partindo-se da equagdo (7), podemos
inicialmente considerar que as fases amostra/headspace apresentam o
mesmo volume (Vg = Vi)

o K sV, C,Vy
KV, + (1+ K, )V,

Equagao 10

Usando o mesmo raciocinio empregado para o modo direto,
temos:

KV, <<(1+ K )V,

KfS Vf

m Co Equacéo 11
HS

logo: n=

Conclui-se entdo que a quantidade do analito coletada pela
fibra, no modo headspace, segue também uma dependéncia linear com a
concentra¢do inicial do analito na amostra:

n=k C() Equacdo 12

A SPME ¢ uma técnica de equilibrio, mas sob certas condi¢des
uma extragdo quantitativa dos analitos pode ser alcancada. Isso €
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aplicdvel para compostos com grande coeficiente de particdo em
condi¢cdes normais, no entanto ndo sdo todos os compostos que
apresentam elevados valores do coeficiente de particdo. A fim de
alcangar a extracdo total, pode-se usar um menor volume de amostra
(Vs), mas isso significa, em SPME, usar um tamanho de amostra que
nio € desejdvel para andlise precisa. Aumentar o volume do
revestimento da fibra € outra op¢do, mas € pouco pratico uma vez que
uma das vantagens da SPME € a pequena dimensdo do recobrimento da
fibra, por ndo haver a necessidade de modificagdes na porta de injecdo
do GC. Outra alternativa seria utilizar um recobrimento da fibra que
tenha alta afinidade pelos analitos tendo, assim, um alto valor para o
coeficiente de particio. Infelizmente o desenvolvimento desses
recobrimentos ndo é tarefa facil. *"**

Um método muito mais facilmente aplicdvel é o de aumentar o
coeficiente de particio do revestimento/headspace criando um
diferencial de temperatura entre o revestimento da fibra e o headspace.
Talvez por isso, dentro os pardmetros relacionados acima que podem
afetar o processo de extracdo da SPME, pode-se destacar a temperatura
como um dos mais importantes. Geralmente, a temperatura da amostra
tem uma influéncia dupla. Em geral, um aumento na temperatura da
extracdo provoca aumento na velocidade de extragdo e diminui¢do na
constante de distribui¢do, reduzindo o tempo necessario para atingir o
equilibrio de extracdo. Porém, elevadas temperaturas diminuem o
coeficiente de parti¢do entre o recobrimento da fibra e o headspace, isso
porque, a etapa de sorcdo dos analitos na fibra € um processo
exotérmico. O aquecimento da amostra a uma temperatura elevada
fornece energia para as moléculas de analito superarem as barreiras de
energia que as “amarram” com a matriz, melhora o processo de
transferéncia de massa e aumenta a pressao de vapor dos analitos. Na
amostragem por headspace, o aumento da temperatura ajuda a
transferéncia dos analitos da amostra para o headspace, assim, em
direcdo a fibra. Sabendo-se que o modo de extragdo por headspace é o
mais adequado para amostras sélidas, quanto maior a temperatura de
extracdo teoricamente maior a concentragcdo dos analitos no headspace e
consequentemente maior sensibilidade. Assim, o ideal seria trabalhar
com temperaturas elevadas, porém como ji descrito, o equilibrio de
sor¢do dos analitos pela fibra € um processo exotérmico. Isto significa
que, enquanto a alta temperatura melhora a liberacdo dos analitos a
partir de sua matriz, por outro lado pode prejudicar a absorcdo dos
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analitos pelo revestimento devido a diminuicdo dos coeficientes de
particdo. Devido ao aumento nas concentracdes dos analitos no
headspace, aquecer a amostra pode inicialmente melhorar a
sensibilidade de amostragem da SPME por headspace. Conforme a
temperatura aumenta ainda mais, no entanto, a diminuicdo nos
coeficientes de particio ndao pode ser compensada pelo aumento na
concentragdo do headspace. Como resultado, hd geralmente uma
temperatura 6tima para SPME por headspace. O problema é que a
temperatura 6tima muitas vezes nao é o bastante e oferece pouca ajuda
para superar adsor¢do dos analitos pela matriz ou melhorar a
volatilidade dos analitos semivoldteis. Como alternativa de contornar o
problema relacionado a altas temperaturas de extracdo, Pawliszyn
propds, no ano de 1995 um sistema para resfriamento do
recobrimento da fibra, o qual denominou de microextragdo em fase
s6lida com recobrimento internamente refrigerado (internally cooled
solid-phase microextraction) ou simplesmente cold fiber (CF) e descrito
com mais detalhes no item 1.4.5.

1.4.4.1 Aplicacoes de SPME

A SPME tem uma gama muito ampla de aplicagées, implicando em um
grande volume de publicacdes. Desta forma, a seguir serdo descritos
trabalhos mais recentes, dos trés ultimos anos (2010, 2011 e 2012),
como forma de ilustrar as aplicacdes da SPME nos mais variados tipos
de matrizes e analitos.

Tranchida ez a,* analisaram o Gleo essencial de bergamota por SPME e
deteccdo por GC. Além disso, investigaram as vantagens da utilizagdo
de uma coluna narrow-bore juntamente com a técnica de SPME por
headspace, em amostras complexas, como o 6leo de bergamota. Foi
empregada uma fibra de PDMS com uma capacidade de extracio baixa
(7 um), permitindo um tempo de equilibrio curto (15 min). Os
compostos voldteis absorvidos foram separados em 12,5 min, em um
uma coluna capilar de 10 m x 0,1 mm de D.I. O método rdpido de GC
foi caracterizado por meio de parimetros relativamente moderados
(pressdo da cabega: 173 kPa; taxa de aquecimento: 12 °C/min). A
utilizacdo da fibra com baixa capacidade, juntamente com a quantidade
reduzida de amostra evitou a sobregarregamento da coluna empregada.
A repetibilidade analitica foi determinada em termos de tempos de
retencdo (no maximo RSD 0,32%) e as dreas de pico (RSD médxima
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9,80%). Os resultados obtidos foram comparados com aqueles obtidos
por HS-SPME-GC convencional (com uma fibra 30 um de PDMS e
0,25 mm D.I. de uma coluna capilar) na aplicacdo sobre a mesma
amostra. A SPME com fibra e coluna reduzida levou a uma grande
reducdo do tempo de andlise, em comparagdo com o tempo de equilibrio
de SPME e tempo de corrida no GC, que foram de 50 min para ambos
na camparagdo de SPME e coluna convencional. A resolu¢do do pico foi
totalmente compardvel em ambas as aplicacdes. Embora uma ligeira
perda em termos de sensibilidade foi observada na abordagem mais
rdpida (geralmente dentro da gama de 25-50%), entretanto, nio
prejudicou a deteccio de todos os picos de interesse. A seletividade para
fibra de SPME de 7 e 30 um foi avaliada e estd em boa concordancia.
Delgado et al® estudaram o perfil aromdtico de voldteis do queijo
espanhol de leite de cabra cru da denominacgio de origem protegida
(DOP) "Queso Ibores" em quatro estidgios de maturagéo (dia 1, 30, 60, e
90) pelo método de SPME E GC/MS para determinar os compostos
voldteis caracteristicos deste queijo e saber quais as alteracdes ocorrem
no perfil dos volateis do queijo durante a maturac¢io. De acordo com o
DOP, o aroma do queijo “Ibores” varia entre doce e suave e tem um
sabor forte, ligeiramente azedo. Um total de 64 compostos foram
identificados: 14 4cidos, 18 dlcoois, 13 ésteres, 6 cetonas e 13
compostos que nao podem ser classificados nestes grupos. Os &cidos
carboxilicos sdo os compostos voldteis mais abundantes no headspace
de queijo “Ibores”. O teor de compostos volateis foi significativamente
alterado (P < 0,05) durante o amadurecimento. As quantidades relativas
totais de dcidos, ésteres e cetonas aumentaram durante os primeiros 60
dias de maturacdo. Os compostos mais caracteristicas de aroma do
queijo Ibores foram dcido butandico, hexandico e octandico e alguns
dlcoois (2-butanol e 2-heptanol), etil-ésteres dos &dcidos hexandico e
butandico, algumas metil-cetonas (2-butanona, 2-pentanona e 2 -
heptanona) e 6-decalactona.

Menezes Filho ez al’' desenvolveram um método baseado na técnica de
SPME com detec¢do por GC/MS para determinacdo simultdnea de 16
pesticidas de sete grupos quimicos diferentes (seis organofosforados,
dois imidazdlicos, dois estrobilurinas, um carbamato, uma tetrazina e
um triazol em dgua). A extracdo dos pesticidas foi feita com o modo de
imersdo direta com fibra poliacrilato (PA) 85 um. A temperatura de
extracdo de trabalho foi de 50 °C durante 30 min, enquanto se agitava a
amostra a 250 rpm. Apds a extracdo, a fibra foi introduzida no injector
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GC para a dessor¢do térmica durante 5 min a 280 °C. O método foi
validado por amostras de dgua ultra pura fortificada com os pesticidas
em niveis de concentracio diferentes e apresentou boa linearidade nas
concentragdes entre 0,05 e 250,00 ng mL'. O LOD e LOQ variaram,
0,02 a 0,30 ng mL' e 0,05 a 1,00 ng mL'l, respectivamente. Precisdes
intra-dia e inter-dia foram determinadas em dois niveis de concentracdo
(5,00 e 50,00 ng mL’l). O RSD intra-dia variou entre 3,6 ¢ 13,6%, e
inter-dia entre 6,3 e 18,5%. Testes de recuperacdo foram realizados em
relacdo as amostras de dgua ultra pura em tré€s niveis diferentes de
concentra¢do de 0,20; 5,00 e 50,00 ng mL'. A recuperacdo do nivel
0,20 ng mL"! variou de 86,4 £ 9,4% a 108,5 + 10,5%, para o nivel de
5,00 ng mL™" variou de 77,5 £ 10,8% a 104,6 £ 9,6% e para o nivel de
50,00 ng mL" variou de 70,2 + 4,6% a 98,4 + 8,5%. O método de
SPME proposto foi aplicado em 26 amostras de 4gua coletadas no "Platd
de Neopolis", Estado de Sergipe, Brasil. Metilparatin foi detectado em
cinco amostras com uma concentracio média de 0,17 ng mL"' e
bifentrina, piraclostrobina e azoxistrobina foram encontrados em trés
amostras com concentracdes médias de 2,28; 3,12 e 0,15 ng mL'l,
respectivamente.

Watkins er al’* realizaram a comparagdo da técnica de extracdo por
SPME com a de destilacdo simultinea para a extragdo de compostos
volateis em carne cozida e gordura de ovelhas com a separacdo e
deteccdo por GC/MS. Cerca de 100 compostos (em abundincia
relativamente elevada) foram caracterizados nos perfis volateis da carne
cozida e na gordura de ovelha utilizando ambas as técnicas. Foram
observadas diferencas nos perfis dos voldteis obtidos a partir de cada
técnica, independente da classe de compostos. Ao invés de uma técnica
apresentar quantidades de compostos voldteis superiores a outra, desta
forma, as técnicas podem ser consideradas como um complemento uma
da outra.

Jia et al” utilizaram a SPME para estudar a biodisponibilidade de éteres
difenilicos polibromados (PBDE) em sedimentos. Os PDBE fazem parte
da classe dos retardantes de chama bromados. Neste estudo, utilizaram
uma fibra de PDMS para determinar a concentracio de PBDE
livremente dissolvidos (Clivre) em sedimento como uma medida de
biodisponibilidade. Em sedimentos, PBDE foram predominantemente
sorvidos na fase sedimentar, com Clivre < 0,012% da massa quimica
total, verificando que o Clivre de PBDE diminui quando sua bromagio
ou a quantidade de carbono organico sedimentar aumenta. A forte
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associa¢do com a matéria organica dissolvida implica em um potencial
para facilitar o transporte e a dispersdo no meio ambiente que depende
estreitamente da estabilidade dos agregados dos sedimentos.

Zhang et al’* utilizaram a técnica de SPME para estudar a
bioconcentracdo de medicamentos em tecidos especificos de peixes
vivos. O desenho segmentado das fibras de SPME permitiu a
determinac¢do simultinea de residuos de produtos farmacé€uticos em
musculo dorsal do peixe-epaxial e tecido adiposo com uma tunica fibra
de SPME. A miniaturizacdo da fibra dotada com técnica de elevada
resolucdo espacial, permitiu a quantificacdo de analitos dentro dos
tecidos adjacentes, relativamente pequenos de trutas arco-iris jovens. O
pré-equilibrio das amostras e a cinética de calibragdo produziram a
quantificacdo eficiente e precisa dos produtos farmacéuticos nos tecidos
dos peixes. A capacidade do método de SPME para monitoramento do
mesmo peixe contorna problemas resultantes da variacdo interanimal,
melhorando assim a precis@o dos perfis cinéticos de bioconcentragdo
gerados. A validacdo da SPME in vivo foi feita com extracdo liquida das
amostras de tecidos com metanol. Dos nove compostos avaliados, cinco
(atrazina, genfibrozil, ibuprofeno, carbamazepina e fluoxetina) foram
bioacumulados no tecido adiposo e muscular ao longo dos oito dias de
exposicdo. Embora a acumulacdo dos analitos em ambos os tecidos foi
correlacionada positivamente, cada composto particiona com afinidades
diferentes, tais como, por sua hidrofobicidade e estrutura molecular
Unica. As amostras de dgua analisadas utilizando a técnica de SPME
obtiveram resultados semelhantes aos determinados por SPE, no
entanto, a SPME foi mais rdpida e operacionalmente muito mais
simples. Este estudo ilustra as condi¢des de aplicagdo in situ da SPME e
ao mesmo tempo demonstrando o potencial destas fibras de SPME
miniaturizadas para repetir a amostragem in vivo em diferentes tecidos
animais.

Kataoka er al” realizaram uma revisdo dos trabalhos que utilizam a
técnica de SPME para o estudo de drogas em matrizes bioldgicas
complexas. Andlises biomédicas de drogas, metabdlitos, venenos,
poluentes ambientais e ocupacionais, biomarcadores de doencgas e
substincias endégenas em fluidos e tecidos corporais sdo importantes no
desenvolvimento de novos medicamentos, acompanhamento
terapéutico, toxicologia forense, no diagnéstico do paciente e de
biomonitoriza¢do da exposicdo humana a produtos quimicos perigosos.
A SPME ¢ uma técnica eficaz na preparacio de amostra que permitiu a
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automatizacio, a miniaturizag¢do, e alto rendimento e desempenho. O
uso da SPME reduziu tempos de ensaio, bem como os custos da
eliminacdo de solventes. Este trabalho incide na avaliagdo dos recentes
avancgos nas novas técnicas de SPME, na andlise biomédica. Os autores
também  resumiram as  aplicacdes dessas  técnicas  para
farmacoterapéuticos, forense, e estudos de diagndstico, e as
determinagdes da exposi¢do ambiental e ocupacional.

