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RESUMO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) s&o considerados poluentes
organicos prioritarios em estudos ambientais. A presenca desses contaminantes em
amostras aquosas pode impactar na qualidade da agua e trazer efeitos negativos
para a saude humana, uma vez que, sao considerados precursores de acgodes
mutagénicas e tumorais em sistemas bioldgicos. Neste estudo foi desenvolvido uma
metodologia analitica baseada na técnica de extracao liquido-liquido em membrana
microporosa de fibra oca (HF-MMLLE) a qual utiliza reduzido volume de solvente. O
solvente extrator utilizado foi o solvente eutético profundo (DES) para a
determinacdo de 11 HPAs em agua de chuva. Para a metodologia foram fixados o
comprimento de 1 cm da membrana de fibra oca de polipropileno, o volume de 400
ML do DES mantido como fase organica nos poros da membrana (fase receptora) e
o volume de 1,5 mL de amostra aquosa (fase doadora). Todos os experiementos
envolvendo a técnica de HF-MMLLE foram realizadas em um sistema de 96-well
plate. Foram otimizados os parametros da metodologia analitica por meio de
planejamentos univariados e multivariados de superficies de resposta. A composigéo
do melhor DES para as extragdes foi acido dodecanoico e o acido hexanoico. Para o
solvente de dessorcdo, o melhor resultado foi utilizando 100% de acetona. Os
tempos o6timos de extracdo e dessorgao foram alcangados em 80 e 40 min,
respectivamente. Na avaliacdo da metodologia desenvolvida, foram obtidos limites
de deteccido e quantificacdo de 4,5 e 15 ug L™, respectivamente, para os HPAs de
estudo. O estudo da linearidade revelou coeficientes de correlagdo maiores ou iguais
a 0,9745. A exatidao do método foi avaliada por meio de testes de recuperagao e as
recuperacoes relativas dos HPAs indicaram valores que variaram de 85 a 117%. A
precisdo do método foi avaliada pelo desvio padrao relativo (RSD %) interdia e
intradia. A preciséo interdia (n = 9) variou de 3% a 13% e a precisao intradia variou
de 1% a 12% (n = 3). A metodologia desenvolvida foi aplicada em amostras de agua
da chuva da regido de Floriandpolis (SC), nas quais nao foram detectados nenhum
dos HPAs avaliados. Os resultados obtidos pela metodologia demonstram que a
nova abordagem de HF-MMLLE/DES exibe uma série de vantagens em relacdo as
técnicas convencionais, como o baixo consumo de solvente e amostra, a
substituicido de solventes toxicos e alta frequencia analitica, possibilitando o uso de
HF-MMLLE/DES para diversas aplicacdes e ainda, a metodologia pode ser utilizada
como um indicador de poluicdo ambiental em amostras de agua da chuva.

Palavras-chave: Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. Extracdo liquido-liquido
de membrana microporosa de fibra oca. Solvente Eutético Profundo. 96-well plate.



ABSTRACT

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are considered priority organic pollutants in
environmental studies. The presence of these contaminants in aqueous samples can
impact water quality and bring negative effects to human health, since they are
considered precursors of mutagenic and tumor actions in biological systems. In this
study, a simple analytical methodology was developed based on the technique of
liquid-liquid extraction in a hollow fiber microporous membrane (HF-MMLLE) which
uses a reduced volume of solvent. The extracting solvent used was deep eutectic
solvent (DES) for the determination of 11 PAHs in aqueous samples. For the
methodology, the length of 1 cm of the polypropylene hollow fiber membrane, the
volume of 400 yL of DES maintained as an organic phase in the pores of the
membrane (receptor phase) and the volume of 1.5 mL of aqueous sample (phase
donor). All assays involving the HF-MMLLE technique were performed on a 96-well
plate system. The parameters of the analytical methodology were optimized through
univariate and multivariate response surface designs. The composition of the best
DES for the extractions was dodecanoic acid and hexanoic acid. For the desorption
solvent, the best result was using 100% acetone. The optimal extraction and
desorption times were reached at 80 and 40 min, respectively. In evaluating the
developed methodology, detection and quantification limits of 4.5 and 15 ug L-1 were
obtained, respectively, for the study PAHs. The linearity study revealed correlation
coefficients greater than or equal to 0.9745. The accuracy of the method was
evaluated by the relative recoveries of PAHs indicating values ranging from 85 to
117%. The precision of the method was evaluated by the interday and intraday
relative standard deviation (RSD %). Interday precision (n = 9) ranged from 3% to
13% and intraday precision ranged from 1% to 12% (n = 3). The technique
developed was applied to rainwater samples from the region of Floriandpolis (SC), in
which none of the evaluated PAHs were detected. The results obtained by the
methodology demonstrate that the new HF-MMLLE/DES approach exhibits a series
of advantages over conventional techniques, such as low solvent and sample
consumption, the substitution of toxic solvents and high analytical frequency,
enabling the use of HF-MMLLE/DES for several applications and the methodology
can be used as an indicator of environmental pollution in rainwater samples

