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RESUMO

Neste estudo foi proposta a utilizacdo de fases extratoras alternativas em técnicas de
microextragdo para adequar os métodos analiticos aos preceitos da quimica analitica verde,
bem como melhorar a eficiéncia de extragdo das técnicas empregadas. Foram desenvolvidos
trés métodos abordando esse assunto, € em todos os casos, 0s principais parametros que
influenciam a extracdo foram otimizados para a obtencdo das melhores eficiéncias de
extragdo. No primeiro trabalho o material Si3Py'Cl™ foi sintetizado e caracterizado para ser
aplicado na técnica de Extracdo em Ponteira Descartavel (DPX) para a extracdo de compostos
disruptores enddcrinos fendlicos de amostras ambientais aquosas. O material apresentou
estabilidade quimica frente a solventes organicos geralmente empregados na anélise por DPX,
uma vez que foi possivel realizar até 15 procedimentos de extracdo sem perda da eficiéncia.
Além disso, o material apresentou alta eficiéncia de extragdo para os compostos fenolicos em
estudo em comparagdo a uma fase extratora comercialmente disponivel para DPX (estireno-
divinilbenzeno). O método proposto DPX-Si3Py'Cl” também apresentou aspectos
ambientalmente amigéveis e de alto rendimento, com tempo de extracdo curto (3,50 min), uso
de pequenos volumes de solventes organicos (800 puL) e pequena massa de fase extratora (30
mg). No segundo trabalho, Liquidos I6nicos Magnéticos (MILs) foram sintetizados e
caracterizados. Suas propriedades fisico-quimicas incluindo hidrofobicidade, pressdo de vapor
negligenciavel e facilidade de ser retirado da solugdo aquosa com o auxilio de uma barra
magnética foram exploradas na técnica de Microextragdo Liquido-Liquido Dispersiva
(DLLME) como uma alternativa aos solventes organicos clorados geralmente empregados. O
método proposto DLLME/MIL empregando o MIL [P6,6,6,14+]2[MnCl42'] foi otimizado e
aplicado pela primeira vez na determinacdo de hormonios em amostras de urina. A
metodologia desenvolvida permitiu que as extracdes fossem realizadas em tempos curtos (90
s) sem a necessidade de uma etapa de centrifugagdo, permitindo uma analises de alto
rendimento. No terceiro trabalho uma nova classe de solventes denominados Solventes com
Hidrofilicidade Comutavel (SHSs) foi explorada na técnica de Microextragao Liquido-
Liquido Homogénea (HLLME) para a determinacdo de contaminantes provenientes de
embalagens alimenticias em agua de coco. O método proposto SHS-HLLME empregando o
solvente N,N-dimetilciclohexalamina (DMCHA) como fase extratora apresentou vantagens
como extracoes rapidas (2 min), pequeno volume de fase extratora (100 uL) e uso de solvente
menos toxico como alternativa aos solventes convencionalmente empregados em técnicas de
extracdo/microextra¢do. Isso enfatizou os aspectos de alto rendimento e ambientalmente
amigdveis do método desenvolvido, sendo uma vantagem frente aos métodos geralmente
utilizados na analise de alimentos. As metodologias foram avaliadas através dos principais
parametros analiticos de mérito e apresentaram desempenhos analiticos muito satisfatorios.
Por fim, os métodos DPX-Si3Py+C1', DLLME/MIL e SHS-HLLME foram aplicados em
amostras de dgua de rio, urina humana e agua de coco, respectivamente, evidenciando a
versatilidade das fases extratoras alternativas propostas.

Palavras-chave: Fase extratora alternativa. DPX. DLLME. HLLME. Si3Py CI". MIL. SHS.
Amostra ambiental, Amostra bioloégica. Amostra alimenticia. Preparo de amostra. Disruptores
endocrinos. Hormonios estrogenos. Embalagem alimenticia.



ABSTRACT

In this study, it was proposed the use of alternative extraction phases in microextraction
techniques to adapt the analytical methods to the green analytical chemistry precepts, as well
as to improve the extraction efficiency of the employed techniques. Three methodologies
were developed addressing this issue, and in all cases, the main parameters that influence the
extraction were optimized to obtain the best extraction efficiencies. In the first work, the
material Si3Py Cl” was synthesized and characterized to be applied in the Disposable Pipette
Extraction (DPX) technique for the extraction of phenolic endocrine-disrupting compounds
from aqueous environmental samples. The material showed chemical stability against organic
solvents generally used in DPX analysis since it was possible to perform up to 15 extraction
procedures without loss of efficiency. In addition, the material showed high extraction
efficiency for the determination of phenolic compounds under study compared to a
commercially-available extraction phase for DPX (styrene-divinylbenzene). The proposed
DPX-Si3Py Cl" method also presented high-throughput and environmentally friendly aspects,
with short extraction time (3.50 min), use of small volumes of organic solvents (800 pL) and
small extraction phase mass (30 mg). In the second work, Magnetic lonic Liquids (MILs)
were synthesized and characterized. Its physicochemical properties including hydrophobicity,
negligible vapor pressure, and the ease of retrieve with a rod magnetic from the aqueous
solution have been explored in the Dispersive Liquid-Liquid Microextraction (DLLME)
technique as an alternative to the commonly used chlorinated organic solvents. The proposed
DLLME/MIL method employing the MIL [P6,6,6,14+]2[MnCl42'] was optimized and applied for
the first time to the determination of hormones in urine samples. The developed methodology
allowed the extractions to be performed in very short times (90 s) without the need for a
centrifugation step, allowing for high-throughput analysis. In the third work, a new class of
solvents called Switchable Hydrophilicity Solvents (SHSs) was explored using the
Homogeneous Liquid-Liquid Microextraction (HLLME) technique for the determination of
contaminants from food packaging in coconut water. The proposed SHS-HLLME method
employing the solvent N,N-dimethylcyclohexylamine as extraction phase has advantages such
as fast extractions (2 min), small extraction phase volume (100 pL), and use of less toxic
solvent as an alternative to solvents conventionally employed in extraction/microextraction
techniques. These aspects emphasized the high-throughput and environmentally-friendly
aspects of the developed method, which is an advantage over the methods commonly used in
food analysis. The methodologies were evaluated through the main analytical parameters of
merit and presented very satisfactory analytical performances. Finally, the DPX-Si3Py CI,
DLLME/MIL and SHS-HLLME methods were applied to samples of river water, human
urine, and coconut water, respectively, showing the versatility of the proposed alternative
extraction phases.

Keywords: Alternative extraction phase. DPX. DLLME. HLLME. Si3Py'CIl". MIL. SHS.
Environmental sample. Biological sample. Food sample. Sample preparation. Endocrine-
disrupting. Estrogen hormones. Food packaging.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Esquema do procedimento de DLLME. Em (a) inje¢do da mistura de ‘ente
extrator e dispersor em uma amostra aquosa ¢ formacao de uma solugdo turva composta por
microgotas; em (b) centrifugacdo para separagdo das microgotas e formagdo de uma fase
sedimentada; e em (c) retirada da fase sedimentada e transferéncia para um microvial para
POSEETIOT ANALISE. ..ee.evieesiiieeiiieeeitieeiieeestee et e e ertteeetaeeeaeeesseeessseeesssseesssaeessseesssseeessseessssessnsseenns 29
Figura 2 — Ponteira de DPX........cccuiiioiiieiee ettt e e 32
Figura 3 — Etapas envolvidas na técnica de DPX. Em (1) condicionamento; (2) aspira¢do da
amostra; (3) aspiragdo de ar; (4) descarte da amostra; (5) limpeza; (6) aspiragdo de solvente

para dessorcao liquida; (7) aspiracdo de ar; e (8) descarte do solvente em frasco para analise.

Figura 4 — Estrutura quimica do material Si3Py CI” obtido através do método sol-gel. .......... 36
Figura 5 — Comutacdo de um solvente com hidrofilicidade comutédvel através da adi¢do e
TEMOGCAO A COn. et e e et e e et e e e e eaa e e e e e etaeeeeeeaaeeeeeeaaaaeeeenaraeeeanns 40
Figura 6 — Espectro de FTIR do material Si3Py Cl'. ......ccccovovurvceeeeereceeeeecee e, 57
Figura 7 — Micrografias do material Si3Py CI obtidas por MEV. Em (A) amplia¢do de 1000x
eem (B) ampliaga@o de 150X, .....oiiiiiiiiiieiiie ettt e 58
Figura 8 — Otimizagio da massa de Si3Py Cl usada no procedimento de DPX para a extragio
de BFA, EE2, 4-1-OF, 4-OF € 4-NF. ......oiiiiiiiiiiceeee ettt 58
Figura 9 — Superficie resposta triangular obtida para a otimiza¢do do solvente de dessorcao.
RZ 210,993 1. cocoueeireeesaaeeessseeessseesssssse sttt 59
Figura 10 — Superficie resposta obtida utilizando o planejamento Doehlert para o nimero de

ciclos de extragio versus o niimero de ciclos de dessor¢io para a DPX-Si3Py'Cl. R* =

0,07 19 ettt s 60
Figura 11 — Avalia¢do do pH da amostra para o BFA, EE2, 4-t-OF, 4-OF e 4-NF. ............... 61
Figura 12 — Avaliagdo da adi¢cdo de sal na amostra para o BFA, EE2, 4-¢-OF, 4-OF e 4-NF..62
Figura 13 — Avaliagdo da estabilidade da fase extratora Si3Py Cl'. .....cccovovveveveceriereeercenns 64
Figura 14 — Comparacio da eficiéncia de extracio entre DPX-Si3Py Cl" e DPX-RP............. 65

Figura 15 — Resultados para a eficiéncia de extragdo de compostos fendlicos com e sem
POSSIVEIS COMPOSLOS INLETTETENTES. ...eeeviiieeiieeiiieeiieeeieeeite e et e e eteeeeeesaeeeereeessreeessseeenaeeens 66
Figura 16 — Cromatograma resultante da extragdo de uma amostra de dgua de rio fortificada

com os analitos BFA, EE2, 4-t-OF, 4-OF e 4-NF na concentragdo de 100 pg L utilizando o



método proposto DPX-Si3Py Cl". Ordem de eluigdo: 1) BFA, 2) EE2, 3) 4--OF, 4) 4-OF ¢ 5)

Figura 17 — Visdo geral do procedimento de extragdo usando a abordagem baseada em
DLLME/MIL. ..ottt ettt ettt et e st et e e st e aeensesseesaeeseensesseenseeneenns 81
Figura 18 — Em (A) espectro UV-Vis para o IL [Pgse.14 ][Cl] € em (B) espectro UV-Vis para
o MIL [P6,6,6,14+]2[MnC142'], concentragdo das espécies: 250 mg mL™! em acetonitrila. Em ©)
espectro UV-Vis para o IL [Aliquat'][CI] e em (D) espectro UV-Vis para o MIL
[Aliquat ],[MnCls*], concentracdo das espécies: 70 mg mL™' em acetonitrila. ..................... 84
Figura 19 — Superficie ternaria obtida para a otimizagdo do solvente dispersor. Extracdes
realizadas em amostra de urina diluida (1:40 v/v) fortificada com 400 ng mL™' de cada analito.
Os experimentos foram realizados usando 20 mg de [P6,6,6,14+]2[MnCl42'], 5 uL de solvente
dispersor, 120 s de tempo de extragdo e a dessor¢do foi realizada em 20 pL de acetonitrila. R’
T0,9700. ...ttt et a e et e e h et eat e sae et enteeheeteeaee e 85
Figura 20 — Gréafico de Pareto obtido para as varidveis: tempo de extragdo, concentragdo de
NaCl, volume de MeOH e massa de MIL. Os experimentos foram realizados em amostra de
urina diluida (1:40 v/v) fortificada com 400 ng mL™ de cada analito. Dessorcdo realizada em
20 pL de acetonitrila. R* = 0,9661.........o.vuveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e es e 86
Figura 21 — Otimizacao univariada do tempo de extragdo para o procedimento DLLME/MIL
usando 5 pL de MeOH como solvente dispersor, 5 mg de fase extratora ([Pe¢..14 ]2[MnCls™]),
0% de NaCl e 400 ng mL™" de cada analito. .............cooeoveeveeveveeieeeeeeeeeeeeseeeeseeeees e, 87
Figura 22 — Avaliagdo do pH da amostra usando 90 s de tempo de extragdo, 5 pL de MeOH
como solvente dispersor, 5 mg de [P6,6,6,14+]2[MnCl42'] como fase extratora, 0% de NaCl e 400
N ML de CaAA ANALILO. .......veeeeeeeeeeeeee oo 88
Figura 23 - Comparacdo da eficiéncia de extragdo entre [Aliquat+]2[MnC142'] e
[P6,6,6,14+]2[MnC142'] usando as condi¢des de extragdo otimizadas e 100 ng mL™" de cada
ANALTTO. .ttt ettt e b e bt e bt e e a bt e bt e et e e hee e beenbeeeaeens 89
Figura 24 — Cromatogramas obtidos a partir da extragdo de uma amostra de urina sem
fortificagio (linha tracejada) e a partir de uma amostra de urina fortificada com 100 ng mL™
de cada analito (linha so6lida) usando a abordagem proposta DLLME/MIL nas condig¢des

otimizadas. Ordem de eluicdo: 1) estriol; 2) 17-B-estradiol; 3) 17-a-etinilestradiol e 4) estrona.

Figura 25 — Panorama geral do procedimento de extragdo empregando SHS-HLLME. ....... 103
Figura 26 — Otimizagdo univariada do tipo de solvente extrator no procedimento de SHS-

HLLME utilizando DMCHA € DPA. ..ottt 107



Figura 27 — Superficie resposta obtida utilizando o planejamento Doehlert para o volume de

DMCHA versus o volume de NaOH 10 mol L. R* = 0,9316. ...corvvverrrrreerncreeernecreeens 108
Figura 28 — Gréafico de Pareto obtido para as variaveis: volume de amostra, temperatura para a
separacdo das fases e tempo de extracio. R% = 0,8570.......oweweeeereereeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenne 109
Figura 29 — Otimizacdo univariada da temperatura para a separagdo das fases no
procedimento de SHS-HLLME. ........cccooiiiiiiiiiiieie ettt e 110

Figura 30 — Cromatograma no modo SIM da extracao de uma amostra de 4gua de coco natural
fortificada com 30 pug L' de cada analito ¢ 10 pg L™ do PI na condi¢do otimizada. Analitos:
1) DMF, 2) DEF, 3) BZF, 4) 4-OF, 5) 4-NF, 6) DBF, 7) PI, 8) BBF ¢ 9) DNOF. ................ 111
Figura 31 — Gréfico de Lenth obtido para a avalia¢dao da robustez do método proposto SHS-
HLLME otimizado. Fatores: P1 — volume de amostra; P2 — volume de DMCHA:HCI; P3 —
volume de NaOH 10 mol L'; P4 — temperatura para a separagio das fases; ¢ P5 — tempo de

EXETAGAD . ..eeuutieeeeeitiee e ettt e e et eeeeeeteeeeeeaaeeeeaaaaseeeeaaaaaeeeeaasaaeeeaaabaaeeeanaaeeeeaanaeeeeaabaeeeeanrraaeeanns 114



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Exemplos de MILS € SUas €StrULUIAS. ......ccueeerivreeieiieeiiieeeiieeeieeeereeesreeeeereesneee e 38
Tabela 2 — Aplicagdes dos solventes com hidrofilicidade comutdvel em técnicas de
INICTOCKITAGAOD. ..uveieurieeeureeeeteeeetteeeitreeestseeaatseeeesseeataeeasseeasseesssseassseesssseeasseeeasseseassesesssesensseeans 42
Tabela 3 — Estrutura e algumas propriedades fisico-quimicas dos SHSs empregados nesse
trabalho (ChemAXION, 2020).......cccuiieiiieeiiee ettt e eeee e eee e et eesteeesaeeesaeeesaseeessseessseessseeens 45
Tabela 4 — Estrutura e algumas propriedades fisico-quimicas dos analitos selecionados para
esse trabalho. Referéncia: (ChemAXon, 2020). ......cccuieiiierieeiieriieeieeeee et eveeeeeeveeseneeneens 50
Tabela 5 — Matriz do planejamento Simplex Lattice para a otimizagdo do solvente de
AESSOTCAD. ..uvviieieeiiieeeeetee ettt e e e et e e e ettt e e e e eeae e e e eetaeeeeeeaaaeeeeeetaaeeeeeaseeeeeanseeeeeeasaeeeeenrees 54

Tabela 6 — Matriz do planejamento Doehlert para o nimero de ciclos de extragdo e dessor¢ao.

Tabela 7 — Equagio da reta, coeficientes de correlagdo, faixas lineares (ug L), limites de
detecgdo e quantificacdo (ug L") do método proposto usando a DPX-Si3Py'Cl.....ccccoe....... 66
Tabela 8 — Tabela ANOVA para a verificacao da linearidade das curvas de calibragao. ........ 67
Tabela 9 — Resultados obtidos para concentragio + intervalo de confianga (ug L),
recuperagoes relativas (%) e desvio padrdo relativo (%) para os analitos em agua de rio
usando o procedimento de DPX-Si3Py Cl” otimizado (N=3). .......ccceeveimemreemeeeeeeeeeeeeeeen. 68
Tabela 10 — Avalia¢do da recuperacao relativa em trés niveis de concentragdo (2; 20 e 100 pg
L) GLraVES 0 tESLE t-SHUACTIL. ... 69
Tabela 11 — Comparagio entre o método proposto DPX-Si3Py Cl" com outros métodos
reportados na literatura para os mesmos analitos. Todos os estudos empregaram cromatografia
liquida como técnica de separagdo e FLD ou MS/MS como detectores. .........ccceveevuervennenne. 72
Tabela 12 — Estrutura e propriedades fisico-quimicas dos analitos selecionados para esse
EEADALTNO. ..o ettt e 79

Tabela 13 — Matriz do planejamento Simplex Lattice para a otimizagao do solvente dispersor.

Tabela 14 — Matriz do planejamento fatorial completo 2* para a otimizagio das variaveis:
massa de MIL, volume de solvente dispersor, tempo de extracdo e concentragao de NacCl. ... 82
Tabela 15 — Parametros analiticos de mérito para o método proposto DLLME/MIL usando o
MIL [Pe6.6.14 TaIMICL . oo 90

Tabela 16 — Recuperagdo relativa e RSD dos analitos para as amostras A, B e C, n=3. ......... 92



Tabela 17 — Comparagdo dos pardmetros analiticos de mérito para o procedimento de
DLLME/MIL com dados da [Iteratura. ........cc.eevuerierierieniieniieierieeieeee ettt 94
Tabela 18 — Estrutura quimica, pKa, Log K,, temperatura de ebulicio e razdes m/z
monitoradas para identificacdo e quantificagdo dos analitos. Os valores em negrito
representam os fragmentos utilizados para a quantificagdo. Referéncia: (ChemAxon)......... 101
Tabela 19 — Matriz planejamento Doehlert para o volume de SHS:HCI (1:1) versus o volume
de NaOH 10 MOL L7 oooooiiiiii ettt 104
Tabela 20 — Matriz do planejamento fatorial completo 2°. .........c.oeeeeeeeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeene. 105
Tabela 21 — Parametros avaliados, condi¢do nominal e variagdes para o teste de Youden para
avaliacdo da robustez do MELOAO. .........eeeiviiiiiiicciieeeeee e e 106
Tabela 22 — Experimentos realizados considerando a combinagdo dos parametros (variagao
menor e maior) para o teste de Youden para avaliagao da robustez do método..................... 106
Tabela 23 — Equagdo da reta, faixa linear, coeficiente de corre¢do (r), limite de detecgdo e
quantificag@o para o método proposto usando SHS-HLLME. ...........ccccccveviiniiiiiieniieieenen. 112
Tabela 24 — Recuperagdo relativa e precisdes intra-dia e inter-dia para os analitos em dgua de
coco contida em embalagem alimenticia utilizando o procedimento proposto SHS-HLLME
OTIMIZAAO. .ottt ettt e h bt et e s b bt et esat e et esabeeabe e bt e eateeneees 113
Tabela 25 — Comparagdo entre o método proposto SHS-HLLME e outros métodos na
literatura para os mesmos analitos em matrizes alimenticias. ..........cccveeveveeerreeercieeeniieeenieenns 115

Tabela 26 — Analise de amostras de agua de coco contidas em embalagens alimenticias. .... 117



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AcEt - Acetato de etila

ACN - Acetonitrila

4-NP - 4-nonilfenol

4-OP - 4-octilfenol

4-t-OF - 4-terc-octilfenol

BALE - Microextracao em Barra Adsortiva, do inglés Bar Adsorptive Microextraction

BBF - Benzil butil ftalato

BFA - Bisfenol A

BZF - Benzofenona

CPTS - Cloropropiltrimetoxisilano

DBEF - Dibutil ftalato

DEF - Dietil ftalato

DLLME - Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva, do inglés Dispersive Liquid-Liquid
Microextraction

DLLME-MIL - Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva baseada em Liquidos I6nicos
Magnéticos, do inglé€s Dispersive Liquid-Liquid Microextractio-based Magnetic lonic Liquid
DMCHA - N,N-dimetilciclohexilamina

DMF - Dimetil ftalato

DNOF - Di-n-octil ftalato

DPA - Dipropilamina

DPX - Extracao em Ponteira Descartavel, do inglés Disposable Pipette Extraction

EE2 - 17-0-etinilestradiol

FE - Fator de Enriquecimento

FTIR - Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier, do inglés Fourier
Transform Infrared Spectroscopy

GC-MS - Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas, do inglés Gas
Chromatography-Mass Spectrometry

GC-FID - Cromatografia Gasosa com Detector por lonizacdo de Chama, do inglés Gas
Chromatography-Flame lonization Detector

GL - Grau de Liberdade

HF-LPME - Microextracdo em Fase Liquida com Fibra Oca, do inglés Hollow-Fiber Liquid-

Phase Microextraction



HLLME - Microextracdo Liquido-Liquido Homogénea, do inglés Homogeneous Liquid-
Liquid Microextraction

HLPME - Microextragao em Fase-Liquida Homogénea, do inglés Homogeneous Liquid-
Phase Microextraction

HPAs - Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos

HPLC - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, do inglés High Performance Liquid
Chromatography

HPLC-DAD - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodos,
do inglés High Performance Liquid Chromatography-Diode Array Detector

HPLC-FLD - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Fluorescéncia, do
inglés High Performance Liquid Chromatography-Fluorescence Detector

HPLC-MS/MS - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massas/Massas, do inglés High performance Liquid Chromatography-Mass/Mass Detector
HPLC-UV - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Ultravioleta, do
inglés High Performance Liquid Chromatography-Ultraviolet detector

ILs - Liquidos Ionicos, do inglés lonic Liquids

LC-MS/MS — Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas/Massas, do inglés
Liquid Chromatography-Mass/Mass detector

LLE - Extracao Liquido-Liquido, do inglés Liquid-Liquid Extraction

LPME - Microextra¢do em Fase Liquida, do inglés Liquid-Phase Microextraction

LOD - Limite de Detec¢do, do inglés Limit of Detection

LOQ - Limite de Quantificacdo, do inglés Limit of Quantification

MeOH - Metanol

MEYV - Microscopia Eletronica de Varredura

MSPE - Extracdo Magnética em Fase Solida, do inglés Magnetic Solid-Phase Extraction
MILs - Liquidos I6nicos Magnéticos, do inglés Magnetic lonic Liquids

m/z - Razao massa/carga

NIAS - Substancias Nao Intencionalmente Adicionadas, do inglés Non-Intentionally Added
Substances

PI - Padrdo Interno

RSD - Desvio Padrao Relativo, do inglé€s Relative Standard Deviation

SBSE - Extra¢do Sortiva em Barra de Agitacdo, do inglés Stir-Bar Sorptive Extraction

SDME - Microextragio em Gota Unica, do inglés Single-Drop Microextraction

SHS - Solvente com Hidrofilicidade Comutavel, do inglés Switchable Hydrophilicity Solvent



SHS-HLLME: Microextragdo Liquido-Liquido Homogénea baseada em Solvente com
Hidrofilicidade Comutével, do ingles Switchable Hydrophilicity Solvent-based Homogenous
Liquid-Liquid Microextraction.

SLE - Extracao Solido-Liquido, do inglés Solid-Liquid Extraction

SPE - Extragdo em Fase Solida, do inglé€s Solid Phase Extraction

SPME - Microextragdo em Fase Solida, do inglé€s Solid-Phase Microextraction

TEOS - Ortosilicato de tetraetil



SUMARIO

1 INTRODUCAO 22
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA .......ucoevveererresressessessesssssessssssssessessessessessesssssesesss 24
2.1 PREPARO DE AMOSTRAS EM QUIMICA ANALITICA ........cccooovveieeeenee, 24
2.2 TECNICAS CLASSICAS DE PREPARO DE AMOSTRAS........coovvveiveerrnnn. 25
23 TECNICAS DE MICROEXTRACAO.........oooiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 27
2.3.1 Microextraciao Liquido-Liquido Dispersiva - DLLME w27
2.3.2 Microextracio Liquido-Liquido Homogénea - HLLME .30
2.3.3 Extracio em Ponteira Descartavel — DPX......ccoouiivvercicvnrcnsercssnicssnnncssnsscsnsees 31
2.4 FASES EXTRATORAS ALTERNATIVAS EMPREGADAS EM
MICROEXTRACAO ... 34
24.1 Cloreto de 3-n-propil(3-metilpiridinio)silsesquioxano - Si3Py CI ..........cco..... 35
2.4.2 Liquidos IONIcCOS — IS ..ccceveiersseicssnicssanesssanesssasesssanssssasesssssssssssossssssssssssssnssssssssss 36
2.4.2.1 Liquidos Ionicos Magnéticos — MILS..............cc.ccccocouiiiiiiiiiiiiieeie e 37
243 Solvente com Hidrofilicidade Comutavel — SHS.......cccccevvveriiviriivrrcnsercssnnnenns 40
3 OBUJIETIVOS iiiiiiiniinnisnnicseisssnsnsssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 46
3.1 OBIETIVO GERAL .....oiiiiiiiie ettt sttt st st 46
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.........tviiimriiriieiieeiieeiseeiesisessises oo 46
4 EMPREGO DE MATERIAL HIBRIDO COMO FASE EXTRATORA

ALTERNATIVA NA TECNICA DE EXTRACAO EM PONTEIRA DESCARTAVEL
PARA O AUMENTO DA EFICIENCIA DE EXTRACAO DE DISRUPTORES

ENDOCRINOS FENOLICOS ....coueummnreumesnsnscssssscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 48
4.1 INTRODUQGAO .....oouiiriiiieeiseiesiseeise et 48
4.2 MATERIAIS E METODOS .....cooouiimmiimiimreoresiseseseesssessss s ssesssessseesssnsssses 51
4.2.1 Reagentes € MALEIIALS ....ueeeeercvneicsissnnricssssnniecsssssncsssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssses 51
4.2.2 Instrumentacio e condicoes cromatograficas .......cceeeecveressercssanrcsssnrcssssssssnnecs 51

4.2.3 SINtESE A FASE EXEIALOLA ..eeveeeernenenereeerereeeseeesssseesersssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 52



4.2.4 Caracterizacio da fase eXtratora .........eeiciceecsceicssnncsssnncssssncsssesssssnssssssssossesses 52

4.2.5 Otimizacio do procedimento de DPX 52
4.2.5.1 Otimizagdo da massa de fase extratora...................ccocouevveeeeesiieecreeeeaiieneeeneens 53
4.2.5.2  Otimizacdo do solvente de desSOrCaAO. ...............cccccooeeeeeieeeciieeeeeiieeeeeeieeeeee 53
4.2.5.3  Otimizacdo do numero de ciclos de extracdo e dessor¢ao..................ccc..ocu...... 54
4.2.5.4  Otimiza¢do do pH da amostra e adi¢do de sal...................cccccovevciieviieaninnnannn.. 54
4.2.5.5 Otimiza¢do da etapa de [IMPezZa..................cc..cccveeeieieeeiieeiieeeiieeeiee e 55
4.2.6 Avaliacio da estabilidade da fase extratora e eficiéncia de extracao da DPX-
Si3Py’CI na extracdo de compostos fenélicos ..55
4.2.7 Parametros analiticos de MErit0........ccieveiiseiiseinseicssenssnnnsennsennsseisssncsessssnenans 56
4.2.8 Analise de amostras de agua de rio ...56
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO.........cooiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eneeee s 57
4.3.1 Caracterizacio da fase extratora Si3PY Cl .........ccoeeereeereerenresssessessssssesesenes 57
4.3.2 Otimizacao do procedimento de DPX 58
4.3.2.1 Otimiza¢do da massa de fase eXtrAtOFA.............c...ccccueeeeeeeeeeeniieeeieeesieeenieeeanens 58
4.3.2.2  Otimizac¢do do solvente de desSOrCAO. .................ccocevvccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiiiee 59
4.3.2.3  Otimiza¢do do numero de ciclos de extra¢do e dessorcao..................ccc..ccuven.... 60
4.3.2.4  Otimizagdo do pH da amostra e adi¢do de sal.................cc.ccococevvcviniianiiininann. 61
4.3.2.5  Otimizagdo da etapa de [Impeza....................cccocevceiviioiiiiiniiiniiieceeeee, 63
4.3.3 Avaliacio da estabilidade da fase extratora e possiveis compostos
interferentes para 0 Material SI3PY CI .......cceccvreeeernreerssessssnssessssssssssssssssssssssssssssssssssases 63
434 Parametros analiticos de MErito........cceeeveinreiisensseecsenssnicsensseecseissnecsensssensnns 66
4.3.5 Analise de amostras de agua de rio .. 74
4.4 CONCLUSOES PARCIAIS ..ot 75
5 LIQUIDOS IONICOS MAGNETICOS COMO FASE EXTRATORA