Sakhvidi er al®® examinaram a aplicabilidade da SPME para a
amostragem e quantificaco de trés anestésicos inalatdrios, incluindo:
halotano, isoflurano, sevoflurano e em ar de ambiente operacional. A
fibra de CAR-PDMS no modo recolhido (sem exposicdo da fibra, ou
seja, a fibra ndo foi retirada da agulha) foi utilizada e foram estudados
os efeitos dos pardmetros ambientais, incluindo temperatura, umidade e
velocidade do ar. Ndo houve diferencas significativas entre a
amostragem determinada com diferentes temperaturas e velocidades do
ar. Porém a umidade tem um efeito significativo oposto em relagdo as
quantidades amostradas. A comparac¢io dos resultados entre o método
de SPME desenvolvido e o método 103 OSHA em atmosfera de ensaio
padrio e de campo mostrou uma concordancia satisfatoria.

Abdulra*uf ef al’’ realizaram uma revisio das fibras de SPME utilizadas
para andlise de residuos de pesticidas em frutas e vegetais. Amostras de
alimentos sdo normalmente analisadas com um passo preliminar de
preparacdo da amostra, porque normalmente os residuos de pesticidas
estdo presentes em baixas concentragdes e incorporados em matrizes
complexas. A SPME utiliza fibras revestidas com uma fase estaciondria
polimérica que pode ser liquida ou sélida, ou uma combinacdo de
ambos. O revestimento da fibra extrai os analitos alvo a partir de
matrizes alimentares complexas por absorciao no caso de revestimentos
liquidos ou adsor¢do, no caso de revestimentos de solidos. A fibra
SPME € entdo transferida para o instrumento analitico para a dessor¢@o
e andlise dos analitos alvo. A utilizacdo da tecnologia de sol-gel na
producdo de fibras de SPME tem ajudado a aumentar a gama de
residuos de pesticidas que podem ser extraidos com a técnica de SPME.
Spietelun et al™® fizeram uma revisdo critica das informacdes sobre as
abordagens conhecidas e inovadoras para a fabricacio de revestimentos
de fibra utilizados na SPME. Sdo discutidos em detalhes as
propriedades, as vantagens e as desvantagens dos diferentes tipos de
revestimentos de fibra de SPME disponiveis comercialmente, além dos
novos tipos de revestimentos e as metodologias para a sua preparagdo.
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Analisaram as aplicacdes dos revestimentos da fibra na SPME para um
amplo espectro de analitos, com énfase para a amostragem de analitos
polares a partir de matrizes polares (174 referéncias).

Bianchin er al” propdem uma nova abordagem para otimizagdo e
determinacdo simultinea de hidrocarbonetos policiclicos arométicos
(HPA) e benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX) em amostras
de 4gua utilizando a SPME com detec¢do por GC/MS. O objetivo do
estudo foi encontrar um compromisso entre as condicdes de extragdo,
adequado para todos os compostos voldteis e semi-voldteis, em que a
quantidade extraida é maximizada para todos os analitos. Isto foi
alcancado através da otimizagdo cuidadosa do revestimento da fibra,
efeito salting-out, do tempo de extracdo, temperatura e o do modo de
extracido (headspace ou imersdo direta). Com o revestimento de fibra
otimizada - PDMS/DVB 65 um - os outros fatores selecionados foram
otimizados usando uma metodologia de superficie de resposta através do
delineamento composto central. Como esperado, os resultados
otimizados para cada classe de analitos variou significativamente,
provavelmente devido as diferencas na sua volatilidade e as constantes
de equilibrio para o revestimento de analito/fibra. A fim de superar este
problema, a otimizacdo de uma nova abordagem foi proposta com base
em uma combinacio de modos de extracdo e temperaturas de extracao.
O procedimento final foi otimizado: 48 min de extracio no modo
imersdo direta com a amostra mantida a 80 °C seguido de um adicional
de 32 min de extracdo no headspace com a temperatura da amostra
mantida a 10 °C. O procedimento proposto foi comparado com os
métodos convencionais baseados na utilizagdo de um tnico modo de
extracdo e temperatura (80 min de extracdo no headspace a 60 °C ou 80
min de extragdo em imersdo direta a 50 °C). O novo método proposto
mostrou ser mais atraente, uma vez que maiores quantidades foram
extraidas dos compostos semi-voldteis e voldteis em um Unico
procedimento de extracdo em comparagdo com o0s métodos
convencionais.

Os trabalhos citados acima ilustram o grande campo de aplicacdes da
técnica de extracdo de SPME, como podemos constatar a mesma vem
sendo utilizada para estudos de cinética, quantificacdo, qualificacdo,
monitoramento de ambientes, até mesmo para andlises in vivo. Além de
apresentar trabalhos nas mais diversas dreas, tais como farmacéutica,
ambiental, médica, forense, alimentar, petréleo, entre outras. Apesar de
a SPME ser uma técnica ja consolidada, estudos sdo desenvolvidos a



54

fim de melhorar ainda mais sua eficiéncia e sensibilidade, como pode
ser observado pela busca de novos revestimentos, novas estratégias de
otimizacdo das condi¢des de extracdo e variagdes da mesma.

1.4.5 Microextracao em fase solida com recobrimento internamente
refrigerado (CF-SPME)

A técnica de SPME com recobrimento internamente refrigerado foi
introduzida por Zhang e Pawliszyn em 1995,°° os quais desenvolveram
uma nova abordagem para SPME por headspace. Ao aquecerem a
matriz da amostra enquanto simultaneamente resfriavam o recobrimento
da fibra, nfo s6 para facilitar a transferéncia de massa e a liberagcdo dos
analitos do headspace, mas também criar um espaco de temperatura
baixa da fibra e alta temperatura do headspace aumentaram
significativamente o coeficiente de particio dos analitos. Aplicaram o
método para extragdo quantitativa de benzeno, tolueno, etilbenzeno e
isdmeros de xileno em matrizes de dgua e solo.

O dispositivo CF-SPME utilizado no trabalho citado acima foi
miniaturizado e automatizado em 2006,61 tornando o trabalho
experimental mais vidvel, e estd apresentado na Figura 5.

Embolo e suporte de recobrimento

Ll

Tubo protetor Ferrolho de Tefion T Termopar
Seringa

Ferrolfro de ago inoxidavel

Recobrimento da fibra

Aguiha

Capilar CO,

Embolo e suporte de recobrimento

Termopar Capilar CO;
Cimento

Figura 5. Dispositivo de SPME internamente refrigerado, adaptado de Chen e
Pawliszyn.61

Um tubo de aco inoxidével foi utilizado como suporte da fibra e
€mbolo, apresentando diametro externo (D.E.) de 0,71 mm D.I. de 0,60
mm. Foram inseridos dentro do mesmo, um tubo com 0,13 e 0,30 mm
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de D.I. e D.E., respectivamente, que conduz o CO, liquido, e um fio de
termopar de aproximadamente 0,08 mm. A extremidade do tubo
inoxiddvel o qual a fibra o recobre foi selada com cimento de alta
temperatura. O termopar usado para monitorar a temperatura da fibra foi
fixado no cimento a aproximadamente 2 mm da extremidade, como
mostrado na parte ampliada da Figura 5. Uma membrana tubular
polimérica de PDMS com aproximadamente 1 cm de comprimento e
com espessura de 0,18 mm e 0,30 mm de D.I. e D.E., respectivamente,
apds ser expandida em hexano, foi colocada na extremidade do tubo
selado com cimento. Um tubo auxiliar de aco inoxiddvel (D.I. 0,81 mm
e D.E. 1,07 mm), foi colocado a aproximadamente 1 cm da ponta selada,
no suporte em que a fibra ficou aderida, com o objetivo de proteger o
recobrimento da fibra durante o procedimento de exposi¢do e retragao,
da mesma. Finalmente, foi introduzido um tubo menor externo de ago
inoxidavel (D.I. 1,14 mm e D.E. 1,27 mm), com espessura suficiente
para acomodar o dispositivo suporte/€mbolo, o qual trabalha como
protetor e agulha na perfuracdo dos septos. O esquema completo do
sistema CF-SPME estd apresentado na Figura 6. O mesmo contém uma
vélvula solenoide que permite a entrada de CO, liquido, origindrio do
cilindro que contém o gds em direcdo a fase extratora, acoplado a um
controlador de temperatura, o qual envia o comando para a valvula abrir
ou fechar, caso a temperatura registrada pelo termopar seja diferente da
temperatura de trabalho pré-programada para o recobrimento da fibra.
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Figura 6. Sistema de SPME internamente refrigerado, adaptado de Chen e
Pawliszyn.®'

Com essa estratégia de amostragem, a transferéncia de massa é
acelerada, e um intervalo de temperatura é criado entre a fibra
internamente resfriada e o headspace altamente aquecido, o que
aumenta significativamente o coeficiente de particio. Dessa forma,
torna-se possivel a utilizacdo de temperaturas elevadas, sendo as
mesmas limitadas apenas pela estabilidade dos analitos e da matriz da
amostra.®’

Na sequéncia, serdo apresentadas as deducdes simplificadas da
equacdo para o cdlculo da variacdo de entropia do processo (a deducdo
completa pode ser encontrada na referéncia 60). A simplificacdo ird
considerar a extracdo de somente um analito e assumir a pressio
constante. Na realidade, a transferéncia dos analitos da fase gasosa para
o revestimento ird reduzir a pressao quando o volume do recipiente for
mantido constante durante a extra¢do. Porém, quando se trabalha com
quantidades muito pequenas do analito a mudanca de pressdao durante a
extracao pode ser negligenciada.

A amostragem de HS-SPME da fibra com recobrimento
internamente refrigerado pode ser descrito como um processo
termodindmico em sequéncia. No inicio, uma amostra de gds com um
analito (ny mol) e ar estd em um recipiente de volume V; a temperatura
T, e a press@o Py, e um filme liquido (n. mol) a uma temperatura Tr e
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uma pressdo P;. Os dois sistemas sdo isolados um do outro. Quando a
extracdo inicia os dois sistemas sdo conectados. Somente o analito pode
transitar da fibra para matriz e vice versa. Durante a extragdo a
temperatura e a pressdo da fibra e da fase gasosa sdo mantidas em seus
valores iniciais. Finalmente os dois sistemas atingem um equilibrio
dindmico (com n; mol de analito na fibra e ng mol na fase gasosa; ny = n¢
+ ny), isto € a taxa de dessor¢do do analito da fibra se iguala a de
absorcdo do analito pela fibra. A forca motriz da transferéncia do analito
da fase gasosa para o recobrimento da fibra é o aumento da entropia do
sistema. O equilibrio é estabelecido quando € transferida uma
quantidade infinitesimal do analito entre a fase gasosa e o recobrimento
da fibra, e ndo resultard em nenhuma mudanga de entropia. Como a
variacdo da entropia independe das etapas, mas somente dos estados
inicial e final, pode-se estabelecer etapas hipotéticas simples de maneira
a tornar mais simples o cdlculo da variacdo de entropia do processo.
Pode-se supor inicialmente que o processo ocorra em trés etapas. A
variacdo de entropia para primeira etapa representa a mistura de vapor
do analito com o ar do headspace a temperatura e pressdo constantes,
sendo expressa por (AS;):

n n <
1 : 0
AS,=—n RlIn—+n,RIn— Equagdo 13
Ny Ny
n; = quantidade do analito no headspace quando o equilibrio é
alcancado;

ny = quantidade do analito inicialmente presente no headspace;
ny = quantidade de ar no headspace;
R = constante dos gases (8,31 JK’lmol’l)

Na deducdo da equagdo 13, assumiu-se que 0s gases se comportam
idealmente e ng>> ng. A segunda etapa envolve o resfriamento do vapor
do analito de Ty para T¢ nas proximidades do recobrimento resfriado,
que pode ser expressa por AS;:

r-1 T T <
AS,=n,C, ‘Tff+-1nT—£ =n,C, ?—f+lan Equagio 14

5
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n; = quantidade de analito absorvida pelo recobrimento da fibra no
equilibrio;

C, = capacidade calorifica do analito a pressdo constante, onde se
assumiu que este valor é constante entre T e Ty

A etapa final envolve a absorcdo do analito pelo recobrimento da fibra
com a temperatura constante Ty e pode ser expressa por ASj:

T ny VS Equagdo 15
TV Kyng

AS;=—n,Rln

Ky = constante de parti¢do de distribuicdo do analito entre o headspace e
o recobrimento da fibra, quando ambos se encontram na temperatura da
fibra T;.

A entropia total do sistema é:
AS=AS+AS,+AS,

Equacdo 16

No equilibrio, como ja descrito:

a A S 0 Equacdo 17
on;

Derivando-se AS em relacdo a ns e lembrando-se que ny = n¢ +
n; obtém-se a equagdo a seguir:
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T r.n.V
C AL | Rt

——=—~————() Equacio 18
T, T r.v,nKk,

A constante de distribui¢do do analito entre o recobrimento da cold fiber
e 0 headspace aquecido é convenientemente definida por Ky = Cy/ Cyg
= n¢Vy/n;Vy. Substituindo essa relacio na equacio 19, e isolando o termo
Kr, tem-se:

T C|IAT T
KT:KOT_SeXP Fp T_+lan Equagio 19
f f 5

Ky = coeficiente de particdo do analito quando tanto o recobrimento da
fibra quanto o headspace estdo na mesma temperatura da fibra Ty; AT =
Ts - Tf

Podemos concluir com a equagdo 19 que quanto maior for a diferenga
de temperatura entre o headspace e a recobrimento da cold fiber maior
sera o coeficiente de particdo. Portanto, podemos utilizar altas
temperaturas de amostra o que facilitard a dessor¢do térmica e
aumentard a volatilidade do analito enquanto simultaneamente resfria-se
o recobrimento da cold fiber. Desse modo serd possivel extrair alguns
analitos exaustivamente, que no caso da SPME comercial dificilmente
serd possivel ou sendo possivel somente em condi¢des extremas.

1.4.5.1 Aplicagoes da CF-SPME

A literatura que se refere a aplicacdo do sistema CF-SPME é muito
limitada, provavelmente pelo dispositivo ainda nio ser comercializado,
a qual serd descrita sucintamente abaixo.

Em 2004, Ghiasvand et al®® utilizaram o sistema de CF-SPME
para determinacdo de naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno,
antraceno, fluoranteno e pireno em amostras de areia e sedimento.
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Amostras de areia foram fortificadas com os HPA e o efeito de
diferentes pardmetros foi estudado, incluindo a temperatura de extragfo,
tempo de extracdo, teor de umidade, efeito da sonica¢do ¢ modificador.
A temperatura do recobrimento da fibra foi 5 °C, temperatura de
extragdo de 150 °C e tempo de extra¢do de 40 min. Foram obtidos LOD
entre 0,3 — 3 pg g'l, com 2 g de massa de amostra. Duas amostras de
referéncia foram submetidas a metodologia proposta, sendo obtidos
resultados diferentes dos valores de referéncia para o fluoranteno e
pireno, cuja recuperagdo ficou na faixa de 40 a 60%. Com o intuito de
melhorar a recuperacdo destes compostos, utilizaram-se 0s
modificadores metanol, sulfato de sédio e dgua. Com o uso da dgua
como modificador foi possivel uma melhora significativa na
recuperacdo. No entanto a evaporacdo da dgua a 150 °C causa um
aumento na pressao interna, o que pode ocasionar vazamentos. Portanto,
maiores tempos de extracdo foram estudados, alcangando-se uma
extracdo exaustiva em concordancia com os valores certificados para
esses compostos de 180 min.