.Keywords: Polycyclic aromatic hydrocarbons. Liquid-liquid extraction of hollow fiber
microporous membrane. Deep Eutectic Solvent. 96-well plate.
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1 INTRODUGAO

A intensificacdo das agbes antropogénicas nos ultimos anos tem provocado
um aumento no numero de poluentes organicos presentes no meio ambiente. Os
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) estdo entre esses poluentes. Eles
sdo considerados poluentes ambientais prioritarios devido ao risco que oferecem a
saude humana, uma vez que, sao potenciais carcinogénicos, e ainda trazem riscos
aos ecossistemas. Sendo assim, é de grande relevancia o monitoramento da
exposicao dos seres humanos aos HPAs, podendo servir como um indicador da
deteccgao precoce a predisposi¢ao ao cancer.

Na maioria das vezes, os HPAs sdo encontrados em baixas concentracdes
nas matrizes ambientais. Além disso, como as amostras ambientais podem ser
incompativeis com a introducdo direta nos instrumentos de analise e, ainda, serem
amostras de alta complexidade e podendo possuir interferentes, € necessaria uma
etapa de pré-concentracdo desses compostos antes da inje¢do no equipamento.
Esse € um dos motivos pelo qual o preparo de amostra € uma etapa essencial
dentre as etapas de uma metodologia analitica. Além da pré-concentragdo, € no
preparo de amostras que ocorre a remogao de possiveis interferentes, o que torna a
amostra adequada ao instrumento analitico. Recentemente, tem se buscado o
emprego de técnicas de preparo de amostras que sejam quimicamente mais verdes,
ou seja, que utilizem pouco ou nenhum volume de solvente orgéanico, e ainda, a
utilizagdo de solventes menos toxicos.

Neste viés, tem se estudado cada vez mais as técnicas de microextracao,
como a extragdo liquido-liquido em membrana microporosa de fibra oca (HF-
MMLLE). Esta técnica baseia-se em uma extracdo de membrana de duas fases,
sendo uma fase doadora aquosa (amostra) e outra, a fase receptora (solvente
organico). Nos poros da membrana microporosa € onde sera impregnado o solvente
organico. No preparo de amostra, o tempo das extragcbes torna-se algo
determinante, visto que, com grandes numeros de experimentos a analise requer
longo tempo. Entdo, para aumentar a frequéncia analitica do método, a técnica de
HF-MMLLE pode ser combinada com o sistema de 96-well plate, permitindo realizar

até 96 extracdes simultaneamente.
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Durante muitos anos, as técnicas de microextracdo vem utilizando solventes
extratores toxicos. Entretanto, devido a busca de se atender as demandas da
quimica verde, diminuindo o impacto ambiental, surgiram novos solventes que sao
menos toxicos que o0s solventes convencionais, como o0s solventes eutéticos
profundos (DES). Eles sdo uma excelente alternativa, dado que, apresentam menor
custo, menor toxicidade, biodegradabilidade e eficiéncia para extragdo de diversos
tipos de compostos (organicos e inorganicos). Diante do exposto, o objetivo deste
estudo € o desenvolvimento de uma metodologia combinando a técnica HF-MMLLE
ao 96-well plate utilizando DES como solvente extrator para a determinagdo de

HPAs em agua da chuva.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) s&o compostos organicos
cujas estruturas quimicas sao formadas por carbono e hidrogénio, contendo dois ou
mais anéis aromaticos condensados. Os HPAs podem ser subdivididos em dois
grupos de acordo com sua massa molar ou numero de anéis, sendo classificados
em leves e pesados. O que os diferencia quanto a classificacdo € o numero de anéis
aromaticos condensados em sua estrutura. Os HPAs leves apresentam até 3 anéis
aromaticos condensados em sua estrutura, ja os HPAs pesados apresentam de 4 a
6 anéis aromaticos (PURCARO; MORET; CONTE, 2013). Os compostos de baixa
massa molecular tem pressédo de vapor mais alta e sdo encontrados principalmente
em amostras de ar, enquanto os compostos com alto peso molecular, normalmente,
estdo ligados a particulas e s&o mais estaveis e mais toxicos do que os HPAs leves
(Ql et al., 2014; WANG et al., 2016).

Os HPAs sédo considerados poluentes orgéanicos prioritarios, sendo que
alguns deles sao relatados como precedentes de a¢gées mutagénicas e tumorais em
sistemas biolégicos (WHO 1983). A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (USEPA) classifica 16 HPAs como poluentes prioritarios por serem os mais
toxicos e exibirem maior possibilidade de exposicdo a populagdo humana incluindo
acenafteno, acenaftiieno, antraceno, benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(ghi)perileno, benzo(k)fluoranteno, criseno,
dibenzo(a,h)antraceno, fenantreno, fluoranteno, fluoreno, indeno(1,2,3-cd)pireno,
naftaleno e pireno (BERIRO et al., 2016). A Figura 1 apresenta a estrutura dos 16