VERSATIL PARA A RAPIDA DETERMINACAO DE HORMONIOS
ESTROGENOS EM URINA HUMANA USANDO MICROEXTRACAO LIQUIDO-



LIiQUIDO DISPERSIVA E CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

COM DETECTOR DE ARRANJO DE DIODOS .......uiiiuinrneninecsnenssnenssnsssaecssecsssecsanes 76
5.1 INTRODUGAO ...ttt es e eeses e s s ese s eses e 76
5.2 MATERIAIS E METODOS ........oooiiiiieieeeeeeeeeeesee e, 78
5.2.1 Reagentes € MALEIIALS ....ueeieerivnricsissnnrecssssaniesssssnsscsssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssss 78
5.2.2 Instrumentacao w79
5.2.3 Sintese e caracterizacio dos MILS ........cicccivceeiicnicnniccsssnnsecsssnssccsssnssscssssnssscsnns 80
524 Procedimento baseado na DLLME/MIL.........ccuiiiiiiiiisniciserccsnncssnnncsssescsnnees 80
5.2.5 Coleta das amostras 81
5.2.6 Otimizacao do procedimento de DLLME/MIL .......ccceeiiveieiiniicienccsnencssnenenns 81
5.2.7 Parametros analiticos de mérito e aplicacdo em amostras de urina humana 83
53 RESULTADOS E DISCUSSAO.....c.couiiriniriereneiesieeieisesieeesessesiesesssseseseees 84
5.3.1 Sintese e caracterizacio doS MILS .....cueiiccrvveniccnssnnicssssnnsccssssnssesssssssscssssassessnes 84
5.3.2 Otimizacao das condicoes de extracao 84
5.3.2.1  SOIVENIE DISPOIFSOT .......cc.eeeeieeeiieeeie ettt e e e eeaeees 84
5.3.2.2  Planejamento fatorial completo 27 .............coooeovomoroeoeeeeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeea. 85
5.3.2.3  Avaliagdo do pH da GmOSIIQ ...............cccooouiiiiiiiiiiiiiiieie et 87
5.3.3 Comparacio da eficiéncia de extracio 88
5.3.4 Parametros analiticos de mérito e aplicacio em amostras de urina humana 89
5.4 CONCLUSOES PARCIAIS ....ccootiuiiiieirireeieieseeseseiesiesiesiesise e seessseees 95
6 EXPLORANDO O USO DE SOLVENTES COM HIDROFILICIDADE

COMUTAVEL COMO FASE EXTRATORA PARA DETERMINACAO DE
CONTAMINANTES PROVENIENTES DE EMBALAGENS ALIMENTICIAS EM
AGUA DE COCO UTILIZANDO CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A

ESPECTROMETRIA DE IMASSAS ..veueeeeeererersssssssssnsssssssssessssssssssssssssssssssssssassssssssnsassess 96
6.1 INTRODUGCAO ...ttt ettt e et ee e eeeeeeaene 96
6.2 MATERITAIS E METODOS ..ot es e s s es e senenenas 100

6.2.1 Reagentes € MALEIIALS ....ueeieericnriecsisnricssssnnicssssssressssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssss 100




6.2.2

6.2.3

6.2.3.1

6.2.3.2

6.2.3.3

6.2.3.4

6.2.4

6.2.5

6.3

6.3.1

6.3.1.1

6.3.1.2

6.3.1.3

6.3.1.4

6.3.2

6.3.3

6.4

Instrumentacio e condicoes cromatograficas ........cceeeecvercccercscnnecssnnncssnencsanns 102
Otimizacido do procedimento SHS-HLLME ...........ceinernruenseccsnensnecseensnneens 102
Avaliagdo do tipo de SHS ...........cccoeoveiiiiiiiiiieeeeee e 103
Avaliagio do volume de SHS e NaOH 10 mol L .........oovoooeeeeoeeeeeee, 103
Planejamento Fatorial COmpIeto 2° ...........o.oooveoeeoeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeean. 104
Avaliacdo da temperatura para a separagdo das fases..............cccoceueeeeveeenenn. 105
Parametros analiticos de MErito........ueievueeneicsuiissernsnenseinsnecsenssnenseessseesannens 105

Analise de amostras de agua de coco contidas em embalagens alimenticias 106

RESULTADOS E DISCUSSAO.......cccutiiiniiieireineineieeseeensisieeseseesesessessesenss 107
Otimizacao do procedimento SHS-HLLME .............ciieveeivieicnsnecssnnrcsnnnes 107
Avaliagdo do tipo de SHS ...........cccoooiiiiiiiiiiiiiieeeee e 107
Avaliacéo do volume de DMCHA e NaOH 10 mol L™ ........o.oovoovveeeeeeeeee.. 108
Planejamento Fatorial CoOmpleto 27 ..............o.cooveoeeeeeeeeceeeeeeeeeeeeeeeseeseeseseeeea. 109
Avaliagdo da temperatura para a separagdo das fases................cccceevcveenceenane. 110
Parametros analiticos de MErito.........ceveeeversuenrucrsensuensurssensecsucssensacsssnsessaesnns 111

Analise de amostras de agua de coco contidas em embalagens alimenticias 116
CONCLUSOES PARCIAIS .....ccouiiririieeieieeieeseeieseseesnesesesessssssesssessesssessesens 118

CONCLUSAO FINAL E PERSPECTIVAS ....cccovenrrrnrenrssrsssssssssssssssssessasees 119

REFERENCIAS. ..o eeeeeeveeesesesesesssssssssensasssssssssnsasses 122




22

1 INTRODUCAO

O preparo de amostras ¢ uma das etapas mais importantes da metodologia analitica
para a obtencdo de resultados confidveis. E empregada para reduzir interferentes, pré-
concentrar os analitos e transferir os analitos para um meio compativel com a instrumentac¢ao
analitica. As técnicas convencionais de preparo de amostras ainda s3o muito empregadas em
laboratorios de rotina e aceitas em metodologias oficiais por muitas organizagdes. Contudo,
muitas dessas sao técnicas morosas e utilizam grandes volumes de solventes toxicos,
promovendo um maior risco para o analista ¢ para o meio ambiente (Queiroz et al., 2001;
Borges et al., 2015; Gama et al., 2019).

Nesse contexto, surgiram as técnicas de microextragdo, as quais sdo baseadas em
conceitos de miniaturizacdo e simplificacdo das metodologias analiticas. Suas principais
vantagens sao a utilizacdo de menores volumes de amostra e solventes organicos, bem como a
possibilidade de pré-concentracdo dos analitos, permitindo a determina¢do em concentragdes
a nivel trago e clean-up das amostras para reduzir interferéncias (Niu et al.,2018).

Hé4 uma crescente demanda por métodos que permitam determinar concentragdes
cada vez menores de uma gama de compostos organicos presentes em diferentes matrizes, tais
como aquosas, bioldgicas e alimenticias. Assim, para suprir essa demanda, observa-se a
necessidade do constante desenvolvimento e aperfeigoamento das técnicas de preparo de
amostras.

Uma tendéncia nessa area ¢ a utilizacdo de fases extratoras alternativas em técnicas
de microextragdo. A grande vantagem dessa abordagem ¢ a possibilidade de utilizar fases
extratoras com elevada capacidade de extracdo e especificas para um grupo de analitos,
conferindo assim uma melhora na seletividade, exatiddo e precisdo, além de limites de
detecg¢do (LODs) e quantificacdo (LOQs) mais baixos para o método analitico. Outra vertente
¢ com relacdo a possibilidade de aumentar a vida util dos dispositivos de extragao
empregando fases extratoras com estabilidade térmica, quimica ou mecanica melhorada.
Também, hé a possibilidade de adequar os métodos aos preceitos da quimica analitica verde,
através da utilizacao de fases extratoras renovaveis, tais como os biossorventes.

Dessa forma, o foco desse trabalho foi explorar o uso de fases extratoras alternativas
em técnicas de microextracdo com o intuito de superar algumas limitagdes encontradas. No
primeiro trabalho foi observada a deficiéncia de fases extratoras comercialmente disponiveis
para a técnica de DPX (Extracdo em Ponteira Descartavel, do inglés Disposable Pipette

Extraction) para a extracdo de compostos com por¢des mais polares em sua estrutura. Dessa



23

forma, o material Si3Py'Cl" foi sintetizado, caracterizado e aplicado na extragdo de
disruptores enddcrinos fendlicos de amostras de agua de rio.

No segundo trabalho, foram sintetizados e caracterizados MILs (Liquidos I6nicos
Magnéticos, do inglés Magnetic lonic Liquids) para serem empregados como solventes
extratores alternativos aos organicos clorados geralmente utilizados na técnica de DLLME
(Microextracdo  Liquido-Liquido Dispersiva, do inglés Dispersive Liquid-Liquid
Microextraction), adequando o método aos preceitos da quimica analitica verde.
Adicionalmente, foram exploradas as caracteristicas dos MILs com o intuito de aumentar a
seletividade do método e o fator de pré-concentracdo dos analitos. Vale ressaltar que nesse
trabalho os MILs foram aplicados pela primeira vez na extracdo de compostos organicos de
amostras complexas, no caso, foram determinados horménios em urina humana.

No terceiro trabalho, foi explorada a utilizagdo de uma nova classe de solventes
introduzidos em 2013 na area de preparo de amostras, os SHSs (Solventes com
Hidrofilicidade Comutavel, do inglés Switchable Hydrophilicity Solvents). Eles foram
empregados como fase extratora alternativa aos solventes toxicos geralmente empregados em
técnicas de extracdo e microextragdo para a determinagdo de contaminantes provenientes de
embalagens alimenticias em amostras de 4agua de coco. Com a utilizagdo dos SHSs em
conjunto com a técnica de HLLME (Microextragao Liquido-Liquido Homogénea, do inglés
Homogeneous Liquid-Liquid Microextraction) foi possivel desenvolver um método réapido e
mais ambientalmente amigavel do que os métodos reportados na literatura para a analise de

alimentos.
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2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PREPARO DE AMOSTRAS EM QUIMICA ANALITICA

O desenvolvimento de um método analitico compreende vdrias etapas conhecidas
como sequéncia analitica que consistem da definigdo do problema, da amostragem, do
armazenamento e transporte, do preparo da amostra, da analise instrumental, da validagao
analitica e da avaliagdo estatistica ¢ tomada de decisdes. Dentre essas etapas, o preparo da
amostra ¢ uma etapa crucial, pois pode acarretar nos maiores erros devido a contaminagao e
perdas de analito, além disso, geralmente € a etapa que demanda de mais tempo, de 60 a 85%
do tempo total do procedimento analitico (Stashenko e Martinez, 2011; Borges et al., 2015).

Na maioria dos casos ela ¢ fundamental, pois, apesar do desenvolvimento da
instrumentagdo analitica, normalmente os equipamentos ainda ndo conseguem operar
diretamente com a matriz. Esse procedimento tem como objetivos: (a) extrair os analitos da
matriz da amostra, diminuindo assim os interferentes; (b) transferir os analitos para uma
solucdo compativel com a instrumentacdo analitica; e (c) pré-concentrar os analitos,
caracteristica importante principalmente quando os analitos estdo presentes em concentracdes
a nivel traco. Assim, a etapa de preparo de amostra ¢ crucial para o sucesso do método
analitico (Borges et al., 2015; Carasek et al., 2018; Zhou et al., 2019).

Para a escolha da técnica de preparo de amostra mais adequada ¢ necessario o
conhecimento das propriedades quimicas dos analitos e da fase extratora, bem como das
propriedades do ambiente quimico onde o analito se encontra, além da compatibilidade da
técnica de extragdo com a instrumentagdo analitica (Borges ef al., 2015). Diversas técnicas de
preparo de amostras tém sido desenvolvidas e aperfeicoadas para se obter métodos cada vez
mais precisos, exatos € com LODs e LOQs mais baixos. Além disso, pesquisas constantes sao
realizadas para desenvolver e/ou aplicar técnicas de preparo de amostras na extracdo de
analitos presentes em amostras complexas, tais como, amostras bioldgicas (urina, sangue,
saliva), amostras de 4guas residuais, alimentos, solo, dentre outras.

Também ha uma tendéncia para o desenvolvimento de métodos que atendam aos
principios da quimica analitica verde. Nessa vertente, busca-se eliminar o uso de solventes
toxicos, reduzir o tempo de preparo da amostra, diminuir a energia empregada, reduzir custos,
reduzir a geracdo de residuos e automatizar os métodos analiticos (Galuszka et al., 2013;

Carasek et al., 2018; Chen et al., 2019; Maciel et al., 2019).
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As técnicas de preparo de amostras estdo divididas em técnicas classicas e técnicas
de microextragdo. Hoje os estudos estdo mais voltados para as técnicas de microextracao
devido as vantagens que apresentam, tais como: o baixo consumo de solvente e amostra, a
menor geragdo de residuo, a maior seguranca oferecida ao analista, a alta eficiéncia de
extracdo e a possibilidade de automagdo (Carasek e al., 2018). Apesar de as técnicas de
microextragdo serem uma alternativa interessante aos procedimentos classicos de extragao,
esses ainda sdo muito empregados em laboratorios de rotina e aceitos em metodologias

oficiais por muitas organizagoes.

2.2 TECNICAS CLASSICAS DE PREPARO DE AMOSTRAS

Dentre as técnicas classicas de preparo de amostras, as mais difundidas sao a LLE
(Extra¢dao Liquido-Liquido, do inglés Liquid-Liquid Extraction), a SLE (Extra¢do Solido-
Liquido, do inglés Solid-Liquid Extraction) e a SPE (Extracao em Fase Soélida, do inglés Solid
Phase Extraction). Essas técnicas ainda sao muito utilizadas em laboratérios de analise de
rotina. Porém, apresentam as desvantagens de serem dispendiosas e utilizarem grandes
quantidades de solventes organicos toxicos, o que vai contra os preceitos da quimica verde
(Carasek et al., 2018; Maciel et al., 2019).

A LLE é também conhecida como extragio por solvente organico ou parti¢io. E uma
técnica empregada para o preparo de amostras liquidas ou soluveis. Nela ocorre a particdo da
amostra em duas fases imisciveis (organica e aquosa). A eficiéncia de extragdo depende
principalmente da afinidade do analito pelo solvente extrator. Uma das vantagens dessa
técnica ¢ a sua simplicidade, pois geralmente sao utilizados funil de separagdo ou tubos de
centrifuga na extracdo. Além disso, os solventes empregados estdo disponiveis
comercialmente em grau de pureza adequado. Contudo, essa técnica apresenta intimeras
desvantagens como: perdas de analitos que possuem grande afinidade com a 4gua, formagao
de emulsdes, necessidade de grande volume de amostra e de solventes organicos (geralmente
esses solventes sdo toxicos), dificil automacdo, entre outros (Queiroz et al., 2001; Borges et
al., 2015).

Outra técnica de extracao ainda muito difundida em laboratorios de quimica organica
e analitica ¢ a SLE utilizando Soxhlet, a qual consiste na passagem de um solvente organico
por uma amostra sdlida a fim de extrair os analitos que possuem afinidade com o solvente.

Nesse sistema ocorre o refluxo do solvente. As principais desvantagens sdo os longos tempos
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de extragdo, a utilizagdo de grandes volumes de solventes organicos e a necessidade de uma
etapa de secagem do solvente para concentrar os analitos (Carasek et al. 2018).

A SPE também pode ser considerada uma técnica de extragdao classica. Ela foi
introduzida no inicio dos anos 1970 e ¢ uma das mais utilizadas no preparo de amostras
ambientais, farmacéuticas e de alimentos. E uma técnica de separagdo sélido-liquido e esta
baseada nos mecanismos de adsorc¢do, parti¢do, troca idnica e exclusdo. Dentre as principais
forgas quimicas e fisicas que atuam entre as moléculas do analito e do sorvente destacam-se
as interagdes de Van der Waals entre as ligacdes carbono-hidrogénio do analito com os
grupos funcionais da superficie da silica, no caso de fase reversa. Em fase normal, as
principais interagdes sdo entre os grupos polares do analito ¢ da fase so6lida por meio de
ligagdo de hidrogénio, interagdes m-m, dipolo-dipolo, dipolo-dipolo induzido e dipolo
induzido-dipolo induzido. No modo troca idnica, as interagcdes iOnicas sao responsaveis pela
extragdo seletiva dos analitos (Jardim, 2010; Borges et al., 2015).

A configuracdo mais comum da SPE consiste de cartuchos na forma de seringa de 1
a 6 mL, os quais contém cerca de 50 a 500 mg de fase so6lida e 40 a 60 um de tamanho de
particula, fixa no tubo através de dois filtros de tamanho de poros de 20 pm. O procedimento
de extracdo geralmente consiste de quatro etapas: (1) condicionamento ou ativagdo do
sorvente; (2) introdu¢do ou percolacdo da amostra e retengdo do analito e as vezes de alguns
interferentes; (3) limpeza para retirar os interferentes da matriz menos retidos que o analito; e
(4) eluicdo e coleta do analito (Borges et al., 2015).

As principais vantagens da SPE em comparacdo com as técnicas citadas
anteriormente sdo o emprego de menores volumes de solventes orgéanicos, auséncia de
emulsoes, facilidade de automacdo e fator de concentracdo adequado para analitos em
concentragdes trago. Contudo, ela apresenta algumas desvantagens como o alto custo dos
cartuchos, que geralmente sdo empregados uma unica vez encarecendo a andlise, além de
gerar grande quantidade de residuo. Outro inconveniente dessa técnica € o elevado tempo de
extracao (Borges ef al., 2015).

Tendo em vista os problemas relacionados com as técnicas de preparo de amostras
convencionais, surgiram as técnicas de microextragdo que sdo baseadas nos conceitos de
miniaturizacao e simplificacdo das técnicas de extracdo. Essas novas técnicas visam a reducao
ou a nao utiliza¢dao de solventes organicos, a ndo geracao ou geracdo minima de residuos, a
reducdo do volume de amostra e a automatizagdo, indo ao encontro dos preceitos da quimica

analitica verde (Carasek et al., 2018; Oliveira et al., 2008).
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2.3 TECNICAS DE MICROEXTRACAO

Dentre as técnicas de microextragdo, as mais difundidas sao a SPME (Microextragao
em Fase Solida, do inglés Solid-Phase Microextraction), a SBSE (Extra¢ao Sortiva em Barra
de Agitacdo, do inglés Stir-Bar Sorptive Extraction), a BAUE (Microextragdo em Barra
Adsortiva, do inglés Bar Adsorptive Microextraction), a DPX e a LPME (Microextracdo em
Fase Liquida, do inglés Liquid-Phase Microextraction) que engloba varias técnicas, dentre
elas a DLLME, a HLLME e a SDME (Microextragdo em Gota Unica, do inglés Single-Drop
Microextraction). Para este trabalho foram utilizadas trés técnicas de microextra¢dao: a DPX, a

DLLME e a HLLME.

2.3.1 Microextraciao Liquido-Liquido Dispersiva - DLLME

A LPME engloba uma variedade de técnicas que sdo essencialmente versdes
miniaturizadas da LLE destacando-se dentre elas a DLLME (Kokosa, 2015). Essa técnica foi
proposta em 2006 por Rezaee e colaboradores (Rezaee et al., 2006), ¢ baseada na particao dos
analitos entre duas fases imisciveis, uma aquosa (amostra) e outra organica (solvente
organico). A solubilizacdo dos analitos nas fases depende da polaridade do sistema. Os
analitos sdo geralmente apolares, apresentando maior afinidade pela fase organica apolar do
que pela fase aquosa altamente polar, sendo o equilibrio resultante representado pela equagao

1, onde A ¢ o analito (Borges et al., 2015).

Aaq = Aor,g Equag:ﬁo (1)

Em um caso ideal, a razao das atividades do analito A nas duas fases ¢ uma constante
independente da quantidade de A, e para uma dada temperatura a constante de equilibrio (Kp)

¢ o coeficiente de particdo, como representado na equagao 2.

Kp = [Aore] Equagao (2)
[Aaq]

Apos atingido o tempo necessario para a parti¢ao dos analitos, as fases sao separadas.
Alguns fatores afetam a polaridade relativa do sistema, tais como a concentragao de sal, o pH

da amostra e misturas de solventes soluveis ou parcialmente soliveis na fase aquosa. Se apos
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a extracdo, a concentracdo de analito na fase organica for préxima de 100%, a DLLME ¢
considerada uma técnica de extragdo exaustiva. Se a transferéncia de analito entre a fase
aquosa ¢ organica for parcial, a DLLME ¢ considerada uma técnica de extragdo baseada no
equilibrio de particao (Borges et al., 2015).

O procedimento de DLLME ¢ baseado em um sistema terndrio de solventes,
constituido de uma mistura de solvente extrator (imiscivel na amostra aquosa) e solvente
dispersor (miscivel no solvente extrator € na amostra aquosa). Essa mistura ¢ rapidamente
introduzida na amostra com o auxilio de uma seringa, formando uma solugdo turva com
microgotas que apresentam grande area superficial. Consequentemente, o equilibrio ¢
rapidamente alcangado e a extragdo ¢ independente do tempo, melhorando assim
consideravelmente a frequéncia analitica do método. As microgotas consistem no solvente
extrator mais o analito ja extraido. Apos, € procedida a etapa de centrifugacdo, onde ocorre a
sedimentacdo das microgotas formando uma fase sedimentada, a qual € retirada com o auxilio
de uma seringa e entdo, ¢ efetuada a determinagdo dos analitos pela técnica mais apropriada
(Kokosa, J. M. et al., 2009; Caldas et al., 2011; Borges et al., 2015; Campillo et al., 2017).
Na Figura 1 esta apresentado um esquema que demonstra as etapas envolvidas em um tipico

procedimento de DLLME.
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Figura 1 — Esquema do procedimento de DLLME. Em (a) inje¢do da mistura de solvente
extrator e dispersor em uma amostra aquosa e formag¢ao de uma solugdo turva composta por
microgotas; em (b) centrifugacdo para separacao das microgotas e formagao de uma fase
sedimentada; e em (c) retirada da fase sedimentada e transferéncia para um microvial para
posterior analise.
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Fonte: Adaptado de (Caldas et al., 2011).

A DLLME apresenta diversos parametros que precisam ser otimizados para que a
eficiéncia de extracdo seja adequada. Uma das variaveis que mais influéncia a extragdo em
DLLME ¢ o solvente extrator, que deve ser escolhido de acordo com a sua densidade,
capacidade de extracdo dos analitos e adequagdo ao equipamento de quantificagdo (Borges et
al., 2015). Os solventes extratores mais empregados na técnica de DLLME classica sdo os
solventes clorados, tais como o cloroformio, clorobenzeno e tetracloreto de carbono (Liang e
Sang, 2008; Xiong et al., 2009; Shokoufi ¢ Hamdamali, 2010; Fernandez et al., 2013;
Fernandez et al., 2014; Gardner et al., 2015). Apesar desses solventes apresentarem boa
capacidade de extracdo, ¢ importante ressaltar sua toxicidade, o que representa riscos para o
analista e ao meio ambiente. Além disso, apresentam alta volatilidade, o que pode acarretar
em problemas de reprodutibilidade do método analitico. O volume de solvente extrator
determina o fator de concentragdo da DLLME. Geralmente o sinal analitico aumenta com o
aumento do volume de solvente extrator devido ao aumento do niimero de microgotas e
assim, da eficiéncia de extracdo. Contudo, também ocorre o aumento do volume de fase

sedimentada, resultando em um menor fator de concentracdo. Portanto, o volume 6timo de
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solvente extrator ¢ o que garante um alto fator de concentragdo ao mesmo tempo que gera um
volume de fase sedimentada suficiente para a analise (Campillo et al. 2017).

A escolha do solvente dispersor deve ser feita com base na sua solubilidade tanto na
fase organica quanto na fase aquosa. O volume de solvente dispersor também influencia a
quantidade de fase sedimentada formada. A for¢a ionica da solugdo aquosa influencia na
separagdo das fases, uma vez que a adicao de sal faz com que diminua a solubilidade do
solvente dispersor na fase aquosa, aumentando assim o volume de fase sedimentada. O ajuste
do pH do meio também ¢ de suma importancia, uma vez que ¢ preferivel que os analitos se
encontrem na forma neutra para facilitar a particio dos mesmos nas microgotas de solvente
extrator (Campillo et al. 2017).

As principais vantagens apresentadas pela DLLME sdo: o rapido equilibrio de
extracdo, o uso de pequenos volumes de solventes organicos e pequeno volume de amostra, a
baixa geragdo de residuo e as altas eficiéncias de extracdo. Porém, a DLLME na sua versao
classica apresenta a desvantagem de utilizar solventes organicos clorados que sdo escolhidos
geralmente pela alta densidade que apresentam. Dentre eles os mais utilizados sdo:
cloroformio (utilizado em 18,6% dos artigos publicados), tetracloreto de carbono (15,1%),
clorobenzeno (6,3%), tetracloroetileno (2,8%), diclorometano (2,8%), tetracloroetano (1,8%),
tricloroetileno (1,6%), diclorobenzeno (0,8%), dicloroetano (0,6%), dibromoetano (0,6%) e

tricloroetano (0,5%) (Campillo et al. 2017).

2.3.2 Microextragao Liquido-Liquido Homogénea - HLLME

A HLLME ¢ baseada em principios similares aos da DLLME. Porém na HLLME, a
fase organica entra em contato com a fase aquosa formando uma unica fase, assim, ndo ha
formacdo de interface entre a fase organica e aquosa, o que fornece uma superficie de contato
infinitamente grande para a extracao (Cabuk et al., 2014; Havlikova et al., 2019).

A extragdo compreende duas etapas: primeiramente € promovida a completa
miscibilidade das fases doadora (amostra) e receptora (fase organica); apos, ¢ realizada a
separacdo das fases através da adi¢do ou remocao de um reagente especifico. Dessa forma, os
analitos passam para um pequeno volume de solvente organico (Ahmar et al., 2018).

Vérios métodos tém sido empregados para a separacdo das fases na técnica de
HLLME, como adi¢do de sal para promover o efeito salting-out (Farajzadeh et al., 2013;
Akramipour et al., 2016), sistemas com surfactantes perfluorados (Ghiasvand et al., 2005) e

formacao de par i6nico (Jamali et al., 2007). Em 2013 foi proposto um sistema dependente do
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pH (Ebrahimpour et al., 2013). Para esse sistema o solvente deve ter solubilidade na fase
aquosa dependente do pH e densidade menor que a da dgua. Por isso, a sele¢cdo do solvente de
extracdo ¢ restrita a poucos solventes organicos (Cabuk et al., 2014).

Uma nova classe de solventes que possuem as caracteristicas necessarias para serem
empregados como fase extratora na técnica de HLLME ¢ a dos SHSs. Eles tém ganhado
atencdo devido aos aspectos ambientalmente amigaveis que apresentam, pois sdo menos
toxicos que os solventes geralmente empregados em técnicas de extracao (Jessop et al., 2010;
Vanderveen et al., 2014). Eles comutam entre uma forma miscivel e uma forma imiscivel em
solugdo aquosa, dependendo do pH do meio. A mudanca de pH geralmente ¢é realizada através
da adicdo e remoc¢do de CO, ou adicdo de um reagente especifico, como por exemplo
hidroxido de sédio.

As principais vantagens da técnica de HLLME sdo: o rapido equilibrio de extragdo, o
que reduz o tempo de preparo da amostra; a simplicidade, ou seja, ndo é necessario utilizar
nenhum aparato e/ou reagente especial; a boa eficiéncia de extragdo; o baixo custo; e o baixo
consumo de amostra e solvente organico. Com a utilizagdo de SHS o método também se torna
mais ambientalmente amigavel (Ebrahimpour ef al., 2013; Yazdanfar ef al., 2014; Ahmar et
al., 2018).

Os principais parametros que podem afetar a extracdo utilizando a técnica de
HLLME e que devem ser avaliados sdo o tipo € o volume de solvente extrator, o volume de
amostra, a adi¢do de sal para promover o efeito salting-out, o tempo de extragdo, o reagente
utilizado para promover a separagcdo das fases, e a necessidade de utilizar um auxiliar para
acelerar esse processo, o qual pode ser aquecimento ou congelamento (Ebrahimpour et al.,

2013; Hu et al., 2016).

2.3.3 Extracio em Ponteira Descartavel — DPX

A DPX foi desenvolvida pelo Dr. William Brewer na Universidade da Carolina do
Sul, EUA, em 2003, sendo uma modificacdo da SPE. O dispositivo de DPX consiste em uma
ponteira com capacidade de 1 a 5 mL preenchida com material sorvente disperso entre dois

filtros, como pode ser observado na Figura 2.
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Figura 2 — Ponteira de DPX.
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Fonte: Adaptado de (Brewer, 2003).
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A DPX ¢ baseada no mesmo principio da SPE e apresenta algumas etapas
semelhantes. A separagdo do analito da matriz ocorre através da afinidade do analito presente
na amostra pela fase extratora presente na ponteira (fase solida). Na Figura 3 estdo
apresentadas as etapas envolvidas na extragdo por DPX: (1) condicionamento da fase
extratora para ativagdo dos sitios sorventes; (2) aspiracdo da amostra; (3) aspiracdo de ar para
realizacdo da mistura dindmica entre amostra e fase extratora; (4) descarte da amostra; (5)
limpeza para remog¢do de interferentes (etapa opcional); (6) aspiragdo de solvente para
dessor¢do liquida do analito; (7) aspiracdo de ar para realizar a mistura dindmica entre
solvente e fase extratora; e (8) descarte do solvente em frasco para andlise (Brewer, 2003;

Bordin et al., 2016).