Carasek e Pawliszyn,63 no ano de 2006, utilizaram o dispositivo
CF-SPME para andlise de aromas de frutas tropicais, tais como:
maracuja, caju, tamarindo, acerola e goiaba. Foi feita uma comparagdo
entre as fibras comercialmente disponiveis de SPME e a CF-SPME.
Pode-se concluir que o sistema CF-SPME foi mais atrativo, uma vez
que um maior nimero de compostos pode ser identificado, devido ao
maior poder de extracdo. As condigdes Otimas de extragdo foram
estudadas para ambas as fibras, sendo que para a SPME utilizando fibra
de DVB/CAR/PDMS foram as seguintes: tempo de incubagdo de 10
min, agitagdo da amostra de 500 rpm, tempo de extracdo de 25 min e
temperatura de extragdo de 60 °C. Ja para a CF-SPME as condigoes
otimas foram de 60 °C para a temperatura da amostra e 0 °C para a
temperatura da fibra. Os autores concluiram que, exceto para a polpa de
maracujd, a metodologia utilizando CF-SPME foi mais eficiente, pois
foi possivel identificar um maior nimero de compostos.

Carasek et al,64 em 2007, utilizaram novamente o dispositivo de
CF-SPME para determinagdo de 2,4-dicloroanisol, 2,6-dicloroanisol,
2,4,6-tricloroanisol e pentacloroanisol em amostras de rolha de cortigas,
utilizadas em garrafas de vinho. Através de um planejamento fatorial
completo e matriz Doehlert as melhores condi¢cdes experimentais foram
otimizadas para SPME comercial ¢ CF-SPME. Utilizando-se fibra
comercial de DVB/PDMS as melhores condi¢des otimizadas foram:
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tempo de incuba¢do de 10 min, tempo de extracdo de 75 min,
temperatura de extracdo de 85 °C com adicdo de 8 mL de agua sobre
200 mg de amostra e 500 rpm de agitagdo. J4 para o sistema CF-SPME
foram: tempo de incuba¢do de 10 min, tempo de extracdo de 10 min e
temperatura da amostra e da fibra de 130 e 10 °C, respectivamente. Os
LOD utilizando-se SPME comercial foram cerca de uma ordem de
grandeza maiores em compara¢do ao método que utilizou CF-SPME,
1,2 - 1,8 ng g'1 contra 0,25 — 0,45 ng g'l, mostrando uma melhora no
poder de detec¢do do sistema internamente refrigerado sobre a fibra
comercial ndo refrigerada. Além disso, deve-se destacar a diferenca no
tempo de extracdo entre os dois métodos (10 min para CF-SPME e 75
min para SPME comercial).

Ghiasvand et al, em 2007,65 através do dispositivo CF-SPME
analisaram o aroma de nove variedades de arroz iraniano e duas
variedades indianas e os resultados foram comparados com aqueles
determinados por SPME comercial. Com base em quatro analitos alvos,
incluindo hexanal, D-limoneno, tetradecano e 2-acetil-1-pirrolina sendo
este dltimo um composto odorante chave, diferentes parimetros
experimentais foram otimizados. O efeito da composi¢do das fibras,
umidade presente na matriz, temperatura, tempo de extragcdo e tempo de
dessorcdo foram investigados. As melhores condi¢cdes obtidas foram:
fibra CAR/DVB/PDMS, adi¢do de 200 puL de dgua em 2 g de amostra
com tempo de extracdo de 30 min a 60 °C. Com essas condicdes, 0s
autores identificaram cerca de 30 compostos em cada amostra analisada.
Utilizando o sistema CF-SPME, as seguintes condi¢cdes foram obtidas:
temperatura de amostra de 100 °C e 30 min de extrac¢do, sendo que a
temperatura de fibra nio foi otimizada e fixada em todos os estudos em
5 °C. Com as condi¢des otimizadas para o sistema CF-SPME cerca de
50 compostos foram tentativamente identificados, demonstrando que o
sistema internamente refrigerado da fibra é mais eficiente que o sistema
de SPME comercial.

Chen et al, no ano de 2007,66 utilizaram o dispositivo com
recobrimento internamente refrigerado para andlise do aroma e
fragrancias em xampu. Os resultados obtidos foram comparados aos
obtidos utilizando fibra comercial. Os compostos avaliados foram
acetato de benzila, geraniol, Cetalox®, e os seguintes componentes
modelos de aromas: hexanal, acetato de butila, (E)-2-hexenal, acetato de
isoamila, isobutirato de isobutila, acetato de hexila e acetato de heptila.
Os componentes modelos de aromas foram extraidos em solugdo
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aquosa, ja o restante dos componentes foram extraidos de solucdo
aquosa contendo 1% de xampu. As condigdes 6timas para extracdo com
o sistema CF-SPME para os componentes modelos de aromas foram:
tempo de extracdo de 20 min a 60 °C com a temperatura de
recobrimento fixada em 1 °C, volume de 8 mL de amostra com agitagio
magnética. J4 para o sistema de SPME comercial com fibra de PDMS
100 pL foram: tempo de extracdo de 45 min a 45 °C, com volume de 8
mL de amostra com agitacdo magnética. Comparando-se os resultados,
o limite de deteccdo de 2 a 10 vezes menores foram obtidos com o
dispositivo CF-SPME. Para andlise dos componentes em xampu, as
melhores condigdes otimizadas para o sistema internamente refrigerado
foram: volume da amostra de 50 uLL com agitacdo magnética, tempo e
temperatura de extracdo de 45 min a 60 °C, respectivamente,
temperatura do recobrimento da fibra fixada em 1 °C. Nessas condicdes,
obteve-se recuperagdo de 83, 87 e 90% para Cetalox®, acetato de
benzila e geraniol, respectivamente, com LOD de 1 a 8 ug g'. As
condi¢des Otimas de extragdo para SPME comercial foram otimizadas
em trabalho anterior (2006)67 dos mesmos autores e sdo as seguintes:
tempo de extracdo de 45 min a 45 °C, 8§ mL de amostra, diluida para
0,01% de xampu, saturada com NaCl com agitagdo magnética. Os LOD
ficaram na faixa de 2 a 20 pug g'. Embora ndo se tenha um ganho
significativo no LOD utilizando o dispositivo CF-SPME em
comparacdo a SPME comercial, temos que levar em conta o volume da
amostra e o fator de diluicdo, muito menores com o dispositivo CF-
SPME.

Em 2009, Haddadi e al®® estudaram a cinética de dessor¢do de
HPA em solo e sedimento através do sistema CF-SPME. A cinética de
dessorc¢do de compostos organicos hidrofébicos de particulas de solos e
sedimentos € importante tanto do ponto de vista da quimica ambiental
como da quimica analitica. Utilizando a temperatura da amostra de 150
°C e do recobrimento da fibra de 25 °C, o tempo de extracdo estudado
foide 2, 5, 15, 30, 45 e 60 min. Os resultados mostram que o tempo para
o equilibrio (< 5 min) muito curto para a maioria dos compostos foi
atingido, com isso os analitos foram extraidos quase que
exaustivamente, 80% ou mais, da fase gasosa, com apenas 5 min de
extracdo. Esse curto tempo € previsto pela teoria, sabendo-se que a etapa
de difusdo da matriz gasosa é rdpida, sendo a etapa determinante a
difusdo pelo recobrimento. O coeficiente angular do grifico entre o
logaritimo natural da fra¢do dessorvidano tempo t em fun¢do do tempo
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de dessor¢cdo fornece a constante de dessorcdo, os valores dessa
constante foram obtidos na faixa de temperaturas de 90 a 180 °C, e as
energias de ativacdo aparente de dessor¢do foram estimadas. Os autores
concluiram que a técnica proposta ¢ mais eficiente em tempo, além de
mais versitil, quando comparada as técnicas comumente empregadas
para o mesmo fim, uma vez que as técnicas convencionais de dessor¢ao
sdo demoradas e na maioria dos estudos um analito por vez e apenas um
ou poucos sorventes sao empregados.

Sanchez-Prado et al, em 2009,69 utilizaram o dispositivo de CF-
SPME para o estudo de fotodegradacdo de moléculas organicas voldteis.
Como analito usou-se o hexaclorobenzeno, onde o mesmo foi
inicialmente absorvido pela fibra a partir de uma solucéo de 10 mL do
padrdo 5pg L' num frasco de 22 mL, com agitagio magnética de 1000
rpm, temperatura da amostra de 100 °C (5 min de tempo de equilibrio) e
tempo de extracdo de 45 min, com temperatura do recobrimento da fibra
de 50 °C. Apds essa etapa, a temperatura da fibra foi ajustada para 0 °C
e entdo retirada do frasco e submetida a radiacdo UV com comprimento
de onda de 254 nm a uma poténcia de 16 W com tempo que variou de 0
a 20 min. Nas condi¢des experimentais descritas acima e durante o
curso da fotorreagdo do hexaclorobenzeno, os autores relataram, e
detectaram a formacdo de quatro foto produtos: pentaclorobenzeno, dois
isdbmeros tetraclorobenzeno (1,2,3,5 e 1,2,4,5-tetraclorobenzeno) e
pequenas quantidades de um isomero do triclorobenzeno (1,3,5-
triclorobenzeno). A identificacdo dos isdmeros foi feita por comparagio
dos tempos de retencdo com solucdes dos padrdes dos analitos. No
tempo de 20 min o hexaclorobenzeno foi quase que totalmente
fotodegradado. Os resultados obtidos pelos autores estdo de acordo com
os relatados por outras técnicas em que a fotodegradacdo foi feita em
meio organico. O dispositivo CF-SPME, mostrou-se atrativo e eficiente
para estudos de fotodegradacdo, pois utiliza o préprio recobrimento da
fibra como meio organico para reacdo e o mesmo € posteriormente
utilizado para anélise e identificacido dos produtos formados.

Martendal e Carasek, em 201 1,70 descreveram uma nova
estratégia de otimizacdo para a CF-SPME baseado numa abordagem
multivariada. A temperatura do recobrimento foi variada durante a
extracdo enquanto o tempo de extracdo foi manipulado com o objetivo
de melhorar a extracdo de compostos de diferentes volatilidades. Os
analitos estudados foram HPA, ésteres acidos de ftalatos (EF) e
adipatos. Para ambas as classes estudadas (HPA e EF), a otimizag¢ao foi



64

realizada pela transferéncia de 400 ng de cada composto para o frasco de
15 mL. Em todos os casos, a temperatura das amostras foi controlada
por meio de um bloco aquecedor. A incubacdo e a estabilizagdo da
temperatura das amostras foram mantidas constantes por 10 min na
temperatura em que esta seria avaliada no momento. A dessor¢ido dos
analitos foi realizada na porta do injetor do cromatégrafo a 300 °C por 7
min. Nenhum efeito de memoria foi observado. A estratégia de
otimizacdo foi feita em duas etapas. Na primeira etapa realizou-se a
otimizacdo simultinea do tempo de extracdo e da temperatura do
recobrimento. J4 na segunda etapa, o procedimento de extragdo foi
realizado utilizando duas temperaturas na fase extratora, sempre
iniciando com o recobrimento na temperatura alta selecionada, e, apds
um determinado tempo (de acordo com o planejamento experimental), a
temperatura da fibra foi mudada para o valor baixo selecionado, no qual
ela foi mantida por outro periodo de tempo também de acordo com o
planejamento experimental. Assim, a varidvel tempo de extracdo total
foi definida como a soma do tempo de extracdo com a fibra a alta
temperatura e o tempo de extracdo no qual a fibra foi ajustada para a
temperatura baixa. A mudanga na temperatura da fibra foi realizada
manualmente, assim como a opera¢do do dispositivo de cold fiber
durante todo o trabalho. As condi¢des 6timas de extracdo para a nova
metodologia foram para os HPA selecionou-se 40 min como tempo de
extragdo total, sendo os primeiros 20 min com a fibra a 60 °C, seguido
de 20 min com a fibra a 5 °C e para os EF foi de 30 min como tempo
total de extragdo, correspondente a extracdo de 23 min com o
revestimento a 140 °C, seguido por 7 min de resfriamento a 10 °C. Os
autores realizaram algumas comparagdes a fim de visualizar melhor as
diferencas entre as novas condi¢des otimizadas e as comumente
adotadas, ou seja, com a fibra mantida a uma temperatura minima e
durante todo o tempo de extracdo. Para EF, as condi¢cdes comparadas
foram: 30 min de extracdo com a fibra em 140 °C, 30 min com a fibra
em 10 °C, 30 min de extragdo com revestimento em 40 °C. Os
resultados das comparacdes mostraram que para a maioria dos
compostos avaliados a nova otimizagdo € mais eficiente, quando néo é
semelhante. Os autores concluiram ser a nova estratégia de otimizagdo
uma excelente alternativa para se trabalhar simultaneamente com
analitos de diferentes polaridades/volatilidades.

Martendal e Carasek, também em 2011,71 descreveram uma
nova abordagem para o sistema CF-SPME baseada na combinacdo de
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diferentes modos de extracio no mesmo procedimento de extracio.
Além disso, investigaram a quantidade de dgua requerida para facilitar a
adsorcdo dos analitos da matriz e seu transporte para o recobrimento da
fibra. A temperatura da amostra foi fixada em 90 °C para se evitar
vazamentos. Os analitos usados para estudos foram os HPA e os EF em
amostras de areia e solo. A estratégia de otimizag@o nesse trabalho foi
dividida nas seguintes partes: otimizacdo das varidveis para a extracio
no modo headspace, otimizacdo para o modo de imersdo direta e,
finalmente, a nova proposta, que consiste em uma combinacdo dos dois
modos de extra¢do no mesmo procedimento. O pH e a forca idnica pela
adicdo de NaCl, foi estudada somente para classe dos EF, com o
objetivo de avaliar se os EF poderiam ser hidrolisados, uma vez que
uma alta temperatura de extragdo é empregada (90 °C) em todo o
estudo. J4 o volume de dgua e a forca idnica pela adi¢do de NaCl, foram
estudados simultaneamente para os HPA e EF, finalmente foram
estudados o efeito do tempo de extragc@o e temperatura do recobrimento
da fibra para ambas as classes. As condicdes otimizadas foram de pH
na faixa de 4-7, adicdo de 12 mL de solugdo aquosa de NaCl 194 g L™ e
80 min de extragdo como tempo total (50 min no modo de extragdao
direto com temperatura do recobrimento de 90 °C seguido de 30 min de
extracdo no modo headspace com temperatura de recobrimento de 30
°C). Os resultados foram comparados a CF-SPME convencional, com
somente um modo de extracdo, com e sem a adi¢do de dgua. Os autores
relataram que a abordagem baseada no uso de dgua e temperatura da
amostra intermedidria, juntamente com a combinagdo de dois modos de
extracdilo no mesmo procedimento foi muito mais eficiente em
comparagdo com o0 uso de alta temperatura da amostra, nenhuma adicao
de dgua e baixa temperatura do recobrimento. A introducdo das
inovagdes metodoldgicas apresentadas foi capaz de melhorar as
abordagens j4 existentes na utiliza¢do da técnica de CF-SPME.