HPAs sugeridos pela USEPA para monitoramento.
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Figura 1. Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPASs) prioritarios em estudos
ambientais de acordo com a Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados Unidos
(USEPA 1987).
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Dentre esses 16 HPAs, devido a disponibilidade, o naftaleno, acenaftileno,
acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, pireno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno e indeno(1,2,3-cd)pireno foram escolhidos para

serem estudados neste trabalho,

2.1.1 Fontes de Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos

O crescimento da quantidade de HPAs no meio ambiente esta associado com
uma maior emissdo a queima de combustiveis fésseis. Esses compostos séo
originados de fontes antropogénicas, como producdo de asfalto e usinas de
liquefagdo, e fonte naturais, como atividades vulcanicas e queima a céu aberto
(WANG 2018). As fontes antropogénicas representam a fracdo mais significativa da

origem desses compostos. Processos mais eficientes emitem menores quantidades
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de HPAs, por isso, a quantidade e o tipo de HPA formado dependem de condi¢cbes
especificas do processo e do combustivel (SILVA, 2010).

A formacgao de HPAs acontece por meio de precursores contendo atomos de
carbono e hidrogénio em alta temperatura (500 - 700°C). Esses precursores sao
parcialmente quebrados em fragmentos instaveis menores (pirdlise), principalmente
radicais, que se recombinam para dar HPAs relativamente estaveis. A formacgao de
HPAs pode ocorrer também em temperaturas mais baixas (100 - 150°C), mas requer
um periodo na escala de tempo geoldégica e uma maior quantidade de HPAs
alquilados sao originados, como no caso da formag¢ao de combustivel fossil natural
(PURCARO; MORET,; CONTE, 2013). Entdo, a formacdo destes compostos
depende de fatores como tipo da biomassa presente, quantidade de oxigénio
disponivel, pressao e, principalmente, de calor, pois a concentragdao de HPA
aumenta linearmente na faixa de temperatura de 400 a 1000°C (CONDE 2004).

2.1.2 Propriedades Fisico-Quimicas dos HPAs

A temperatura ambiente todos os HPAs sdo solidos e apresentam,
comumente, altas temperaturas de fusao e ebuligdo, baixas pressdes de vapor e
solubilidade em agua (Lopes; Andrade, 1996). As caracteristicas fisico-quimicas séao
fatores que direcionam a distribuicdo desses contaminantes entre a fase soluvel e
particulada no ar, na agua, como a solubilidade (S) e a pressao de vapor (PV). A
solubilidade em agua dos HPAs varia entre os pouco soluveis em agua (e.g.
benzo(a)pireno, 0,003mg/L) a soluveis em agua (e.g. naftaleno, 31mg/L), enquanto a
pressado de vapor muda entre compostos altamente volateis (naftaleno) e compostos
relativamente pouco volateis (indeno) (MEIRE 2007). As propriedades fisico-

quimicas estao descritas na Tabela 1.
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Tabela 1. Algumas propriedades fisico-quimicas dos HPAs explorados neste

trabalho.
Massa Coeficiente
Numero Solubilidade Pressdao de particao
HPA de anéis molecular (mg L) de vapor (Lo
(g m0|-1) g p g
(Pa) Kow)
Naftaleno 2 128 31 10,4 3,37
Acenaftileno 3 150 16,1 9.10" 4,00
Acenafteno 3 154 3,8 3.10 3,92
Fluoreno 3 166 1,9 9.102 4,18
Fenantreno 3 178 1,1 0,2 4,57
Antraceno 3 178 4,5 .102 1,0.10°3 4,54
Fluoranteno 4 202 2,6.10" 1,2.10°3 5,22
Pireno 4 202 1,3.10" 6.10* 5,18
Benz(b)fluoranteno 5 252 1,5. 1073 nd* 5,80
Benzo(a)pireno 5 252 3,8.10°3 7,0.107 6,04
Indeno 6 278 nd* nd* nd*

*nd - ndo determinado.  Fonte: Autoria propria (2022)

O coeficiente de particdo entre solvente organico e agua nos possibilita
analisar possiveis processos cumulativos em locais como sedimentos e solos, assim
como na bioacumulacdo (NEFF 1984). O transporte dos HPAs no ambiente
acontece principalmente por via atmosférica associado ao material particulado fino,
ocasionando uma grande distribuicdo desses poluentes no ambiente. Na medida em
que sado emitidos na atmosfera, os compostos podem ser depositados sob a forma
seca (vapor ou particulada) ou umida (precipitacdo sob a forma dissolvida ou
particulada) sobre sistemas aquaticos e terrestres (ROSE; RIPPEY 2002). Este

processo esta esquematicamente representado na Figura 2.

Figura 2. Particao vapor-particula e remocao da atmosfera
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Fonte LOPES 1996

Portanto, a deposi¢cdo seca e Uumida sao os principais processos fisicos de
remocao dos HPAs da atmosfera que existem em fase vapor ou associado a
particulas. Estes processos dependem das caracteristicas fisicas e do tamanho das
particulas, que também esta relacionado diretamente com o transporte atmosférico.
O processo de deposigao umida interfere na remogao de HPA atmosférico em
ambas as fases (gasosa e particulada). Estudos demonstram que o coeficiente de
remogao desses compostos da atmosfera esta relacionado com a intensidade de
chuva (DICKHUT; GUSTAFSON 1996).