Figura 3 — Etapas envolvidas na técnica de DPX. Em (1) condicionamento; (2) aspiragdo da
amostra; (3) aspiragdo de ar; (4) descarte da amostra; (5) limpeza; (6) aspiracdo de solvente
para dessorcao liquida; (7) aspiracao de ar; e (8) descarte do solvente em frasco para andlise.
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O modo como a fase extratora estd dispersa dentro da ponteira, bem como a
aspira¢do de ar, permitem uma mistura dindmica da amostra com a fase extratora, levando a
um rapido equilibrio de sor¢ao entre o analito e a fase solida, que retém seletivamente o
analito. Assim, a DPX apresenta vantagens sobre outras técnicas de microextragado, tais como:
extragdes rapidas e de facil execugdo, ndo necessitando de experiéncia prévia do analista;
utilizagdo de menores massas de fase extratora bem como pequenos volumes de amostra e
solventes organicos, gerando menores quantidades de residuo e contribuindo com a quimica
verde. Sua configuragdo permite o fluxo bidimensional de solvente e amostra, além de facil
automacdo, resultando no aumento da frequéncia analitica; apresenta alta eficiéncia de
extragdo ¢ menor custo em comparacao a SPE tradicional (Brewer, 2003; Borges et al., 2015;
Bordin et al., 2016).

Os principais parametros que podem influenciar a extracdo por DPX sdo o tipo ¢ a
massa de fase extratora, o volume de amostra, o nimero de ciclos de extragdo, o tempo de
extragdo, o tipo e volume do solvente de dessor¢ao, o nimero de ciclos de dessor¢ao, o tempo
de dessor¢ao, o pH e a forga idnica da amostra.

Na extragao por DPX a escolha da fase extratora deve ser feita de acordo com as
caracteristicas dos analitos. Diversas fases extratoras sdo vendidas comercialmente pela
DPXLabs (DPX technologies, 2020), a qual disponibiliza informagdes sobre o emprego das
ponteiras. Outra possibilidade, quando fases comerciais ndo estdo disponiveis para uma
aplicacdo especifica, ¢ adquirir ponteiras de DPX sem fase extratora (DPX-branco) e usar um
material alternativo. Com relagdo a massa da fase extratora, o seu aumento pode proporcionar
um aumento na extragdo dos analitos (Pawliszyn, 2009). Porém, ¢ importante avaliar a
capacidade da ponteira de DPX (geralmente 1 mL). Dessa forma, a massa deve ser compativel
com o tamanho da ponteira de DPX para permitir a mistura dindmica entre fase extratora e
amostra aquosa contendo os analitos. Massas altas podem dificultar a mistura dindmica
reduzindo assim a eficiéncia de extracao (Corazza et al., 2017).

Na técnica de DPX um ciclo de extragdo compreende a aspiracdo da amostra,
aspiracdo de ar, permanéncia da amostra na ponteira (tempo de extra¢do) e descarte da
amostra. Assim, pode-se realizar um ciclo de extracdo ou quantos forem necessarios usando a
mesma aliquota ou aliquotas novas da amostra. Quando aliquotas novas sdo inseridas, um
volume maior de amostra ¢ utilizado na extragdo e uma nova por¢do dos analitos fica
disponivel para interagir com a fase extratora, aumentando a pré-concentra¢do dos analitos.
Quando se utilizam aliquotas novas da amostra, a tendéncia é que os analitos sejam extraidos

até a saturacao da fase extratora (Corazza et al., 2017).
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Com relagdo a etapa de dessor¢do, um ciclo de dessor¢cdo compreende a aspiragdo do
solvente de dessorc¢do, aspiragdo de ar, permanéncia do solvente de dessorcdo na ponteira
(tempo de dessorcao) e coleta do solvente contendo os analitos em um frasco para analise.
Nessa etapa ¢ importante avaliar o solvente mais adequado, ou seja, com maior capacidade de
romper a interagdo analito-fase extratora (Bordin ef al., 2016). Também ¢ necessario avaliar o
volume de solvente utilizado na dessor¢do, volumes pequenos resultam em uma maior pré-
concentracdo dos analitos e, assim, melhores LODs e LOQs podem ser alcangados. Contudo,
também podem prejudicar a precisao do método, uma vez que o volume pode ser insuficiente
para a adequada dessor¢ao dos analitos. Além disso, pode ser necessario mais de um ciclo de
dessor¢ao para romper a interagdo analito-fase extratora (Corazza et al., 2017).

Na técnica de DPX os equilibrios de extrag¢do e dessor¢do sdo rapidamente atingidos,
sendo suficiente alguns segundos. Assim, os tempos de extracdo e dessor¢do podem ser
otimizados variando de zero a alguns segundos. Além disso, alguns trabalhos reportados na
literatura tém fixado o volume de amostra, o volume de solvente de dessor¢do, o tempo de
extracao e o tempo de dessor¢ao (Guan et al., 2010; Pena-Abaurrea et al., 2013; Bordin et al.,
2014; Andersson et al., 2016; Pinto et al., 2017).

Outro parametro que deve ser considerado ¢ o pH da amostra. O melhor pH depende
do mecanismo de extracdo da fase sorvente. Em alguns casos ¢ preferivel que o analito esteja
na forma neutra. Entretanto, algumas fases extratoras para DPX utilizam o mecanismo de
troca anionica ou catidnica para a extragdo, sendo necessario que o analito esteja na forma
ionizada. Por fim, a for¢a idnica da amostra aquosa também pode influenciar na extragdo, uma
vez que a solubilidade de compostos organicos em agua pode diminuir com o aumento da
for¢a i0nica, facilitando a sua migragdo para a fase extratora (efeito salting-out). Esse efeito ¢
observado principalmente para compostos polares e com média-polaridade (Kokosa, J. M.; et
al., 2009; Dias et al., 2015).

Apesar das vantagens apresentadas pelas técnicas de microextracdo ainda busca-se
um melhoramento dos métodos analiticos e isso pode ser realizado através do estudo de fases

extratoras alternativas.

2.4 FASES EXTRATORAS ALTERNATIVAS EMPREGADAS EM
MICROEXTRACAO

Ha uma crescente demanda para o melhoramento dos métodos analiticos com relag@o

a diminuicao da utilizagdo de reagentes e geracao de residuos, bem como para a obtencao de
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resultados confidveis e adequados as legislagdes mais exigentes. Dessa forma, fases extratoras
alternativas vém sendo constantemente desenvolvidas e estudadas.

Dependendo da técnica de extragdao e do analito, os objetivos da busca dessas fases
variam, como por exemplo: melhorar a seletividade do método; aumentar a capacidade
sortiva; fornecer fases extratoras com melhores capacidades térmicas, quimicas ou mecanicas
e assim aumentar a vida util dos dispositivos que as empregam; reduzir custos, pois muitas
vezes as fases extratoras alternativas sdo rejeitos de outras atividades; aumentar a velocidade
da analise, uma vez que o equilibrio de extracdo pode ser atingido mais rapidamente com
outro material; e adequar os métodos aos principios da quimica verde (Augusto et al., 2010).

Assim, nesse trabalho foi estudado o uso do material 3-n-
propil(3metilpiridinio)silsesquioxano (Si3Py Cl") como fase extratora alternativa na técnica
de DPX; ¢ o uso dos solventes MILs e SHSs como fases extratoras alternativas nas técnicas

de microextragdo DLLME e HLLME, respectivamente.

2.4.1 Cloreto de 3-n-propil(3-metilpiridinio)silsesquioxano - Si3Py CI

O material Si3Py'Cl" foi inicialmente sintetizado e estudado para a adsorcio de
compostos metalicos, através do mecanismo de troca i6nica (Magosso ef al., 2009). Em outro
trabalho também foi explorada a sua capacidade de adsor¢ao, sendo posteriormente aplicado
na determinagdo eletroquimica de nitrito (Magosso ef al., 2010). Na Figura 4 esta

representada a estrutura quimica do composto sintetizado.



36

Figura 4 — Estrutura quimica do material Si3Py CI’ obtido atraves do metodo sol-gel.
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Fonte: (Magosso et al., 2009; Corazza et al., 2017).

Como pode ser observado, esse material possui varios grupos que podem ser
explorados para a extragdo de compostos organicos presentes em diversas matrizes, tais como
grupos silanois (Si-OH) que podem interagir fortemente com os analitos através de ligacdes
de hidrogénio e grupos piridinicos, os quais podem interagir através de interagdes m-m com 0s

analitos que possuem anéis aromaticos em sua estrutura.

2.4.2 Liquidos Ionicos — ILs

Liquidos Ionicos (ILs, do inglés lonic Liquids) sdo uma classe de sais fundidos que
apresentam ponto de fusdo igual ou inferior a 100 °C (Welton, 1999; Zhao e Anderson, 2011).
O primeiro IL foi sintetizado em 1914 por Paul Walden (Marcinkowska et al., 2019).
Geralmente sdo compostos por cations organicos € anions organicos ou inorganicos. Eles
possuem algumas propriedades fisico-quimicas que podem ser vantajosas incluindo pressao
de vapor quase desprezivel a temperatura ambiente, alta estabilidade térmica, propriedades de
solvatagcdo ajustaveis, viscosidade e condutividade varidveis e miscibilidade em diferentes
solventes, além de ndo serem inflamaveis (Ho ef al., 2011).

Através da observagao da estrutura dos analitos e das interagdes possiveis, a estrutura
dos ILs pode ser moldada para que eles exibam propriedades de solvatacdo complementares

aos compostos de interesse. Por exemplo, a presenca de um grupo aromatico na estrutura do
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IL pode favorecer as interagdes m-m com compostos que contenham anel aromdtico em sua
estrutura. Isso oferece maior seletividade e LODs e LOQs mais baixos para o método
analitico. E estimado que a possibilidade de combinagdes diferentes para a formagdo de ILs
possa alcangar a ordem de 10'® (Yao e Anderson, 2009; Ho et al., 2014; Hantao et al., 2016).
Os ILs tem sido amplamente aplicados na quimica analitica como fases estacionaria
em cromatografia e fases extratoras em técnicas de microextra¢do baseadas em solventes, tais
como DLLME, SDME, HF-LPME (Microextracao em Fase Liquida com Fibra Oca, do inglés
Hollow-Fiber Liquid-Phase Microextraction) (Zhang et al., 2013; Socas-Rodriguez et al.,
2014) e em técnicas de extragdo baseadas em sorcdo, tais como SPE e SPME (Ho et al., 2011;
Fontanals et al., 2012). Quando aplicados como fase estacionaria para cromatografia podem
produzir excelente eficiéncia de separagcdo. Quando aplicados em técnicas de microextracao
podem aumentar a pré-concentragdo dos analitos e a seletividade do método (Ho et al., 2014;
Hantao et al., 2016). Recentemente, uma nova classe de ILs conhecida como MILs tem sido

objeto de atengdo em inumeras aplicacdes analiticas.

2.4.2.1 Liquidos I6nicos Magnéticos — MILs

Os MILs respondem fortemente a um campo magnético externo devido a serem
produzidos pela incorporacdo de um composto paramagnético na estrutura do céation ou do
anion do IL. Para isso, geralmente sdo usados metais de transi¢do, tais como cobalto,
manganés, gadolineo e disprésio. Além disso, possuem as propriedades fisico-quimicas tinicas
e ajustaveis dos ILs (Clark et al., 2016; Sajid ef al., 2019). Na Tabela 1 estdo apresentados
alguns exemplos de MILs.



Tabela 1 — Exemplos de MILs e suas estruturas.
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MIL Estrutura Referéncia
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tetrachlorocobalt (1) —p oy, | [CoCLE] 2020)
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tetrachloromanganate (Il) —1‘:% CHy, Mu1y" 2012)
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| .
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chloridetetrachloromanganate (II) Aldrich,
g Oy 2020)
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Fonte: Autoria propria (2020).
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Antes da sintese do MIL algumas consideragdes sobre a sua estrutura devem ser
feitas, pois algumas propriedades como suscetibilidade magnética, hidrofobicidade e
viscosidade, podem afetar o seu emprego na extracdo de compostos presentes em amostras
aquosas. A suscetibilidade magnética esta relacionada com o momento magnético efetivo
(ueff). Essa propriedade implica na remog¢do do MIL da solu¢do, sendo principalmente devida
ao anion contendo o metal, mas podendo variar também com a mudanca do cation (Clark et
al.,2016; Sajid et al., 2019).

A hidrofobicidade do MIL ¢ uma propriedade importante quando os analitos estdo
presentes em amostras aquosas. Para que o MIL seja removido da amostra aquosa juntamente
com o analito, através da aplicagdo de um campo magnético, ele ndo pode ser miscivel em
agua. Assim, o seu cation pode ser funcionalizado com grupos hidrofébicos. Uma forma facil
e com bom custo beneficio ¢ funcionalizar o cation do MIL a base de imidazdlio com alquilas
de cadeia longa e/ou aromaticas (Del Sesto et al., 2008; Mehdi et al., 2010; Brown et al.,
2013; Nacham et al., 2015). Também ¢ possivel incorporar anions fracamente coordenados e
relativamente hidrofobicos, além disso, pode-se introduzir um componente paramagnético no
cation e selecionar um anion relativamente hidrofobico (Sajid ef al., 2019).

Outra propriedade dos MILs que também influencia a sua aplicacdo em técnicas de
preparo de amostras € a viscosidade, sendo que viscosidades baixas sdo preferidas para
facilitar a mistura com a amostra ¢ a transferéncia de massa em técnicas de extracdo.
Modificagdes estruturais podem ser empregadas para ajustar a viscosidade (Yoshida e Saito,
2006).

A sintese e aplicagdo desses materiais tem sido reportada usando diferentes ions,
incluindo ferro (Clark et al., 2015), manganés (Del Sesto et al., 2008), cobalto (Peppel et al.,
2010), disprosio (Hice et al., 2020) e gadolinio (Del Sesto et al., 2008). No trabalho de Yu ef
al., 2016, foi proposta a utilizagdo de um MIL baseado em Mn ([P6,6,6,14+]2[MnC142_]) como
solvente extrator para DLLME. Nessa abordagem, uma pequena quantidade de MIL
combinado com um solvente dispersor foi introduzido em uma solu¢do aquosa e, apds a
extracdo, a fase extratora foi recuperada com a ajuda de uma barra magnética. Essa
abordagem possui caracteristicas analiticas importantes, incluindo a sua simplicidade e
velocidade, a ndo utilizagdo de uma etapa de centrifugacdo e a alta estabilidade dos MILs

hidrofobicos em solucio aquosa.
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2.4.3 Solvente com Hidrofilicidade Comutavel — SHS

A destilacdo ¢ o método padrao para remover o solvente do produto final de quase
qualquer processo quimico que use solvente. A dependéncia da industria é responsavel pelo
uso continuado e generalizado de solventes organicos volateis, mesmo seus riscos sendo bem
conhecidos. Assim, o uso de SHS como alternativa aos solventes organicos empregados na
industria foi reportado em 2010, onde foram usados para substituir o uso do hexano na
extracdo do oleo da soja, dispensando assim a etapa de destilagcdo (Jessop et al., 2010).

Para um composto ser considerado um SHS, ele deve ser capaz de comutar entre uma
forma miscivel e uma forma imiscivel em solu¢do aquosa dependendo da composi¢cdo da
solugdo ou do pH. Na Figura 5, estd apresentado um exemplo genérico de um SHS.
Inicialmente o SHS est4 na sua forma hidrofobica, ou seja, imiscivel em agua, com a adig¢do
de CO,, o SHS passa para a sua forma hidrofilica, tornando-se soltivel em agua, formando
uma solugdo monofasica. Com a retirada do CO, do sistema, o SHS retorna para a sua forma
hidrofobica, formando uma solucdo bifasica. As aminas terciarias, aminas secundarias,
aminas com grupo funcional incorporado, amidas e 4cidos graxos podem possuir

caracteristicas de hidrofilicidade comutéavel (Jessop et al., 2010).

Figura 5 — Comutagdo de um solvente com hidrofilicidade comutéavel através da adigdo e
remocao de CO,.

—

““"‘H—._-_._,_r."'-“ \"‘"-_‘_____._r""'-‘
Solvente CD?
hidrofabion —_—
‘-..____________,_..a‘ S —— Salvente
hidrofilico e d
— 'GDF e dgua
\-""‘-___'_..-""'J \“-1_\_-_-_,_#’.!

Fonte: Adaptado de (Jessop et al., 2010).

Para exemplificar melhor esse processo, na equacgdo 3 esta apresentado um exemplo
de uma amina terciaria com hidrofilicidade comutavel. Em 4gua e na presenca de CO; ela ¢
convertida através da protonagdo em um sal de amonio que ¢ soluvel em 4gua. Removendo o

CO,, ela retorna para a sua forma hidrofébica (desprotonada).

NR; nmt H,O ot CO, () = NR3HJr (aq) T HCO; (aq) Equagao (3)
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Em 2014, foram identificadas treze novas aminas secundarias e terciarias com
comportamento de SHS que sdo de facil aquisi¢do e/ou sintese. No estudo, observou-se que as
aminas que apresentaram comportamento de SHS possuiam Log K,y entre 1,2 ¢ 2,5 ¢ pKa
acima de 9,5. Essas propriedades sdo um guia para selecionar novos compostos com
caracteristica comutavel (Vanderveen ef al., 2014).

A primeira utilizagdo dos SHSs em técnicas de microextragdo foi reportada por
Ebrahimpour et al. em 2013 para a determinac¢do de clorofendis em amostras de agua por
HPLC-UV. A técnica de microextracao utilizada foi a HLPME (Microextracdo em Fase-
Liquida Homogénea, do inglés Homogeneous Liquid-Phase Microextraction) ¢ o SHS
utilizado como solvente extrator foi o 4cido octanodico. Na Tabela 2 estdo apresentados alguns
trabalhos reportados desde entdo, onde os SHSs foram utilizados em técnicas de

microextragao.
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Continua
Tabela 2 — Aplicag¢des dos solventes com hidrofilicidade comutdvel em técnicas de microextragao.
SHS Analito Matriz Técnica de preparo da amostra Tecm?a de ~ Referéncia
quantificacio
N.N- Microextragdo L1qu1d0-L1qqldo quogenea Medida (Lasarte-
T I ( baseada em Solvente com Hidrofilicidade N
dimetilciclohexilamina HPAs Agua Comutavel fluorimétrica e Aragones et
(DMCHA) (SHS-HLLME) GC-MS al., 2015b)
N.N- N Microextragdo L1qu1d0-L1qqldo quogenea (Lasarte-
D I Herbicidas da classe baseada em Solvente com Hidrofilicidade
dimetilciclohexilamina O Agua . GC-MS Aragones et
(DMCHA) das triazinas Comutavel al., 2015a)
(SHS-HLLME) N
Microextragdo em Fase Liquida baseada em
Acido hexanéico Ofloxacina Urina Solvente ACqmutavel Assistida por HPLC-FLD (Vakh et al,
Efervescéncia 2016)
(EA-SS-LPME)
Microextragdo Liquido-Liquido Dispersiva on-
o . Inseticidas ‘ site baseada na Solidifica¢do de Solvente (Huetal.,
Acido decandico piretroides Agua Comutavel HPLC-UV 2016)
(on-site DLLME-SSS)
Microextragdo baseada em Membrana com (Pochivalov ef
Acido nonanodico Fluoroquinolonas Camarao Solvente com Hidrofilicidade Comutavel HPLC-FLD al., 2017)
(SHS-MME) ”
. o Microextragdo baseada em Solvente com
]8311}3’er§) ilamina r(lji(t);lcjg roosltr(l);ticos Agua Hidrofilicidade Comutével GC-FID Elll{ar;g ls }71)gar et
(SHS-ME) ”
Microextragdo Liquido-Liquido Homogénea
Dipropilamina . . baseada em Solvente com Hidrofilicidade (Shahvandi et
(DPA) Metanfetamina Urina Comutével GC-MS al., 2018)

(SHS-HLLME)
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Continuacao
SHS Analito Matriz Técnica de preparo da amostra Tecnl?a de ~ Referéncia
quantificacio
N,N- ilst:nol A, B, F, Leite, suco de  Microextracdo Baseada em Solvente com (Wang et al
dimetilciclohexilamina Tetrabromobisfenol laranja, bebida Hidrofilicidade Comutével HPLC-UV 201 S)g ”
(DMCHA) A energética (SHS-BME)
Microextracdo Liquido-Liquido Homogénea
Dipropilamina Metadona e . baseada em Solvente com Hidrofilicidade (Ahmar et al.,
(DPA) tramadol Urina Comutéavel GC-FID 2018)
(SHS-HLLME)
N,N- Urina. saliva Microextragao Liquido-Liquido baseada (Hassan e
dimetilciclohexilamina Farmacos o lei te’ em Solvente com Hidrofilicidade HPLC-DAD Alshana,
(DMCHA) Comutavel (SHS-LLME) 2019)
Microextragao Liquido-Liquido
« . . o Aguae Homogénea baseada em Solvente com (Naeemullah e
Acido decandico Vanadio alimento Hidrofilicidade Comutavel ¢ Microseringa ETAAS Tuzen, 2019)

(uS-SHS-HLLME)
Fonte: Autoria propria (2020).

SHS-HLLME: Microextragdo Liquido-Liquido Homogénea baseada em Solvente com Hidrofilicidade Comutavel, do ingles Switchable Hydrophilicity Solvent-based
Homogenous Liquid-Liquid Microextraction.

EA-SS-LPME: Microextragdo em Fase Liquida baseada em Solvente Comutavel Assistida por Efervescéncia, do inglés Effervescence-Assisted Switchable

Solvent-Based Liquid Phase Microextraction.

on-site DLLME-SSS: Microextragdo Liquido-Liquido Dispersiva on-site baseada na Solidificagdo de Solvente Comutavel, do ingles on-site Dispersive Liquid-Liquid
Microextraction base on the Solidification of Switchable Solvent.

SHS-MME: Microextragdo baseada em Membrana com Solvente com Hidrofilicidade Comutavel, do ingles Switchable Hydrophilicity Solvent Membrane-based
Microextraction.

SHS-ME: Microextragdo baseada em Solvente com Hidrofilicidade Comutavel, do ingles Switchable-Hydrophilicity Solvent-based Microextraction.

SHS-BME: Microextracdo Baseada em Solvente com Hidrofilicidade Comutavel, do ingles Switchable Hydrophilicity Solvent-Based Microextraction.

SHS-LLME: Microextragdo Liquido-Liquido baseada em Solvente com Hidrofilicidade Comutavel, do ingles Switchable Hydrophilicity Solvent Liquid-Liquid
Microextraction.

puS-SHS-HLLME: Microextragdo Liquido-Liquido Homogénea com Solvente com Hidrofilicidade Comutavel e Microseringa, do ingles Switchable Hydrophilicity Solvent
Microextraction syringe-based Homogenous Liquid-Liquid Microextraction.

GC-MS: Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas, do inglés Gas Chromatography-Mass Spectrometry.

GC-FID:  Cromatografia ~ Gasosa com  Detector por Ionizagdo de Chama, do inglés Gas  Chromatography-Flame  Ionization  Detector.
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Conclusao
HPLC-FLD: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Fluorescéncia, do inglés High Performance Liquid Chromatography-Fluorescence Detector.
HPLC-UV: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Ultravioleta, do inglés High Performance Liquid Chromatography-Ultraviolet detector.
HPLC-DAD: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodos, do inglés High Performance Liquid Chromatography-Diode Array Detector.
ETAAS: Espectroscopia de Absorcao Atdomica Eletrotérmica, do inglés Electrothermal Atomic Absorption Spectroscopy.



45

Como ¢ possivel observar na Tabela 2, para a extragdo de compostos basicos, a DPA
e a DMCHA s3o os SHSs mais empregados como fases extratoras em técnicas de
microextragdo. Assim, esses dois solventes foram selecionados para esse trabalho. As suas

estruturas e algumas propriedades fisico-quimicas estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 — Estrutura e algumas propriedades fisico-quimicas dos SHSs empregados nesse
trabalho (ChemAxion, 2020).
Composto Estrutura pKa Log K,y

Dipropilamina

H
!
(DPA) Wagn U L W . W 1,57

N, N-dimetilciclohexilamina
(DMCHA) Q\ r«a// 10,22 1,99

Fonte: Autoria propria (2020).

A DPA e a DMCHA sdo aminas secunddria e tercidria, respectivamente e possuem
as caracteristicas de pKa e Log K, reportados por Vanderveen, et al., 2014, para aminas com
comportamento comutavel. As vantagens de se empregar SHSs como solventes extratores em
técnicas de microextracao estdo relacionadas aos seus aspectos ambientalmente amigaveis,
pois sdo menos toxicos que alguns solventes convencionais, além disso, sdo requeridos apenas
alguns pL para as extracdes (Vanderveen ef al., 2014).

A capacidade de comutagdo ¢ de grande interesse para o preparo de amostra, pois €
possivel a formag¢do de uma area de contato infinitamente grande entre amostra e solvente
extrator, 1sso proporciona um rapido equilibrio de extragdo. As extragdes utilizando SHSs sao
simples e ndo requerem aparatos € nem reagentes especiais. Ademais, sdo solventes que

apresentam baixo custo e sdo de facil aquisi¢ao (Lasarte-Aragones et al., 2015b).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Desenvolvimento de métodos empregando fases extratoras alternativas Si3Py'Cl,
MILs e SHSs nas técnicas de microextragdo, DPX, DLLME ¢ HLLME para a determinagao
de disruptores endocrinos fendlicos em amostras de dgua de rio, hormdnios estrogenos em
amostras de urina humana e contaminantes provenientes de embalagens alimenticias em

amostras de agua de coco, respectivamente.

3.2 OBJETIVOS ESPEC{FICOS

e Sintetizar e caracterizar o material Si3Py Cl para ser empregado como fase extratora
alternativa na técnica de DPX para a extracao de compostos disruptores enddcrinos fenolicos
de amostras de agua de rio.

e Otimizar os principais parametros que influenciam a extra¢do por DPX: massa de fase
extratora, namero de ciclos de extra¢do, solvente de dessor¢do, numero de ciclos de
dessorcao, pH e forga idnica da amostra.

e Determinar e avaliar os principais parametros analiticos de mérito como limites de
detec¢do e quantificacdo, coeficientes de correlacdo e faixa linear.

e Aplicar o procedimento de DPX-Si3Py Cl otimizado em ensaios de recuperacio e
precisdo para amostra de dgua de rio.

e Sintetizar e caracterizar MILs (tetracloro manganés (II) de trihexiltetradecil fosfonio e
tetracloro manganés (II) Aliquat) para serem empregados como solventes extratores
alternativos aos organicos clorados geralmente empregados na técnica de DLLME. Expandir
a aplicabilidade dos MILs para amostras complexas, desenvolvendo um método mais “verde”
para a extracdo de hormonios em amostras de urina humana.

e Otimizar os principais parametros que influenciam a extracdo por DLLME: tipo e
volume de solvente extrator e dispersor, tempo de extragdo, pH e for¢a idnica da amostra.

e Determinar e avaliar os principais parametros analiticos de mérito como limites de
detecgdo e quantificacdo, coeficientes de determinacdo e faixa linear.

e Aplicar o procedimento desenvolvido DLLME/MIL otimizado em ensaios de

recuperagdo e precisao para amostras de urina humana.
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e Explorar a utilizagdo de SHSs (dipropilamina e N, N-dimetilciclohexilamina) na
técnica de HLLME, desenvolvendo um método rapido e mais “verde” para a extracdo de
contaminantes provenientes de embalagens alimenticias em agua de coco.

e Otimizar os principais parametros que influenciam a extragao por SHS-HLLME: tipo
e volume de SHS, volume de NaOH 10 mol L™ para separagio das fases, tempo de extracio e
emprego de temperatura para auxiliar na separagao das fases.

e Determinar e avaliar os principais pardmetros analiticos de mérito como limites de
deteccao e quantificagdo, coeficientes de correlacao e faixa linear.

e Aplicar o procedimento desenvolvido SHS-HLLME otimizado em ensaios de
recuperagdo e precisdo para amostra de dgua de coco.

e Avaliar a robustez do método através do teste de Youden.

e Analisar amostras de 4gua de coco contidas em embalagens alimenticias.
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4 EMPREGO DE MATERIAL HIBRIDO COMO FASE EXTRATORA
ALTERNATIVA NA TECNICA DE EXTRACAO EM PONTEIRA
DESCARTAVEL PARA O AUMENTO DA EFICIENCIA DE EXTRACAO DE
DISRUPTORES ENDOCRINOS FENOLICOS

4.1 INTRODUCAO

Compostos fendlicos, tais como o bisfenol A, o 4-terc-octilfenol, o 4-octilfenol, o 4-
nonilfenol e o 17a-etinilestradiol sdo utilizados em diferentes aplicacdes e sdo amplamente
empregados na industria quimica. Devido ao fato de ndo serem totalmente degradados nas
estagdes de tratamento de efluentes, esses compostos t€m sido encontrados em diferentes
matrizes ambientais (Chen ef al., 2012; Nurulnadia et al., 2014; Cui et al., 2015; Omar et al.,
2016). A grande problematica em torno desses compostos se deve ao fato de eles serem
disruptores enddcrinos, ou seja, podem interferir no sistema enddcrino de animais e humanos,
causando disfungdes no sistema reprodutor. Além disso, podem diminuir a atividade
imunologica dos organismos e aumentar a incidéncia de cancer (Colborn ef al., 1993; Muller
et al., 2008; Wolff et al., 2015; Liu et al., 2017). Portanto, a presenca desses contaminantes
precisa ser monitorada em diferentes matrizes ambientais.