Jiang et al, no ano de 2012,” aplicaram um dispositivo de CF-
SPME totalmente automatizado através do acoplamento com o
amostrador automdtico da GERSTEL (MPS 2) para a andlise de
compostos volateis e semi-voldteis em matrizes aquosas e sdlidas. O
dispositivo proposto foi cuidadosamente avaliado quanto ao seu
desempenho de extracdo, reprodutibilidade, robustez e confiabilidade
por GC/MS. Com o uso de uma cabeca de injetor sem septo
(septumless), toda a configuracdo automatizada foi capaz de analisar
mais de 200 amostras sem vazamento no injetor do GC. A avaliacdo do
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dispositivo automatizado de cold fiber foi realizada, usando um grupo
de compostos caracterizados por diferentes volatilidades e polaridades,
pela determinacdo da eficiéncia de extracdo bem como a comparagdo de
parametros analiticos de mérito com os de fibras comerciais de SPME.
O dispositivo automatizado de CF-SPME mostrou melhor eficiéncia de
extracdo e melhorou significativamente em comparacdo com a fibra
comercial de PDMS para na andlise de amostras em padrdo aquoso
devido a baixa temperatura do revestimento. A faixa linear dinimica da
CF-SPME foi de 0,5 ng mL"' a 100 ng mL'l, com um coeficiente de
correlacdo > 0,9963 para todos os compostos. O LOD para os analitos
avaliados variou de 1,0 ng mL! a 9,4 ng mL". O recém automatizado
dispositivo de CF-SPME apresenta uma excelente alternativa para
andlise por headspace de compostos voldteis e semi-voldteis com grande
nimero de amostras analisadas e com um melhor rendimento e
sensibilidade.

Todos os trabalhos citados acima utilizam o dispositivo de CF-
SPME, descrito do item 1.4.5 deste trabalho, diferentemente dos
trabalhos relatados abaixo que fazem uso de um dispositivo de CF-
SPME desenvolvidos pelos autores.

Em 2009, Haddadi er al” desenvolveram um novo dispositivo
de cold fiber baseado em resfriamento termoelétrico (Figura 7). Um
resfriador termoelétrico de trés estdgios (TEC) foi usado para resfriar
um fio de cobre revestido com uma membrana oca da PDMS. O fio de
cobre foi montado num sistema comercial de SPME e exposto a
superficie resfriada do TEC, o qual fica dentro de uma pequena caixa de
aluminio. Para medir indiretamente a temperatura do recobrimento da
fibra um termopar foi colocado na parte resfriada do dispositivo. O novo
dispositivo foi aplicado na andlise quantitativa de aromas que causam
mau cheiro em arroz (hexanal, nonanal e undecanal). Perfis da
quantidade extraida (ng) versus a temperatura de extracdo que variou de
50 a 110 °C foram obtidos para a fibra comercial de SPME
(DVB/CAR/PDMS) e para o sistema proposto, com 20 min de extracido
para ambos os casos. Como temperatura 6tima para a fibra comercial
obteve-se 70 °C para o hexanal e nonanal e 90 °C para o undecanal e
para o sistema proposto obteve-se como temperatura 6tima 110 °C para
todos os trés compostos. O sistema proposto apresentou melhores
resultados nas quantidades extraidas do que o sistema comercial, cerca
de 12, 5 e 2 vezes maiores, respectivamente, para o hexanal, nonanal e
undecanal. Neste caso a temperatura da fibra ficou aproximadamente 20
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°C e a da amostra, 100 °C. O tempo de equilibrio para temperatura de 70
°C foi de 30 min, ja para a temperatura de 100 °C foi alcancado em
apenas 5 min, indicando que na temperatura maior os analitos sdo mais
facilmente liberados pela matriz. Os aldeidos foram quantificados numa
amostra de arroz através do método proposto e pelo método padrdo de
extracdo com solventes, estatisticamente os resultados niao foram
diferentes, no entanto o método proposto mostrou-se mais preciso,
rapido e simples e sem utilizacdo de solventes.

Dissipador de calor ---- Holder comercial SPME

Ventilador :

' Parte superior
-* de aluminio

Fio de cobre

- Placa de cobre
Caixa de ahuminio

Parte inferior

.-* de aluminio

. ‘ \ "+ Septo
! Agulha

Resfriador termoelétrico | __.__ Revestimento da fibra
de trés estagios (Membrana Oca de PDMS)

Figura 7. Sistema de CF-SPME com resfriamento termoelétrico, adaptado de

Haddadi et al.”

Chia et al, no ano de 2004,74 desenvolveram um sistema para
refrigerar o recobrimento da fibra, enquanto a amostra era aquecida. O
sistema refrigerado (Figura 8) foi utilizado para determinacdo de
policlorodibenzeno-p-dioxinas e policlorodibenzofuranos em amostras
de solo. Consistindo basicamente em refrigerar a parte superior externa
através de um fluxo de etanol refrigerado. Para monitoramento da
temperatura um termopar foi colocado juntamente com a fibra no
headspace. A extragdo foi feita com a fibra PDMS 100 pm, 500 mg da
amostra fortificada com os analitos foi adicionada num frasco de 8 mL,
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com 1 mL de dgua, a temperatura da amostra foi de 85 °C, com tempo
de extracdo de 60 min, com agitacdo ultrassOnica e a temperatura do
headspace medida de 4 °C. Para comparacdo dos resultados o sistema
foi operado com e sem refrigeracdo, no entanto, os autores obtiveram
uma melhora de 2 a 22 vezes, operando com o sistema refrigerado,
dependendo do analito.

Holder SPME

—
Fibra de SPME

Sistema de resfriamento

J com dlcoool

PRELEES | Amostra de solo com adig3o de dgua

——}— Aquecimento de dgua com agitago ultrassdnica

Figura 8. Sistema de refrigeracdo do headspace, adaptado de Chia et al.”*

Menezes e Cardeal, no ano de 2011,” aplicaram o dispositivo
de CF-SPME, desenvolvido pelos autores, para determinacdo de HPA
em material particulado de ar ambiente. O dispositivo desenvolvido
pelos autores estd apresentado na Figura 9. O mesmo consiste de um fio
de cobre de 70 cm (D.E. de 2,4 mm e D.I. de 1,6 mm), que foi usado
para transferir o nitrogénio liquido do frasco de Dewar para o
dispositivo de SPME. Umas das extremidades do tubo foi inserida
dentro do frasco de Dewar através de uma rolha de borracha e a outra a
um tubo em espiral de 3 cm de comprimento (D.I. de 2 mm), sustentado
a agulha do holder manual, contendo uma fibra de PDMS de 100 pm. O
estudo foi conduzido através de um planejamento fatorial 2%, as
varidveis investigadas foram: temperatura de extragdo, tempo de
equilibrio no banho de ultrassom e o tempo de extragdo. O modo de
extracao utilizado no trabalho foi 0 modo direto e a temperatura da fibra
ndo foi controlada. Os autores compararam o resultado com e sem
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resfriamento da fibra e o ganho foi de apenas 2 vezes para o composto
que apresentou maior eficiéncia.

Holder SPME
Purga N:

Agulha de SPME._ Tubo de cobre

(D.I 1.0 mm) Vikula

Tubo de cobre

E - Tubo de cobre
(espiral D.I 2.0 mm) - I 30em Fhuxo de N: (DI 5,0 mm)

,—q—\ Roihé de borracha

- Frasco Dewar
p

Purga N: «—

Fibrade PDMS |
Imerséo direta

Bloco de aluminio _'

- N: liquido

Amostra —

Agitador magnético
e aquecedor

Figura 9. Dispositivo de CF-SPME, adaptado de Menezes e Cardeal.”

Menezes et al, em 2012,76 desenvolveram um método para determinagao
de naftaleno em ar ambiente usando CF-SPME com deteccdo por
GC/MS. O método utiliza uma fibra de 100 um de PDMS, o esquema
do sistema de CF-SPME € semelhante ao apresentado da Figura 9,
porém a fibra fica exposta num tubo de permeacgdo por onde o ar passa.
O método apresenta bons resultados para os parametros de validacdo, o
intra-ensaio de precisdo mostra um RSD variando 1,04-8,11%, o LOD
foi de 0,33 £ 0,01 gm”, e 0 LOQ foi de 0,55 + 0,01 g m™. O método foi
aplicado para a determinagio de naftaleno de amostras reais coletadas de
ar interior e exterior. Os resultados demonstraram a capacidade do
método em medir os niveis baixos de naftaleno no ar em diferentes
ambientes.

Com os resultados dos trabalhos desenvolvidos utilizando o sistema de
cold fiber, € possivel verificar que hd sempre um ganho significativo na
quantidade de analitos extraidos da matriz, no entanto isso foi observado
com menos intensidade nos trés udltimos trabalhos, provavelmente por
esses serem menos aprimorados que o os demais dispositivos. Contudo,
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ficou clara a eficiéncia do dispositivo CF-SPME para matrizes
complexas.

1.5 Derivatizaciao

Alguns compostos que possuem elevada polaridade como os fendis,
apresentam baixos coeficientes de particio recobrimento/dgua ou
recobrimento/gds e baixa volatilidade (resultando em uma baixa
resolucdo cromatogréfica). Uma das maneiras de reverter esse problema
¢ realizar a derivatizacdo dos mesmos, ou seja, converté-los em seus
andlogos menos polares, aumentando assim os coeficientes de particio
com fibras pouco polares como PDMS. Como resultado, geralmente
observa-se uma melhora na eficiéncia de extracdo e da sensibilidade do
método de deteccdo. No entanto, a derivatizac¢do introduz também uma
nova etapa trabalhosa e longa na andlise, além de poder introduzir erros
devido as reagdes paralelas que podem ocorrer durante a derivatizacao,
por isso suas condi¢gdes devem ser otimizadas. i

A derivatizacdo combinada com SPME poder ser feita de quatro modos:
antes da extrag¢do (o reagente derivatizante € adicionado a matriz antes
da extragdo, e aguardado um tempo suficiente para que a rea¢do ocorra),
durante a extracdo (regente € pré-carregado no sorvente da SPME,
ocorrendo simultaneamente a derivatizacdo e extra¢do), no recobrimento
da fibra apds extracdo (fibra com os analitos extraidos é exposta ao
reagente derivatizante apds ser retirada do frasco de extracdo) ou
derivatizacdo apds dessor¢do (a derivatizacdo ocorre no injetor ou na
coluna).47
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CAPITULO I

OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Desenvolver, através das técnicas de SPME e CF-SPME,
metodologias analiticas para a determinagdo de contaminantes organicos
em amostras de couro utilizando como método de
identificacdo/quantificacdo a cromatografia gasosa.

2.2 Objetivos Especificos

Otimizar as varidveis que afetam a eficiéncia de extracdo da
SPME convencional para determinacdo de fendis em couro por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas;

Otimizar as varidveis que afetam a eficiéncia de extracdo da
SPME comercial para determinacdo de pesticidas em couro por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas;

Determinar o compromisso entre a temperatura da fibra,
temperatura da amostra e tempo de extracdo para a extracio dos fendis,
em couro, no dispositivo de SPME internamente refrigerado;

Estudar meios para derivatizacdo dos fendis no dispositivo
SPME internamente refrigerado, durante e apds a extragdo dos analitos,
com o seguinte derivatizante: bis(trimetilsilil)trifluoracetamida
(BSTFA);

Obter os parimetros analiticos de mérito para validar as
metodologias propostas como faixa linear de trabalho, limites de
detecc¢do e quantificagdo, repetibilidade e recuperacio.
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CAPITULO IIT

Aplicacao de microextracao em fase sélida e cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas para determinacao de
clorofendis em couro

Este trabalho propde um método para andlise simultanea de 16
fendis em couro utilizando SPME E GC/MS com derivatizag¢do anterior
a extracdo. A fibra de poliacrilato foi utilizada devido a sua eficiéncia
comprovada frente a extracdo dos analitos de interesse.”” ™" Os analitos
avaliados nos referidos trabalhos incluem, 2 e 4-clorofenol, 2,4 e 2,6-
diclorofenol, 2,4,5 e 24.6-triclorofenol, 2,3,4,6-tetraclorofenol,
pentaclorofenol e 4-cloro-3-metilfenol. A otimiza¢do da extracdo dos
fendis foi realizada seguindo dois planejamentos experimentais, o
planejamento fatorial fraciondrio e o delineamento de composto central,
os quais indicaram as condicdes 6timas de extracdo. O procedimento
otimizado foi aplicado na andlise dos fendis em couro.

3.1 PARTE EXPERIMENTAL

3.1.1 Reagentes

Uma mistura de fendis [2,3-diclorofenol (2,3dCP), 2,4-diclorofenol
(2,4dCP), 2,5-diclorofenol (2,5dCP), 2,6-diclorofenol (2,6dCP), 3,5-
diclorofenol (3,5dCP), 2,3,4-triclorofenol (2,3,4tCP), 2,3,5-triclorofenol
(2,3,5tCP), 2,3,6-triclorofenol (2,3,6tCP), 2,4,5-triclorofenol (2,4,5tCP),
2,4,6-triclorofenol (2,4,6tCP), 3,4,5- triclorofenol (3,4,5tCP), 2,3,4,5-
tetraclorofenol (2,3,4,5teCP), 2,3.4,6-tetraclorofenol (2,3,4,6teCP),
2,3,5,6-tetraclorofenol (2,3,5,6teCP), e pentaclorofenol (PCP)] foi
obtida na concentracio de 2000 mg L' em metanol (Supelco,
Bellefonte, EUA). O 2-fenilfenol foi obtido sélido (Sigma Aldrich,
Steinheim, Germany). A solucdo estoque de 2-fenilfenol foi obtida
pesando-se quantidade apropriada do mesmo e dissolvendo-se em
metanol (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemanha). Agua destilada e
deionizada foi utilizada nos experimentos.

Fosfato de sodio (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) e anidrido acético
(Merk, Darmstadt, Alemanha) foram usados na etapa de derivatizacao.
Cloreto de sédio (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) foi utilizado para o
estudo da forca idnica. Acetona (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha)
foi usada para o estudo do efeito da adi¢ao de co-solvente.
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3.1.2 Instrumentacio

Andlises cromatogréficas foram feitas usando um cromatégrafo
a gés acoplado ao espectrometro de massas do tipo quadrupolo, com
ionizacdo por impacto de elétrons, 70 eV (GCMS-QP 2010 Plus-
Shimadzu), equipado com injetor split/splitless. Hélio (99,999%) foi
empregado como gds de arraste, com pressdo constante de 100 kPa. A
coluna capilar usada foi Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um - Restec,
Bellefonte, EUA). O programa de temperatura usado iniciou-se em 50
°C e foi até 200 °C com uma taxa de aquecimento de 5 °C/min. A
temperatura do injetor foi de 290 °C e o tempo de dessorcdo da fibra no
injetor foi de 5 min, este tempo foi suficiente para que nenhum efeito de
memoria fosse observado. A temperatura da fonte de fons foi de 200 °C
e na interface foi de 210 °C. O modo de monitoramento usado foi o
modo SIM (Selected lon Monitoring), devido a sobreposicdo de picos da
matriz com os dos analitos. Os fons usados para quantificacdo (razio
massa/carga) foram os seguintes: 162-164-204 (2,3-dCP; 2,4-dCP; 2,5-
dCP; 2,6-dCP; 3,5-dCP), 196-198-200 (2,3,4-tCP; 2,3,5-tCP; 2,3,6-tCP;
2,4,5-tCP; 2,4,6-tCP; 3,4,5-tCP), 230-232-234 (2,3,4,5-teCP; 2,3,4,6-
teCP; 2,3,5,6-teCP), 264-266-268 (PCP) e 115-170-171 (2-PP). Os fons
selecionados para andlise foram os dos analitos apés derivatizagdo com
anidrido acético. Todas as andlises foram feitas no modo splitless,
exceto a repetibilidade que também foi feita com divisor de fluxo.