Como pode ser observado na Tabela 1, a massa molecular esta inversamente
relacionada com a solubilidade dos HPAs em agua que diminui com o aumento do
numero de anéis. Os HPAs apresentam caracteristicas lipofilicas, onde seus
constituintes sdo classificados como moderadamente a altamente lipossoluveis,
apresentando coeficientes de partigdo octanol-agua (log Kow) que variam entre 3,37
e 6,04 (NETTO et al. 2000). Apesar da baixa solubilidade em agua, os mesmos
podem ser transportados em meios aquaticos, adsorvidos em particulas em
suspensao, ficando posteriormente, depositados nos sedimentos (GODOI et
al.,2004). Além disso, é possivel relacionar a massa molecular com a pressao de
vapor, onde compostos com menores massas moleculares apresentam elevada
pressdo de vapor e como resultado, ampla disseminagdo ambiental (BRITO et al.,
2005).

Os HPAs sao considerados poluentes organicos prejudiciais, sendo que
aqueles de alta massa molecular sdo ainda mais prejudiciais ao meio ambiente e a
saude humana. Os fatores que contribuem para a persisténcias dos HPAs de alta
massa molecular sdo a estabilidade da molécula e a hidrofobicidade e, geralmente,
o aumento no tamanho e angularidade de uma molécula de HPA resulta em um
aumento na hidrofobicidade e estabilidade (ZANDER 1983, HARVEY 1997).

2.1.3 Toxicidade

A importancia do estudo da contaminacdo por HPAs esta no fato de que

muitos deles sao potencialmente carcinogénicos e mutagénicos (NETTO et
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al.,2000). Os HPAs estdo entre aqueles poluentes ambientais que apresentam
atividade cancerigena e mutagénica, podendo provocar tumoragdo em animais e
mutacdo em bactérias (Comissdo Europeia, 2002). A exposi¢gdo da populacéo
humana a esses compostos pode representar um grande risco a saude.

Além da classificacdo feita pela USEPA, a Agéncia Internacional de
Pesquisas sobre o Cancer (IARC) correlaciona os HPAs em relagdo ao potencial
cancerigeno ao homem. As substancias sao classificadas em cinco grupo diferentes,
de acordo com sua toxicidade: Grupo 1 — a substancia é cancerigena ao homem;
Grupo 2A — a substancia é provavelmente cancerigena ao homem; Grupo 2B — a
substancia € possivelmente cancerigena ao homem; Grupo 3 — a substéancia néo é
cancerigena ao homem; Grupo 4 — a substancia provavelmente nao é cancerigena
ao homem (IARC 2006). A Tabela 2 apresenta a classificagdo de alguns HPAs de

acordo com a evidéncia de sua carcinogenicidade.

Tabela 2. Classificacdo de alguns HPAs de acordo com os grupos estabelecidos

pela IARC, com relagao a evidéncia carcinogenicidade.

HPA Classificagao
Naftaleno Grupo 3
Fluoreno Grupo 3

Antraceno Grupo 3
Fluoranteno Grupo 3
Pireno Grupo 3
Benz(a)antraceno Grupo 2B
Criseno Grupo 2B
Benz(b)fluoranteno Grupo 2B
Benzo(a)pireno Grupo 1
Indeno Grupo 2B

Adaptado de IARC (2006)

Apesar dos HPAs mais leves terem propriedades carcinogénicas/mutagénicas
mais fracas, eles sdo os mais abundantes na atmosfera urbana e reagem com
outros poluentes para formar derivados mais toxicos. Por isso, € importante a
determinacao da exposi¢cao humana a misturas de HPAs, e ndo s6 em suas formas
individuais. Os niveis desses poluentes individuais variam em diversas ordens de
magnitude e geralmente estio na faixa entre < 0,1 e 100 ng/m3. (WHO 1997, PARK
et al., 2002).
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Os efeitos na saude humana variam de acordo com a duragdo e da via de
exposicao, da quantidade ou concentragdo de HPAs a que se esta exposto, além de
fatores, como estado de saude pré-existente e idade. A exposicdo ocupacional a
altos niveis de misturas de poluentes contendo os HPAs resulta em sintomas como
irritacdo nos olhos, nausea, vomito, diarreia e confusdo (RENGARAJAN et al., 2015).
No entanto, ndo se sabe quais componentes da mistura foram responsaveis por
esses efeitos, e outros compostos comumente encontrados com HPAs podem ser a
causa desses sintomas. Misturas desses compostos também sao conhecidas por
causar irritagéo e inflamacéo da pele. O antraceno, benzo(a)pireno e naftaleno sé&o
irritantes diretos da pele; e os dois primeiros sao relatados como sensibilizadores da
pele, ou seja, causam uma resposta alérgica da pele em animais e humanos (KIM
et.al 2013).