A determinacdao de compostos fenodlicos € usualmente realizada através de técnicas
cromatograficas, incluindo a cromatografia gasosa e a cromatografia liquida, acopladas a
diferentes detectores. Contudo, devido a complexidade das matrizes ambientais e ao fato de
que esses compostos geralmente sdo encontrados em baixas concentragdes, a andlise direta
nao ¢ possivel e técnicas de preparo de amostras adequadas precisam ser aplicadas antes da
analise cromatografica. Diversas técnicas de extragdo e microextragao t€m sido desenvolvidas
e empregadas para a determinagdo de diversos compostos presentes em diferentes matrizes.

A SPE tem sido empregada para a extragdo de compostos fenolicos em dgua. Porém,
essa técnica esta associada a longos tempos de extracdo e ao uso de volumes relativamente
grandes de solventes (Ribeiro et al., 2007; Gadzala-Kopciuch et al., 2008; Selvaraj et al.,
2014; Pernica et al., 2015). Outras técnicas reportadas sdo a SPME (Stoichev et al., 2008;
Lopez-Darias et al., 2010), a HF-LPME (Villar-Navarro et al., 2013), a MSPE (Extracao
Magnética em Fase Solida, do inglés Magnetic Solid-Phase Extraction) (Wang e Deng, 2016),
a DLLME (Cunha e Fernandes, 2010; Lopez-Darias et al., 2010) e a SDME (Lopez-Darias et
al., 2010).

A técnica de microextracdo empregada nesse trabalho foi a DPX, a qual ¢ uma

variacdo de SPE e possui algumas vantagens frente a outras técnicas de microextracao, tais
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como: simplicidade de execucdo; extracdes rapidas devido a mistura dindmica entre a fase
extratora solida e a amostra liquida através da aspiracdo de ar; utilizacdo de menores massas
de fase extratora, utilizagdo de menores volumes de amostra e solventes organicos,
acarretando em uma menor geragao de residuos; € menor custo em comparagdo com a SPE
(Bordin et al., 2016).

A escolha da fase extratora que serd empregada na técnica de DPX depende das
caracteristicas do analito e dos constituintes da matriz da amostra. Diversas ponteiras para
DPX contendo diferentes fases extratoras estdo disponiveis comercialmente ¢ dependendo da
fase extratora a DPX possui diferentes denominagdes, como: DPX-RP as ponteiras contém o
polimero estireno-divinilbenzeno e sdo indicadas para a extragdo de compostos apolares e
pouco polares. DPX-WAX, as ponteiras contétm o polimero estireno-divinilbenzeno com
amina secundaria incorporada, podem atuar como trocadoras anidnicas fracas e sao indicadas
para a extracdo de acidos fortes, como sulfatos. DPX-SCX as ponteiras contém o polimero
estireno-divinilbenzeno com uma fase estacionaria sulfonada incorporada, podem atuar como
trocadoras catidnicas fortes e sdo indicadas para a extracdo de compostos basicos. DPX-WCX
as ponteiras contém o polimero estireno-divinilbenzeno com uma fase estacionaria de acido
carboxilico incorporado e sdo indicadas para a extracdo de bases fortes, como aminas
quaternarias. DPX-SAX as ponteiras contém o polimero estireno-divinilbenzeno com uma
fase de amina quaternaria incorporada e sdo indicadas para a extracdo de compostos acidos.
DPX-SI as ponteiras contém silica e podem ser usadas para a extragdo através de ligagdo de
hidrogénio. DPX-C18 as ponteiras contém silica gel com uma carga de carbono de 18-22% e
sdo indicadas para a limpeza rapida de amostras e remocao de interferentes da matriz (Kole et
al.,2011; Bordin et al., 2016; DPX technologies, 2020).

As principais aplica¢des das ponteiras de DPX disponiveis comercialmente sdo para
a extracdo de compostos apolares ou pouco polares, compostos acidos e bdsicos e para
procedimentos de clean-up. Assim, baseado na literatura disponivel, observou-se que ha a
necessidade de estudos adicionais envolvendo a determinagdo de compostos com porgoes
mais polares usando a DPX. Essa técnica de preparo de amostra permite o uso de materiais
alternativos como fases extratoras, uma vez que esta disponivel comercialmente uma ponteira
sem fase extratora (DPX-branco). Nesse trabalho, o material Si3Py Cl foi empregado pela
primeira vez como fase extratora na técnica de DPX. Esse material possui grupos funcionais
que podem interagir seletivamente com a por¢cdo mais polar dos analitos, sendo assim, as
interferéncias da matriz podem ser diminuidas, diminuindo assim os LODs e LOQs do

método.
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O objetivo desse estudo foi propor uma nova fase extratora (Si3Py Cl’) para a analise
de bisfenol A (BFA), 17a-etinilestradiol (EE2), 4-terc-octilfenol (4-¢-OF), 4-octilfenol (4-OF)
e 4-nonilfenol (4-NF) usando a DPX com técnica de extracdo. A estrutura dos analitos e
algumas propriedades fisico-quimicas estdo apresentadas na Tabela 4. As condigdes de
extragdo foram avaliadas usando estratégias univariadas e multivariadas. Os parametros
analiticos de mérito do método proposto foram determinados em amostras de adgua de rio e a
separacao/detec¢ao foi realizada usando HPLC-FLD (cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector de fluorescéncia, do inglés high performance liquid chromatography-
fluorescence detector). Ademais, foram estudadas as interagdes quimicas entre 0 novo

material extrator e os analitos.

Tabela 4 — Estrutura e algumas propriedades fisico-quimicas dos analitos selecionados para
esse trabalho. Referéncia: (ChemAxon, 2020).
Composto Estrutura quimica pKa Log Kow

Bisfenol A 9,78 4,04
17a-etinilestradiol 10,33 3,90
4-terc-octilfenol 10,23 4,69
4-octilfenol 10,31 5,30

R e P NP e N
4-nonilfenol J|\ jA/ - 10,30 5,74
- =

Fonte: Autoria propria (2020).
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4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Reagentes e materiais

Os compostos fendlicos BFA (99%), EE2 (98%), 4-t-OF (97%), 4-OF (99%) ¢ 4-NF
(99,8%) foram obtidos da Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI, EUA). Solucdes padroes
individuais na concentra¢io de 1000 mg L™ foram preparadas em metanol (MeOH). Solugdes
trabalho contendo um mix dos analitos na concentragio de 100 mg L' foram preparadas em
MeOH através da diluicdo adequada da solugdo trabalho. Ponteiras de plastico (1 mL, sem
material extrator) foram adquiridas da DPX Labs (Columbia, SC, EUA). Acetonitrila (ACN) e
MeOH foram adquiridos da JT Baker (Mallinckrodt, NJ, EUA). Agua foi purificada em um
sistema de agua ultrapura (Mega Purity, Billerica, EUA). Ortosilicato de tetraetil (TEOS),
etanol, cloropropiltrimetoxisilano (CPTS), tolueno e 3-metilpiridina foram obtidos da Sigma-
Aldrich (Milwaukee, WI, EUA). Fosfato dibasico, acido citrico, acido cloridrico e cloreto de
sodio foram obtidos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Um mix de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (EPA 525 PAH mix B) foi obtido da Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI,

EUA), com 500 pg mL™" de cada composto em acetona.

4.2.2 Instrumentacio e condicoes cromatograficas

A andlise cromatografica foi realizada em um cromatografo liquido Shimadzu
Prominence LC 20AT series HPLC system (Shimadzu, Kyoto, Japao) equipado com um
detector de fluorescéncia (RF 20A series), com um loop de 20 pL e injetor manual Rheodyne
77251 (RohnertPark, CA, EUA). A separacdo cromatografica foi realizada em modo reverso
usando uma coluna C18 (ZORBAX Eclipse XDB®, 250 mm x 4,6 mm, 5 um d.i, Agilent, CA,
EUA). O volume de injegdo foi 20 pL em um fluxo de 1 mL min™' da fase mével no modo
gradiente. A fase movel foi composta de uma mistura de ACN (A) e agua (B) nos seguintes
gradientes: 05,5 min A 60% e B 40%; 5,5-7,5 min A 80% e B 20% mantido até 25 min; 25—
26 min foi retornado a condigao inicial ¢ mantido até 30 min. Foi selecionado no detector de
fluorescéncia o comprimento de onda de excitagdo de 277 nm e de emissdo 307 nm. Os dados

cromatograficos foram avaliados com o software LCsolution (Shimadzu, Kyoto, Japao).
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4.2.3 Sintese da fase extratora

O material Si3Py'Cl" foi preparado pelo processo sol-gel segundo procedimento
descrito em trabalho anterior (Magosso et al, 2010). Brevemente, 8,2 mL de
tetraetilortosilicato (TEOS 0,036 mol), 15 mL etanol e 3,2 mL de uma solu¢do aquosa de
acido cloridrico (1 mol L") foram misturados em um baldo de fundo redondo. A solugdo
resultante foi agitada por 2,5 h a temperatura ambiente (25 °C). Apos, foram adicionados 11,2
g de 3-n-cloropropiltrimetoxisilano (CPTS 0,056 mol) e a solu¢ao foi agitada por 2 h a
temperatura ambiente. A temperatura da solugdo foi aumentada para 60 °C e a mistura foi
deixada em repouso durante 60 h em atmosfera ambiente até o processo de gelificagdo
ocorrer. O sélido resultante foi lavado com etanol e entdo seco sob vacuo (133 x 107 Pa) a
temperatura ambiente. Em torno de 3 g do s6lido obtido foram imersos em um baldo de fundo
redondo contendo uma solugdo preparada pela mistura de 5 mL de 3-metilpiridina pura e 15
mL de tolueno puro. A mistura foi aquecida na temperatura de refluxo do solvente durante
aproximadamente 3 h. O soélido foi filtrado, lavado com etanol e seco por 2 h sob véacuo (133
x 107 Pa) a temperatura ambiente. A estrutura quimica do composto sintetizado estd
apresentada na Figura 4 (secdo 2.4.1 Cloreto de 3-n-propil(3-metilpiridinio)silsesquioxano —

Si3Py'CI).

4.2.4 Caracterizacdo da fase extratora

O material Si3Py'Cl" foi extensamente caracterizado em trabalhos anteriores
(Magosso et al., 2009; Magosso et al., 2010). Adicionalmente, para esse trabalho foram
obtidas informacgdes estruturais por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR), usando um espectrometro Varian 3100 (Santa Clara, CA, USA). O espectro
de FTIR foi gerado com pelets de KBr. A morfologia do material Si3Py Cl foi avaliada por
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) usando um microscépio Hitachi TM 3030

(Tokyo, Japao).
4.2.5 Otimizaciao do procedimento de DPX
Viarios experimentos foram realizados para otimizar o procedimento de DPX. As

extracdes foram realizadas com 700 pL de dgua ultrapura fortificada com os analitos na

concentracdo de 30 pg L™ de cada analito. A etapa de dessorcdo foi realizada usando 200 puL
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de solvente organico. O volume de amostra em cada ciclo de extracdo foi mantido constante
em 700 pL para permitir uma mistura dinamica satisfatoria entre a fase extratora e a amostra
aquosa dentro da ponteira (capacidade de 1 mL). Para a etapa de dessor¢do, o volume de
solvente organico foi mantido constante em 200 puL. Com relagao ao tempo de cada ciclo de
extragdo/dessorcdo, esses foram fixados em 30 s. Esses parametros foram escolhidos e fixados
baseados em estudos reportados previamente onde a DPX foi usada como técnica de preparo
de amostras (Guan et al., 2010; Pena-Abaurrea ef al., 2013; Bordin et al., 2014; Andersson et
al., 2016; Pinto et al., 2017). Parametros importantes relacionados com as etapas de extragao
e dessorcdo foram otimizados, incluindo a massa de fase extratora, tipo de solvente de
dessor¢do, numeros de ciclos (aspiragdo/permanéncia/descarte) realizados nas etapas de
extracdo e dessor¢do, pH da amostra ¢ adigdo de sal, etapa de limpeza e estabilidade da fase
extratora em solventes organicos. Estratégias univariadas e multivariadas foram empregadas e
os dados experimentais obtidos através das otimizagdes multivariadas foram processados

usando o software Statsoft Statistica 8.0 (Statsoft, EUA).

4.2.5.1 Otimizag¢do da massa de fase extratora

Inicialmente foi avaliada a massa de material extrator que gerava a melhor eficiéncia
de extragio. Nessa otimiza¢do massas de 30, 50 e 70 mg de Si3Py CI foram colocadas dentro

da ponteira de DPX e as extragdes foram realizadas em triplicatas de modo univariado.

4.2.5.2 Otimizacdo do solvente de dessorcdo

O solvente de dessor¢ao foi otimizado usando MeOH, ACN, 4gua e a mistura desses
solventes de acordo com o planejamento Simplex Lattice, gerando 9 experimentos (incluindo
a triplicata no ponto central) apresentados na Tabela 5. Os resultados foram expressos através
da superficie ternaria usando a média geométrica da area dos picos cromatograficos dos
analitos. Nesse experimento foram usados 200 pL de solvente organico com 5 ciclos de

aspiracao/permanéncia/descarte da mesma aliquota de solvente organico.



Tabela 5 — Matriz do planejamento Simplex Lattice para a otimizagao do solvente de
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dessorgao.
Experimento H,0 (%) MeOH (%) ACN (%)
1 100 0 0
2 0 100 0
3 0 0 100
4 50 50 0
5 50 0 50
6 0 50 50
7 33 33 33
8 33 33 33
9 33 33 33

Fone: Autoria propria (2017).

4.2.5.3 Otimiza¢do do numero de ciclos de extra¢do e dessor¢do

Antes da extra¢do, a fase extratora foi condicionada aplicando 3 ciclos com

MeOH:ACN (50:50, v/v) e 2 ciclos com agua ultrapura. Para cada ciclo de extra¢do, uma

nova aliquota da amostra (700 pL) foi aspirada. J4 para os ciclos de dessorcao, foi utilizada a

mesma aliquota (200 pL) de solvente organico. A otimizagdo do niimero de ciclos de extracao

(de 1 a 7) e ciclos de dessorgdo (de 1 a 7) foi avaliada através do planejamento Doehlert com

9 experimentos (incluindo a triplicata no ponto central) conforme matriz apresentada na

Tabela 6.

Tabela 6 — Matriz do planejamento Doehlert para o nimero de ciclos de extracao e dessorcao.

Experimento Numero de ciclos de extracao Numero de ciclos de dessorcio
1 1 4
2 3 1
3 3 7
4 4 4
5 4 4
6 4 4
7 6 1
8 6 7
9 7 4
Fonte: Autoria propria (2017).

4.2.5.4 Otimizagdo do pH da amostra e adi¢do de sal

Foi avaliada a influéncia do pH da amostra (4, 5 e 6) e a adigdo de sal (0, 15 e 30%

m/v de NaCl) na eficiéncia de extracdo. Essas varidveis foram estudadas usando

procedimentos univariados em triplicata. Fosfato dibasico, acido citrico e solugdo aquosa de



95

acido cloridrico (1 mol L™") foram usados para o ajuste do pH da amostra. Cloreto de sodio

foi empregado para a avaliagdo da adig¢@o de sal na amostra.

4.2.5.5 Otimizagdo da etapa de limpeza

O procedimento de limpeza foi otimizado para evitar efeito de memoria através da
variacdo do numero de ciclos e volume de solventes como a seguir: (a) 1 ciclo de 200 pL de
MeOH:ACN (50:50 v/v) + 2 ciclos de 200 uL de H,O; (b) 2 ciclos de 200 uLL de MeOH:ACN
(50:50 v/v) + 2 ciclos de 200 pL de H,O; (c) 3 ciclos de 200 pL. de MeOH:ACN (50:50 v/v) +
2 ciclos de 200 puL de H,O; e (d) 1 ciclo de 400 nL. de MeOH:ACN (50:50 v/v) + 1 ciclos de

400 pL de H,O. Para esse estudo foi utilizada uma abordagem univariada em duplicata.

4.2.6 Avaliacao da estabilidade da fase extratora e eficiéncia de extracao da DPX-

Si3Py CI na extracdo de compostos fenolicos

A estabilidade da fase extratora Si3Py'CI foi avaliada através da execucdo de 15
procedimentos de extracdo completos (extracao/dessor¢ao/limpeza) usando a mesma porgao
da fase extratora e as condi¢des otimizadas previamente. Os resultados foram expressos
através da média geométrica da area dos picos cromatograficos dos analitos.

A eficiéncia de extragdo da fase extratora proposta (Si3Py CI") foi comparada com
uma fase comercialmente disponivel para DPX — estireno-divinilbenzeno (DPX-RP). A DPX-
RP foi escolhida, pois o estireno-divinilbenzeno contém anéis aromaticos na sua estrutura que
podem interagir com os analitos através de interagdes m-mt. Para isso, a DPX-RP também foi
otimizada e as condi¢des obtidas foram: 6 ciclos de extragdo com 700 pL de amostra em cada
ciclo; 2 ciclos de dessor¢ao com 200 pL. de ACN, pH da amostra ajustado em 6 e sem adi¢ao
de sal. Para comparacdao cada DPX foi utilizada na sua condi¢do otimizada. Além disso, foi
utilizada agua ultrapura fortificada com os analitos (BFA, EE2, 4-t-OF, 4-OF e 4-NF) na
concentracgdo de 50 pg L

Ademais, foi realizado um estudo para avaliar o comportamento da fase extratora na
presenca de possiveis compostos interferentes. Para esse estudo foram usados hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs). Nesse estudo, foram adicionados 50 pg L' de HPAs ¢ a
resposta cromatografica correspondente aos analitos foi monitorada e comparada com a

resposta cromatografica obtida na auséncia desses compostos.
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4.2.7 Parametros analiticos de mérito

Os parametros analiticos de mérito foram determinados baseados no documento de
orientagdo sobre o controle analitico da qualidade e dos procedimentos de validacao de
métodos fornecidos pela Comissdo Europeia (European Commission, 2015). As curvas de
calibragdo foram obtidas utilizando uma amostra de agua de rio coletada no Rio Itajai (Itajai,
Santa Catarina, Brasil), fortificadas com os analitos em seis niveis de concentragdo (1; 2; 5;
20; 50 e 100 pg L™). As extracdes foram realizadas em triplicatas usando a DPX-Si3Py"CI".
Os coeficientes de correlagdo foram calculados baseados nas curvas de calibragdo. A
linearidade das curvas de calibracdo foi verificada usando a analise de varidncia (ANOVA).
Os limites de quantificagdo (LOQs) foram adotados como sendo o primeiro nivel de
concentracdo da faixa linear e os limites de detec¢cdao (LODs) foram obtidos dividindo o LOQ
por 3,3, baseado em estudos anteriores (Dias ef al., 2013; Merib et al., 2016).

A exatiddo e a precisdo foram avaliadas através de extracdes em uma amostra de
agua de rio fortificada com trés niveis de concentragdo dos analitos (2; 20 e 100 pg L), em
triplicata. A exatiddo foi avaliada como sendo a porcentagem da recuperacdo relativa
considerando o critério de aceitacdo de 70-120% (European Commission, 2015). Além disso,
o teste #-Student foi aplicado em cada nivel de concentracdo fortificada para avaliar se os
resultados das recuperagdes apresentavam diferenca estatistica do valor de 100%. A precisao
foi calculada baseada no desvio padrdo relativo (RSD) e foi considerada a precisdo abaixo de

20% como o critério de aceitacgao.
4.2.8 Analise de amostras de agua de rio

O método desenvolvido foi aplicado em amostras de agua de rio coletadas em trés
rios de Santa Catariana, Brasil, nomeadas amostra A, B e C. A amostra A foi coletada no Rio
Itajai Acu (Navegantes), a amostra B foi coletada no rio Sdo Francisco do Sul (Sao Francisco
do Sul) e a amostra C foi coletada no Rio Cubatio (Palhoga). As amostras foram estocadas em

frascos de vidro propriamente selados e mantidas sob refrigeragao a 4 °C até a analise.
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43 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 Caracterizacio da fase extratora Si3Py CI’

A fase extratora Si3Py'Cl foi extensamente caracterizada em trabalhos anteriores
(Magosso et al., 2009; Magosso et al., 2010). Adicionalmente para esse trabalho, o material
foi caracterizado por FTIR para avaliar os grupos funcionais da molécula, estando o espectro
resultante apresentado na Figura 6. Uma banda larga em 3434 cm™ ¢ atribuida ao estiramento
do OH (vOH) do grupo silanol e da 4gua adsorvida. A banda observada em 1633 cm™ é
atribuida a vibracdo de estiramento do anel (vVCC + vCN). Uma banda de média intensidade
em 2959 cm™ esta relacionada ao estiramento do grupo metil (vCHs3). A banda entre 1000 e

1250 cm™ ¢ correspondente ao estiramento SiO (vSi-O) das ligacdes Si-OH e Si-O-Si .

Figura 6 — Espectro de FTIR do material Si3Py'CI".
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Fonte: Autoria propria (2017).

Para avaliar a superficie da fase extratora Si3Py'Cl, micrografias em diferentes
ampliacdes foram obtidas por MEV e estdo mostradas na Figura 7. De acordo com as
micrografias, foi obtido um material particulado, com particulas de diferentes tamanhos e
formas. Além disso, o material se apresentou como um p6 fino. Isto ¢ de particular interesse
para o procedimento de DPX, uma vez que a dispersdo da fase extratora pode ser facilmente
realizada, aumentando a transferéncia de massa dos analitos presentes na amostra para a fase

extratora.
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Figura 7 — Micrografias do material Si3Py C1 obtidas por MEV. Em (A) ampliagdo de 1000x

Fonte: Autoria prépria (2017).

4.3.2 Otimizacao do procedimento de DPX

4.3.2.1 Otimizagdo da massa de fase extratora

A massa de fase extratora ¢ um pardmetro importante no procedimento de DPX. O
seu aumento pode proporcionar o aumento da massa de analito extraida (Pawliszyn, 2009).
Contudo, ela deve ser compativel com o volume da ponteira de DPX (nesse caso, | mL) para
permitir a mistura dindmica entre a fase extratora e a amostra aquosa contendo os analitos
(Bordin et al., 2016). Na Figura 8 estdo apresentadas as areas normalizadas dos picos de cada

analito usando 30, 50 e 70 mg de fase extratora na extragao.

Figura 8 — Otimizagdo da massa de Si3Py Cl usada no procedimento de DPX para a extragao
de BFA, EE2, 4-t-OF, 4-OF e 4-NF.
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Fonte: Autoria propria (2017).

De acordo com o grafico de barras, melhores eficiéncias de extracdo foram obtidas

usando 30 e 50 mg de Si3Py'CI". Isto provavelmente ocorreu porque com o aumento da massa
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ndo foi obtida uma mistura dindmica entre fase extratora e amostra, possivelmente devido a
formacao de pequenos aglomerados de fase extratora. Os resultados obtidos usando 30 e 50
mg de Si3Py'Cl" foram similares. Porém, no caso do 4--OF os resultados obtidos usando 30
mg foram em torno de 30% maiores do que os obtidos usando 50 mg. Assim, o uso de 30 mg

de Si3Py'CI foi a condigdo selecionada para os proximos experimentos.

4.3.2.2 Otimizag¢do do solvente de dessorcdo

O solvente utilizado para a dessor¢ao liquida precisa ser capaz de romper a interacao
analito-fase extratora (Bordin ef al, 2016). Portanto, para garantir uma boa efici€éncia de
dessorcao, o melhor solvente (ou mistura de solventes) precisa ser determidado. Para alcangar
a completa dessorgdo dos analitos da fase extratora Si3Py"CI  foi utilizado um volume de 200
puL  de solvente de dessor¢gdo e  foram empregados 5 ciclos de
aspiragao/permanéncia/liberagdo. Os experimentos foram realizados de acordo com a secao
experimental e uma superficie resposta triangular (Figura 9) foi obtida usando a média

geométrica das areas dos picos cromatograficos dos analitos.

Figura 9 — Superficie resposta triangular obtida para a otimizagao do solvente de dessorcao.
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Fonte: Autoria propria (2017).

Como pode ser visto na Figura 9, os solventes organicos MeOH e ACN apresentaram
uma capacidade de dessor¢do maior em comparagao com a agua. Isso possivelmente ocorreu
por esses solventes serem menos polares que a dgua (Log K,w ACN = -0,17; Log Ko,w MeOH

= -0,52; e Log Koy H,O = -0,65) (ChemAxon, 2020) e assim, possuirem polaridade mais
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semelhante com a dos analitos. Além disso, também possuem estrutura mais semelhante,
favorecendo a interagdo analito-solvente de dessor¢dao. Assim, MeOH:ACN na propor¢ao
50:50 (v/v) apresentou resultados mais satisfatorios para a dessor¢ao dos analitos e essa

proporg¢ao foi usada nos proximos experimentos.

4.3.2.3 Otimizac¢do do numero de ciclos de extracdo e dessor¢do

O numero de ciclos das etapas de extragdo e dessor¢do também sdo parametros que
devem ser avaliados no procedimento de DPX. Dessa forma, 1 a 7 ciclos de extragdo e
dessor¢ao foram avaliados e o tempo de cada ciclo foi fixado em 30 s. Os ciclos de extragao
foram realizados sempre usando uma nova aliquota de 700 puL. da amostra para aumentar a
pré-concentragdo dos analitos. Os ciclos de dessor¢ao foram realizados com a mesma aliquota
de solvente organico (200 pL. de MeOH:ACN 50:50, v/v). Para a avaliagdo do nimero de
ciclos de extracdo e dessor¢do foi utilizado o planejamento Doehlert com 9 experimentos
(incluindo a triplicata no ponto central). A superficie resposta obtida utilizando a média

geomeétrica das areas dos picos cromatograficos para os analitos estd mostrada na Figura 10.

Figura 10 — Superficie resposta obtida utilizando o planejamento Doehlert para o nimero de
ciclos de extragio versus o numero de ciclos de dessor¢io para a DPX-Si3Py'Cl. R* =
0,9719.

Fonte: Autoria propria (2017).

Como pode ser observado na Figura 10, a massa de analito extraida aumentou com o
aumento o numero de ciclos de extragdo. Isto se deve ao uso de uma nova aliquota de amostra

em cada ciclo de extragdo, o que permitiu a inser¢do de uma nova porcdo de analito
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disponivel para ser extraido pela fase extratora. Esse perfil deve ser mantido até a saturacao
do material. As respostas para 5, 6 e 7 ciclos de extragdo sdo similares, logo, foram
selecionados 5 ciclos de extracdo. Com relagdo ao numero de ciclos de dessor¢ao, pode ser
observado que 2 ciclos permitiram uma dessor¢ao satisfatoria dos analitos. Portanto, 5 ciclos

de extragdo e 2 ciclos de dessor¢ao foram selecionados para os experimentos subsequentes.

4.3.2.4 Otimizagdo do pH da amostra e adi¢do de sal

A eficiéncia de extragdo pode ser afetada pela forma que os analitos estdo presentes
na amostra aquosa, uma vez que o comportamento de extragdo para a forma dissociada difere
da forma neutra (Cui et al., 2015). Nesse caso, ¢ preferivel que os analitos estejam na forma
neutra, pois isso permite uma maior interacao com a fase extratora. Para espécies acidas, o pH
da amostra deve ser pelo menos 1,5 unidades menor que o pKa dos analitos (Carasek e Merib,
2015). Nesse estudo, os valores de pH avaliados foram 4, 5 e 6. Esses valores foram
selecionados considerando que os compostos fendlicos em estudo sdo acidos organicos fracos
e seus pKas sdao 9,78; 10,33; 10,23; 10,31 e 10,30 para o BFA, EE2, 4--OF, 4-OF ¢ 4-NF,
respectivamente. Um grafico de barras representando a area normalizada dos picos

cromatograficos dos analitos ¢ apresentado na Figura 11.

Figura 11 — Avaliagdo do pH da amostra para o BFA, EE2, 4-#-OF, 4-OF e 4-NF.
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Fonte: Autoria propria (2017).
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Resultados similares foram observados para todos os analitos em pH 4, 5 ¢ 6.
Portanto, o pH 6 foi selecionado para os proximos experimentos, pois esse pH ¢ similar ao pH
da 4gua ultrapura e das amostras de agua de rio.

Outro parametro que pode afetar a eficiéncia de extragdo na técnica de DPX ¢ a
adi¢do de sal na amostra, uma vez que a sua adicdo aumenta a for¢a idnica de amostras
aquosas ¢ assim, a solubilidade dos compostos organicos pode diminuir, facilitando a
migracao para a fase extratora (efeito salting-out). Esse efeito ¢ observado principalmente
para compostos polares ¢ com média-polaridade (Kokosa et al., 2009; Dias et al., 2015).
Outro efeito observado quando se utilizam altas concentragdes de sal ¢ precipitagdo do sal e
formagao de particulas que podem migrar para a fase extratora, bloqueando os sitios ativos.
Assim, esses ficam menos disponiveis para interagir com os analitos. Além disso, com altas
concentragoes de sal, a amostra aquosa fica mais viscosa, dificultando a aspiracao e a mistura
dinamica na técnica de DPX. Nesse estudo, concentragdes de 0, 15 ¢ 30% m/v de NaCl foram

avaliadas e um grafico de barras representando a area normalizada dos picos cromatograficos

dos analitos ¢ apresentado na Figura 12.