Outros equipamentos utilizados incluem pHmetro (Metter
Toledo 320), agitador magnético (MQAMA 301) e banho
termostatizado (NT 269).

3.1.3 Procedimento SPME

Amostras de couro de 250 mg (cortadas em cubos de
aproximadamente 2 mmz), livres dos analitos de interesse, foram
pesadas, adicionadas dentro de um frasco préprio para SPME de 40 mL,
fortificadas com o padrdo de clorofendis e o padrao do 2-fenilfenol e
deixadas em repouso por 24 horas (-18 °C) para intera¢do dos analitos
com a matriz. Para a extrac¢do foi adicionado um volume de 20 mL de
solugdo de fosfato de sédio 0,05 mol L' com pH ajustado para 12, e a
extracdo realizada com agitacio constante. As extragdes foram
realizadas no modo headspace e a separagdo/deteccdo realizada no
GC/MS sendo que as respostas utilizadas na otimizacdo do
procedimento foram as dreas de pico de cada composto. A SPME foi
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aplicada utilizando-se uma fibra comercial com holder manual (Supelco,
Bellefonte, EUA). Todas as extracdes foram feitas usando fibra de PA
85 um (Supelco, Bellefonte, PA, EUA). Antes da primeira utilizagdo, a
fibra foi condicionada no injetor do GC/MS, com a temperatura ajustada
para 300 °C durante uma hora.

3.1.4 Amostras
As amostras de couro (wet blue) foram obtidas do Instituto Brasileiro de
Tecnologia do Couro e Artefatos (Novo Hamburgo, RS, Brasil).

3.1.5 Otimizacao do método de extracao dos fendis

Para a etapa de otimizagdo, foram fortificadas com 10 uL do padréo de
clorofenéis (10 mg L) e 10 pL do padrio do 2-fenilfenol (16,56 mg L~
" e deixadas em repouso. Para a extraco, foi adicionado um volume de
20 mL de solugdo de fosfato de sédio 0,05 mol L™ com pH ajustado
para 12, e a extragdo realizada com agitagﬁo constante.

A otimizagdo multivariada®® das condigdes de extracdo dos
fendis em couro foi realizada em duas etapas. Na primeira etapa
utilizou-se um planejamento fatorial fraciondrio (2°), a fim de avaliar
as possiveis varidveis que afetam a extracdo dos fendis. As varidveis
avaliadas foram temperatura de extracdo (40 — 80 °C), tempo de
extracdo (10 - 30 min), quantidade do agente derivatizador (100 - 300
uL), forca idnica pela adi¢do de cloreto de sédio (0 - 6 g) e influéncia do
co-solvente (0 - 1000 pL). Juntamente, foram realizados pontos centrais
com quatro replicatas, para temperatura de extracdo (60 °C), tempo de
extra¢do (20 min), quantidade do agente derivatizador (200 pL), forca
i6nica pela adig¢do de cloreto de sédio (3 g) e influéncia do co-solvente
(500 pL). Cada variavel foi estudada em um nivel maximo (+1) e um
nivel minimo (-1), além do ponto central (0), realizado em quatro
replicatas, sendo que a resposta empregada foi a média geométrica das
areas dos picos referentes aos fendis avaliados, os valores de maximo,
minimo e ponto central avaliados estdo apresentados na Tabela 4. O
nimero de experimentos requerido é dado por N = 2P 4+ C, sendo k o
numero de fatores, C as replicatas do ponto central e p = 1. Um modelo
da combinacdo de experimentos entre as cinco varidveis em um
planejamento fatorial fraciondrio com quatro replicatas no ponto central
€ dado por N = 2514 4, ou seja, N = 16 + 4 totalizando 20 experimentos,
como estd exemplificado na Tabela 5. Este tipo de experimento &
indicado quando se tem muitos fatores, com o propédsito de identificar
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aqueles com efeito significativo. Geralmente sdo realizados numa etapa
anterior ao experimento definitivo. Os fatores identificados com efeito
significativo sdo estudados num experimento mais completo, como

realizado neste trabalho.

82,83

Tabela 4. Valores de minimo, maximo e ponto central dos pardmetros

avaliados.
Variavel Ponto minimo Ponto central Ponto maximo
() 0) (+)
Co-solvente 0 500 1000
Acetona (uL)
Forga idnica 0 3 6
NaCl (g)
Tempo 10 20 30
(min)
Temperatura 40 60 80
(O
Agente Deriv. 100 200 300

Andr. acético
(L)
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Tabela 5. Experimentos requeridos em um planejamento fatorial fraciondrio em
. 2. . 5-1 . ., .
dois niveis (27) com cinco varidveis.

Ensaio Acetona NaCl Tempo Temperatura Anidrido

(uL) @ (min.) (8] acético
(uL)
1 -1 -1 -1 -1 1
2 1 -1 -1 -1 -1
3 -1 1 -1 -1 -1
4 1 1 -1 -1 1
5 -1 -1 1 -1 -1
6 1 -1 1 -1 1
7 -1 1 1 -1 1
8 1 1 1 -1 -1
9 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0
13 -1 -1 -1 1 -1
14 1 -1 -1 1 1
15 -1 1 -1 1 1
16 1 1 -1 1 -1
17 -1 -1 1 1 1
18 1 -1 1 1 -1
19 -1 0 1 1 -1
20 1 0 1 1 1

Numa segunda etapa para uma otimiza¢do mais apurada, foi
realizado um planejamento composto central®>*’ para fixar os valores
das varidveis que afetam a extracdo, onde se estudaram as varidveis,
temperatura de extragdo (60, 65, 70, 75 e 80 °C), tempo de extracdo (30,
35, 40, 45 e 50 min) e influéncia da forga i6nica (3; 3,7; 4,4; 5,2 ¢ 6 g).
O delineamento composto central é um delineamento simétrico e de
segunda ordem, constituido de duas partes: o fatorial 2%, com um ou
mais pontos centrais, e a parte axial, com o objetivo de avaliar a parte
curvilinea existente, de forma a chegar a solucido 6tima, que maximiza
os resultados do sistema. A média geométrica das dreas dos picos foi
utilizada como resposta. As varidveis analisadas com seus respectivos
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valores no planejamento composto central estdo apresentadas na Tabela

6.

Tabela 6. Planejamento composto central 2% para as varidveis: temperatura de
extragdo, tempo de extragdo e forgca idnica, com os respectivos valores
utilizados.

Ensaios Temperatura NaCl (g) Tempo (min.)
()
1 60 4.4 40
2 65 3,7 35
3 65 3,7 45
4 65 5,2 35
5 65 5,2 45
6 70 3 40
7 70 6 40
8 70 4.4 40
9 70 4.4 40
10 70 4.4 30
11 70 4.4 50
12 75 3,7 35
13 75 3,7 45
14 75 5,2 35
15 75 52 45
16 80 4.4 40

Para os planejamentos experimentais e para o tratamento dos
dados dos mesmos foi utilizado o software Statistica 7.0.°

3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.2.1 Otimizacao multivariada

3.2.1.1 Planejamento Fatorial Fracionario (25'1)

Na primeira etapa da otimizacdo de extracdo dos fendis foi
realizado um planejamento fatorial fraciondrio, em dois niveis para
otimizacdo das varidveis de extracdo. As varidveis avaliadas foram
temperatura de extragdo, tempo de extra¢do, quantidade do agente
derivatizador (anidrido acético), forca ionica pela adi¢do de cloreto de
sodio e influéncia do co-solvente (acetona).
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A partir da andlise dos resultados obtidos obteve-se o grafico de
Pareto (Figura 10). No gréfico de Pareto, o efeito da varidvel agente
derivatizador e das intera¢Oes entre as varidveis: forca idnica e agente
derivatizador, temperatura de extrac@o e agente derivatizador, tempo de
extracdo e temperatura de extracdo e co-solvente e tempo de extragdo
foram excluidos do gréfico devido ao valor do efeito se confundir ao
erro. Logo, no grifico de Pareto verificou-se que todos os fatores se
mostraram significativos para o sistema, com excecdo do efeito do
agente derivatizador fixado entdo em 200 pL. Os efeitos das varidveis:
temperatura de extra¢do, forca idnica e tempo de extracdo foram
significativos com valores positivos, indicando um aumento do sinal
analitico ao se trabalhar com estas varidveis no maior nivel avaliado,
contudo o efeito do co-solvente foi significativo com valor negativo,
supondo resultado contrdrio as outras varidveis, ou seja, ao se trabalhar
com o menor nivel avaliado obtém-se um maior sinal analitico, por isso
o mesmo foi descartado do estudo. Pode-se ainda observar que hd um
efeito contrdrio entre o tempo de extracdo e o agente derivatizador e
também entre co-solvente e a for¢a ionica. Considerando os sinais
algébricos dos efeitos principais das varidveis individuais, pode-se
concluir que o aumento do tempo de extracdo concomitantemente a um
menor volume de agente derivatizador leva a um aumento da resposta
analitica. Também, o aumento da forca idnica concomitantemente a um
menor volume de co-solvente leva a um aumento do sinal analitico.
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Figura 10. Grifico de Pareto obtido pelo planejamento fatorial fracionario 2°"
na otimizagdo das varidveis e suas interacdes na determinacdo dos fendis em
couro. (1) co-solvente, (2) forca idnica, (3) tempo de extragdo, (4) temperatura
de extracdo, (5) agente derivatizador.

Os pontos centrais foram realizados com o intuito de avaliar a
perda de linearidade da resposta analitica entre os niveis de minimo e
maximo estudados. Isso foi possivel através da checagem da curvatura,
que se mostrou significativa para o sistema e com valor positivo.
Sugere-se que o valor significativo da curvatura seja fortemente
influenciado pelo valor da varidvel que se mostrou mais significativa
para o estudo, no nosso caso a temperatura de extracido. Porém, o que
realmente pode-se afirmar em rela¢do ao valor significativo da curvatura
é que as varidveis precisam ser reavaliadas por uma metodologia de
superficie de resposta.

Como o efeito da temperatura de extracdo foi significativo com
valor positivo, seria uma alternativa coerente fixar essa varidvel em seu
nivel maximo. Contudo, levando-se em consideracdo que a curvatura
mostrou-se significativa e positiva, e essa pode estar sendo influenciada
pela varidvel temperatura de extracdo, como ji mencionado
anteriormente, nesse caso o valor 6timo pode estar localizado entre o
ponto central e o nivel maximo estudado (60 a 80 °C). Assim, esta faixa
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foi novamente estudada na segunda etapa de otimizacdo. Para o efeito
da forca ionica a faixa estudada foi de 3 a 6 g devido ao fato de que o
valor de mdximo avaliado € proximo da saturagdo da solucdo e para o
efeito do tempo de extragcdo foi aumentado de 30 a 50 min, pois um
tempo de 30 min de extracdo conduz em uma maior resposta em
comparacdo a 10 min. Além do mais, o equilibrio ainda nao foi atingido
no valor maximo estudado.

3.2.1.2 Planejamento Composto Central

Para uma otimizag¢do mais apurada, um planejamento composto
central foi realizado.**® As varidveis novamente avaliadas foram
temperatura de extragdo (60 a 80 °C), tempo de extracdo (30 a 50 min) e
influéncia da forga idnica (3 a 6 g).

A combinagdo das varidveis duas a duas gerou trés superficies
de resposta (Figura 11). Os valores 6timos obtidos pela superficie de
resposta confirmam a tendéncia observada pelo planejamento fatorial
fraciondrio. Observou-se entdo que a forca i0nica, o tempo de extragdo e
a temperatura 6timas confirmam a hipétese sugerida anteriormente pelo
planejamento fatorial fraciondrio. Dessa forma, os valores utilizados
para dar continuidade aos estudos foram de 75 °C para a temperatura de
extragdo, 6 g de cloreto de sédio e 50 min de tempo de extragao.
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Figura 11. Superficies de resposta obtidas a partir do planejamento composto

central para trés varidveis (temperatura de extracdo, tempo de extracdo e forca
i6nica) na determinacao dos fendis em couro.
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3.2.2 Validacao da metodologia

Estabelecidas as melhores condi¢des para extracdo dos fendis em couro,
tempo de extracdo 50 min, temperatura de extragdo 75 °C, volume do
derivatizante 200 pL, massa de cloreto de sédio 6 g, a etapa seguinte foi
o estudos dos parametros analiticos de mérito, tais como: linearidade,
faixa dindmica de trabalho, limite de detec¢do, repetibilidade e
recuperacao.

3.2.2.1 Faixa linear e limite de deteccao

A curva analitica foi construida adicionando-se aliquotas de 15, 20, 25,
30, 35, 40 e 45 L do padrdo de clorofendis (10 mg L™) e do padrdo do
2-fenilfenol (16,56 mg L") em 250 mg de couro deixadas em repouso
por no minimo 24 horas (-18 °C). Previamente ao uso adicionaram-se 20
mL da solugdo de fosfato de sédio 0,05 mol L' com pH 12, saturado
com cloreto de sédio e 200 puL de anidrido acético. O limite de deteccio
e quantificacdo (LOQ) foram calculados utilizando as seguintes
férmulas: LOD = 3xs/B e LOQ = 10xs/B, respectivamente (s = desvio
padrio do intercepto da curva analitica, B = coeficiente angular da curva
analitica). Dessa forma, foi possivel obter uma faixa linear que variou de
0,11 a 1800 ng g"' para os clorofenéis e de 0,17 a 2981 ng g”' para o 2-
fenilfenol com LOD variando de 0,03 a 0,20 ng g'1 e coeficiente de
correlagdo entre 0,9943 e 0,9996, como observado na Tabela 7.
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Tabela 7. Faixa dindmica de trabalho, coeficientes de correlacdo e limites de
deteccdo para otimizagdo dos fendis em amostra de couro.