Os humanos podem ser expostos aos HPAs através de trés vias principais:
inalagcéo, contato com a pele e ingestdo. A maioria dos estudos de toxicidade dos
HPAs tem sido realizada por exposicdo dérmica, subcutanea e inalatéria. No
entanto, foi demonstrado que a ingestao através de alimentos e agua € uma das
principais vias de exposigdo (PURCARO et.al 2013). Sendo assim, a agua foi
escolhida como a matriz para este trabalho, e por ela ser uma matriz complexa, além
de outros fatores, € necessaria uma etapa de preparo de amostra antes da injecao

no instrumento.

2.2 PREPARO DE AMOSTRA

A maioria dos métodos analiticos requer uma etapa de preparo de amostra,
para que as amostras sejam adequadas ao sistema de introdu¢cdo de amostras da
técnica a ser utilizada. E comum que ndo se analise quimicamente matrizes na sua
forma bruta, pois elas podem apresentar interferéncias e ndo serem compativeis
com o equipamento analitico (MERIB; CARASEK,2013). Para evitar tais problemas,
sdo realizados procedimentos de preparo de amostra, visando a extracao e pre-
concentracdo de analitos, eliminacdo de compostos interferentes, limpeza ou
compatibilizagdo quimica e/ou fisica das amostras com o sistema analitico
empregado (CAMPOS, 2015). Sendo assim, o preparo de amostras € umas das
etapas mais importantes e essenciais para o éxito de qualquer método analitico. No
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entanto, o preparo de amostras também é geralmente a etapa mais lenta e uma das
principais fontes de erros em uma analise quimica.

A importancia desta etapa analitica contribuiu para que fossem desenvolvidas
diversas técnicas e métodos de preparo de amostras, principalmente para amostras
com matrizes complexas, tais como fluidos biolégicos, amostras ambientais,
alimentos, etc. Assim, foram desenvolvidas e consolidadas as tradicionais técnicas
de extracao liquido-liquido (liquid-liquid extraction - LLE) e a extracao em fase sélida
(solid phase extraction - SPE) (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001). Entretanto,
essas técnicas tradicionais geralmente sdo demoradas, trabalhosas e envolvem o
uso de grande volume de solventes organicos, o que é custoso e gera uma
quantidade consideravel de residuos prejudiciais a saude humana e ao meio
ambiente (CUNHA; FERNANDES, 2018).

Para superar essas limitagdes, durante anos tem se buscado técnicas que
tenham um menor impacto ambiental. Nesse sentido, ha a tendéncia do
desenvolvimento de metodologias simplificadas, miniaturizadas e automatizadas
levando a uma redugdao na utilizacdo de solventes e o desenvolvimento de
processos menos agressivos ao meio ambiente, mantendo ao mesmo tempo uma
boa eficiéncia de extragdo (ASENSIO-RAMOS, 2011). Dentre as técnicas
desenvolvidas, ganharam destaque as chamadas técnicas miniaturizadas de
preparo de amostras, as quais tiveram grande impulso com o desenvolvimento da
microextracdo em fase sélida (SPME, do inglés solid phase microextraction)
proposta por Pawliszyn e colaboradores no ano de 1990. Em seguida, foram
apresentados os primeiros trabalhos sobre a utilizagdo da microextracdo em fase
liquida (LPME, do inglés liquid phase microextraction) introduzidos em 1996 por
Dasgupta et al. e Cantwell et al., (1996).

A microextracdo em fase solida (SPME) € uma técnica de extragdo que nao
utiliza solvente e tornou-se muito popular nos ultimos anos. A SPME utiliza
diferentes materiais extratores em varias configuracbes para a extracdo de uma
ampla gama de analitos (TOBISZEWSKI et al.,, 2010). A microextragcao em fase
liquida (LPME) compreende uma gama de técnicas ligeiramente diferentes,
caracterizadas pelo uso de pequenas quantidades de amostra e pequenos volumes
de solventes organicos. A partir desses primeiros trabalhos realizados com

microextracao em fase liquida foram desenvolvidas diferentes variantes para a
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LPME, cada uma delas apresentando caracteristicas especificas. (CUNHA,;
FERNANDES, 2018). Dentre estas diversas configuragbes destacam-se: a
microextracdo em fibra oca (HF-LPME) e a extracao liquido-liquido em membrana
microporosa de fibra oca (HF-MMLLE).

2.2.1 Microextragao em fase liquida suportada com membrana oca (HF-LPME)

A técnica de microextracdo em fase liquida suportada com membrana oca
(HF-LPME) foi introduzida em 1999 por Pedersen-Bjegaard et al. Nesse estudo foi
utilizado um solvente orgéanico, 1-octanol, para se analisar amostras de urina e
plasma humano. O solvente foi imobilizado nos poros de uma membrana de
polipropileno, formando uma membrana liquida suportada (SLM, do inglés supported
liquid membrane). Além do solvente, foi adicionado no interior da fibra uma solugcéo
receptora acida e a amostra teve seu meio ajustado para basico pela adi¢cdo de
NaOH. O analito foi extraido da fase doadora (amostra) para o solvente organico e
em seguida conduzido para a fase receptora (solugdo acida). Ao final, a fase
receptora contendo os analitos extraidos foi analisada por eletroforese capilar,
demonstrando que extracdo de metanfetamina em amostras aquosas com o uso da
técnica obteve resultados satisfatorios (PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN,
1999).