Figura 12 — Avaliagdo da adigdo de sal na amostra para o BFA, EE2, 4-¢-OF, 4-OF e 4-NF.
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Fonte: Autoria propria (2017).

Nesse estudo altas eficiéncias de extragao foram obtidas sem a adi¢ao de NaCl. Isto
foi devido provavelmente a relativa baixa polaridade apresentada pelos analitos (log P>3,90)
ocorrendo um efeito salting-out menos pronunciado. Além disso, o aumento da viscosidade
da amostra com o aumento da concentracdo de sal pode ter influenciado na aspiragdo da

amostra e na mistura dindmica. Portanto, ndo foi utilizado sal nos experimentos subsequentes.
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4.3.2.5 Otimizag¢do da etapa de limpeza

Apo6s a dessorcao dos analitos, foi otimizado o procedimento de limpeza da fase
extratora para que essa fosse empregada novamente em outras extragdes. As otimizacgdes
consistiram em variar o nimero de ciclos e o volume de solventes empregados na limpeza,
conforme descrito na se¢do experimental. Metanol: ACN (50:50, v/v) foi usado como solvente
organico baseado na otimiza¢do do solvente de dessor¢do. Agua ultrapura foi usada para
remover o excesso de solvente organico e manter a fase extratora na mesma condicao usada
antes do procedimento de extragdo. O procedimento que promoveu a limpeza mais eficiente,
ou seja, sem efeito de memoria entre as extragdes, consistiu em 3 ciclos com 200 pL de
MeOH:ACN (50:50, v/v) + 2 ciclos com 200 uL de H,O.

ApoOs todas as etapas de otimizacdo completadas, a condi¢ao experimental ideal foi
identificada como: 30 mg de fase extratora; 5 ciclos de extra¢do usando novas aliquotas da
amostra (700 pL cada aliquota) seguido de 2 ciclos de dessor¢do usando a mesma aliquota

(200 uL de MeOH:ACN 50:50, v/v); pH=6 e sem adicao de sal.

4.3.3 Avaliacio da estabilidade da fase extratora e possiveis compostos interferentes

para o material Si3Py CI

Para verificar a estabilidade da fase extratora proposta apos sucessivas extracoes,
foram realizados 15 procedimentos de extracdo completos (extracdo/dessor¢ao/limpeza)
usando a mesma por¢do de fase extratora. Os resultados estdo apresentados na Figura 13 e
foram expressos através da média geométrica da area dos picos cromatograficos dos analitos

ap6s 1,4, 9, 12 e 15 extragoes.
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Figura 13 — Avaliacdo da estabilidade da fase extratora Si3Py CI.
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Fonte: Autoria prépria (2017).

Foi observado que o material Si3Py CI™ extraiu quantidades similares de analito, o
que forneceu importante evidéncia de que esse material pode ser reutilizado em pelo menos
15 extragdes sem perda da eficiéncia, sendo adequado para a aplicacdo pretendida. Essa
caracteristica ¢ muito atrativa, pois em algumas técnicas de preparo de amostras, como a SPE,
os cartuchos s3o usados apenas uma vez.

A eficiéncia de extracio do método desenvolvido usando a DPX-Si3Py'Cl foi
comparada com a eficiéncia de extragdo da DPX-RP disponivel comercialmente, a qual ¢
composta de estireno-divinilbenzeno. Para essa comparacdo, o procedimento utilizando DPX-
RP também foi otimizado. As melhores condi¢cdes obtidas para a fase comercial foram: 6
ciclos de extracao usando nova aliquota de 700 pL. da amostra, 2 ciclos de dessor¢dao usando
200 uL de ACN, pH da amostra ajustado em 6 e sem adi¢do de sal. As extragdes foram
realizadas empregando as condi¢des otimizadas para a DPX-Si3Py Cl" e para a DPX-RP, a

comparagao estd apresentada na Figura 14.
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Figura 14 — Comparagio da eficiéncia de extragdo entre DPX-Si3Py'Cl" ¢ DPX-RP.
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Fonte: Autoria prépria (2017).

De acordo com a Figura 14, a DPX-Si3Py Cl apresentou excelentes resultados para
a extragdo de compostos fenolicos e exibiu uma eficiéncia de extragdo maior que a DPX-RP,
principalmente para o 4-t-OF, 4-OF e 4-NF. Esse comportamento pode ser atribuido as
diferentes estruturas quimicas apresentadas por esses materiais extratores. A fase extratora
estireno-divinilbenzeno (DPX-RP) possui anéis aromaticos que podem interagir com os
analitos através de interagdes m-m. Por outro lado, o material Si3Py Cl” possui grupos silanois
(Si-OH) que podem interagir fortemente com as por¢des mais polares dos analitos através de
ligacdo de hidrogénio. Por essa razdo, a eficiéncia de extracdo dos analitos estudados foi
melhorada usando a DPX-Si3Py CI". Assim, essa fase extratora ¢ uma alternativa promissora
para ser empregada na extracdo de compostos contendo grupos que permitam ligagdo de
hidrogénio e interagdo - 7.

Além disso, foi realizado um estudo com a DPX-Si3Py Cl” para verificar a influéncia
de compostos potencialmente interferentes na extragdo dos compostos fendlicos em estudo.
Para esse caso em particular, foram escolhidos HPAs, uma vez que esses compostos siao
contaminantes frequentemente encontrados em amostras de agua (Dias et al., 2013; Merib et
al., 2016) e sdo resistentes a degradacdo devido ao seu cardter lipofilico, podendo
bioacumular em organismos vivos (Keyte et al., 2013). Além disso, suas estruturas possuem
anéis aromaticos que podem interagir com o Si3Py Cl através de interagdes m- . Para essa
avaliagio, uma amostra de 4gua foi fortificada com os analitos na concentraco de 50 ug L' e
foi submetida ao procedimento de extracio na presenca de HPAs (concentrago de 50 pg L)
e na auséncia de HPAs. As areas normalizadas dos picos cromatograficos dos analitos foram

comparadas e estdo apresentadas na Figura 15.



Figura 15 — Resultados para a eficiéncia de extragao de compostos fenolicos com e sem

possiveis compostos interferentes.
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Foi observado que a eficiéncia de extragdo para compostos fendlicos nao foi afetada

na presenca de HPAs. Isto indica que essa fase extratora exibe um desempenho satisfatorio

mesmo na presenga de outras classes de compostos presentes em amostras de agua.

4.3.4 Parametros analiticos de mérito

As curvas de calibragcdo foram construidas em uma amostra de agua de rio coletada

no Rio Itajai (Itajai, Santa Catarina, Brasil) fortificada com os analitos em seis niveis de

concentracdo (1; 2; 5; 20; 50 e 100 pg L) e aplicando as condi¢des otimizadas para a DPX-

Si3Py'CI". Os coeficientes de correlagdo (r) foram obtidos a partir das curvas de calibracao.

Os limites de quantificagdo (LOQs) foram adotados como sendo o primeiro nivel de

concentragdo da faixa linear e os limites de detec¢cao (LODs) foram obtidos dividindo o LOQ

por 3.,3. Os pardmetros analiticos de mérito estdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7 — Equacio da reta, coeficientes de correlacdo, faixas lineares (g L™), limites de

detecgio e quantificagdo (ug L) do método proposto usando a DPX-Si3Py CI".

Analito Equacio da reta r Faixa linear LOD LOQ
(ng L™ (gL  (ugLh
BFA y =86994x — 26154 0,9973 1-100 0,30 1,0
EE2 y = 64143x —3434,7 0,9982 1-100 0,30 1,0
4-t-OF y =71005x — 69874 0,9960 2-100 0,60 2,0
4-OF y = 64602x — 35490 0,9960 1-100 0,30 1,0
4-NF y =49502x — 22845 0,9970 1-100 0,30 1,0

Fonte: Autoria propria (2017).
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Na Tabela 7 ¢ possivel observar que os coeficientes de correlagcdo variaram de
0,9960 para o 4-t-OF e 4-OF a 0,9982 para o EE2, o que indica uma boa correlacdo das
variaveis x ¢ y. Em relagao ao BFA, EE2, 4-OF e 4-NF, os LODs e LOQs foram 0,30 ¢ 1 pg
L, respectivamente. Para o 4--OF os valores correspondentes foram 0,60 ¢ 2 ug L™\ Além
disso, foi verificada a linearidade das curvas de calibragdo usando a analise de variancia

(ANOVA), apresentada na Tabela 8.

Tabela 8 — Tabela ANOVA para a verificagdo da linearidade das curvas de calibragao.

BFA
Soma dos Média dos Quadrados
GL  Quadrados (SS) (MS) ° F Valor dep
Regressdo 9,70x10" 9,70x10" 5,18x10°  9,82x10”
Residual 5 9,37x10" 1,87x10"
EE2
Soma dos Quadrados Meédia dos Quadrados
GL (SS) Q (MS) Q F Valor de p
Regressdo 1 5,30x10" 5,30x10" 1,95x10*  1,58x10®
Residual 4 1,09x10" 2,72x10°
4-+-OF
Soma dos Quadrados Média dos Quadrados
GL (SS) Q (MS) Q F Valor de p
Regressdo 1 6,34x10" 6,34x10" 4,75x10°  2,65x10”
Residual 4 5,34x10" 1,33x10"
4-OF
Soma dos Quadrados Meédia dos Quadrados
GL (SS) Q (MS) Q F Valor de p
Regressio 5,31x10" 5,31x10" 6,63x10°  5,30x10”
Residual 5 4,01x10" 8,02x10°
4-NF
oma dos Quadrados Meédia dos Quadrados
GL (SSS) Q (MS) Q F Valor de p
Regressio 3,43x10" 3,43x10" 2,39x10°  6,79x10*
Residual 5 7,19x10" 1,44x10"

Fonte: Autoria propria (2017).

Como ¢ possivel observar, todas as curvas de calibragdo apresentaram um valor
extremamente pequeno de p, indicando a boa correlagdo entre as varidveis independente e
dependente. Também, foi observada uma boa relagdo linear, uma vez que o termo
correspondente a regressao da média dos quadrados (MS regressao) € muito maior do que o
termo residual da média dos quadrados (MS residual) (Barwick, 2003).

A recuperacao relativa foi usada para avaliar a exatiddo do método e o desvio padrao

relativo (RSD) foi usado para avaliar a precisao do método em trés diferentes niveis de
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concentragdo dos analitos. Os valores das recuperagdes relativas e desvios padrdes relativos

estdo mostrados na Tabela 9.

Tabela 9 — Resultados obtidos para concentragio + intervalo de confianga (ug L™),
recuperagoes relativas (%) e desvio padrao relativo (%) para os analitos em agua de rio
usando o procedimento de DPX-Si3Py Cl” otimizado (n=3).

Analitos Concentracio . Concentraciio encontrada + . Recuperacio RSD

fortificada (ug L™) intervalo de confianca (ng L™) relativa (%) (%)

2 2,1 £0,26 105 12
BFA 20 18,4+ 0,13 88 7

100 942+29 94 3

2 1,7+0,22 83 13
EE2 20 18,5+ 1,17 92 6

100 98,3+23 98 2

2 2,3+0,46 116 20
4-t-OF 20 18,9+1,1 95 6

100 103+ 1,1 104 1

2 1,9+0,12 98 6
4-OF 20 17,8+ 1,4 89 8

100 96,5+ 1,4 91 1

2 1,9+0,31 95 16
4-NF 20 18,4+ 1,6 92 9

100 95,5+0,68 95 1

Fonte: Autoria propria (2017).

Todos os analitos apresentaram recuperacdes relativas satisfatorias (83-116%) e
precisdes adequadas (RSD < 20%), estando de acordo com o guia de validagdo da Comissao
Europeia (European Commission, 2015). Ademais, os resultados das recuperagdes relativas

foram avaliados aplicando o teste z-Student (Tabela 10).
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Continua

Tabela 10 — Avaliagdo da recuperagdo relativa em trés niveis de concentracao (2; 20 e 100 ug
L") através do teste t-Student.

BFA

2pg L’ 20 pg L' 100 pg L™

Variavel 1 Variavel 2 Varidvel 1 Variavel 2 Variavell Variavel 2
Média 2,100 2,000 17,599 20,000 94,611 100,000
Variancia 0,068 0,000 1,701 0,000 4,713 0,000
Observacdes 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000
Hipotese da
diferenca de média 0,000 0,000 0,000
GL 2,000 2,000 2,000
Start t (calculado) 0,662 -3,188 -4,299
P (T<=t) uni-caudal 0,288 0,043 0,025
t critico uni-caudal 2,920 2,920 2,920
P (T<=t) bi-caudal 0,576 0,086 0,050
t critico bi-caudal 4,303 4,303 4,303

EE2

2ugL’ 20 pg L' 100 pg L™

Variavel 1 Variavel 2 Variavel1 Variavel2 Variavell Variavel 2
Média 1,532 2,000 18,431 20,000 97,995 100,000
Variancia 0,050 0,000 1,363 0,000 2,833 0,000
Observacdes 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000
Hipoétese da
diferenca de média 0,000 0,000 0,000
GL 2,000 2,000 2,000
Start t (calculado) -3,619 -2,327 -2,063
P (T<=t) uni-caudal 0,034 0,073 0,088
t critico uni-caudal 2,920 2,920 2,920
P (T<=t) bi-caudal 0,069 0,145 0,175
t critico bi-caudal 4,303 4,303 4,303

4-t-OF

2ugL’ 20 pg L 100 pg L™

Varidvel 1 Variavel 2 Variavel 1 Varidvel2 Variavell Variavel 2
Média 2,495 2,000 18,936 20,000 103,207 100,000
Variancia 0,190 0,000 1,226 0,000 1,718 0,000
Observacdes 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000
Hipdtese da
diferenga de média 0,000 0,000 0,000
GL 2,000 2,000 2,000

Start t (calculado) 1,965 -1,665 4,237
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Conclusao
P (T<=t) uni-caudal 0,094 0,119 0,026
t critico uni-caudal 2,920 2,920 2,920
P (T<=t) bi-caudal 0,188 0,238 0,051
t critico bi-caudal 4,303 4,303 4,302653
4-OF

2ng L’ 20 pg L' 100 pg L™

Variavel 1 Variavel 2 Varidvel 1 Variavel 2 Variavell Variavel 2
Média 1,958 2,000 17,804 96,343 100,000
Variancia 0,014 0,000 2,053 1,048 0,000
Observacdes 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000
Hipotese da
diferenca de média 0,000 0,000 0,000
GL 2,000 2,000 2,000
Start t (calculado) -0,604 -2,654 -6,188
P (T<=t) uni-caudal 0,304 0,059 0,013
t critico uni-caudal 2,920 2,920 2,920
P (T<=t) bi-caudal 0,607 0,117 0,025
t critico bi-caudal 4,303 4,303 4,303

4-NF

2ugL’ 20 ug L' 100 pg L™

Variavel 1 Variavel 2 Variavel1 Variavel2 Variavell Variavel 2
Média 1,898 2,000 18,395 95,311 100,000
Variancia 0,096 0,000 2,672 0,306 0,000
Observacdes 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000
Hipoétese da
diferenca de média 0,000 0,000 0,000
GL 2,000 2,000 2,000
Start t (calculado) -0,568 -1,700 -14,672
P (T<=t) uni-caudal 0,314 0,116 0,002
t critico uni-caudal 2,920 2,920 2,920
P (T<=t) bi-caudal 0,627 0,231 0,005
t critico bi-caudal 4,303 4,303 4,303

Fonte: Autoria propria (2017).

A partir da avaliacdo do valor de P (T<=t) bi-caudal e do valor experimental ¢é

possivel confirmar que as recuperagdes relativas ndo apresentaram diferenca significativa do

valor de recuperacao 100%.

Na Figura 16 esta apresentado um cromatograma obtido aplicando a DPX-Si3Py CI’

otimizada em uma amostra de dgua de rio fortificada com 100 pg L' de cada analito.
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Figura 16 — Cromatograma resultante da extracdo de uma amostra de agua de rio fortificada
com os analitos BFA, EE2, 4--OF, 4-OF e 4-NF na concentragdo de 100 pg L' utilizando o
método proposto DPX-Si3Py Cl". Ordem de eluigdo: 1) BFA, 2) EE2, 3) 4-+-OF, 4) 4-OF ¢ 5)
4-NF.
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Fonte: Autoria prépria (2017).

E possivel observar uma boa separagio dos analitos, além de um cromatograma sem
interferéncias provenientes do material extrator e/ou da matriz da dgua de rio utilizada. A
partir desses resultados, ¢ possivel concluir que o método desenvolvido utilizando a DPX-
Si3Py'Cl" apresenta boa confiabilidade e potencial para ser aplicado na extragdo dos
compostos fendlicos em estudo de amostras de agua de rio. Além disso, os resultados obtidos
nesse estudo usando o método (DPX-Si3Py'Cl") foram comparados com outros métodos
reportados na literatura que analisaram os mesmos analitos. Essa comparagdo esta apresentada

na Tabela 11.
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Tabela 11 — Comparagio entre o método proposto DPX-Si3Py Cl” com outros métodos reportados na literatura para os mesmos analitos. Todos
os estudos empregaram cromatografia liquida como técnica de separacdo e FLD ou MS/MS como detectores.

. . Faixa linear (ng L") Tempo total de A .
Método Matriz BFA EE2 4-t-OF 4-OF 4-NF extragio (min)  Rereréncia
Este estudo ‘ .

HPLC-FLD Agua de rio 1-100 1-100 2-100 1-100 1-100 3,50

ILs-DLLME Agua ul‘Frapura 1,20-21 (Soca}s—

HPLC-FLD Agua mineral - 1,80-12 - - - - Rodriguez et

Agua residual 1,30-13 al.,2014)

(Zgola-

SPE-PTFE ‘ . Grzeskowiak e

HPLC-FLD Agua de rio - - - 10-355 15-529 - Grzeskowiak,
2011)

PPP-HF-LPME Agua de rio e d4gua (Chao et al.,

HPLC-FLD da torneira i i i 0,50-200 0,50-200 2 2013)

Microextragdo liquido-

liquido dispersiva a

base de liquidoibnico  » . oqirag de dgua 1-100 . . 3-300 1,50-150 20 (Zhou et al.,

controlado por 2011)

temperatura

HPLC-FLD

VALLME Agua da torneira e (Yiantzi et al.,

HPLC-FLD 4oua de rio 0,05-100 - - 0,05-100 0,05-100 4 2010)

FPSE grn;aé ngo:;rtis de 1-500 28 (Kumar et al.,

HPLC-FLD gua® ot 2014)

hospitalar




73

Conclusao

. . Faixa linear (ug L") Tempo total de A .
Método Matriz BFA EE2 4-+OF ___ 4-OF 4-NF extragio (min)  ererencia
DLLME . (Liu et al.,
HPLC-FLD Amostras de agua 2,50-250 2-125 - 2011)
SPE .
HPLC-MS/MS Leite humano 0,30-<100 - (Ye et al. 2008)
SPE . (Yeetal,
HPLC-MS/MS Sérum 0,30-<100 - 2008)
LLE . (Zhang et al.,
HPLC-MS/MS Urina 0,20-50 0,20-50 21 2016)
HM-PAN nanofiber
mat-based SPE Amostras de agua 0,05-20 0,1-20 0,1-20 - (Lietal., 2015)
HPLC-MS/MS

Fonte: Autoria propria (2017).

SPE-PTFE - Extracdo em Fase Solida-Politetrafluoroetileno, do inglé€s Solid-Phase Extraction-Polytetrafluoroethylene

PPP-HF-LPME - Microextracdo em Fase Liquida com Fibra Oca e Perfusdo Empurra/Puxa, do inglés Push/Pull Perfusion Hollow-Fiber Liquid-Phase Microextraction
VALLME - Microextra¢do Liquido-Liquido Assistida por Vortex, do inglés Vortex-Assisted Liquid-Liquid Microextraction

FPSE - “Fabric Phase Sorptive Extraction”

HM-PAN nanofiber mat-based SPE - Poliacrilonitrilo Modificado com Hidrazina nanofibra “mat” baseado em SPE, do inglés Hydrazine-Modified Polyacrylonitrile nanofire
mat-based SPE
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De acordo com a Tabela 11, pode ser observado que o método proposto forneceu um
tempo de extragio curto (apenas 3,50 min) e ampla faixa linear (1-100 pg L™ para BFA, EE2,
4-OF e 4-NF ¢ 2-100 pg L para o 4-+-OF), o que é uma vantagem para a anélise de amostras
que apresentam os analitos em uma ampla faixa de concentragdo. Também pode ser
observado que o primeiro nivel de concentra¢do da faixa linear do método proposto ¢ maior
que os valores geralmente obtidos usando LC-MS/MS. Logo, esse instrumento analitico (LC-
MS/MS) possui uma sensibilidade maior. Por outro lado, o primeiro nivel de concentragao da
faixa linear obtido nesse estudo ¢ comparavel aos obtidos empregando o mesmo detector
(detector de fluorescéncia). Assim, apesar da menor sensibilidade apresentada comparando
com os instrumentos de LC-MS/MS, os resultados obtidos usando o método proposto sdao
adequados para a determinagdo de compostos disruptores endocrinos fenodlicos, além de

utilizar instrumentacao analitica associada a menores custos em comparagao ao LC-MS/MS.
4.3.5 Analise de amostras de agua de rio

O método desenvolvido foi aplicado na extra¢do de trés amostras de dgua coletadas
em rios do estado de Santa Catarina, Brasil: amostra A coletada no Rio Itajai (Itajai), amostra
B coletada no Rio Sdo Francisco do Sul (Sdo Francisco do Sul) e amostra C coletada no Rio
Cubatdo (Palhoca). Bisfenol A, EE2 e 4-t-OF foram detectados em concentracdes inferiores
aos limites de quantificacdo para as amostras A, B e C. Os analitos 4-OF e 4-NF ndo foram
detectados nas amostras avaliadas.

A Diretiva 2013/39/EU do Parlamento Europeu e do Conselho estabelece a média
anual (AA — concentracdo total de todos os isOmeros) e concentracdes maximas permitidas
(MAC:s) para OFs e NFs em aguas superficiais. Para OFs a AA ¢ 0,1 pug L' e a MAC ndo é
aplicavel. Para NFsa AA ¢ 0,3 ug L' eaMAC ¢2,0 ug L. Néo ha legislagdo para os outros
compostos em estudo (Europeia, 2013b). Baseado nessas informagdes, o LOD do método
proposto ¢ adequado para a anélise de 4-NF. Em estudos previamente reportados na literatura
a faixa linear para os mesmo compostos foi entre dezenas de ng L e dezenas de pg L
(Zgola-Grzeskowiak e Grzeskowiak, 2011; Chao et al., 2013; Zhang, S. H. et al., 2016).
Assim, os LODs, LOQs e faixas lineares observadas nesse estudo sdo aceitaveis. As
concentragdes dos analitos encontradas em amostras de dgua analisadas em outros trabalhos
foram 45,65 png L' para o 4-NF (Cui et al., 2015), 1,03 pg L' para o 4-NF e 0,81 ng L' para
o BFA (Chen et al., 2012), 9,10 pg L para o 4-+-OF ¢ 9,00 pg L™ para o 4-NF (Kartal et al.,
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2015). Em alguns casos, os analitos ndo foram encontrados nas amostras (Chao et al., 2013;

Jia et al., 2016; Liao et al., 2016; Wang e Deng, 2016).

44 CONCLUSOES PARCIAIS

Uma nova fase extratora para a técnica de DPX composta pelo material Si3Py CI  foi
aplicada na extracao de compostos disruptores endocrinos fendlicos de amostras de dgua de
rio. Essa fase extratora apresentou satisfatoria estabilidade quimica frente aos solventes
organicos ACN e MeOH empregados no procedimento proposto DPX-Si3Py'Cl’, uma vez
que pode ser utilizada em até 15 extragdes sem perda da eficiéncia. Esse material também
apresentou alta eficiéncia de extracdo para os compostos disruptores endocrinos fendlicos em
estudo em comparagdo a uma fase extratora comercialmente disponivel para DPX (estireno-
divinilbenzeno — DPX-RP). O procedimento descrito também apresentou aspectos
ambientalmente amigaveis e de alto rendimento, com tempo de extragdo curto (apenas 3,50
min), uso de pequenos volumes de solventes organicos (apenas 800 pL de MeOH:ACN 50:50
v/v, incluindo o volume utilizado na etapa de limpeza da DPX-Si3Py'CI) e pequena massa de
fase extratora (apenas 30 mg). Além disso, os parametros analiticos de mérito foram
satisfatorios para a aplicagdo pretendida. O método apresentou faixas lineares comparaveis
aos métodos que utilizam o mesmo detector (detector de fluorescéncia). Baseado nessas
caracteristicas, a fase extratora proposta oferece uma alternativa para a extracdo de analitos
contendo grupos que podem interagir através de ligagdo de hidrogénio e interacdes m-m com a
fase extratora. Estudos futuros precisam ser realizados para avaliar o uso desse material em
outras técnicas de extracdo e microextragdo. Também sdao necessarios maiores estudos para
avaliar o potencial desse material como fase extratora para compostos presentes em matrizes

mais complexas, tais como, matrizes bioldgicas, alimenticias e aguas residuais.
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5 LIiQUIDOS IONICOS MAGNETICOS COMO FASE EXTRATORA VERSATIL
PARA A RAPIDA DETERMINACAO DE HORMONIOS ESTROGENOS EM
URINA HUMANA USANDO MICROEXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO
DISPERSIVA E CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA COM
DETECTOR DE ARRANJO DE DIODOS

5.1 INTRODUCAO

Hormonios estrogenos desempenham varias fungdes no corpo humano, possuindo
papel fundamental na diferenciacdo sexual e comportamental, regulacio da funcao
cardiovascular ¢ formagao dos ossos (Amandusson ¢ Blomqvist, 2013; Kupcova e Reiffova,
2017). Um orgdo alvo da agdo dos hormoénios estrogenos ¢ o cérebro, uma vez que estudos
indicam que esses hormdnios podem estar relacionados com a termorregulagdo, memoria,
sobrevivéncia neuronal e transmissdo da dor (Amandusson e Blomqvist, 2013). Além disso,
hormdnios estrégenos juntamente com progestagenos sdo a base dos contraceptivos orais,
amplamente utilizados pelas mulheres para regular o ciclo reprodutivo, distirbios menstruais
e também para suplementar niveis insuficientes de estrogénios naturais. Essas moléculas
podem ser classificadas como estrogénios enddgenos (estrona, 17-B-estradiol e estriol),
estrogénios exogenos (17-a-etinilestradiol), progestogénios enddgenos (progesterona) e
progestogénios exogenos (19-noresterona e d-(-)-norgestrel) (Almeida e Nogueira, 2015;
Kupcova e Reiffova, 2017). A determiagdo desses compostos em urina ¢ uma tarefa dificil,
sendo de grande importancia para o monitoramento de certas condi¢des clinicas, como
fungdes ovarianas e placentarias (Hanai, 1991). Além disso, em alguns casos, niveis elevados
de estrogénios enddgenos em amostras de urina podem estar associados ao cancer de mama
(Maskarinec et al., 2015).

Nos ultimos anos, o monitoramento de estrogenos em agua e amostras bioldgicas tem
sido realizada principalmente por ensaios cromatograficos ou bioldgicos. Porém, as
metodologias cromatograficas tém sido amplamente utilizadas devido a possibilidade de
determinag¢do simultdnea. O uso da cromatografia liquida de alta perfomance tem sido
preferido devido a sua versatilidade e a ndo necessidade de etapas de derivatizagdo (Almeida
e Nogueira, 2006). Contudo, em muitas aplicagdes ¢ necessaria uma etapa de preparo de
amostra antes da anélise instrumental.

O preparo de amostras clinicas e biomédicas geralmente ¢ realizado através da

desproteinizagdo ou ultrafiltracio da amostra, além do emprego de algumas técnicas de
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extracdo como a LLE, SLE e/ou SPE (Hanai, 1991). Técnicas de microextragdo também tém
sido usadas para a analise de matrizes biologicas complexas, como a urina, sendo uma
ferramenta valiosa para esse tipo de analise.

Em relacdo a determinagdo de estrogénios em amostras de urina, algumas
meodologias tem sido desenvolvidas baseadas na SPE (Wang et al., 2013), UACPE (Extracao
em Ponto Nuvem Assistida por Ultrassom, do inglés Ultrasond-Assisted Cloud-Point
Extraction) (Zou et al., 2012), VA-DLLME-FOA (Microextragao Liquido-Liquido Dispersiva
Assistida por Vortex baseada em Acido Orginico Flutuante, do inglés Vortex-Assisted
Dispersive Liquid-Liquid Microextraction Based on Floating Organic Acid) (Wang et al.,
2015), BAUE (Almeida e Nogueira, 2015), DLLME (Kupcova e Reiffova, 2017) e também
SBSE (Almeida e Nogueira, 2006).