Analitos Faixa linear (ng g”) R LOD (ngg’)
2,4-dCP 0,32 - 1800 0,9981 0,09
2,5-dCP 0,35- 1800 0,9984 0,10
2,3-dCP 0,21- 1800 0,9954 0,06
2,6-dCP 0,33- 1800 0,9981 0,10
3,5-dCP 0,30- 1800 0,9976 0,09
2,3,5-tCP 0,30- 1800 0,9976 0,09
2,4,6-tCP 0,25- 1800 0,9976 0,08
2,4,5-tCP 0,68- 1800 0,9996 0,20
2,3,4-tCP 0,44- 1800 0,9989 0,13
2,3,6-tCP 0,20- 1800 0,9962 0,06
3,4,5-tCP 0,29- 1800 0,9982 0,09
2-PP 0,11-2981 0,9952 0,03
2,3,5,6-teCP 0,17- 1800 0,9943 0,05
2,3,4,5-teCP 0,22- 1800 0,9967 0,07
2,3,4,6-teCP 0,31- 1800 0,9988 0,09
PCP 0,37- 1800 0,9989 0,11

R = Coeficiente de correlagdo, LOD = Limite de detec¢a@o

3.2.2.2 Repetibilidade

A repetibilidade foi estudada com o intuito de avaliar a precisdo da
metodologia. A repetibilidade do método foi feita fortificando-se o
couro na concentragdo de 800 ng g'1 para os clorofenéis e 1325 ng g'1
para o 2-fenilfenol, com seis repeticdes e variou de 3,0 a 10,3% no
modo splitless. Estudou-se também a repetibilidade com a razdo de split
60:1 fortificando-se o couro na concentracio de 80 pg g’ para os
clorofenéis e 85 pg g’ para o 2-fenilfenol com seis repeticdes e as
medidas variam de 6,3 a 14,7%, ambas estdo apresentadas na Tabela 8.
A razdo de split foi estudada, pois os limites miximos permitidos dos
analitos estudados, quando presentes na amostra, por algumas
legislag()es,m’85 estdo acima da faixa linear estudada neste trabalho, ou
seja, estdo na ordem de parte por milhdo (ug g'). Com o resultado
obtido, podemos concluir que caso se necessite trabalhar nessa ordem de
grandeza a metodologia desenvolvida ainda € vélida. Os resultados estao
apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8. Estudo da repetibilidade dos clorofendis 800 ng g" e do 2-fenilfenol
1325 ng g em splitless e com a razio de split 1/60 para os clorofendis 80 ug g
e para o 2-fenilfenol 85 ug g em amostras de couro.

Analitos RSD % (splitless)® RSD % (split 1/60)"
2,4-dCP 6,7 9,7
2,5-dCP 6,5 12,2
2,3-dCP 6,5 6,3
2,6-dCP 6,3 8,9
3,5-dCP 8,7 12,8
2,3,5-tCP 6,3 8,7
2,4,6-tCP 6,0 8,9
2,4,5-tCP 10,3 8,7
2,3,4-tCP 3,0 9,5
2,3,6-tCP 8,9 9,5
3,4,5-tCP 6,6 11,9
2-PP 3,9% 9,4%:*
2,3,5,6-teCP 5,7 11,3
2,3,4,5-teCP 6,9 7,8
2,3,4,6-teCP 2,6 14,7
PCP 9,2 13,8

RSD = Desvio padrio relativo,n=6,2=800ng g ; * 1325ngg ,b=80ugg
e85 ug g’

3.2.2.3 Analises das amostras de couro e Recuperacao

Foram analisadas diferentes amostras de couro. No entanto, nas
amostras analisadas ndo foram encontradas os compostos em estudo,
provavelmente por ter sido restringido o uso dos mesmos no pré-
tratamento do couro em nosso pais desde 2006 ou os analitos podem
estar abaixo do limite de deteccdo do método proposto. Devido a isso,
amostras de couro foram fortificadas, para investigar a exatiddo da
metodologia proposta, em trés niveis de concentracdes diferentes (600,
1200 e 1800 ng g para os clorofenéis e 994, 1987 e 2981 ng g para o
2-fenilfenol) feitas em triplicata e deixadas em repouso por no minimo
24 horas (-18 °C). Os valores obtidos para o estudo de recuperagcdo com
o método proposto sdo apresentados na Tabela 9, como pode ser
observado encontram-se na faixa de 90,0 a 107,2%, atestando o bom
desempenho da metodologia proposta, para a andlise rotineira dos
clorofendis avaliados e do 2-fenilfenol em couro.
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Tabela 9. Estudo da recuperagdo para os fendis em trés niveis diferentes de
concentragdo nas amostras de couro.

Nivel 1 (600)* Nivel 2 (1200)* Nivel 3 (1800)*

Analitos Recuperacao (%)
2,4-dCP 953+3,2 100,6 + 4,8 100,4 + 4,5
2,5-dCP 95,5+3,7 99,1 +4,3 99,6 + 3,9
2,3-dCP 94,5+ 4,5 954 +3,8 101,2+ 39
2,6-dCP 952 +5,1 99,8+ 3,9 100,5 + 4,3
3,5-dCP 94,8 +3,3 97,3+4,1 98,5+3,5
2,3,5-tCP 95,7+ 3,0 974 +32 102,3+29
2.,4,6-tCP 99,8 +3,2 97,3+ 3,7 97,4 + 3,6
2,4,5-tCP 102,0 + 6,1 101,9+5,5 99,9 + 4.9
2,3,4-tCP 101,5+3.5 100,9 + 3.8 99,2 +4,1
2,3,6-tCP 98,7 + 6,6 98,5+ 6,1 96,5+5,9
3,4,5-tCP 99,7+29 100,3 +3,2 96,7+4,2
2,3,5,6-teCP 97,8+43 1054 + 4.9 94,5+5,0
2,3,4,5-teCP 103,8 +4,1 102,3+34 95,8 +4.,5
2,3,4,6-teCP 97,3+3,9 96,3 +4,2 101,2+3,2
PCP 102,8 + 6,2 102,3+5.9 99,7+4,5
Nivel 1 (994)*  Nivel 2 (1987)*  Nivel 3 (2981)*
Recuperacao (%)
2-PP 1072+ 7,2 90,00 + 5,2 103,5 + 4,1
*ng g'l, n=3

3.1 CONCLUSOES PARCIAIS

A utilizacdo do planejamento fatorial fraciondrio possibilitou definir
quais parametros, dentro dos selecionados, afetariam de forma mais
significativa, a andlise simultinea dos fendis. Além disso, permitiu
estudar as interacdes das varidveis analisadas, conforme observado
experimentalmente, que realmente ocorreram interagdes entre o0s
parametros selecionados. O planejamento composto central foi bem
sucedido, visto que se obtiveram as condicdes ideais para a
determinagdo dos 16 fendis. Constatou-se que a utilizacdo dessas duas
metodologias, com eficiéncia e sensibilidade adequada, possibilitou a
reducdo dos custos com reagentes e equipamentos, levando também a
uma rapidez na resposta analitica.

O método analitico desenvolvido nesse estudo, utilizando HS-
SPME E GC/MS para a determinagdo dos fendis, mostrou-se simples,
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rdpido e mais sensivel que os demais métodos desenvolvidos com o
mesmo propdsito. Dentre suas principais vantagens, pode-se destacar a
utilizacdo direta da amostra sélida sem uma etapa anterior de extragdo
dos compostos de interesse da matriz, o que representa um grande
avanco frente a utilizacdo de SPME para este tipo de amostra. Além
disso, necessitamos de uma quantidade muito reduzida de amostra,
apenas 250 mg.
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CAPITULO IV

Extracao e derivatizacio on-fiber de clorofenois em couro por
microextracio em fase sélida com recobrimento internamente
refrigerado

Neste trabalho pela primeira vez, até o presente momento,
utilizou-se a CF-SPME associada a derivatizacdo on-fiber com o intuito
de melhorar a resolucdo dos picos dos fendis. O mesmo propde um
método para andlise simultinea de fendis em couro utilizando CF-SPME
E GC/MS. A otimizacdo da extracdo e derivatizagdo dos fendis foi
realizado seguindo dois planejamentos multivariados e um planejamento
univariado. O procedimento otimizado foi aplicado na andlise dos fendis
em couro.

4.1 PARTE EXPERIMENTAL

4.1.1 Reagentes

Uma mistura de fendis (fenol (P), 2-metilfenol (2MP), 4-
metilfenol (4MP), 3- metilfenol (3MP), 2-clorofenol (2CP), 3-clorofenol
(3CP), 4-clorofenol (4CP) 2,4- dimetilfenol (2,4dMP) foram obtidos na
concentracdo de 2000 mg L" em metanol (Supelco, Bellefonte, EUA).
As solucdes de trabalho foram preparadas diluindo-se a solugdo estoque
em metanol (Sigma Aldrich, Alemanha).

Bis(trimetilsilil)trifluoracetamida (BSTFA) (Supelco,
Bellefonte, EUA) foi utilizado na etapa de derivatizagao.

4.1.2 Instrumentacio

Andlises cromatogréficas foram feitas usando um cromatégrafo
a gés acoplado ao espectrometro de massas do tipo quadrupolo, com
ionizacdo por impacto de elétrons, 70 eV (GCMS-QP 2010 Plus-
Shimadzu), equipado com injetor split/splitless. Hélio (99,999%) foi
empregado como gds de arraste, com pressdo constante de 100 kPa. A
coluna capilar usada foi Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um - Restec,
Bellefonte, EUA). O programa de temperatura usado iniciou-se em 50
°C e foi até 200 °C com uma taxa de aquecimento de 5 °C/min. A
temperatura do injetor foi de 290 °C e o tempo de dessorc¢do da fibra no
injetor foi de 10 min, este tempo foi suficiente para que nenhum efeito
de memoria fosse observado. A temperatura da fonte de fons foi de 200
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°C e na interface foi de 210 °C. O modo de monitoramento usado foi o
modo SIM (Selected lon Monitoring), devido a sobreposicdo de picos da
matriz com os dos analitos. Os fons usados para quantificacdo (razio
massa/carga) foram os seguintes: 91-165-180 (2MP, 4MP, 3MP), 185-
200-187 (3CF, 4CP), 93-149-185 (2CP), 151-152-166 (P), 105-179-195
(2,4dMP). Os fons selecionados para andlise foram os dos analitos apds
derivatizacdo com BSTFA. Todas as andlises foram feitas no modo
splitless.

Uma seringa convencional de cromatografia gasosa 10 uL
(Hamilton, Reno, NV, EUA) foi utilizada para fortificar as amostras
com os padrdes dos fendis.

O dispositivo de cold-fiber, controlador de temperatura e
vélvula solenoide utilizados nesse trabalho sao os mesmos utilizados nos
artigos previamente publicados.62'65’68’69 Membrana oca de PDMS com
178 um de espessura € 1 cm de comprimento foi utilizada como fase
extratora. Didxido de carbono liquido foi utilizado para resfriar o
recobrimento.

A temperatura da amostra foi controlada por meio de um bloco
aquecedor (faixa operacional a partir da temperatura ambiente até
200°C) especialmente desenvolvido para a realizagdo dos trabalhos de
CF-SPME (Dist, Florian6polis, Brasil). Incubacdo e estabilizacdo da
temperatura das amostras foram mantidas constantes em 10 min na
temperatura a qual seria avaliada no momento. A mudanga na
temperatura da fibra foi realizada manualmente, assim como a operagéo
do dispositivo de cold fiber durante todo o trabalho.

Para a etapa de derivatizacdo foi utilizado um agitador
magnético MQAMA 301).

4.1.3 Amostras
As amostras de couro (wet blue) foram obtidas do Instituto Brasileiro de
Tecnologia do Couro e Artefatos (Novo Hamburgo, RS, Brasil).

4.1.4 Preparo da amostra

Todas as etapas foram feitas no modo headspace. Amostras de
couro de 100 mg (cortadas em cubos de aproximadamente 2 mm?),
isentas dos analitos de interesse, foram pesadas e adicionadas dentro de
um frasco proprio para SPME de 15 mL, fortificadas com 4 uL do
padrio de fenéis (400 mg L") e deixadas em repouso por no minimo 24
horas (-18 °C) para interacdo dos analitos com a matriz. Apds a
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incubacdo dos analitos na matriz, o frasco de 15 mL que continha a
mesma foi inserido no bloco aquecedor com a temperatura ajustada de
trabalho, o dispositivo de cold fiber foi entdo inserido dentro do frasco e
a fibra exposta, apds o tempo de extracdo a fibra foi recolhida e o
dispositivo retirado do frasco da amostra e inserida em um frasco
proprio para SPME de 4 mL que continha o agente derivatizante sob
agitacdo constante. Finalmente, apds as duas etapas (extracdo e
derivatizacdo), os analitos foram termicamente dessorvidos da fibra na
porta de injecdo do GC/MS.

4.1.5 Estratégias de otimizacao

A otimiza¢do multivariada das condicdes de extracdo dos
fendis em couro foi realizada em trés etapas. Na primeira etapa, utilizou-
se um planejamento fatorial completo (N = 2"+ C, comk = 3, onde: N =
numero de experimentos, k = numero de varidveis estudadas no
processo, C = ndmero de pontos centrais). Foram avaliadas trés
varidveis: temperatura de extrac¢do (80 —170 °C), tempo de extracdo (5 -
25 min) e temperatura do recobrimento da fibra (5 — 30 °C). Cada
variavel foi estudada em um nivel maximo (+1) ¢ um nivel minimo (-1),
além do ponto central (0), que foi estudado em triplicata, ou seja, as
variaveis foram estudadas em seus valores médios (Tabela 10).82’ ? No
total foram realizados onze experimentos, como estd demonstrado na
Tabela 11. A resposta analitica utilizada foi a média geométrica das
areas dos picos referentes aos fendis avaliados.

82,83

Tabela 10. Valores de minimo, miximo e ponto central dos pardmetros
avaliados.

Variavel Ponto minimo Ponto central Ponto maximo
) 0) (+)
Temperatura de 80 125 170
extracdo (°C)
Temperatura do 5 17 30
recobrimento (°C)
Tempo 5 15 25

(min)
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Tabela 11. Experimentos requeridos em um planejamento fatorial completo em
dois niveis (23) com trés varidveis.

Ensaio Temperatura do Temperatura de Tempo
recobrimento (°C) extracao (°C) (min)
1 -1 -1 -1
2 -1 1 -1
3 1 1 -1
4 1 -1 -1
5 1 1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 -1 -1 1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

Numa segunda etapa estudou-se de forma univariada a
temperatura da fibra (10 — 50 °C). Em ambas as etapas fixaram-se as
condi¢des de derivatizacdo em volume de BSTFA 50 puL e tempo de
exposicdo de 15 min. Numa terceira etapa avaliaram-se as condi¢des
Otimas para a derivatizagdo dos fendis utilizando um planejamento
Doehlert, ** onde o volume do agente derivatizante avaliado foi de 25
a 100 pL e o tempo de exposi¢do entre 5 e 30 min. O modelo para o
planejamento Doehlert com a varidvel volume de BSTFA, estudada em
quatro niveis (25, 50, 75 e 100 pL) e varidvel tempo de exposicdo,
estudada em cinco niveis (5, 11, 17, 23 e 30 min) estd representado na
Tabela 12. Novamente, a média geométrica das dreas dos picos dos
fendis foi utilizada como resposta.
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Tabela 12. Ensaios realizados no planejamento Doehlert para duas varidveis,
volume de BSTFA estudada em quatro niveis e tempo de exposi¢do estudada
em cinco niveis.