Dessa forma, utiliza-se para a extracdo um solvente organico imiscivel na
amostra que fica imobilizado em uma fina membrana liquida suportada. A
imobilizagdo do solvente € realizada com a imersdo da membrana no solvente
organico, por alguns segundos. O solvente vai fluir para os poros da membrana por
forga capilar. A fase orgénica € suportada por uma membrana hidrofébica, que
mantém o solvente em posigao. A parte de dentro da membrana oca € preenchida
com alguns pL de uma solucdo receptora, em seguida, a membrana € colocada na
solucao da amostra para a extracdo dos analitos. Os compostos de interesse sao
extraidos a partir da amostra (aquosa) por meio da SLM (organica) e migram para a
solugao receptora (aquosa ou organica) localizada no interior da membrana oca. Ao
fim da extracdo, uma microsseringa coleta a fase receptora do limen da membrana
e o extrato obtido € encaminhado para analise final em equipamento compativel com
os analitos e a fase receptora (MERIB; CARASEK, 2013).
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A membrana mais utilizada para HF-LPME & a composta por polipropileno,
geralmente apresentando porosidade de aproximadamente 70%, tamanho de poros
de 0,2 ym, espessura de parede de aproximadamente 200 um e diametro interno de
600 ym. O tamanho da membrana pode variar, geralmente, de 1,5 a 10 cm,
dependendo da aplicagdo (MERIB; CARASEK, 2013).

2.2.1.1 Configuragdes da HF-LPME

A microextragcdo em fase liquida utilizando membrana oca apresenta duas
formas basicas: utilizagcdo de duas ou trés fases. No sistema utilizando duas fases, o
analito é extraido de uma amostra aquosa (fase doadora) através de um solvente
imiscivel com a agua, o qual é imobilizado nos poros da membrana para formar a
membrana liquida suportada (SLM), e utiliza-se também esse mesmo solvente
organico no interior dessa membrana (fase extratora). Neste sistema, os analitos sdo
extraidos por difusdo passiva da amostra aquosa (solu¢do doadora) diretamente
para a solucao organica receptora (MERIB; CARASEK, 2013).

No sistema utilizando trés fases, como mostra a Figura 3, o analito é extraido
de uma solugdo aquosa (fase doadora) através de um solvente organico imobilizado
nos poros de uma membrana oca (fase organica) para uma nova fase aquosa (fase
receptora) presente no interior da fibra oca. A fase organica, nesse caso, funciona
como uma barreira entre a solugéo receptora e a solugdo doadora, essa barreira nao
permite a mistura dessas duas fases aquosas. Quando se usa trés fases, a solugéo
receptora é aquosa e os compostos utilizados sao os que ionizam. Assim na matriz
aquosa esses analitos encontram-se na forma neutra para possuir afinidade pela
membrana e quando eles entram em contato com a fase receptora sao ionizados,
garantindo assim que os analitos n&o irdo migrar para a amostra novamente
(OLIVEIRA et al., 2008).

A escolha do modo de HF-LPME a ser empregado depende na maioria das
vezes das caracteristicas dos analitos a serem analisados. O uso do sistema de
duas fases € indicado para analitos com hidrofobicidade moderada a alta, enquanto
o sistema de trés fases tem uso preferencial para compostos ionizaveis acidos ou

basicos (SIMAO et al., 2016). Na Figura 3 estdo representados esquemas dos
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constituintes de um dos sistemas de HF-LPME utilizados, um com trés fases (a) e

outro com duas (b).
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Figura 3. Esquema dos modos de extragcdo utilizados em HF-LPME. Onde a

representa 3 fases e b 2 fases.
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Fonte: adaptado de Lee et al., 2008

Para melhores resultados utilizando a técnica de HF-LPME, é necessario o
ajuste de alguns parametros, como pH da amostra, ajuste da forga ibnica e de tempo
extracdo, e as condicbdes otimizadas dependem diretamente dos analitos a serem

determinados e da analise seguinte para detecgao.