Dentre as técnicas de microextracdo, a DLLME foi selecionada para esse trabalho
por apresentar a vantagem do rapido equilibrio de parti¢ao devido a formagdo de microgotas
com grande area superficial. Essa caracteristica melhora consideravelmente a frequéncia
analitica do método. Uma das varidveis que mais influéncia a extracdo por DLLME ¢ o
solvente extrator. Os solventes extratores mais empregados sdo os solventes clorados, tais
como o cloroférmio, clorobenzeno e tetracloreto de carbono (Liang e Sang, 2008; Xiong et
al., 2009; Shokoufi e Hamdamali, 2010; Fernandez et al., 2013; Fernandez et al., 2014;
Gardner et al., 2015). Apesar desses solventes apresentarem boa capacidade de extracdo, ¢
importante ressaltar sua toxicidade que representa riscos para o analista e a0 meio ambiente.
Além disso, apresentam alta volatilidade, o que pode acarretar em problemas de
reprodutibilidade do método analitico. Dessa forma, o uso de ILs como fase extratora em
DLLME oferece uma série de vantagens em relagdo aos solventes orgéanicos tradicionais.
Estudos envolvendo ILs como fases extratoras em DLLME tém sido reportados para a
determinagdo de pesticidas piretrdides (Zhou et al., 2008), compostos aromaticos (Yao e
Anderson, 2009), inseticidas (Vazquez et al., 2014), farmacos (Parrilla Vazquez et al., 2013)
e DNA (Li et al., 2013), entre outros analitos organicos e inorganicos em diferentes matrizes.

Uma subclasse de ILs que vem ganhando atencao ¢ a dos MILs. Mais recentemente,
MILs baseados em manganés foram reportados como solventes extratores para DLLME (Yu,
et al., 2016). Nessa abordagem, uma pequena quantidade de MIL combinado com um
solvente dispersor foi introduzido em uma solucao aquosa e, apoOs a extragdo, a fase extratora
foi recuperada com a ajuda de uma barra magnética. Essa abordagem possui caracteristicas
analiticas importantes, incluindo sua simplicidade, velocidade, a ndo utilizacdo de uma etapa

de centrifugagdo e a alta estabilidade dos MILs hidrofobicos em solucao aquosa.
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Nesse trabalho foi reportado o procedimento analitico baseado na DLLME utilizando
MILs como fase extratora para a rapida extracdo e determinagdo de estriol, estrona, 17-f-
estradiol e 17-o-etinilestradiol em urina humana usando MILs compativeis com HPLC:
tetracloro manganés (II) de trihexiltetradecil fosfonio ([P6,6,6,14+]2[MnC142']) e tetracloro
manganés (II) Aliquat ([Aliquat+]2[MnC142']), seguido da separacgdo/deteccdo por HPLC-
DAD. Os parametros que afetam a DLLME foram otimizados através de abordagens
multivariadas e univariadas. Os parametros analiticos de mérito para cada analito foram
determinados na condigdo otimizada. E importante ressaltar que poucos estudos tém sido
conduzidos utilizando esses materiais em técnicas de microextragdao e, de acordo com uma
extensa pesquisa na literatura, a DLLME utilizando MILs como fase extratora seguida da
separacdo cromatografica ndo foi previamente explorada para a andlise de amostras biologicas

complexas, tal como a urina.

52 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Reagentes e materiais

Os reagentes cloreto de trihexiltetradecil fosfonio [P6,6,6,14+] [CIT] (97,7%), Aliquat®
336 (massa molar 404,16 g mol™) e cloreto de manganés (I) tetrahidratado (MnCl,-4H,0)
(98,0%) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Padrdes solidos de estriol
(>97%), 17-B-estradiol (>98%), estrona (>99%) e 17a-etinilestradiol também foram obtidos
da Sigma-Aldrich. Na Tabela 12 estdo apresentadas as estruturas quimicas, bem como
algumas propriedades fisico-quimicas dos analitos selecionados para esse estudo.

Acetonitrila, MeOH e acetona grau HPLC foram obtidas da JT Baker (Mallinkrodt,
EUA). Agua ultrapura (18,2 MQcm) foi obtida a partir do sistema Mega Purity (Bellerica,
EUA), acido cloridrico e hidréxido de sodio utilizados para o ajuste do pH e cloreto de sédio
utilizado para a avaliacdo do efeito da adi¢do de sal na amostra foram obtidos da Vetec (Rio
de Janeiro, Brasil).

Solugdes padrio contendo os analitos na concentragio de 250 mg L™ foram
preparadas pela dissolu¢do da massa apropriada dos padrdes solidos em MeOH. Solugdes
trabalho contendo todos os analitos nas concentragdes de 1 e 0,1 mg L™ foram obtidas
diluindo as solug¢des padrdes em MeOH. Uma barra magnética de neodimio (B = 0,66 T) foi

adquirida da ImaShop (Sao Paulo, Brasil).
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Tabela 12 — Estrutura e propriedades fisico-quimicas dos analitos selecionados para esse

trabalho.
Analito Estrutura quimica pKa Log K,w
[IH
: P -\. .____4,. 3’94
17-B-estradiol |« ‘ ' 10,7 1. (Almeida e
= (Lewis e Archer, .
PP P 1979) Nogueira,
| g z 2006)
17-0- 10,46 ?;Allfneida e
etinilestradiol (Hurwitz e Liu, .
1977) Nogueira,
2006)
10,34 glflineida e
Estrona (Hurwitz e Liu, .
1977) Nogueira,
2006)
10,38 .
i >
Estriol : (Hurwitz e Liu, gizsl (\2/:)ri<u0)t yte
1977) ”

Fonte: Autoria propria (2018).

5.2.2 Instrumentac¢io

Para a separacdo e deteccao dos analitos foi usado um HPLC Agilent 1260 Infinity
(Santa Clara, CA, EUA) equipado com uma bomba quartendria e detector de arranjo de
diodos (DAD). O HPLC foi equipado com injetor manual Rheodyne com /oop de 20 pL. A
separacao foi realizada em uma coluna C18 Phenomenex Gemini-NX (5,0 um d.i., 4,6 mm X
250 mm). Para a elui¢do dos analitos foi utilizado um método gradiente iniciando com 65%
da fase movel A (agua) e 35% da fase movel B (ACN), a porcentagem da fase movel B foi
aumentada linearmente de 35 para 70% no periodo de 6 a 10 min, apos foi retomada a
condi¢do inicial. O fluxo da fase moével foi mantido constante em 1 mL min™'. Todos os
analitos foram detectados no comprimento de onda de 200 nm e os dados cromatograficos

foram analisados através do software Agilent OpenLab CDS System da Agilent Technologies.



80

Além disso, os MILs foram caracterizados usando um espectrofotometro UV-Vis Varian

Cary-50 (Varian Inc., Palo Alto, EUA).
5.2.3 Sintese e caracterizacao dos MILs

Os MILs foram sintetizados de acordo com trabalhos repostados anteriormente (Yu
et al., 2016; An et al., 2017). Para a sintese do [P6,6,6,14+]2[MnCl42'], uma massa de 1
equivalente de [Psgg14 J[Cl] foi misturada com 0,5 equivalentes de MnCl,.4H,0 em
diclorometano. Essa mistura foi deixada reagir durante 24 h a temperatura ambiente sob
agitacio constante. Para a sintese do [Aliquat'],[MnCls*], uma massa de 1 equivalente de
Aliquat® 336 foi misturada com 0,5 equivalentes de MnCl,.4H,0O em diclorometano e as
mesmas condi¢des de reacdo foram seguidas. Os produtos obtidos foram secos durante a noite
a 70 °C em um forno de vacuo. Apods a sintese, os MILs foram caracterizados por
espectroscopia UV-Vis e a suscetibilidade magnética foi verificada com um uma barra
magnética. A completa caracterizagdo dos MILs foi realizada em trabalhos anteriores (Yu et

al.,2016; An et al., 2017).

5.2.4 Procedimento baseado na DLLME/MIL

Sob as condi¢des otimizadas, uma mistura de solvente dispersor (5 uL de MeOH) e
de MIL (5 mg de [Ps 614 J2[MnCls*]) foi inserida em uma amostra de urina diluida com o pH
ajustado em 6. Apos, uma etapa de agitacdo manual foi realizada para facilitar a formagado das
microgotas na solu¢do e a extracdo foi procedida por 90 s. Depois da extragdo, o MIL foi
retirado da solugdo através do auxilio de uma barra magnética e a fase extratora contendo os
analitos enriquecidos foi dessorvida em 20 pLL de ACN antes da inje¢do no sistema de HPLC-
DAD; portanto, o volume total injetado no loop do sistema de HPLC foi um pouco maior que
20 uL. Foi observado que a etapa de centrifugacdo nao foi necessaria devido a facilidade de
retirar as microgotas de MIL da amostra usando a barra magnética. Assim, essa configuracao
oferece uma abordagem réapida baseada nas propriedades magnéticas dos MILs para a
extracdo dos analitos. Uma visdo geral do procedimento experimental utilizado para as

extracdes em amostras de urina ¢ mostrada na Figura 17.
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Figura 17 — Visao geral do procedimento de extragao usando a abordagem baseada em

DLLME/MIL.
mp  HPLC-
= T r oAb

Adicio da Agitagio  Retiradado Solubilizacio

EE mistira emn manual ~ MILcom o emsolvente
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Fonte: Adaptado de (Yu et al., 2016).

5.2.5 Coleta das amostras

As amostras de urina foram coletadas de voluntarios que participaram como autores
desse trabalho com idades de 26 e 29 anos (uma mulher ¢ um homem). Além disso, foi
coletada uma amostra de urina de uma mulher gravida de 30 semanas (29 anos), a qual
aceitou participar previamente dessa pesquisa, sem desconforto ou riscos relacionados aos
procedimentos de doag¢do voluntaria. As amostras foram coletadas em frascos de PTFE,
propriamente seladas e estocadas a 4° C. As amostras foram mantidas a temperatura ambiente

(22° C) por 30 min antes das andlises.
5.2.6 Otimizacao do procedimento de DLLME/MIL

As otimizagdes das condi¢des de extracdo foram realizadas através de abordagens
multivariadas e univariadas usando o MIL [P6,6,6,14+]2[MnC142']. Os dados obtidos a partir das
abordagens multivariadas foram tratados usando o software Statistica 8.0 (STATSOFT,
EUA). Para todas as otimizagdes, 75 pL de urina foram diluidos para um volume final de 3
mL com 4gua ultrapura (diluicdo 1:40 v/v), a urina diluida foi fortificada com os analitos na
concentragio de 400 ng mL™'. Primeiramente, o solvente dispersor foi otimizado através do
planejamento Simplex Lattice utilizando ACN, MeOH, acetona e a mistura dos solventes,
gerando 9 experimentos (incluindo a triplicata no ponto central), como apresentado na Tabela
13. A superficie resposta foi obtida utilizando a média geométrica da area dos picos

cromatograficos dos analitos.
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Tabela 13 — Matriz do planejamento Simplex Lattice para a otimizagdo do solvente dispersor.

Experimento ACN (%) MeOH (%) Acetona (%)
1 100 0 0

2 0 100 0

3 0 0 100

4 50 50 0

5 50 0 50

6 0 50 50

7 33 33 33

8 33 33 33

9 33 33 33

Fonte: Autoria prépria (2018).

Apos, foi realizado o planejamento fatorial completo 2* para fazer uma triagem das
principais variaveis que podem influéncias a extra¢ao: tempo de extracao (10-120 s), volume
do solvente dispersor (5-20 pL), massa de MIL (5-20 mg) e concentracdo de NaCl (0-30%),
gerando 16 experimentos, apresentados na Tabela 14. Nessa etapa, foram utilizadas as
mesmas condi¢des da otimizacdo do solvente dispersor (quantidade de urina, agua ultrapura e
concentracdo dos analitos). Na ultima parte das otimizagdes, foram utilizadas abordagens
univariadas para avaliar mais precisamente as condi¢des ideais de tempo de extragdao e pH da

amostra.

Tabela 14 — Matriz do planejamento fatorial completo 2* para a otimizagio das variaveis:
massa de MIL, volume de solvente dispersor, tempo de extra¢do e concentracdo de NaCl.

Experimento = Massa de MIL Volume solvente Tempo de Concentracio
(mg) dispersor (uL) extracao (s) NaCl (%)

1 20 20 10 0

2 5 5 120 0

3 5 5 10 30

4 20 5 120 30

5 20 20 120 0

6 5 5 10 0

7 5 20 120 30

8 20 20 120 30

9 20 5 10 30

10 20 5 120 0

11 5 20 10 0

12 5 5 120 30

13 20 20 10 30

14 5 20 10 30

15 5 20 120 0

16 20 5 10 0

Fonte: Autoria propria (2018).
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5.2.7 Parametros analiticos de mérito e aplicacio em amostras de urina humana

Curvas de calibracao foram construidas fortificando uma amostra de urina nas
concentracdes de 5 a 500 ng mL™'. Os coeficientes de determinacio foram obtidos a partir das
curvas de calibragdo. Os limites de deteccdo (LODs) foram calculados reduzindo a
concentragdo de analito até obter uma relagdo sinal-ruido de 3:1 e os limites de quantificagao
(LOQs) foram adotos como sendo o primeiro nivel de concentracdo da faixa linear. A
precisdo do método foi avaliada através de ensaios intra-dia (n=3) em trés niveis de
concentragdo ¢ inter-dia (n=9) em um nivel de concentrag¢do. Os resultados da precisdo foram
expressos através do desvio padrao relativo em porcentagem (RSD, %). A exatidao do método
foi avaliada em trés amostras de urina nomeadas A, B e C, em trés niveis de concentragao. Os
resultados da exatiddao foram expressos através da recuperacgao relativa em porcentagem (RR,
%).

As amostras de urina A, B e C foram coletadas de voluntarios que aceitaram
previamente contribuir com esse estudo. A amostra A foi coletada de um voluntario que nao
utiliza contraceptivos orais a base de estrogénio. A amostra B foi coletada de uma voluntéria
que faz ingestao regular de contraceptivo oral de baixa dosagem (ingestao de 0,03 mg de 17-
a-etinilestradiol/dia). A amostra C foi coletada de uma voluntaria com 30 semanas de
gravidez.

Ademais, foi realizada uma estimativa do fator de enriquecimento (FE) dos analitos
através da equacdo (4), onde foi obtido o sinal correspondente a inje¢do direta de uma amostra
de urina diluida (Samostra) € O sinal correspondente ao procedimento de extragdao utilizando
[P6,6,6,614+]2[MnC142'] (SmiL) nas condigdes otimizadas. Nos dois casos as amostras de urina

foram fortificadas com 500 ng mL™" de cada analito.

FE = Sy Equacao (4)

S amostra
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.3.1 Sintese e caracterizacao dos MILs

Os MILs foram sintetizados de acordo com o procedimento descrito na se¢do
experimental. Apds, foram caracterizados por espectroscopia UV-Vis. Os espectros obtidos

para os ILs e ap6s a sintese (MILs) estdo apresentados na Figura 18.

Figura 18 — Em (A) espectro UV-Vis para o IL [Pgg6.14 ][C1] € em (B) espectro UV-Vis para
o MIL [P6’6’6,14+]2[MnC142'], concentracao das espécies: 250 mg mL™! em acetonitrila. Em ©)
espectro UV-Vis para o IL [Aliquat ][CI'] e em (D) espectro UV-Vis para o MIL
[Aliquat ],[MnCl4*], concentracio das espécies: 70 mg mL™ em acetonitrila.
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Fonte: Autoria propria (2018).

Os resultados obtidos estdo de acordo com trabalhos reportados anteriormente na
literatura (Yu et al., 2016), com absor¢do caracteristica associada a incorpora¢do do manganés
na estrutura do IL (regido de 425-465 nm), como pode ser observado na Figura 18 B e D.
5.3.2 Otimizacao das condicoes de extracao

5.3.2.1 Solvente Dispersor

Primeiramente, foi realizada a otimizacdo do solvente dispersor para o procedimento

de DLLME/MIL. Nessa etapa, os solventes ACN, MeOH, acetona e a mistura dos solventes
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foram avaliados e a média geométrica correspondente as areas dos picos cromatograficos dos
analitos foram adotadas como resposta. A amostra de urina foi diluida e fortificada com a
concentracio de 400 ng mL" de cada analito. Na Figura 19 estd apresentada a superficie

ternaria obtida para a otimizagao do solvente dispersor.

Figura 19 — Superficie ternaria obtida para a otimizagao do solvente dispersor. Extracdes
realizadas em amostra de urina diluida (1:40 v/v) fortificada com 400 ng mL™' de cada analito.
Os experimentos foram realizados usando 20 mg de [Ps ¢, 14 .[MnCL*1, 5 uL de solvente
dispersor, 120 s de tempo de extragio e a dessorgio foi realizada em 20 pL de acetonitrila. R
=0,9760.

Bcetona
005 1,00

0,00 025 0,50 075 1,00
ACN MeOH

Fonte: Autoria propria (2018).

De acordo com a Figura 19, quando apenas ACN e acetona sao usadas como solvente
dispersor, a resposta cromatografica ndo ¢ satisfatéria. Contudo, a mistura de acetona e
MeOH apresentou melhor resposta quando a taxa de MeOH:acetona foi maior que 75:25
(v/v), com satisfatoria resposta obtida quando a porcentagem de MeOH aumentou para 100%.

Assim, MeOH foi escolhido como solvente dispersor para os proximos experimentos.
5.3.2.2  Planejamento fatorial completo 2°

Um grande nimero de variaveis pode influenciar a extracdo usando DLLME. Nesse
estudo, um planejamento fatorial completo 2* com 16 experimentos foi realizado para avaliar
a influéncia do tempo de extragdo (10 — 120 s), volume de solvente dispersor (5 — 20 pL),

massa de MIL (5 — 20 mg) e concentragdo de NaCl (0 — 30%, m/v). Todas as extragdes foram
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realizadas com amostra de urina diluida (1:40 v/v), fortificada com 400 ng mL™" de cada
analito e MeOH foi utilizado como solvente dispersor (anteriormente otimizado). Um grafico

de Pareto contendo o efeito das varidveis e as interagdes esta apresentado na Figura 20.

Figura 20 — Grafico de Pareto obtido para as variaveis: tempo de extragdo, concentracao de
NaCl, volume de MeOH e massa de MIL. Os experimentos foram realizados em amostra de
urina diluida (1:40 v/v) fortificada com 400 ng mL™" de cada analito. Dessorcdo realizada em

20 pL de acetonitrila. R* = 0,9661.
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Fonte: Autoria propria (2018).

De acordo com o grafico de Pareto, algumas variaveis e interagdes apresentaram
influéncia significativa no procedimento de extragao (nivel de confian¢a de 95%). No caso do
tempo de extragdo, essa variavel exibiu significativo efeito com valor positivo indicando que
longos tempos fornecem altas respostas cromatograficas. A concentracdo de NaCl e o volume
de MeOH também exibiram influéncia significativa, no entanto, os valores negativos
enfatizaram que as respostas cromatograficas mais elevadas foram obtidas usando volumes
menores de MeOH e baixa concentragdo de NaCl. Baseado nesses resultados, os menores
valores de concentragdo de NaCl (0%) e volume de MeOH (5 pL) foram escolhidos como
condi¢do Otima para essas variaveis.

Mesmo apresentando um efeito positivo, a massa de MIL nao apresentou uma
influéncia significativa na resposta cromatografica. Isso ¢ explicado devido principalmente
aos analitos exibirem coeficientes de parti¢do relativamente grandes em meio hidrofobico
(Tabela 12). Nesse caso, a resposta cromatografica obtida usando 5 mg de MIL foi

estatisticamente similar a resposta obtida usando 20 mg de fase extratora na extragdo.

Portanto, massas de 5 mg de MIL foram usadas para os préximos experimentos.
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O tempo de extracdo apresentou efeito positivo significativo na eficiéncia de
extracdo. Assim, uma otimiza¢do mais detalhada dessa varidvel foi realizada de forma
univariada. Para isso, tempos de extracao de 60, 90, 120, 150 e 180 s foram avaliados em

triplicata e a resposta cromatografica para cada analito esta apresentada na Figura 21.

Figura 21 — Otimizag¢ao univariada do tempo de extragdo para o procedimento DLLME/MIL
usando 5 uL. de MeOH como solvente dispersor, 5 mg de fase extratora ([Pﬁ,é,(,,14+]2[MnC142']),
0% de NaCl e 400 ng mL™" de cada analito.
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Fonte: Autoria propria (2018).

De acordo com a Figura 21, 60 s de extragdo ndo foram suficientes para alcancar a
condicdo de equilibrio. Aumentando o tempo de extracdo para 90 s, € possivel observar que as
areas cromatograficas para todos os analitos aumentaram. Contudo, com tempos maiores, a
resposta cromatografica foi prejudicada. Assim, o tempo de extragdo de 90 s foi selecionado
para os proximos experimentos. Tempos de extracdo curtos sdo uma caracteristica do
procedimento de DLLME, pois o equilibrio ¢ rapidamente alcangcado devido a uma grande

area superficial formada entre a fase extratora e a amostra.

5.3.2.3  Avaliagdo do pH da amostra

O pH da amostra pode influenciar significativamente na eficiéncia de extragdo dos
analitos. A particdo dos analitos da matriz da amostra para o solvente de extracdo depende
fortemente da estrutura quimica dos analitos e, em geral, sdo obtidas eficiéncias de extragao
mais elevadas para os analitos na forma ndo ionizada em comparacdo com 0s compostos em

forma ionizada (Kokosa et al., 2009). Nesse trabalho, a otimiza¢do do pH foi realizada em
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trés valores de pH (4, 6 e 10) e os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 22, cada pH foi

avaliado em triplicata.

Figura 22 — Avaliacdo do pH da amostra usando 90 s de tempo de extragdo, 5 uL. de MeOH
como solvente dispersor, 5 mg de [P6,6,6,14+]2[MnC142'] como fase extratora, 0% de NaCl e 400
ng mL™" de cada analito.
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Fonte: Autoria propria (2018).

De acordo com a Figura 22, os melhores resultados foram obtidos em pH 6 para
todos os analitos. Quando o pH foi modificado para 10, a resposta cromatografica diminuiu
significativamente, uma vez que nesse pH uma fracdo dos analitos comeca a ser convertida
nas suas formas ionizadas e, consequentemente, diminui a interacdo desses compostos com a

fase extratora.
5.3.3 Comparacao da eficiéncia de extracao

As eficiéncias de extracdo obtidas utilizando os MILs [P6,6,6,14+]2[MnC142'] e
[Aliquat+]2[MnCl42'] como solventes extratores foram comparadas. Nessa etapa, foi utilizada
amostra de urina fortificada com 100 ng mL™" de cada analito, as extracdes foram realizadas
nas condigdes previamente otimizadas. As areas dos picos cromatograficos para cada analito
foram monitoradas e um grafico de barras comparando os dois solventes extratores ¢
mostrado na Figura 23. E importante ressaltar que as extragdes que utilizaram o MIL
[Aliquat+]2[MnCl42'] exibiram um pico no mesmo tempo de retengdo do ultimo analito

(estrona) e, devido a essa desvantagem, esse analito ndo foi incluido nessa comparacao.
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Figura 23 — Comparacdo da eficiéncia de extracio entre [Aliquat ],[MnCly*] e
[P6,6,6,14+]2[MnC142'] usando as condi¢des de extracdo otimizadas e 100 ng mL! de cada
analito.
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Fonte: Autoria propria (2018).

Apesar da questdo causada por um pico de interferéncia no mesmo tempo de
retengdo do analito estrona, [Aliquat+]2[MnCl42'] apresentou uma eficiéncia de extragao
comparavel ao [P6,6,6’14+]2[MnC142'] para o estriol (Log Koy = 2,45). Porém, com relacao aos
outros analitos, o [P67676,14+]2[MnC142'] apresentou maior eficiéncia de extracdo, isso pode ser
devido ao [P6,6,6,14+]2[MnC142'] ser mais apolar que o [Aliquat',[MnCls*] e, assim, extrair
melhor os analitos mais apolares (Log K,y 17-B-estradiol = 3,94; Log K, 17-a-etinilestradiol
= 4,12). Além disso, o sinal de fundo do cromatograma foi menor usando o
[Pos.14 2IMnCl,*]. Baseado nesses resultados, [Psge.14 ]2[MnCls*] foi escolhido para os

estudos subsequentes envolvendo a determinagdo dos parametros analiticos de mérito.
5.3.4 Parametros analiticos de mérito e aplicacio em amostras de urina humana

Os parametros analiticos de mérito foram determinados usando as condigdes
experimentais previamente otimizadas. Os limites de deteccdo (LODs) foram calculados
reduzindo a concentracdo de analito até obter uma relagdo sinal-ruido de 3:1 e os limites de
quantificagdo (LOQs) foram adotados como sendo o primeiro nivel de concentragdo da faixa

linear para cada analito. Os parametros analiticos de mérito estdo mostrados na Tabela 15.



90

Tabela 15 — Parametros analiticos de mérito para o método proposto DLLME/MIL usando o MIL [P6,676714+]2[MnCl42'].

Precisio (intra-dia)*,

Faixa a b > P.reccisz'io (il(l)ter-
Analito Linear Slope + error LOD 1 LOQ 4 R? n=3 (%) dia)", n=9 (%)
(ag mL") (ngmL')  (ngmL")
5 100 500 100
ng mL”’ ng mL”’ ng mL"’ ng mL"’
Estriol 5-500 2,1112+ 0,041 2 5 0,9985 19,5 13,3 11,7 15,4
17-B-estradiol 5-500 1,9086 + 0,068 2 5 0,9949 4,7 17,7 8,3 16,9
17-a- 5-500 1,6185 + 0,024 2 5 0,9991 14,9 13,3 5,7 17,7
etinilestradiol
Estrona 5-500 1,9606 = 0,012 2 5 0,9998 13,4 12,9 7,5 11,4

*LOD foi calculado avaliando a relagdo sinal:ruido (3:1).

Fonte: Autoria propria (2018).

’LOQ adotado como o primeiro nivel de concentragdo da faixa linear.
¢Precisdo intra-dia e inter-dia foram calculadas baseadas no Desvio Padrio Relativo (RSD).
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De acordo com a Tabela 15, os valores de LOD e o LOQ para todos os analitos
foram 2 ¢ 5 ng mL”, respectivamente. Os coeficientes de determinacio (R?) variaram de
0,9949 para o 17-B-estradiol a 0,9998 para a estrona, demonstrando o ajuste do modelo. Os
resultados obtidos para a precisao do método foram satisfatorios. Os valores referentes a
precisdo intra-dia (n=3) variaram de 4,7% para o 17-B-estradiol a 19,5% para o estriol. Os
valores referentes a precisdo inter-dia (n=9, obtidos em trés dias na concentragdo de 100 ng
mL™") variaram de 11,4% para a estrona a 17,7% para o 17-a-etinilestradiol.

Os cromatogramas obtidos a partir da extragdo de uma amostra de urina sem
fortificagio e da extragdo de uma amostra de urina fortificada com 100 ng mL™ de cada
analito usando o procedimento de DLLME/MIL com [P6,6,6,14+]2[MnCl42'] como fase extratora

estdo apresentados na Figura 24.

Figura 24 — Cromatogramas obtidos a partir da extragdo de uma amostra de urina sem
fortificagdo (linha tracejada) e a partir de uma amostra de urina fortificada com 100 ng mL™
de cada analito (linha s6lida) usando a abordagem proposta DLLME/MIL nas condicdes
otimizadas. Ordem de eluigdo: 1) estriol; 2) 17-B-estradiol; 3) 17-a-etinilestradiol e 4) estrona.
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Fonte: Autoria propria (2018).

Com a finalidade de avaliar a aplicabilidade da metodologia proposta, amostras de
urina coletadas de voluntarios que aceitaram previamente contribuir com esse estudo foram
analisadas. A amostra A foi coletada de um voluntdrio que ndo utiliza contraceptivos orais a
base de estrogénio; a amostra B foi coletada de uma voluntaria que faz ingestdo regular de
pilulas anticoncepcionais de baixa dosagem (ingestdo de 0,03 mg de 17-a-etinilestradiol/dia);
e a amostra C foi obtida de uma voluntaria com 30 semanas de gravidez. A amostra C foi
avaliada devido ao fato de que alguns dos hormoénios estudados podem ser excretados na
urina no periodo da gravidez. Além disso, aliquotas dessas amostras foram submetidas a
avaliacdo da recuperagdo relativa dos analitos em trés niveis de concentragao (5, 100 e 500 ng
mL™"). Os resultados referentes a recuperagéo relativa e RSD para essas determinagdes estio

mostrados na Tabela 16.



Tabela 16 — Recuperacao relativa e RSD dos analitos para as amostras A, B e C, n=3.
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Amostra A Amostra B Amostra C
Analito 5ng mL™' 100 ng mL"™* 500 ng mL™" 5ng mL™’ 100 ng mL™" 500 ng mL™" 5ng mL™’ 100 ng mL"" 500 ng mL™"
(Y0) (Y0) (Y0) (o) (o) (o) (Y0) (%) (%)
Estriol 93,4+ 6,5 90,2 + 13,3 106 +£13,9 67,5+5,1 69,3+ 13,8 85,2+ 16,6 103 £15,6 96,7+3,3 103 £8,5
17-B-estradiol 102 + 6,7 99,5+ 19,8 110 +13,1 116 £5,9 74,1 £ 14,4 81,8+ 17,1 83,1 +8,7 93,6 +11,2 115+ 14,4
17,'(?' . 81,8 £ 15,1 91,5+17,7 111 +12,8 97,3+13,8 72,2+ 14,3 70,9 + 19,2 97,9+19,9 97,1+ 12,6 114+13,0
etinilestradiol
Estrona 107 £ 9,8 949+11,4 105+ 11,7 109 + 6,8 68,1 £12,7 72,3+12,2 104 £ 16,8 90,9 +£8,2 110 £ 10,1

Fonte: Autoria propria (2018).
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Baseado na Tabela 16 ¢ possivel observar que o método alcangou resultados
satisfatorios de exatiddo e precisdo, com recuperagdes relativas para os analitos variando de
67,5% a 115,6% e RSD variando entre 3,3 a 19,9%. As urinas A, B ¢ C sem fortificacao
também foram analisadas e ndao foram detectados picos cromatograficos referentes aos
analitos nas amostras A e B. Na amostra C, o pico correspondente ao estriol foi detectado,
porém, a resposta cromatografica para esse analito foi abaixo do LOQ. A presenga desse
composto esta possivelmente associado a gravidez da voluntéria, que influencia a liberagao
desse composto na urina (Neves-e-Castro, 1975). Portanto, a abordagem proposta
DLLME/MIL oferece uma alternativa confiavel para ser usada como uma ferramenta analitica
para avaliar os analitos em matrizes bioldgicas complexas, como a urina.