Ensaio Volume de BSTFA Tempo de exposicio
(nL) (min)
1 25 11
2 25 23
3 50 5
4 50 17
5 50 30
6 75 11
7 75 23
8 100 17

Para os planejamentos experimentas e para o tratamento dos
dados dos mesmos foi utilizado o software Statistica 7.0.®

4.1.6 Extracao quantitativa dos fenéis em couro

Para obterem-se informacdes da quantidade extraida no procedimento
otimizado para os fendis, extracdes sucessivas foram feitas (100 mg a 20
ng g ). Depois de realizada a primeira extragdo, a fibra foi recolhida e o
frasco colocado num banho de gelo, até a temperatura de 20 °C ser
atingida, somente depois o dispositivo de cold-fiber foi retirado do
frasco e inserido dentro do frasco do agente derivatizante. Apds a
dessorcdo dos analitos o dispositivo de cold-fiber foi inserido dentro do
frasco da amostra, o qual permanecia em banho de gelo, e reintroduzido
dentro do bloco de aquecimento, esperado a temperatura de estudo de a
amostra ser atingida e entdo a fibra exposta e mesmo procedimento
descrito acima foi repetido.

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

A sequéncia seguida neste trabalho para otimizar o método
proposto consistiu-se em duas etapas: a primeira, centrada em obter as
melhores condi¢des experimentais para extrair fenéis do couro usando
procedimento de CF-HS-SPME. No segundo passo, o foco foi dado ao
procedimento de derivatizacdo usando o agente derivatizante BSTFA.
Em ambos os casos, desenhos experimentais foram utilizados.
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Finalmente, os pardmetros analiticos de mérito para todos os compostos
estudados, foram determinados utilizando a metodologia desenvolvida.

4.2.1 Otimizacao do procedimento de CF-SPME

4.2.1.1 Planejamento Fatorial Completo
A primeira etapa da otimiza¢do das condi¢des de extracdo dos fendis foi
realizado um planejamento fatorial completo (2°). As varidveis avaliadas
foram temperatura da amostra (80 —170 °C), tempo de extragdo (5 - 25
min) e temperatura da fibra (5 — 30 °C). Juntamente, foram realizados
pontos centrais em triplicatas, para temperatura da amostra (125 °C),
tempo de extracdo (15 min) e temperatura da fibra (17 °C).

A partir da andlise dos resultados obtidos obteve-se o grafico de
Pareto (Figura 12). A Figura 12 mostra os principais efeitos e as suas
interacdes para o planejmento fatorial, a temperatura da fibra e a
temperatura da amostra foram altamente significativas, bem como a
interacdo entre elas. Por outro lado, considerando as condigdes
estabelecidas no dominio experimental o tempo de extracdo ndo foi
significativo e, portanto, foi fixado em 5 min para todos os
experimentos. No entanto, de acordo com o estudo fatorial através do
aumento da temperatura da amostra e da temperatura da fibra a
eficiéncia de extragdo poderd melhorar ainda mais. Como a temperatura
da amostra estudada ja apresentava um valor relativamente alto optou-se
por fixar esta varidvel no seu valor maximo estudado (170 °C). O estudo
de temperaturas ainda maiores poderia acarretar em perdas e
vazamentos dos analitos do frasco de amostragem. A medida que a
interacdo entre a temperatura da amostra e a temperatura da fibra foi
significativa e uma curvatura indicando que a resposta nio € linear no
intervalo avaliado, uma otimizacao final para a temperatura de fibra foi
realizada através de um procedimento univariado.
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Figura 12. Grifico de Pareto obtido pelo planejamento fatorial completo 2° na
otimizagdo das varidveis e suas interagcdes na determinagio dos fendis em couro.
(1) Temperatura da fibra, (2) Tempo de extracdo, (3) Temperatura da amostra.

4.2.1.2 Planejamento Univariado

A temperatura da fibra foi estudada de forma univariada em
quatro diferentes temperaturas (10, 20 30 e 50 °C) e o grifico estd
apresentado na Figura 13. Como resposta foi utilizada a média
geométrica das dreas dos picos referentes aos fendis avaliados. Desta
forma, fica claro que a temperatura de fibra 6tima € a de 20 °C a qual foi

utilizada para dar continuidade ao estudo.
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Média geométrica das areas dos picos

10 20 30 50

Temperatura da fibra/°C

Figura 13. Grafico do estudo univariado da temperatura da fibra, de 10 a 50 °C.

4.2.2 Otimizacio do procedimento de derivatizacio

Finalmente, para estudar as condi¢des otimas de derivatizagdo
um planejamento Doehlert foi realizado. A varidvel volume do agente
derivatizante foi estudado em quatro niveis, enquanto o tempo de
exposicdo ao agente derivatizante (BSTFA) foi estudado em cinco
niveis.

Com o resultado do planejamento Doehlert e com a combinagdo
das duas varidveis selecionadas foi possivel plotar uma superficie de
resposta (Figura 14). Analisando a superficie de resposta foi possivel
fixar valores 6timos, os quais estdo representados dentro de intervalo
vermelho mais intenso, regido que apresenta melhores respostas. Os
valores obtidos para as varidveis tempo de exposi¢do e volume de
BSTFA foram 23 min e 70 pL, respectivamente. Na Figura 14 ¢é
claramente possivel notar que volumes maiores do agente derivatizante
bem como tempos maiores de exposicdo a0 mesmo ndo levariam a uma
melhor resposta analitica, uma vez que a superficie j4 apresenta um
valor maximo. Assim, estes valores ndo foram utilizados devido a
frequéncia analitica e a reducdo na utilizacdo de reagentes, além do mais
os valores selecionados ja apontam para uma condi¢io 6tima.
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Figura 14. Superficies de resposta obtidas a partir do planejamento Doehlert
para otimizagdo da derivatizagdo dos fendis, varidveis (volume de BSTFA,
tempo de exposi¢do ao BSTFA).

4.2.3 Extracao quantitativa dos fenéis em couro

Nesta etapa estudou-se a possibilidade de obter informagdes sobre
extracdes exaustivas usando o procedimento de CF-SPME. Neste
sentido, foi determinado a quantidade de analito deixado em uma
segunda extracio da mesma amostra (100 mg do couro, a 20 ug g™). O
resultado das extragdes sucessivas dos fendis em couro estd apresentado
na Tabela 13. Observou-se que somente com uma extracdo foram
extraidos de 75 a 85 % da quantidade adicionada dos fendis, podendo
considerar que o processo € exaustivo.
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Tabela 13. Extracdes sucessivas dos fendis em couro.

Analitos % Recuperacao da % Recuperacao da
primeira extracio segunda extracio

P 83 14
2MP 80 16
3MP 75 19
4MP 77 18
2CP 79 17
4CP 85 13
2,4 dMP 82 15
3CP 83 14

4.2.4 Validacao da metodologia

Definidas todas as etapas do processo de otimiza¢do das condicdes
experimentais, foi realizada a validacdo do método CF-SPME proposto
para os fendis, com o objetivo de garantir a confiabilidade da resposta
analitica obtida das amostras sob anélise. Esta avaliacdo do método
analitico consistiu na estimativa de alguns pardmetros analiticos de
mérito, indicados a seguir: faixa linear de trabalho, limite de detecgao,
repetibilidade e recuperagao.

4.2.4.1 Faixa linear, limite de deteccao e repetibilidade

A curva de calibragfo foi construida com 50 mg de amostra de couro
adicionada dos analitos, com as melhores condicdes previamente
otimizadas. O limite de deteccdo e quantificacio (LOQ) foram
calculados utilizando as seguintes féormulas: LOD = 3xs/B e LOQ =
10xs/B, respectivamente (s = desvio padrdo do intercepto da curva
analitica, B = coeficiente angular da curva analitica). Desta forma foi
possivel obter uma faixa linear que variou de 8,92 a 80 pg g para os
fenGis com LOD variando de 1,03 a 2,68 ug g e coeficiente de
correlagdo entre 0,9947 a 0,9992 como observado na Tabela 14.

Pode-se observar na Tabela 14 que sdo satisfatérios os dados
analiticos obtidos para todos os fendis estudados, especialmente se for
levado em conta as dificuldades no tratamento de amostras sélidas para
a determinacdo por cromatografia a gas e forte interacdo dos analitos
com a matriz. Além disso, os limites de detec¢do estdo de acordo com
outros trabalhos reportados na literatura para a determinagio de fendis
em matrizes soélidas, tais como couro e madeira.*> No entanto, os limites
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maximos permitidos dos analitos estudados, quando presentes no couro,
por algumas legisl'clgf)es,m’85 estdo na ordem de parte por milhdo (ug g
", 0 que ndo impede que a metodologia desenvolvida seja aplicada.

O estudo da repetibilidade do método para verificacdo da
precisdo foi realizada em cinco amostras de couro fortificadas (100 mg a
20 ug g e variou de 8,3 a 15,5%. Os resultados estio apresentados na
Tabela 14.

Tabela 14. Faixa dindmica de trabalho, coeficientes de correlagdo,
repetibilidade e relativo e limites de detec¢do para otimiza¢do dos fendis em
amostra de couro.

Analitos  Faixa linear (ug g™) R LOD (ugg’) RSD %

P 7,42 -80 0,9989 2,23 12,2
2MP 3,83 -80 0,9958 1,15 15,5
3MP 4,23 - 80 0,9966 1,27 13,6
4MP 3,76 - 80 0,9957 1,13 8.9
2CP 3,42 -80 0,9947 1,03 12,2
4CP 5,26 - 80 0,9978 1,58 83

2,4 dMP 8,92 -80 0,9992 2,68 10,9
3CP 6,40 — 80 0,9978 1,92 10,7

R = Coeficiente de correlacdo, LOD = Limite de deteccdo, RSD = Desvio
padrdo relativo,n =5

4.2.4.2 Anélise das amostras e recuperacao

Foram analisadas trés amostras de couro. No entanto, nas amostras
analisadas ndo foram encontradas os compostos em estudo,
provavelmente por ter sido restringido o uso dos mesmos no pré-
tratamento do couro em nosso pais desde 2006 ou os analitos podem
estar abaixo do limite de detec¢do do método proposto. Devido a isso
amostras de couro foram fortificadas em trés niveis de concentracdes
diferentes (20, 40 e 80 ug g™') feitas em triplicata e deixadas em repouso
por no minimo 24 horas (-18 °C), com o intuito de avaliar a exatiddo da
metodologia proposta. Os valores obtidos para o estudo de recuperagéo
com o método proposto sdo apresentados na Tabela 15, como pode ser
observado encontram-se na faixa de 64,6 a 92,3%, atestando o bom
desempenho da metodologia proposta, para a andlise rotineira dos fendis
em couro.
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Tabela 15. Estudo da recuperacdo para os fendis em trés niveis diferentes de
concentragdo nas amostras de couro.

Nivel 1 (20)* Nivel 2 (40)* Nivel 3 (80)*

Analitos Recuperacio (%)
P 81,5+ 10,3 923+12,2 91,1 +123
2MP 77,7+9,7 83,8+ 10,5 79,9+ 11,2
3MP 88,5+ 13,2 85,0 + 14,5 86,0 + 14,6
4MP 78,6 +9,2 78,8 + 8,2 83,8 +8,2
2CP 733+ 11,2 67,5+ 132 64,6+ 11,4
4CP 72,7+9,4 82,5+8,2 78,2+ 10,4
2,4 dAMP 74,5 + 9,6 88,5+ 10,8 85,7+9,7
3CP 81,4+ 10,5 835+114 81,0+ 9,8

*ugg',n=3

4.3 CONCLUSOES PARCIAIS

A utilizacdo dos planejamentos experimentais possibilitou
definir quais as condi¢des Gtimas de extracdo e derivatizacdo para 0s
fendis em estudo. Além do mais, o estudo permitiu pela primeira vez
associar a CF-SPME com a derivatizacdo on-fiber e conclui-se que este
novo procedimento pode ser utilizado com outros compostos com o
mesmo intuito.

O método utilizando CF-SPME com derivatizacdo na fibra
mostrou-se ser sensivel, preciso e confidvel. Além disso, este é um
método simples e muito rdpido necessitando quantidades muito
pequenas de amostra e sem necessidade de pré-tratamento das amostras
complexas antes do procedimento de extragdo.
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CAPITULO V

Aplicacao de microextracao em fase sélida e cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas para determinacao de
pesticidas em couro

Este trabalho propde um método para andlise simultinea de 11
pesticidas organoclorados em couro utilizando HS-SPME E GC/MS. O
estudo da selecdo da fibra foi feito com trés tipos de fibras PDMS 100
um, PDMS 30 pm e PDMS/DVB 65 pm. A otimizac¢do da extra¢do dos
contaminantes organicos foi realizada seguindo um planejamento
Doehlert, indicando as condi¢bes 6timas de extragdo. A influéncia da
forca idnica foi estudada de forma univariada em dois pontos, na
auséncia do sal e na satura¢do. O procedimento otimizado foi aplicado
na andlise dos pesticidas em couro.

5.1 PARTE EXPERIMENTAL

5.1.1 Reagentes

Uma mistura dos padrdes dos (a-BHC, B-BHC, heptacloro, aldrin,
heptacloro epoxido, endossulfan I, 4,4’ DDE, dieldrin, 4,4 DDD 4,4’
DDT e metoxicloro) foram obtidos na concentracio de 250 mg L,
exceto o metoxicloro que estava na concentragio de 1000 mg L™ todos
em tolueno/hexano 50:50, (Supelco, Bellefonte, EUA). As solucdes
estoques foram obtidas pela diluicdo em metanol da mistura dos padrdes
dos pesticidas.

Cloreto de sédio (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) foi utilizado para o
estudo da forga i6nica.

5.1.2 Instrumentacio

Andlises cromatogréficas foram feitas usando um cromatégrafo
a gés acoplado ao espectrometro de massas do tipo quadrupolo, com
ionizagdo por impacto de elétrons, 70 eV (GCMS-QP 2010 Plus-
Shimadzu), equipado com injetor split/splitless. Hélio (99,999%) foi
empregado como gés de arraste, com pressdo constante de 100 kPa. A
coluna capilar usada foi Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm - Restec,
Bellefonte, EUA). O programa de temperatura usado iniciou-se em 100
°C permanecendo por 2 min, sendo elevado até 180 °C com uma taxa de
6 °C/min, seguindo até 220 °C com uma taxa de 5 °C min"' e
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finalizando com a temperatura em 250 °C com uma taxa de 3 °C min”,
A temperatura do injetor foi de 260 °C e o tempo de dessor¢do da fibra
no injetor foi de 5 min, este tempo foi suficiente para que nenhum
efeito de memdria fosse observado. A temperatura da fonte de fons foi
de 210 °C e na interface foi de 220 °C. O modo de monitoramento
usado foi o modo SIM (Selected Ion Monitoring), devido a sobreposi¢cdo
de picos da matriz com os dos analitos. Os {fons usados para
quantificacdo (razdo massa/carga) foram os seguintes: 183-181-219 (a-
BHC), 219-181-109 (B-BHC), 100-272-274 (heptacloro), 66-263-79
(aldrin), 81-353-355 (heptacloro epoxido), 241-239-195 (endossulfan 1),
246-318-248 (4,4’ DDE), 79-81-82 (dieldrin), 235-237-165 (4,4’ DDD e
4,4 DDT) e 227-228-152 (metoxicloro). Todas as analises foram feitas
no modo splitless.

Agitador magnético foi utilizado para agitacdo das amostras
(MQAMA 301).