A fim de obter resultados bons e confiaveis, alguns paradmetros devem ser
avaliados cuidadosamente durante o desenvolvimento do método, tais como a
escolha do solvente organico, ajuste do pH da amostra, forga ibnica, escolha da
membrana, agitacdo do sistema e o tempo de extragdo. A escolha do solvente
organico € considerada uma variavel de extrema importancia em um procedimento
de microextragdo em fase liquida. O solvente utilizado deve possuir algumas
caracteristicas tais como: ter alta eficiéncia de extracdo para os analitos de
interesse, ter boa seletividade, ser imiscivel em agua ou baixa solubilidade, para que
ndo ocorra a dissolugdo da fase organica durante a extragdo, possuir
compatibilidade com a membrana e com a técnica de determinacido analitica, por
exemplo a fase movel, e apresentar alta pureza para analise via HPLC, ou seja, nao
ter interferentes ou contaminantes que prejudiquem a analise (KOLOSA,;
PRZYJAZNY; JEANNOT, 2009).
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Outro parametro que pode afetar a eficiéncia de extragdo € o ajuste do pH,
pois pode afetar o equilibrio de dissociagdo e a solubilidade dos analitos acidos ou
basicos. Os analitos precisam estar na sua forma neutra, para garantir que ocorra a
interacdo entre analito e fase organica, por isso, de acordo com Merib e Carasek
(2013), o pH deve ser ajustado em um valor de pelo menos 1,5 unidade menor em
relacdo ao pKa para as espécies acidas e, em caso contrario, em pelo menos 1,5
unidade acima do pKa para qualquer soluto basico. Normalmente, para analitos
acidos, o pH da amostra € ajustado entre 0,1 e 3,5, enquanto para analitos basicos o
ajuste varia entre 10 e 14. Para um sistema de HF-LPME de trés fases, para garantir
a extragdo dos compostos de interesse para a fase receptora e para que eles nao
retornem para a fase orgéanica nos poros da membrana, o pH da solugéo receptora
deve ser ajustado a valores que garantam a ionizagdo dos analitos. Por isso,
solucdes receptoras basicas devem ser usadas para analitos acidos e solugdes
receptoras acidas devem ser utilizadas para analitos basicos (ESRAFILI; YAMINI;
SHARIATI, 2007).

A mudancga da forga ibnica esta relacionada com o efeito salting-out e varia de
acordo com os analitos que sido estudados. A adicdo de sal e a consequente
mudanga da forga i6nica da solugdo da amostra podem afetar significativamente os
resultados obtidos com a microextracdo em fase liquida. A adicdo de sal pode
diminuir a solubilidade dos analitos e, dessa forma, aumentar a eficiéncia de
extragdo em virtude do efeito salting-out. Para alguns analitos, a presenga de um sal
pode ndo ser significativa e dependera da natureza de cada analito em estudo
(MERIB; CARASEK, 2013).

No que se refere a escolha da membrana, deve-se optar por membranas que
possuem certa hidrofobicidade, para que o uso do solvente organico seja compativel
e tenha uma melhor interagcdo. Outra caracteristica € escolher membranas que
possuem alta porosidade, assim os solventes organicos ficardo imobilizados nas
paredes da membrana (PSILLAKIS; KALOGERAKIS, 2003). As membranas mais
utilizadas sao as de polipropileno, disponiveis comercialmente pela empresa
Membrana (Wuppertal, Alemanha), a qual disponibiliza membranas capilares e
planas que podem ser utilizadas para aplicacdo da técnica (SIMAO et al., 2016).

A agitagdo da amostra € normalmente utilizada para acelerar a cinética de
extragdo. Sendo assim, o aumento da taxa de agitacdo da solucdo doadora acelera
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a extracdo, bem como a difusdo dos analitos através da camada interfacial da
membrana € facilitada (BURATO et al.,, 2019). Na HF-LPME, como o solvente
organico da membrana liquida suportada e a fase receptora estao protegidos nos
poros, podem ser utilizadas velocidades de agitacdo mais elevadas e isso néao
compromete a eficiéncia de extracdo do método. De acordo com Kolosa, Przyjazny e
Jeannot (2009), taxas de agitagao proximas de 2000 rpm podem ser utilizadas para
sistemas de duas fases e 1500 rpm em sistemas de trés fases.

E por fim, um dos fatores mais importantes € a otimizagcdo do tempo de
extracdo, uma vez que o processo de transferéncia de massa depende do tempo
para que o equilibrio entre a fase aquosa/organica (sistema bifasico) ou
aquosa/organica/aquosa (sistema trifasico) seja alcangado. O tempo de extracéo
pode depender de algumas caracteristicas do analito, tais como a massa molecular
e sua volatilidade (KOLOSA; PRZYJAZNY; JEANNOT, 2009). Sendo assim, na
técnica de HF-LPME a recuperacédo do analito aumenta com o tempo de extragao
até atingir o equilibrio, na qual a distribuicdo do analito entre as fases permanece
constante. Vale destacar, que em alguns casos, o tempo necessario para que o
equilibrio seja alcangado é longo; por isso, a extragdo é realizada em condi¢des de
nao equilibrio, controlando-se precisamente o tempo de extracdo (RASMUSSEN;
PEDERSENBJERGAARD, 2004).