Ainda, foi realizada uma estimativa do fator de enriquecimento (FE) dos analitos. O
sinal obtido a partir da injecdo direta de uma amostra de urina diluida (Samostra) fO1 comparado
com o sinal obtido a partir da extracdo usando [P6,6,6,14+]2[MnC142'] (Smi) nas condicdes
otimizadas e usando uma concentra¢io de 500 ng mL™ para cada analito. A equacio (4)
descrita no item 5.2.7 - Parametros analiticos de mérito e aplicacdo em amostras de urina
humana, foi usada para avaliar os FEs para o procedimento de DLLME/MIL. Assim, os FEs
para o estriol, 17-B-estradio, 17-a-etinilestradiol e estrona foram 33,4; 28,9; 29,5 e 30,9,
respectivamente. De acordo com os resultados, o procedimento de DLLME/MIL forneceu
significante enriquecimento para os analitos em amostras de urina, com a resposta do
cromatograma aumentando em torno de 30 vezes para todos os analitos, indicando uma
satisfatoria capacidade de pré-concentragao da fase extratora baseada em MIL.

Além disso, foi realizada uma comparagdo entre esse estudo e outros previamente
reportados na literatura, onde os mesmos compostos foram determinados em amostras de
urina. Para a comparagdo foram selecionados os parametros analiticos de mérito de cada
metodologia, incluindo a técnica de microextracdo, volume de solvente, faixa linear, e limites

de detec¢do que estao incluidos na Tabela 17.
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Tabela 17 — Comparacao dos parametros analiticos de mérito para o procedimento de DLLME/MIL com dados da literatura.

Técnica de

Volume de

Técnica de ~ Tempo de Faixa linear LOD A
extracio separag.ao/ i extraciio Fase extratora (ng mL'l) solvente (ng mL'l) Referéncia
determinacao extrator (uL)

SBSE HPLC-DAD 2 - 4 horas PDMS 5-50 126 1 (Almeida e
Nogueira, 2006)

UACPE HPLC-DAD 1 hora Tergitol TMN-6 5-1000 500 0,1-0,2 (Zou et al., 2012)

DLLME HPLC-UV 60 segundos CCl, 1.000-250.000 600 250 (Kupcova e
Reiffova, 2017)

DLLME/MIL HPLC-DAD 90 segundos [Ps.6.6. 14 J[MnCL*] 5-500 Smg=8uL 2 Este estudo

Fonte: Autoria propria (2018).

UACPE: Extragdo em ponto nuvem assistida por ultrassom, do inglés ultrasond-assisted cloud-point extraction
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Baseado na Tabela 17, o método proposto forneceu pardmetros analiticos de mérito
interessantes comparando com métodos anteriormente propostos. O uso de pequena
quantidade de fase extratora (5 mg de MIL = 8 pL) e curto tempo de extragao (90 s) sem etapa
de centrifugacdo sdo caracteristicas atrativas que enfatizam os aspectos ambientalmente

amigaveis e de alto rendimento dessa metodologia analitica na analise de matrizes biologicas.

5.4 CONCLUSOES PARCIAIS

O método DLLME/MIL associado ao HPLC-DAD foi otimizado e aplicado com
sucesso pela primeira vez na determinagdo de hormonios em amostras de urina. Esse estudo
amplia a aplicabilidade desse promissor solvente extrator a matrizes bioldgicas e matrizes
mais complexas, proporcionando uma alternativa rapida e confidvel aos solventes
convencionais geralmente utilizados nas abordagens de DLLME. Essa metodologia permitiu
que as extragdes fossem realizadas em tempos curtos (90 s) sem a necessidade de uma etapa
de centrifugacdo. Além disso, as separacdes cromatograficas foram realizadas em 10 min,
permitindo uma andlises de alto rendimento. Os valores de LODs foram comparaveis aos
valores reportados anteriormente usando outras técnicas de microextracdo que requerem
tempos de extragdo mais longos. Ainda, foi obtido um desempenho analitico muito
satisfatorio quanto a precisdo (ensaios intra e inter-dia), recuperacdes relativas e faixa linear
dos analitos. As propriedades fisico-quimicas dos MILs incluindo hidrofobicidade, pressao de
vapor negligenciavel, estrutura quimica ajustdvel e facilidade de ser retirado da solugao
aquosa com o auxilio de uma barra magnética, demonstram que os MILs sdo uma ferramenta
atrativa e que podem ser explorados como solventes extratores para inimeras técnicas de
extragdo/microextracdo. Adicionalmente, novos estudos focados na automatizacdo podem
melhorar os aspectos de alto rendimento e automatizacdo das metodologias de extragdo

utilizando os MILs como fases extratoras estaveis e eficientes.
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6 EXPLORANDO O USO DE SOLVENTES COM HIDROFILICIDADE
COMUTAVEL COMO FASE EXTRATORA PARA DETERMINACAO DE
CONTAMINANTES PROVENIENTES DE EMBALAGENS ALIMENTICIAS EM
AGUA DE COCO UTILIZANDO CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

6.1 INTRODUCAO

O aumento da industrializagdo mudou os habitos alimentares da populagdo, e assim,
os alimentos processados passaram a ser mais consumidos. Dessa forma, a industria de
embalagens alimenticias também se desenvolveu e hoje muitos materiais sdo usados na sua
manufatura, tais como, plasticos, papel, tintas de impressao, revestimentos e adesivos.

As embalagens Tetra Pak® sio muito utilizadas para armazenar diversos alimentos
industrializados. Podem ser compostas de até sete camadas intercalando polietileno, aluminio
e papel. Na camada de papel, sao utilizadas tintas de impressdao para imprimir o rotulo e as
informacdes do produto, além de vernizes para o revestimento (Tetra Pak®, 2019).

Ainda, cada um desses materiais pode conter diversos compostos que sdo
adicionados na manufatura, além de substancias ndo intencionalmente adicionadas (NIAS, do
inglés Non-Intentionally Added Substances), as quais sdo produtos de reagdes de degradagao,
bem como impurezas provenientes das matérias-primas (Nerin et al., 2013). Assim, esses
materiais entram em contato com o alimento e diversos compostos podem acabar migrando da
embalagem para o alimento, causando contaminagao e trazendo riscos a saiide do consumidor.

Dentre esses compostos estdo os ésteres de ftalatos, tais como: o dimetil ftalato
(DMF), o dietil ftalato (DEF), o dibutil ftalato (DBF), o benzil butil ftalato (BBF) e o di-n-
octil ftalato (DNOF), os quais sdo usados como plastificantes para melhorar a flexibilidade e a
durabilidade do pléastico (Guo e Kannan, 2012). Esses compostos nao sdo ligados
quimicamente a cadeia polimérica, dessa forma, podem migrar facilmente do plastico para o
ambiente em que se encontram.

A grande preocupagdo com relacdo a esses compostos ¢ devido a eles serem
considerados disruptores do sistema endocrino, podendo causar alteragcdes no
desenvolvimento fetal e sistema reprodutor (Environmental Protection Agency, 2012). Além
disso, trabalhos reportados na literatura indicaram que esses compostos € seus metabolitos
tém efeitos adversos no sistema reprodutivo principalmente de individuos do sexo masculino

(Matsumoto et al., 2008; Martino-Andrade e Chahoud, 2010). Foi encontrada uma associa¢ao
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entre danos no DNA do esperma e exposi¢do ao DEF (Duty et al., 2003). Em 2012, oito
ésteres de ftalatos, incluindo trés selecionados para esse trabalho, o DBF, o BBF ¢ o DNOF,
foram adicionados a lista de produtos quimicos preocupantes da Agéncia de Protecdo
Ambiental dos EUA (EPA) (Environmental Protection Agency, 2012).

Os alquilfendis, tais como o 4-octilfenol (4-OF) e o 4-nonilfenol (4-NF) também
podem ser encontrados em alimentos armazenados em embalagens alimenticias. Derivados de
NF (nonilfenol), como por exemplo: surfactantes alquilfenéis etoxilados usados como agentes
dispersantes ou estabilizantes em plasticos, borrachas e papel (Fernandes et al, 2008);
antioxidante tris(nonilfenol)fosfito usado como estabilizante de plasticos e borrachas
(Votavova et al., 2009); e sais de bario e célcio de nonilfenol usados como estabilizadores de
calor em plasticos (Votavova et al., 2009), podem sofrer degrada¢do, sendo o 4-NF um
produto dessa reagao.

A partir do trabalho de Guenther ef al. (Guenther et al., 2002), o qual analisou 60
amostras de alimentos de diferentes gé€neros e constatou a presenca de NF em todas as
amostras, Loyo-Rosales et al. (Loyo-Rosales et al., 2004), estudaram a presenca de NF e OF
(octilfenol) em 4gua mineral engarrafada, uma vez que a fonte de ingestdo diaria desses
compostos ndo € somente proveniente do alimento.

Para o estudo foram selecionadas amostras de agua contidas em recipientes com
diferentes composicdes de polimeros (PEAD - polietileno de alta densidade, PET -
poltereftalato de etileno e PVC - policloreto de vinila). Os autores analisaram sete amostras e
encontraram NF em seis amostras ¢ OF em cinco amostras. Esses estudos refor¢am a
possibilidade desses compostos estarem presentes em alimentos e bebidas armazenadas em
embalagens alimenticias.

A relevancia desses compostos esta relacionada com os conhecidos efeitos adversos
que exercem sobre o sistema enddcrino de humanos e animais (Lee e Lee, 1996; Nagao ef al.,
2001). Além disso, o NP esta classificado como “substancia perigosa prioritaria” na Diretiva
2013/39/UE do Parlamento Europeu e do Conselho (Unido Europeia, 2013a).

Os fotoiniciadores de tinta UV, sendo a benzofenona (BZF) um dos mais utilizados,
sdo empregados para catalisar a reacdo de polimerizacdo para a cura de tintas sob luz
ultravioleta. Assim, esses compostos podem estar presentes em plasticos e papéis usados na
fabricagdo de embalagens alimenticias como um residuo desse processo (Sanches-Silva et al.,
2009). Quando nao ha uma barreira efetiva, eles podem migrar da superficie para o interior da
embalagem, através da transferéncia de massa, entrando em contato com o alimento (Zhang et

al.,2016). A BZF em particular ¢ de grande preocupacao, pois pode causar cancer, hipospadia
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(malformacdo da uretra) e reagdo alérgica da pele (Rhodes et al., 2007; Hsieh et al., 2007,
Cook e Freeman, 2001).

Dessa forma, a seguranga alimentar relacionada aos compostos presentes em
embalagens que podem migrar para o alimento ¢ uma tendéncia, sendo cada vez mais cobrada
pelos consumidores, agéncias e 6rgaos reguladores. Porém, somente na Unido Europeia foram
estabelecidos regulamentos e diretivas especificas para materiais que entram em contato com
o alimento; e, ainda sdo para um numero restrito de materiais (plasticos, plasticos reciclados,
ceramicas, material ativo e inteligente e filme de celulose regenerada) (Unido Europeia, 1984;
2006; 2007; 2009; 2011). Além disso, apenas os materiais plasticos possuem uma lista de
substancias autorizadas (Unido Europeia, 2011). Assim, ainda existem muitos materiais
empregados na fabricacdo de embalagens alimenticias que ndo possuem regulamentacdo de
substancias permitidas, ou seja, seguras para entrarem em contato com o alimento.

Para avaliar a presenga desses compostos em alimento é possivel adotar diferentes
estratégias. Pode-se analisar o alimento, a embalagem alimenticia ou realizar testes de
migracdo utilizando simulantes de alimentos (Sanchis ef al., 2017). O alimento ¢ uma matriz
complexa, além disso, os analitos que migram da embalagem para o alimento sdo encontrados
em baixas concentragdes. Assim, para monitorar esses contaminantes € necessario o emprego
de uma etapa de preparo da amostra antes da andlise instrumental com o objetivo de
concentrar os analitos e remover os interferentes. Também sdo requeridos equipamentos com
sensibilidade adequada. Nesse sentido, a cromatografia gasosa e a cromatografia liquida
acopladas a espectrometria de massas tém sido muito empregadas (Casajuana e Lacorte, 2004;
Fasano et al., 2012; Amelin e Lavrukhina, 2017; Sanchis et al., 2017).

Virias técnicas de preparo de amostra e clean-up tém sido utilizadas para adequar a
amostra a analise instrumental. Dentre elas, as técnicas classicas como a LLE e a SPE ainda
sao muito empregadas (Sanchis ef al., 2017). Contudo, a tendéncia ¢ a utilizacdo de técnicas
de microextra¢dao devido as vantagens que apresentam em relagdo as técnicas classicas.

Dentre as técnicas de microextragdo, as mais utilizadas para a extragdo de
contaminantes de alimentos sdo a SPME (Zhang et al, 2019; Znidersic et al., 2019), a
DLLME (Galuch et al., 2019) e a SBSE (Liu ef al., 2016). Porém, com exce¢do da SPME,
essas técnicas geralmente usam solventes toxicos como organoclorados ou necessitam de
longos tempos para a extracdo. O método QuUEChERs também ¢ muito empregado para a
analise de alimentos, porém, utiliza varios reagentes como sais, solventes organicos e acidos,
dependendo da configuracdao. Além disso, possui varias etapas envolvidas (Musarurwa et al.,

2019).
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Assim, a HLLME ¢ uma técnica de preparo de amostra promissora. Ela ¢ baseada no
fenomeno de separacdo de fases a partir de uma solugdo homogénea. Compreende duas
etapas: primeiramente ¢ realizada a completa miscibilidade da amostra e da fase organica, o
que fornece uma superficie de contato infinitamente grande para a extragao; apos, € realizada
a separacdo das fases através da adicdo ou remoc¢do de um reagente especifico. Assim, os
analitos passam para um pequeno volume de solvente organico (Ahmar et al., 2018).

As principais vantagens da HLLME sao: o rapido equilibrio de extragdo, o que reduz
o tempo de preparo da amostra; a simplicidade, ou seja, ndo ¢ necessario utilizar nenhum
aparato e/ou reagente especial; a eficiéncia de extra¢do; o baixo consumo de solvente
organico, o que diminui a exposi¢do do analista e a geracdo de residuo; e o baixo custo
(Ebrahimpour et al., 2013; Yazdanfar et al., 2014).

Virios métodos tém sido reportados para promover a separagdo de fases na técnica
de HLLME. Em 2013, foi proposto um sistemas dependentes do pH (Ebrahimpour et al.,
2013). Para esse sistema o solvente deve ter solubilidade na fase aquosa dependente do pH e
densidade menor que a da dgua. Por isso, a sele¢do do solvente de extracdo € restrita a poucos
solventes organicos (Cabuk et al., 2014).

Os solventes com hidrofilicidade comutavel (SHSs) sdo considerados uma nova
classe de solventes e tém ganhado atencdo devido a atenderem as caracteristicas necessarias
para serem empregados como fase extratora na técnica de HLLME, aos aspectos
ambientalmente amigaveis que apresentam, pois sao menos toxicos que os solventes
geralmente empregados em técnicas de extragdo (Jessop et al, 2010; Vanderveen et al.,
2014), possuem baixo custo, apresentam boa eficiéncia de extragdo e proporcionam extracdes
rapidas. Além disso, a mudanca de pH para a comutacao ¢ realizada de forma facil através da
adi¢do e remocdo de CO; ou adi¢cdo de um reagente especifico, como o hidroxido de sodio.

Nesse trabalho foi proposto um método empregando SHSs como solventes extratores
na técnica de HLLME para a extracdo de ésteres de ftalato, alquilfenois e benzofenona de
amostras de agua de coco contidas em embalagens alimenticias. O método desenvolvido ¢
uma alternativa aos métodos laboriosos, caros e que empregam grandes volumes de solventes
organicos toxicos, os quais geralmente sdo empregados na analise de alimentos. Os principais
parametros que afetam o procedimento de SHS-HLLME foram otimizados de modo
univariado e multivariado. Os parametros analiticos de mérito foram determinados, e apos,
foram analisadas seis amostras de 4gua de coco adquiridas em supermercados de

Floriandpolis-SC.
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6.2 MATERIAIS E METODOS

6.2.1 Reagentes e materiais

Padrdes analiticos dos analitos 4-octilfenol (4-OF), 4-nonilfenol (4-NF),
benzofenona (BZF) com pureza >97% foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI,
EUA). Mix ésteres de ftalato - EPA Phtalate Esters MIX 2 g L contendo dimetil ftalato
(DMF), dietil ftalato (DEF) dibutil ftalato (DBF) benzil butil ftalato (BBF) e di-n-octil ftalato
(DNOF) também foi obtido da Sigma-Aldrich. Na Tabela 18 estdo apresentadas as estruturas
quimicas, algumas propriedades fisico-quimicas e as razdes massa/carga (m/z) monitoradas
para a identificacdo e quantificacdo dos analitos. Como padrao interno (PI) foi utilizado o 2-
etilhexil-4-dimetilaminobenzoato com grau de pureza 98% adquirido da Sigma-Aldrich. A
partir dos padrdes analiticos foram preparadas solu¢des padrdes de concentragdo 1000 mg L™
em MeOH. Em seguida foi preparada uma solugdo de trabalho em MeOH contendo todos os
analitos na concentra¢do de 20 mg L. Além disso, foi preparada uma solucdo do PI em
MeOH na concentragdo de 10 mg L"'. O PI foi utilizado na avaliacio dos parametros
analiticos de mérito e na analise das amostras e foi adicionado antes da etapa de extragdao na
concentragdo de 10 pg L™

Metanol grau HPLC/GC foi adquirido da JT Baker (Mallinkrodt, EUA). Agua
ultrapura (18,2 MQcm) foi obtida a partir do sistema Mega Purity (Bellerica, MA, EUA). Os
solventes com hidrofilicidade comutéavel utilizados como fases extratoras: dipropilamina
(DPA) e N,N-dimetilciclohexalamina (DMCHA) com 99% de pureza foram obtidos da
Sigma-Aldrich. Acido cloridrico P.A. e hidroxido de sodio utilizados para realizar a
comutacdo dos SHSs foram obtidos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Um banho termostatico
Lab Companion modelo RW-0525G foi utilizado na etapa de aquecimento para a separagao

das fases.
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Tabela 18 — Estrutura quimica, pKa, Log K.y, temperatura de ebuli¢do e razdes m/z
monitoradas para identificacdo e quantificacdo dos analitos. Os valores em negrito
representam os fragmentos utilizados para a quantificagdo. Referéncia: (ChemAxon, 2020).

Log Temperatura de

Analito  Estrutura quimica pKa K, ebulicio (°C) m/z
163/77/164/
DMF . 1,98 282 6135
DEF (A o : 269 295 Y
A
149/150/29/
DBF e~ . 463 340 41/57
4]
-
=
BBF L - 503 370 g%gyzo&
| .f"- JDW
!
.a"‘;-qT.--"“- e P T
onor LA o - ais 3% 19279743
W
| J/ 107/108/206/
40F o~~~ 1031 530 280 0641
---_f‘._h‘:hr."_d_ul
INF o~ A 1031 s1a 317 N0
O
= ~
BZF | : 343 305 s

Fonte: Autoria propria (2020).
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6.2.2 Instrumentacio e condi¢coes cromatograficas

As andlises cromatograficas foram realizadas em um cromatografo gasoso acoplado
a um espectrometro de massas e equipado com injetor split/splitless modelo GC-MS QP2010
Plus (Shimadzu, Kyoto, Japao). As separagdes cromatograficas foram realizadas em uma
coluna capilar ZB-5MS (Zebron, Torrance, CA, EUA) com dimensdes de 30 m x 0,25 mm x
0,25 um d.i. O gas de arraste utilizado foi hélio ultrapuro na vazio constante de | mL min™. O
programa de temperatura utilizado para o forno do cromatografo foi iniciado em 65 °C, sem
tempo de permanéncia. Em seguida a temperatura foi aumentada até 160 °C em uma taxa de
20 °C min™' sem tempo de permanéncia. Por fim, a temperatura foi aumentada até 310 °C em
uma taxa de 15 °C min' e mantida por 2 min, totalizando 16,75 min de corrida
cromatografica. A temperatura do injetor foi mantida em 250 °C e o volume de inje¢do foi de
1 pL no modo splitless com o auxilio de uma microsseringa de 10 pL.

O espectrometro de massas foi operado no modo de ionizag¢ao por elétrons (EI) em
70 eV. A temperatura da fonte de ions foi fixada em 280 °C e da interface em 300 °C. Para a
identificacdo dos analitos foram selecionadas cinco razdes m/z de maior intensidade e para a
quantificagcdo foi selecionada a m/z de maior intensidade, segundo biblioteca de espectros de
massas fornecidos pelo Instituto Nacional de Padronizacdo e Tecnologia (NIST) e estdo
apresentadas na Tabela 18. A aquisicdo dos dados foi realizada através do software GC-

Solution (Shimadzu).

6.2.3 Otimizaciao do procedimento SHS-HLLME

Os principais parametros que podem influenciar a eficiéncia de extragao utilizando o
procedimento de SHS-HLLME foram otimizados. Inicialmente foram preparadas solug¢des de
SHS e HCI na propor¢do DPA:HCI 6 mol L (1:1) e DMCHA:HCI 12 mol L™ (1:1). Em
ambos 0s casos uma solugdo monofésica foi observada. Também foi preparada uma solugao
de NaOH 10 mol L™, a qual foi utilizada para promover a separagdo das fases organica e
aquosa. As otimizagdes foram realizadas fortificando uma amostra de 4gua de coco
proveniente de embalagem alimenticia com 100 pg L de cada analito. Foram adotadas
estratégias univariadas e multivariadas. Os resultados obtidos a partir das estratégias
multivariadas foram processados através do software STATISTICA 8.

O procedimento de extracdo consistiu em adicionar a amostra em um frasco de vidro

com capacidade de 15 mL, em seguida foi adicionada uma mistura de SHS:HCI e procedida a
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agitacdo manual para homogeneizacdo (uma solucdo monofasica foi observada). Apos, foi
adicionado NaOH 10 mol L' para promover a separagio das fases (uma solugio turva foi
observada), nessa etapa a mistura foi colocada em um banho aquecido por alguns minutos
para acelerar o processo de separacdo das fases e consequentemente a extracao dos analitos
(uma solugdo bifasica foi observada). Depois de separadas as fases, a fase organica contendo
os analitos foi removida com uma micropipeta de 100 puL e transferida para um frasco com
insert de vidro com capacidade de 250 pL e encaminhada para analise no GC-MS. Um

panorama geral da extragdo esta apresentado na Figura 25.

Figura 25 — Panorama geral do procedimento de extragdo empregando SHS-HLLME.
Adigéo de Adigédo de Adigéo de Remocéo dafase
aguade coco SHS:HCI NaOH 10 mol L organica
= 3 £
‘ 5 d j
' 1 / Agitagdo manual /

= — =iy

O

Fonte: Autoria propria (2019).

6.2.3.1 Avaliagdo do tipo de SHS

Inicialmente foi avaliado o tipo de fase extratora de modo univariado. Foram
selecionados dois solventes com hidrofilicidade comutavel, o DMCHA e a DPA. As
condi¢des de extracdo foram fixadas em 5 mL de amostra, 800 pLL da mistura SHS:HCI, 3 mL
de NaOH 10 mol L™ para separagdo das fases, 70 °C de temperatura de aquecimento ¢ 2 min

de tempo de extracao.
6.2.3.2  Avaliacdo do volume de SHS e NaOH 10 mol L™

A fase extratora foi adicionada na amostra juntamente com o HCI para que o SHS

permanecesse na sua forma hidrofilica (grupo amina protonado), formando uma fase com a
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solugdo aquosa e assim, proporcionasse uma grande superficie de contato para a extragdo
(Ahmar et al., 2018), o que facilita a transferéncia de massa de analito da amostra para a fase
extratora, reduzindo o tempo de extracio (Ezoddin et al., 2016). J4 0 NaOH 10 mol L™ foi
adicionado para que o SHS comutasse para a forma hidrofobica (grupo amina desprotonado)
e, assim, ocorresse a separagdo das fases. Como esse processo ¢ dependente do pH do meio,
um excesso de NaOH 10 mol L™ foi adicionado para garantir e acelerar a comutago. Assim,
os parametros volume de SHS:HCI (1:1, v/v) (200 a 1000 uL) ou seja, volume de SHS (100 a
500 pL) e volume de NaOH 10 mol L™ (1 a 3 mL) foram avaliados simultaneamente através
de um planejamento Doehlert com 9 experimentos (incluindo a triplicata no ponto central),
como mostrado na Tabela 19. Esses experimentos foram realizados utilizando o SHS
selecionado na avalia¢do anterior. Os resultados foram expressos através de uma superficie

resposta utilizando a média geometria da area dos picos cromatograficos.

Tabela 19 — Matriz planejamento Doehlert para o volume de SHS:HCI (1:1) versus o volume
de NaOH 10 mol L.

Experimento Volume de SHS (uL) Volume de NaOH 10 mol L (mL)
1 100 2
2 200 1
3 200 3
4 300 2
5 300 2
6 300 2
7 400 1
8 400 3
9 500 2

Fonte: Autoria propria (2019).

6.2.3.3 Planejamento Fatorial Completo 2°

Um planejamento fatorial completo 2° foi realizado para fazer uma triagem dos
principais parametros que podem influenciar a extracdo utilizando o procedimento de SHS-
HLLME. Os parametros selecionados para esse experimento foram: volume de amostra (3 a 7
mL), temperatura necessaria para a separagdo das fases (60 a 80 °C) e tempo de extragdo (2 a
5 min). Foram gerados 10 experimentos incluindo a duplicata do ponto central, conforme a
matriz do planejamento que esta apresentada na Tabela 20. Os resultados foram expressos
através do grafico de Pareto utilizando a média geométrica da area dos picos cromatograficos

dos analitos.
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Tabela 20 — Matriz do planejamento fatorial completo 2°.
Volume de Temperatura para separacio Tempo de
amostra (mL) das fases (°C) extracio (min)
60
60
80
80
60
60
80
80
70
70
Fonte: Autoria propria (2019).

Experimento
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6.2.3.4 Avalia¢do da temperatura para a separagdo das fases

A ultima otimizagdo consistiu em avaliar a temperatura para a separagao das fases de
forma univariada e em triplicata. As temperaturas avaliadas foram 40, 50 e 60 °C,
selecionadas de acordo com o resultado do planejamento fatorial completo 2° descrito na

secdo anterior.
6.2.4 Parametros analiticos de mérito

Para a construcdo das curvas de calibragdo foi utilizada dgua de coco natural
(proveniente de coco verde) fortificada com os analitos em 7 niveis de concentracao (0,5; 1;
5;10; 15; 20 e 30 ug L) e foi adicionado padrio interno antes das extragdes na concentra¢io
de 10 ug L. Os coeficientes de correlago (r) foram obtidos a partir das curvas de calibragéo.
Os limites de quantificagdo (LOQs) foram adotados como sendo o primeiro nivel de
concentragdo da faixa linear e os limites de detec¢cao (LODs) foram obtidos dividindo o LOQ
por 3,3.

Para a avaliagdo da exatiddo, precisdo e robustez do método foi utilizada adgua de
coco contida em embalagem alimenticia e foi adicionado padrdo interno antes das extragdes
na concentragio de 10 ug L. A exatiddo foi obtida através de ensaios de recuperagio em trés
niveis de concentragio comum para todos os analitos (5, 15 e 30 pg L™) e os resultados foram
expressos através das recuperagdes relativas em porcentagem (RR%). A precisdao do método
foi avaliada através de ensaios intra-dia (n=3) em trés niveis de concentragdo comum para

todos os analitos (5, 15 e 30 pg L") e inter-dia (n=9) em um nivel de concentragio comum
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para todos os analitos (15 pg L™"). Os resultados foram expressos através do desvio padrdo
relativo em porcentagem (RSD%).

Também foi avaliada a robustez do método através do teste de Youden. Para isso
foram selecionados 5 parametros que podem influenciar a extragdo pelo método proposto
SHS-HLLME. O efeito dos pardmetros foram avaliados de forma simultanea através da
variagdo para valores menores ¢ maiores considerando a condicdo otimizada (valor nominal),
totalizando 8 experimentos. Na Tabela 21 estdo apresentados os parametros avaliados e as
condigdes de variagdo e na Tabela 22 estdo apresentados os experimentos realizados

considerando a combinagao dos parametros e variagdes.

Tabela 21 — Parametros avaliados, condi¢do nominal e variagdes para o teste de Youden para
avaliacao da robustez do método.

Parametro Con(!mao Menor Variacgao Maior Variacao
Nominal

P1 — Volume de amostra 3000 uL a 2980 uL A 3020 uL

P2 — Volume de SHS:HCl 200 pL b 180 uL B 220 pLb

P3 — Volume de NaOH 10 mol L™ 2000 uL c 1980 pLL D 2020 uL

P4 — Temperatura separacao das fases 50°C d 48 °C E 52°C

P5 — Tempo de extragao 120 s e 110 s F 130s

Fonte: Autoria prépria (2019).