5.1.3 Procedimento SPME

Os pesticidas foram extraidos da matriz pelo modo de extragio
no headspace. A SPME foi feita utilizando-se fibra comercial com
manual holder (Supelco, Bellefonte, EUA). Fibras PDMS 100 pm,
PDMS 30 um e PDMS/DVB 65 um (Supelco, Bellefonte, PA, EUA).
Antes da primeira utilizagfo as fibras foram condicionadas no injetor do
GC/MS de acordo com a temperatura ¢ o tempo fornecido pelo
fabricante.

5.1.4 Amostras
As amostras de couro (wet blue) foram obtidas do Instituto Brasileiro de
Tecnologia do Couro e Artefatos (Novo Hamburgo, RS, Brasil).

5.1.5 Preparo das amostras

Amostras de couro de 100 mg (cortadas em cubos de
aproximadamente 2 mmz), livres dos analitos de interesse, foram
pesadas e adicionadas a um frasco préprio de SPME de 4 mL,
fortificadas com o padrio dos pesticidas e deixadas em repouso por 24
horas (-18 °C) para interacdo dos analitos com a amostra. Para a
extracdo foi adicionado um volume de 1 mL de 4gua destilada e a barra
magnética para posterior agitacdo. Para todas as etapas de otimizac¢des
as amostras foram fortificadas com 30 pL do padrio dos pesticidas na
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concentracdo de 3 mg L' exceto para o metoxicloro na concentracio de
12mgL".
5.1.6 Selecio da fibra de extracio

Foram avaliadas trés fibras comerciais com diferentes
recobrimentos: PDMS 100 pm, PMDS 30 um e PDMS/DVB 65 pum,
todas da marca Supelco (Bellefonte, PA, EUA). Antes do uso, as fibras
foram condicionadas conforme recomendado pelo fabricante. As
extracdes dos pesticidas foram efetuadas com 100 mg de amostra
preparada como descrito no item preparo de amostra. Os diferentes
recobrimentos da fibra foram avaliados em extra¢des no headspace com
temperatura de extragdo de 75 °C e tempo de extracdo de 35 min com
agitacfo.

5.1.7 Estudo da influéncia da forca i6nica

O estudo foi conduzido de duas maneiras diferentes com solucio
saturada de cloreto de sédio e com dgua destilada, livre do sal. Para
estudo da forga idnica novamente fixou-se a temperatura de extracdo em
75 °C e o tempo de extragdo em 35 min com agitagao.

5.1.8 Otimizacao das condicoes de extracio

A otimizacio multivariada®*™® das condicdes de extracdo dos
pesticidas em couro foi realizado seguindo uma matriz Doehlert. As
varidveis tempo de extracdo e temperatura de extracdo foram estudadas
em cinco niveis. A média geométrica foi utilizada como resposta. O
modelo para o planejamento Doehlert para varidvel tempo de extragio
(10, 17, 25, 32 e 40 min) e varidvel temperatura da amostra (40, 51, 63,
74 e 85 °C) estd representado na Tabela 16.
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Tabela 16 Ensaios realizados no planejamento Doehlert para duas
varidveis, temperatura e tempo de extracdo, ambas estudadas em cinco
niveis.

Ensaio Temperatura (°C) Tempo de exposiciao
(min)
1 40 25
2 51 17
3 51 32
4 63 10
5 63 25
6 63 40
7 74 17
8 74 32
9 85 25

A otimizagdo das condi¢des de extracdo foi realizada com a fibra de
SPME de PMDS/DVB 65 um, na auséncia de cloreto de sédio. Para os
planejamentos experimentas e para o tratamento dos dados dos mesmos
foi utilizado o software Statistica 7.0.°

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1 Selecio da fibra de extracao

Os resultados estdo apresentados na Figura 15. Como pode ser
observado pela Figura 16, a fibra de PDMS/DVB apresentou melhores
resultados para os compostos (1, 2, 3, 4, 5 e 7), enquanto que para os
compostos (6, 8, 9 10 e 11) a fibra de PDMS 100 um apresentou uma
eficiéncia semelhante a fibra de PDMS/DVB. Isto era esperado pela
diminuicio da polaridade desses compostos, sendo que a fibra de PDMS
apresenta caracteristicas apolares. No entanto, a fibra que melhor

apresenta um compromisso entre todos os compostos € a fibra de
PDMS/DVB, a qual foi selecionada para dar continuidade ao estudo.
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Figura 15. Cromatogramas obtidos com trés diferentes fibras para os onze
pesticidas organoclorados estudados (1 = a-BHC, tz = 15,7 min; 2 = B-BHC, ty
= 16,9 min; 3 = heptacloro, tg = 19,6 min; 4 = andrin, tg = 20,8 min; 5 =
heptacloro epoxide, tg = 22,3 min; 6 = endossulfan I, ty = 23,7 min; 7 = DDE, t
= 24,7 min; 8 = dieldrin, tg = 24,8 min; 9 = DDD, tz = 26,5 min; 10 = DDT, tg =
28,1 min; 11 = metoxocloro, tg = 30,7 min) tz = tempo de retencio.

5.2.2 Estudo da influéncia da forca i6nica

Optou-se por estudar esta varidvel de forma isolada, com forga idnica
zero (auséncia do sal) e com for¢a idnica méaxima (saturagcdo). Os
resultados estdo apresentados na Figura 16. Pode-se concluir que a
melhor resposta foi obtida quando nenhuma quantidade de sal foi
adicionada ao sistema. Portanto, a forca idnica ndo exerce influéncia na
extracdo, para os pesticidas estudados, além de dificultar ainda mais a
passagem dos mesmos para o headspace, visto que a drea de pico
diminuiu na presenca do mesmo. Resposta semelhante para o efeito da
forca idnica foi observada por Dong®’ e Prates™, na anlise de pesticidas
organoclorados, ou seja, os autores concluiram que o sal ndo exerce
influéncia na quantidade extraida dos analitos avaliados. Segundo
Pawliszyn'’ o efeito da forca idnica pode aumentar ou diminuir a
quantidade extraida, dependendo dos compostos avaliados, enfatizando
que o efeito do sal deve ser sempre determinado experimentalmente. E
conclui que em geral, o efeito da forca idnica aumenta com o aumento
da polaridade. Para as proximas etapas do trabalho nenhuma quantidade
de sal foi adicionada ao sistema e as varidveis temperatura e tempo de
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extragdo foram simultaneamente estudadas através de uma matriz
Doehlert.
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Figura 16. Estudo da forca idnica na presenca de NaCl e na auséncia de NaCl
estudados (1 =a-BHC, 2 = B-BHC, 3 = heptacloro, 4 = andrin, 5 = heptacloro
epoxide, 6 = endossulfan I, 7 = DDE, 8 = dieldrin, 9 = DDD, 10 = DDT, 11 =
metoxocloro).

5.2.3 Planejamento Doehlert

Para o estudo das condigdes Otimas de extragio um
planejamento Doehlert foi realizado. As varidveis avaliadas foram
temperatura da amostra (40 - 85 °C) e tempo de extracio (10 - 40 min).

A combinagdo das duas varidveis analisadas gerou uma
superficie de resposta (Figura 17). Nota-se através da superficie de
resposta que temperaturas maiores que as estudadas seriam
recomendadas, porém como conhecemos que o processo de SPME na
fibra € um processo exotérmico, desta forma ndo seria interessante
estudar valores maiores de temperaturas, uma vez que isso poderia
acarretar em perdas no processo. Desta forma, analisando-se a superficie
de resposta fixaram-se valores para as seguintes varidveis: temperatura
de extracdo 80 °C e tempo de extra¢do de 35 min.



107

risodsoy

20

o = g
2

&

&
7 &
e, ey, ;‘@
‘©

Figura 17. Superficie de resposta obtida por um planejamento Doehlert para
duas varidveis na andlise de pesticidas em couro.

5.2.4 Validacao da metodologia

O desempenho do método analitico em desenvolvimento foi
verificado pela obtencdo dos parametros analiticos de mérito a partir das
condi¢des de extracdo otimizadas, tais como, temperatura e tempo de
extracdo e influéncia da forca idnica. Os parametros analiticos de mérito
avaliados foram: linearidade, faixa dindmica de trabalho, limite de
deteccdo, repetibilidade e recuperacio.

5.2.4.1 Faixa linear, limite de deteccao e repetibilidade

A curva analitica foi construida adicionando aliquotas de 5, 10, 20, 30,
40 e 50 pL do padrio de pesticidas (3 mg L) exceto para o
metoxicloro (12 mg L™) em 100 mg de couro deixadas em repouso por
no minimo 24 horas (-18 °C). Previamente ao uso adicionou-se 1 mL de
dgua destilada e a barra magnética. O limite de detec¢do e quantificagdo
(LOQ) foram calculados utilizando as seguintes férmulas: LOD = 3xs/B
e LOQ = 10xs/B, respectivamente (s = desvio padriao do intercepto da
curva analitica, B = coeficiente angular da curva analitica). Desta forma
foi possivel obter uma faixa linear que variou de 10,94 a 1500 ng g
para os pesticidas, exceto para o metoxicloro que variou de 32,27 a 6000
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ng g" o LOD variou de 3,28 a 10,98 ng g para os demais pesticidas e
107,56 ng g para o metoxicloro e coeficiente de correlacio entre
0,9946 a 0,9993 para todos os pesticidas avaliados. A repetibilidade do
método foi feita fortificando-se o couro na concentragio de 450 ng g’
para os pesticidas, exceto para metoxicloro 1800 ng g”, com cinco
repeti¢cdes e variou de 6,1 a 14,3% no modo splitless. Os limites de
deteccdo, faixa linear de trabalho, coeficiente de correlacio e a
repetibilidade, estdo apresentados na Tabela 17. Otimos coeficientes de
correlagdo (maiores que 0,9946) e satisfatorios limites de deteccdo
foram obtidos para todos os compostos estudados.

Tabela 17. Faixa dindmica de trabalho, coeficientes de correlagdo,
repetibilidade e limites de detec¢@o para otimizacdo dos pesticidas em amostra
de couro.

Analitos Faixa linear R LOD (ng g'l) RSD %
(ngg")

o-BHC 10,94 - 1500 0,9993 3,28 7,8
B-BHC 20,3 - 1500 0,9975 6,22 9,8
Heptacloro 25,36 - 1500 0,9963 7,59 10,8
Andrin 25,20 - 1500 0,9963 7,56 9,2
Heptacloro epox. 18,02 - 1500 0,9974 5,41 6,1
Endossulfan I 25,36 - 1500 00,9962 7,61 6,5
4’4 DDE 21,37 -1500 0,9964 6,41 10,9
Dieldrin 22,14 - 1500 0,9980 6,64 6,8
4’4 DDD 36,60 - 1500 0,9946 10,98 13,9
4’4 DDT 34,65 - 1500 10,9950 10,39 13,1
Metoxicloro 32,27 -6000 0,9970 107,56 14,3

R = Coeficiente de correlacdo, LOD = Limite de deteccdo, RSD = Desvio
padrdo relativo,n =5

5.2.4.2 Amostras analisadas e Recuperaciao

A metodologia proposta foi aplicada em dez amostras de couro
oriundas do polo calcadista de Novo Hamburgo, estado do Rio Grande
do Sul, Brasil. Os compostos em estudos ndo foram encontrados em
nenhuma das amostras avaliadas. Os analitos podem estar abaixo do
limite de deteccdo do método proposto. Dessa forma, com o intuito de
avaliar a exatiddao do método foi realizado o estudo da recuperagdo. Na
qual cada amostra de couro foi fortificada em trés niveis de
concentracio 600, 900 e 1500 ng g exceto para o metoxicloro que a
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concentracdo foi de 2400, 3600 e 6000 ng g, feitas em triplicata. Os
valores obtidos para o estudo de recuperacdo, com o método proposto
sdo apresentados na Tabela 18 e foram determinados em trés niveis de
concentracOes diferentes. Como pode ser observado os valores
encontram-se na faixa de 93,7 a 107,3% para os onze pesticidas
estudados, atestando o bom desempenho da metodologia proposta.

Tabela 18. Estudo da recuperacdo para os pesticidas em trés niveis diferentes
de concentragdo nas amostras de couro.

Nivel 1 (600)*  Nivel 2 (900)*  Nivel 3 (1500)*

Analitos Recuperacao (%)
o-BHC 97,1+5,3 99,7 + 4,7 99,6 + 3,9
B-BHC 103,0 + 6,1 97,9+ 3,5 101,6 +2,9
Heptacloro 94,7+ 6,5 101,8 + 4,2 98,9 +5,2
Andrin 95,7+ 4,8 98,2+3,6 102,7+ 4,2
Heptacloro epox. 100,7 +7,2 97,7+ 8,6 100,2+7,3
Endossulfan I 101,7 + 4,6 100,0 + 7,1 101,9 + 6,5
4’4 DDE 932+49 989 +22 101,0 + 3,2
Dieldrin 102,5 + 3,2 99,1 +6,2 98,9+5,6
4’4 DDD 95,0+ 8,1 1054 +7,8 98,8 +9,2
4’4 DDT 107,8 +7,7 105,4+5,5 106,9 + 8,1

Nivel 1 (2400)* Nivel 2 (3600)* Nivel 3 (6000)*

Recuperacao (%)

Metoxicloro 107,3 + 10,2 96,8 +9,9 100,4 + 7,4
*ng g, n=3

5.3 CONCLUSOES PARCIAIS

A andlise dos pesticidas na matriz couro usando a técnica de
extracdo de SPME associada a GC/MS apresenta grandes vantagens em
relacdo aos métodos tradicionais, tais como, a simplicidade da técnica
de pré-concentracdo e extracio, tempo de andlise curto e ndo utilizacio
de solventes. O método utilizado para a determinacdo dos pesticidas
organoclorados estudados apresentou eficiéncia com niveis de
recuperagdo acima de 93,2% para as amostras de couro. Além disso, o
método mostrou-se rdpido e sensivel para os analitos estudados em
couro, o que possibilita seu uso na andlise rotineira de pesticidas em
couro.
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CAPITULO VI

CONCLUSAO FINAL

Com base nos resultados apresentados e discutidos neste trabalho
podem-se fazer as seguintes consideragdes:

As trés metodologias desenvolvidas neste trabalho usando as técnicas de
SPME E GC/MS e CF-SPME E GC/MS para andlise de fendis,
clorofendis e pesticidas organoclorados, mostraram-se adequadas,
rdpidas, sensiveis e confidveis, com excelentes limites de detecgdo e
recuperacdo. Além disso, os trés métodos utilizam quantidades muito
reduzidas de amostra e nenhuma quantidade de solvente organico.
Permitem a andlise da amostra sem a necessidade de pré-tratamento e no
caso dos fendis com derivatizagdo in situ e on fiber. Desta forma,
podemos concluir que as novas metodologias enquadram-se
perfeitamente para andlise rotineira dos analitos estudados na matriz
couro. Também podemos destacar a grande contribuicao desta pesquisa
para o engrandecimento da literatura, uma vez que a mesma € muito
escassa sobre o tema (matriz couro). Sem deixar de destacar a grande
evolugdo para a inddstria de couro uma vez que a metodologia utilizada
para o monitoramento dos analitos alvo é a extracdo por Soxhlet, técnica
esta que despende grande quantidade de tempo e faz uso de grandes
volumes de solventes organicos.
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