Tabela 22 — Experimentos realizados considerando a combinacao dos parametros (variagao
menor e maior) para o teste de Youden para avaliagdo da robustez do método.

.. R Experimentos
Combinacio dos parametros 1 ) 3 4 5 6 7 3
Ala A A A A a a a a
B/b B B b b B B b b
Clc C c C c C c C c
D/d D D d d d d D D
E/e E e E e e E e E

Fonte: Autoria propria (2019).

6.2.5 Analise de amostras de agua de coco contidas em embalagens alimenticias

Seis amostras de dgua de coco foram adquiridas em supermercados de Florianopolis-
SC, as amostras foram nomeadas como: A, B, C, D, E e F, todas estavam contidas em
embalagens Tetra Pak®™ e ndio passaram por nenhum preparo prévio antes do procedimento de
extracdo. As amostras foram submetidas ao procedimento SHS-HLLME otimizado e apos

foram analisadas em GC-MS.
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 Otimizacao do procedimento SHS-HLLME

6.3.1.1 Avaliagdo do tipo de SHS

O tipo de fase extratora ¢ um parametro importante e¢ deve ser avaliado no
desenvolvimento de um método analitico, pois a eficiéncia de extragdo depende da afinidade
da fase extratora com os analitos. Para essa avaliagdo foram selecionados dois SHSs: a
DMCHA e DPA. As ceficiéncias de extracdes foram comparadas através das areas

normalizadas dos picos cromatograficos dos analitos e estdo apresentadas no grafico de barras
da Figura 26.

Figura 26 — Otimizacao univariada do tipo de solvente extrator no procedimento de SHS-
HLLME utilizando DMCHA e DPA.
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Analitos

Fonte: Autoria propria (2019).

Como pode ser observado no grafico de barras da Figura 26, a DMCHA apresentou
uma eficiéncia de extracdo maior para os analitos mais apolares (BZF, 4-OF, 4-NF, DBF,
BBF e DNOF). Para os demais analitos (DMF e DEF) a DMCHA e a DPA apresentaram
respostas semelhantes. Esses resultados estdo relacionados ao fato da DMCHA ser mais
apolar do que a DPA (Log Ko,w DMCHA = 1,99; Log K, DPA = 1,57). Assim, a DMCHA foi

selecionada como fase extratora para os proximos experimentos.
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6.3.1.2  Avaliacdo do volume de DMCHA e NaOH 10 mol L™’

O volume de solvente extrator pode influenciar na massa de analito extraida. Maiores
volumes podem extrair maiores massas de analito. Porém, na técnica de HLLME, pode
ocorrer a diluicdo do analito, uma vez que quase todo o volume de solvente extrator ¢
recuperado no final para a analise. Com relagio ao volume de NaOH 10 mol L™, esse deve ser
suficiente para deixar o meio basico e a DMCHA na sua forma hidrofobica (desprotonada),
separando assim as fases. Além disso, em meio basico os analitos ¢ a DMCHA estdo
presentes na forma neutra, favorecendo a intera¢do para a extracdo. Ainda, quanto maior o
volume de NaOH 10 mol L, mais rapido ocorre o deslocamento do equilibrio quimico.
Assim, foram avaliados volumes de 100 a 500 pL de DMCHA e volumes de 1 a 3 mL de
NaOH 10 mol L através de um planejamento Doehlert com 9 experimentos (incluindo a

triplicata do ponto central). A superficie obtida est4 apresentada na Figura 27.

Figura 27 — Superficie resposta obtida utilizando o planejamento Doehlert para o volume de
DMCHA versus o volume de NaOH 10 mol L. R? = 0,9316.
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Fonte: Autoria propria (2019).

A partir da superficie de resposta obtida pode-se observar que menores volumes de
DMCHA proporcionaram as melhores respostas cromatograficas. Isso pode ser devido a uma
maior concentragdo dos analitos. E importante ressaltar que volumes menores que 100 pL néo
sdo praticos, devido a dificuldade de coletar o SHS da amostra no final da extragdo. Para o

-1 . .
volume de NaOH 10 mol L™, pode-se observar que maiores volumes proporcionaram as



109

melhores respostas cromatograficas. Contudo, foi selecionado a utilizagdo de 2 mL de NaOH
10 mol L', pois nessa condi¢gio ja ocorria a separagdo das fases com respostas
cromatograficas satisfatorias, além disso, foi considerado o gasto de reagente. Assim, a
condic¢do definida a partir desse planejamento foi o uso de 100 pL de DMCHA como solvente

extrator e 2 mL de NaOH 10 mol L™ para a separagio das fases.
6.3.1.3 Planejamento Fatorial Completo 2°

Quando NaOH 10 mol L foi adicionado para promover a separagdo das fases foi
observada a formacdo de um solugdo turva e ndo a separagdo em poucos segundos como
alguns autores reportaram em trabalhos anteriores (Ahmar ef al., 2018; Rameshgar et al,.
2017; Shahvandi et al., 2018), isso pode ser devido a complexidade da matriz agua de coco.
Assim, foi avaliado o aquecimento da amostra de 60 a 80 °C para acelerar a separacdo das
fases. O tempo de extracdo foi avaliado de 2 a 5 min e o volume de amostra foi avaliado de 3
a 7 mL, gerando um planejamento fatorial completo 2° para realizar um triagem e identificar
quais desses pardmetros podem influenciar de forma significativa a eficiéncia de extragdo
pelo método proposto SHS-HLLME. O grafico de Pareto obtido a partir desse planejamento

esta apresentado na Figura 28.

Figura 28 — Gréfico de Pareto obtido para as variaveis: volume de amostra, temperatura para a
separacdo das fases e tempo de extragao. R%= 0,8570.
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Fonte: Autoria propria (2019).
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Como pode ser observado no grafico de Pareto, somente a varidvel temperatura para
a separacdo das fases apresentou influéncia na extra¢do dos analitos, o sinal negativo indica
que temperaturas menores favorecem a extragdo. Dessa forma, essa variavel foi avaliada de
forma univariada. Para a varidavel volume de amostra foi fixado o menor valor estudado
conforme sinal negativo apresentado. Esses resultados estdo de acordo com o trabalho de
Ahmar et al., 2018, onde foi observado que grandes volumes de amostra diminuem a massa
de analito extraida. Para a variavel tempo de extracdo foi fixado o menor valor estudado para
aumentar a frequéncia analitica do método. Tempos de extragdo curtos sao uma caracteristica
da HLLME devido a grande superficie de contato formada entre amostra e fase extratora,
acelerando a transferéncia de massa de analito (Ahamar et al., 2018; Ezoddin et al., 2016).

Assim, as condicdes retiradas desse planejamento foram: uso de 3 mL de amostra e 2 min de

tempo de extragao.
6.3.1.4 Avalia¢do da temperatura para a separagdo das fases

A partir do grafico de Pareto, a varidvel temperatura para a separacdo das fases
apresentou influéncia na extragdo dos analitos para valores menores. Assim, essa variavel foi
avaliada de forma univariada em 40, 50 e 60 °C, em triplicata. Os resultados estdo

apresentados no grafico de barras da Figura 29.

Figura 29 — Otimizac¢ao univariada da temperatura para a separagdo das fases no
procedimento de SHS-HLLME.

m40°C m50°C O60°C

100

60

40 +

Areanormalizada (%)

20 A

DMF DEF BZF 4-OF 4-NF DBF BBF DNOF

Analitos

Fonte: Autoria propria (2019).
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A partir do grafico de barras € possivel observar que a temperatura de 50 °C forneceu
os melhores resultados. Com 40 °C a area dos picos cromatograficos decaiu
significativamente para 4 analitos e na temperatura de 60 °C as areas dos picos
cromatograficos foram em média 10% menores para todos os analitos. Assim, a temperatura
de 50 °C para a separacdo das fases foi selecionada como condi¢@o 6tima.

Apds a otimizagdo das principais variaveis que podem influenciar a eficiéncia de
extracdo empregando o método proposto SHS-HLLME, as condi¢des selecionadas foram: 200
uL da mistura DMCHA:HCI 12 mol L™ (1:1, v/v) que corresponde a 100 puL de fase extratora
DMCHA, 3 mL de amostra, 2 mL de NaOH 10 mol L™, temperatura de 50 °C para separago
das fases e 2 min de tempo de extragdo.

Na Figura 30 estd mostrado um cromatograma no modo SIM da extragdo de uma
amostra de 4agua de coco natural fortificada com 30 pg L™ de cada analito e 10 pg L™ do

padrdo interno na condi¢do otimizada.

Figura 30 — Cromatograma no modo SIM da extragdo de uma amostra de d4gua de coco natural
fortificada com 30 pg L™ de cada analito ¢ 10 pg L™ do PI na condigio otimizada. Analitos:
1) DMF, 2) DEF, 3) BZF, 4) 4-OF, 5) 4-NF, 6) DBF, 7) PI, 8) BBF ¢ 9) DNOF.

Irbermidade

Tampa da seengiio {min|

Fonte: Autoria propria (2019).

6.3.2 Parametros analiticos de mérito

Ap0s a otimizagao do procedimento proposto SHS-HLLME, os parametros analiticos
de mérito foram determinados. Para isso foram construidas curvas de calibracdao utilizando
agua de coco natural (proveniente de coco verde) fortificada em diferentes niveis de
concentragdo (0,5; 1; 5; 10; 15; 20 e 30 pg L'l). Na Tabela 23 estdo apresentadas as equacdes
lineares, as faixas lineares, os coeficientes de correlacdo (r) obtidos a partir das curvas de
calibracao e os limites de detec¢dao (LODs) e quantificagao (LOQs). O LOQ foi adotado como
sendo o primeiro nivel de concentracao da faixa linear e o LOD foi definido como o LOQ

dividido por 3,3.
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Tabela 23 — Equagao da reta, faixa linear, coeficiente de corre¢do (r), limite de detecgdo e
quantificagdo para o método proposto usando SHS-HLLME.

. I Faixa Linear LOD" LOQ?
Analito Equacio Linear (ng LY r (ug LY (ug LY
DMF y=0,0715x + 0,0223 0,50-30,0 0,9972 0,15 0,50
DEF y=0,1710x + 0,0146 0,50-30,0 0,9986 0,15 0,50
BZF y=0,1050x - 0,1978 5,0-30,0 0,9969 1,5 5,0
4-OF y=0,1653x - 0,4706 5,0-30,0 0,9965 1,5 5,0
4-NF y=0,1324x - 0,4603 5,0-30,0 0,9942 1,5 5,0
DBF y=0,2447x - 0,0111 1,0-30,0 0,9915 0,30 1,0
BBF y=0,0976x + 0,0784 1,0-30,0 0,9963 0,30 1,0
DNOF y =0,1324x - 0,0850 1,0-30,0 0,9961 0,30 1,0

Fonte: Autoria propria (2019).

"LOQ adotado como o primeiro nivel de concentra¢do da faixa linear.
’LOD definido como o LOQ dividido por 3,3.

De acordo com a Tabela 23, os coeficientes de correlacdo obtidos foram satisfatorios
variando de 0,9915 a 0,9986, indicando a boa correlagcdo entre as varidveis x e y (Barwick,
2003). Os valores de LODs variaram de 0,15 para o DMF e o DEF a 1,5 pg L' para a BZF, o
4-OF ¢ 0 4-NF e os valores de LOQs variaram de 0,50 para o DMF ¢ o DEF a 5,0 pg L™ para
a BZF, 0 4-OF e o0 4-NF.

A exatiddo e a precisdo do método foram avaliadas fortificando dgua de coco contida
em embalagem alimenticia e foi adicionado padrdo interno antes das extragcdes na
concentragdo de 10 ug L. A exatidio do método foi avaliada através da recuperagdo relativa
em porcentagem (RR%) em trés niveis de concentragdo comuns para os analitos. A precisao
do método foi avaliada através do desvio padrao relativo em porcentagem (RSD%) a partir de
ensaios intra-dia (n=3) em trés niveis de concentracdo comuns para os analitos e inter-dia
(n=9) em um nivel de concentragdo comum para os analitos. Os resultados obtidos estdo

apresentados na Tabela 24.
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Tabela 24 — Recuperagado relativa e precisoes intra-dia e inter-dia para os analitos em agua de
coco contida em embalagem alimenticia utilizando o procedimento proposto SHS-HLLME

otimizado.
~ - o
Concentracao Concentracio Slfclzftl;;r;:?zenos Recuperacio Precisdo (RSD%)
Analito  da an_llostra adiciq{lada concentracio da Relativa (%)  Intra-dia Inter-dia
(ngL7) (ngL7) amostra (ug L") (n=3) (n=3) (n=9)

5 5,7+0,36 113 15

DMF 0 15 149+2,4 99 10 18
30 32,7+9,3 109 7
5 4,5+0,22 90 7

DEF 0,66 15 12,3+2,1 82 2 14
30 33,4+5,1 111 18
5 5,1+0,19 103 8

BZF <LOQ 15 19,5+ 1,4 130 5 11
30 343+32 114 17
5 6,4+0,41 127 8

4-OF <LOQ 15 14,8 £0,22 99 3 12
30 30,1 +£3,9 100 13
5 5,9+0,26 118 16

4-NF <LOQ 15 14,1+0,18 94 5 17
30 31,6 £3,5 105 10
5 4,6 +0,67 92 15

DBF 2,2 15 16,2+3,2 108 5 13
30 282+49 94 12
5 5,3+0,91 105 4

BBF 0 15 16,3 +1,8 109 7 13
30 30,0 £0,25 100 8
5 5,8+0,32 116 12

DNOF 34 15 13,1+23 87 17 18
30 32,8 +3,6 109 18

Fonte: Autoria propria (2019).

*Precisdes intra-dia e inter-dia foram calculadas baseadas no desvio padrio relativo (RSD).

Como ¢ possivel observar na Tabela 24, as recuperagdes relativas variaram de 82 a
130%. Quase todos os analitos apresentaram recuperagoes relativas aceitaveis estando de
acordo com o guia de validacdo de métodos da Associagdo dos Quimicos Analiticos Oficiais
(AOAC, do inglés Association Olfficial of Analytical Chemistry). Somente a BZF e o 4-OF
apresentaram recuperacoes maiores que a aceitavel (120%). As precisdes intra-dia e inter-dia
foram menores que 18%, também estando de acordo com o guia de validacdo de métodos da
AOAC (AOAC, 2016) Esses resultados enfatizam a aplicabilidade do método desenvolvido
para o monitoramento de contaminantes provenientes de embalagens alimenticias em agua de
€OCo.

O teste de Youden foi realizado para avaliar a robustez do método desenvolvido.
Para isso, foram feitas pequenas variagdes nos principais parametros que podem afetar a
extracdo utilizando o procedimento de SHS-HLLME simulando uma aplica¢do de rotina

(Mulholland e Waterhouse, 1988). As variagdes foram feitas para valores maiores € menores
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do que as condi¢des definidas na otimizacdo. Os parametros e as variagcdes foram: volume de
amostra (2980 a 3020 pL), volume de DMCHA:HCI (180 a 220 uL), volume de NaOH 10
mol L' (1980 a 2020 pL), temperatura para a separacdo das fases (48 a 52 °C) e tempo de
extracdo (110 a 130 s). Os resultados foram expressos através do grafico de Lenth apresentado

na Figura 31.

Figura 31 — Grafico de Lenth obtido para a avaliagdo da robustez do método proposto SHS-
HLLME otimizado. Fatores: P1 — volume de amostra; P2 — volume de DMCHA:HCI; P3 —
volume de NaOH 10 mol L™'; P4 — temperatura para a separagdo das fases; ¢ P5 — tempo de

extracgao.
1

0 e e e e

P1 p2 P3 P4 P35

Fonte: Autoria propria (2019).

Considerando que multiplos efeitos foram avaliados, a margem de erro simultanea

(SME) ¢ a linha de referéncia e essa deve ser considerada para avaliar os resultados (Hund et

al., 2000; Bokor et al., 2017). Dessa forma, ¢ possivel concluir que nenhum parametro
excedeu esse limite, indicando que o método € robusto.

Adicionalmente, o método proposto SHS-HLLME foi comparado com outros métodos

reportados na literatura que determinaram os mesmos analitos em matrizes alimenticias. A

comparagao estd apresentada na Tabela 25.
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Tabela 25 — Comparacgao entre o método proposto SHS-HLLME e outros métodos na literatura para os mesmos analitos em matrizes

alimenticias.
Analitos Matriz Método de Tecm?a de N Falxa_lllnear Volume de solvente Tempo de extracdo Referéncia
preparo quantificacio (ngL™)
DMF, DEF Aoua d SHS 0,530
DBF, BBF, DNOF, ~ /E%€¢ HLLME GC-MS 1,030 100 uL SHS 2 min Este trabalho
BZF,4-OF, 4-NF %% 5,030
Leite, oleo e
DMF, DEF o 0,5-20 10 mL ACN + 15 mL e (Lu et al.,
DBF, BBF bebida MMI-SPE - GC-MS/MS 0,5 100 Hexano + 3 mL AcEt ~ 35 min 2018)
engarrafada
DMF, DEF, DBF, ) iie 4 (Percira ef al
BBF, DNOF zere de LEC GC-MS 50 — 1000 10 mL ACN ~ 7 min cretra et at.,
oliva 2019)
Simulante de SFC-PDA- 4 mL de triclorometano + N . (Zhang, Y. et
BZF alimento LLE MS/MS 0.81 40,12 00 mL MeOH ~2h ¢ 24 min al., 2016)
NF, DMF, DEF, Leite SPE o4 (819 fnL MeOH ;172 mL A1) = 50mi (Casajuana e
BBF integral GC-MS ,0 —4000 iclorometano/hexano (4:1) = 50 min Lacorte, 2004)
+ 12 mL AcEt ’
. } 160 pL IL [CsMIM][PF4] +
DBF, BBF Bebidas IL-DLLME  HPLC-DAD 10=3500 1 mL etanol + 100 pL ~ 5 min (Fan et al,
alcoolicas 20 - 1000 2014)
MeOH
Para LLE: 5 mL ACN .
Para LLE: = 3 min
DMF, DEF, DBF,  Diversos -0 , ParaQuECRERSS30mL 0 QUECKERS:~  (Xuerdl,
BBF, DNOF alimentos QUEChERS — LC-MS/MS 20-100 ACN 6 min 2014)
’ SPE Para SPE: 20 mL ACN + Para SPE: = 16 mi
14 mL hexano ara -~ 15 min
4-OF, 4-NP, DMF,
. N (Cacho et al.,
DEF, DBF, BBF, Vegetais SLE-SBSE  TD-GC-MS 0,1-5,0 11 mL MeOH ~ 4 horas
2012)
DNOP
BZF Simulante de ;| GC-MS 54-100 20 mL hexano =25 min (Rubio et al.,
alimento 2019)

*Expresso em pg/Kg, sendo 20 ug/Kg o LOQ do método.

Fonte: Autoria propria (2019)
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Como pode ser observado na Tabela 25, o método proposto SHS-HLLME
apresentou vantagem com relagdo ao tempo de preparo de amostra, onde foram necessarios
somente 2 min para essa etapa. E importante ressaltar que nesse trabalho o tempo de extragio
foi definido a partir do momento que o NaOH 10 mol L™ foi adicionado na solugdo e o
sistema colocado no banho de aquecimento até o0 momento em que a solugdo foi retirada do
aquecimento. Outros métodos reportados apresentaram tempos de preparo de amostra de 3
min até 4 horas. Isso enfatiza os aspectos de alto rendimento do método proposto.

Também foi observada a utilizacdo de um menor volume de solvente organico. No
método proposto foram necessarios somente 100 pnL. de DMCHA para realizar as extragoes,
enquanto outros método utilizaram varios mililitros de solventes orgédnicos toxicos como
ACN, MeOH, hexano, acetato de etila, diclorometano e triclorometano. Isso enfatiza os
aspectos ambientalmente amigaveis da metodologia desenvolvida, com reducdo do volume de
solvente e geracao de residuo, além da utilizacdo de um solvente menos toxico.

Ademais, o método proposto apresentou o primeiro nivel de concentragdo da faixa
linear comparavel e na maioria dos casos menor do que os métodos que determinaram os
mesmos analitos. Somente os métodos de Cacho et al, 2012 e Zhang, Y. et al., 2016
apresentaram o primeiro nivel de concentracao da faixa linear menor. Dessa forma, o método
¢ adequado para a aplicagdo pretendida e apresenta vantagens frente a outros métodos

reportadas na literatura.

6.3.3 Analise de amostras de agua de coco contidas em embalagens alimenticias

O método proposto SHS-HLLME foi aplicado na analise de seis amostras de dgua de
coco contidas em embalagem Tetra Pak® adquiridas em supermercados da cidade de
Florianopolis-SC, nomeadas A, B, C, D, E e F. Na Tabela 26 estdo apresentados os resultados

para as analises.
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Tabela 26 — Analise de amostras de agua de coco contidas em embalagens alimenticias.
Amostras de agua de coco, concentracdes encontradas em (ug L)

Analito A B C D E F
DMF - - - - - -
DEF - - 0,66 <LOQ 1,60 2,06
BZF - - <LOQ - - -
4-OF <LOQ <LOQ <LOQ - - -
4-NF <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ - -
DBF - - 2,16 1,76 3,42 1,98
BBF - - - - - -
DNOF 1,17 <LOQ 3,37 - - -

Fonte: Autoria prépria (2019).

E possivel observar que foi encontrado DEF nas amostras C, E e F; DBF foi
encontrado nas amostras C, D, E e F; e DNOF foi encontrado nas amostras A e C. BZF, 4-OF
e 4-NF foram encontrados abaixo do LOQ em algumas amostras e DMF e BBF nao foram
encontrados nas amostras. Portanto, ¢ possivel observar que cinco amostras apresentaram ao
menos um analito e que a amostra B apresentou trés analitos em concentragdes abaixo do
LOQ do método. Dessa forma ¢ possivel concluir que esses analitos podem estar presentes em
alimentos contidos em embalagens alimenticias.

A presenga desses analitos nas amostras indica uma contaminagdo que pode ser
proveniente da migragdo dos analitos da embalagem para o alimento. Contudo, ¢ importante
destacar que a migragdo depende do tempo de armazenamento do alimento na embalagem e
das condi¢des de temperatura e de transporte em que a embalagem e o alimento foram
submetidos, uma vez que esses fatores podem favorecer a migra¢do. Apesar de a embalagem
ser a fonte mais provavel de contaminacao, outras fontes devem ser levadas em consideragao,
que consistem em todas as etapas do processamento do alimento até chegar ao enchimento ou
envase (Muncke, 2009).

Assim, tendo em vista os prejuizos causados por esses analitos a saide humana, ¢ de
extrema importancia o desenvolvimento de métodos analiticos com LODs e LOQs adequados
para a andlise e 0 monitoramento destes compostos em alimentos. Também, esperam-se mais
regulamentagdes para assegurar a seguranca alimentar e que métodos mais rapidos e
ambientalmente amigaveis sejam escolhidos como ferramenta para preencher a deficiéncia

existente na area de seguranca alimentar.



118

6.4 CONCLUSOES PARCIAIS

Nesse trabalho foi explorada pela primeira vez a utilizagdo de um solvente com
hidrofilicidade comutavel como fase extratora alternativa para a extracao de ésteres de ftalatos
(DMF, DEF, DBF, BBF e DNOP), alquilfenois (4-OF e 4-NF) e benzofenona em amostras de
agua de coco contidas em embalagens alimenticias. O método proposto SHS-HLLME
apresentou vantagens como extragdes rapidas (apenas 2 min), pequeno volume de fase
extratora (apenas 100 uL de DMCHA) e uso de solvente menos toxico como fase extratora
alternativa aos solventes convencionalmente empregados em técnicas de extragdo. Isso
enfatiza os aspectos de alto rendimento e ambientalmente amigaveis do método proposto.
Além disso, o método apresentou LOQs satisfatorios variando de 0,5 a 5,0 pg L. A exatiddo
variou de 82 a 130% e as precisoes intra e inter-dia foram menores que 18% para todos os
analitos, estando esses valores de acordo com o guia de validagdo de métodos da AOAC.
Ainda, foi constatado pelo teste de Youden que o método ¢é robusto. Dessa forma, o método
SHS-HLLME se mostrou adequado para a aplicacdo pretendida e uma alternativa aos
métodos laboriosos e que empregam grandes volumes de solventes organicos toxicos
geralmente utilizados na andlise de alimentos. Através da andlise de seis amostras de dgua de
coco e constatacao da presenca de no minimo um analito em cinco amostras, reforgou-se a
necessidade do monitoramento desses compostos em alimentos através do desenvolvimento
de métodos adequados. Além disso, a partir de uma extensa pesquisa constatou-se a
necessidade de criacdo de mais regulamentagdes na area de seguranca alimentar.

Com relagdo ao uso de SHSs como fases extratoras em microextracdo, pode-se
concluir que ainda existe um amplo campo para ser explorado. Tanto com relagcdo ao emprego
de SHSs em diferentes técnicas de microextragdo, bem como para a andlise de diferentes
matrizes e analitos. Além disso, pode-se explorar a utilizagdo de novos compostos com

hidrofilicidade comutavel e a automatizacao dos métodos desenvolvidos.
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7 CONCLUSAO FINAL E PERSPECTIVAS

Novas fases extratoras sdo uma alternativa promissora para contornar problemas
apresentados pelas fases comerciais e/ou comumente empregadas em técnicas de extragdo e
microextragio. O material Si3Py Cl™ apresentou vantagens frente as fases comerciais para
DPX, oferecendo uma alternativa para a extracdo de analitos contendo grupos que podem
interagir através de ligagao de hidrogénio e interagdes m-m com a fase extratora. Esse material
também apresentou alta eficiéncia de extragdo, satisfatoria estabilidade quimica frente aos
solventes organicos empregados (MeOH e ACN), tempo de extragdo curto (3,50 min) e uso
de pequenos volumes de solventes organicos. Os parametros analiticos de mérito do método
DPX-Si3Py'Cl" foram compariveis a outras metodologias reportadas para os mesmos
analitos.

Com relacdo ao emprego de MILs como fase extratora, suas propriedades fisico-
quimicas incluindo hidrofobicidade, pressdo de vapor negligenciavel, estrutura quimica
ajustavel e facilidade de ser retirado da solucdo aquosa com o auxilio de uma barra magnética,
demonstraram que os MILs sdo uma ferramenta atrativa ¢ que podem ser explorados como
solventes extratores para inUmeras técnicas de extracdo/microextracdo. Além disso,
apresentaram uma alternativa aos solventes organicos clorados geralmente empregados na
técnica de DLLME. Essa metodologia também permitiu que as extragdes fossem realizadas
em tempos curtos (90 s) sem a necessidade de uma etapa de centrifugagcdo. Os parametros
analiticos de mérito do método proposto DLLME/MIL foram satisfatorios. Além disso, o
método DLLME/MIL associado ao HPLC-DAD foi aplicado pela primeira vez na andlise de
amostras complexas, nesse caso, amostras de urina humana, ampliando a aplicabilidade desse
promissor solvente extrator.

Com relacdo ao uso de SHSs como fases extratoras, esses foram aplicados na
extracdo de possiveis contaminantes provenientes de embalagens alimenticias em agua de
coco. O método proposto SHS-HLLME apresentou vantagens sobre técnicas geralmente
empregadas na andlise de alimentos, com extra¢des rapidas (2 min), baixo custo, uso de
pequeno volume de solvente extrator (100 puL) e uso de solvente menos toxicos do que os
solventes geralmente empregados em técnicas de extracdo para a analise de alimentos. Esses
aspectos evidenciaram o desenvolvimento de um método mais ambientalmente amigavel e de
alto rendimento. Os pardmetros analiticos de mérito foram satisfatorios e o método proposto
foi empregado para a analise de seis amostras de 4gua de coco, sendo encontrado pelo menos

um analito em cinco amostras. Isso demostra a necessidade de desenvolver métodos



120

adequados para a analise ¢ monitoramento de contaminantes em alimentos visando a
seguranga alimentar.

Diante do exposto, esse trabalho se destaca pela contribui¢do na area de quimica
analitica e quimica analitica verde, uma vez que as fases extratoras alternativas
proporcionaram o desenvolvimento de métodos mais ambientalmente amigéveis. Além da
possibilidade de melhoramento da eficiéncia de extragdo utilizando fases com grupos
funcionais e/ou polaridade ajustada para uma classe ou grupos de analitos. Nesse trabalho
também foi demostrada as inimeras possibilidades de aplicagdo de diferentes materiais como
fases extratora alternativas, além da utilizagdo em diferentes técnicas de microetragdo para a
analise de diferentes classes de analitos em matrizes ambiental aquosa, bioldgica e
alimenticia.

Como perspectiva temos que diferentes materiais podem ser explorados como fases
extratoras alternativas em técnicas de extracdo e microextracdo para contornar problemas
apresentados por fases convencionais, buscando sempre o desenvolvimento de metodologias
mais ambientalmente amigaveis. Além disso, as fases extratoras estudadas nesse trabalho
podem ser empregadas em outras técnicas de microextracdo como a BApE, a SDME, a TF-
SPME, a HF-LLME, dentre outras. Ainda, os métodos desenvolvidos podem ser aplicados
para outras matrizes e analitos. Por fim, pode-se estudar a automatizacdo dos métodos

propostos, uma vez que esse assunto ¢ uma tendéncia na 4rea de preparo de amostras.
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