2.2.2 Extracao liquido-liquido em membrana microporosa de fibra oca (HF-MMLLE)

A extragdo liquido-liquido em membrana microporosa (MMLLE) foi
desenvolvida com base nos principios quimicos da extracao liquido-liquido (LLE) e
nas configuragdes da técnica HF-LPME de duas fases. Essa técnica foi utilizada pela
primeira vez em 2007 por Zorita, Barri e Mathiasson, a configuracéo proposta utiliza
o interior da membrana para insercdo de um suporte e fixacdo em um émbolo de
seringa ZORITA; BARRI; MATHIASSON, 2007). A HF-MMLLE é uma técnica de
extragcdo de duas fases, sendo uma fase aquosa que é chamada de fase doadora
(amostra) e uma fase orgénica chamada de fase receptora. A fase organica é
suportada por uma membrana hidrofébica que mantém o solvente.

A escolha do solvente organico que sera impregnado nos poros da membrana
€ uma etapa importante em HF-MMLLE e para todas as técnicas de LPME, sendo
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suas propriedades fisico-quimicas de grande importancia para que ocorra a
extragdo. Propriedades como densidade, coeficiente de particdo, viscosidade e
solubilidade em agua devem ser levadas em consideragao (KOKOSA et al., 2019). A
MMLLE é uma técnica preferencialmente usada para compostos hidrofébicos que
tendem a ser extraidos com facilidade pela fase receptora organica (FONTANALS;
BARRI; BERGSTROM; JONSSON, 2006)

As principais vantagens das técnicas de extragdo baseadas em membrana,
como a HF-MMLLE sdo o baixo consumo de solvente organico, baixo custo de
analise e o facil manuseio (ZORITA; BARRI; MATHIASSON, 2007). Além disso, é
possivel adaptar as membranas em um sistema de placas semiautomatizado de 96
poc¢os, aumentando consideravelmente o numero de amostras a serem extraidas
simultaneamente (LOPES; MERIB; CARASEK, 2018).

Na técnica MMLLE a extracdo ocorre por difusdo passiva dos analitos
presentes na fase doadora (amostra) para o solvente orgéanico imobilizado nos poros
da membrana. A Equacado 1 relaciona a concentragdo de analito (A) no equilibrio
entre a amostra (A amostra) e a fase extratora organica receptora (A fase organica)

para um sistema de HF-LPME com duas fases.
A amostra = A fase organica (Eq. 1)
A extracao dos analitos esta relacionada com o coeficiente de particao entre a

solucao organica receptora e a solugao doadora (Kvwd), conforme a Equacao 2:

[Analito|fase receptora

'Analito]fase doadora (Eq. 2)

Onde, K ¢é o coeficiente de particao, [Analito] fase doadora é a concentragao
do analito organico na fase doadora e [Analito] fase receptora € a concentracéo do
analito orgénico na fase receptora (MERIB; CARASEK, 2013). O valor de coeficiente
de particao pode variar de acordo com o solvente organico selecionado como fase
receptora. O solvente ideal para uma utilizacdo especifica deve apresentar baixa
viscosidade para proporcionar altos coeficientes de particdo e ter compatibilidade
com a membrana selecionada para o estudo, apresentar imiscibilidade em agua e
baixa volatilidade (ESRAFILI et al., 2018).
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Até alguns anos atras, os solventes utilizados nas técnicas de microextragdo
sempre estavam associados a um certo grau de toxicidade, mas o recente
desenvolvimento de uma notavel geragao de novos solventes de extracdo, como os

Solventes Eutéticos Profundos (DES) esta mudando esse cenario.

2.3 SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS

Os DES comegaram a ser relatados por Abbot et al. (2001), onde uma mistura
de cloreto de colina e um sal metalico (cloreto de zinco) poderia formar um liquido
em temperaturas abaixo de 100 °C. Dois anos depois, 0 mesmo grupo de pesquisa
(ABBOT et al. 2003) desenvolveu uma mistura eutética combinando cloreto de colina
(ChCl) e ureia, e assim, foi publicado o primeiro trabalho utilizando DES. Neste
trabalho, a mistura eutética formada apresentava um decaimento no ponto de fuséao,
quando comparada aos componentes individuais. A Figura 4 mostra o diagrama de
fases para a mistura na raz&o molar 1:2 (SMITH; ABBOTT; RYDER, 2014).

Figura 4. Representagdo esquematica de um ponto eutético em um diagrama de

fases do cloreto de colina e ureia.
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Fonte: adaptado de Smith, Abbott e Ryder (2014)
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A figura acima mostra que o DES apresentou ponto de fus&o igual a 12 °C
(ponto eutético). Ja seus precursores, cloreto de colina e ureia, apresentam ponto de
fusao de 302 e 133 °C, respectivamente. Sendo assim, ocorreu um abaixamento da
temperatura de fusdo. Dessa forma, os DES sao formados por duas moléculas, um
receptor de ligagdo de hidrogénio (HBA) e um doador de ligagdo de hidrogénio
(HBD), gerando um liquido homogéneo em determinada temperatura resultante das
ligacbes de hidrogénio entre os componentes. Sao caracterizados por terem ponto
de fusdo menor que seus componentes individuais (CUNHA; FERNANDES, 2018).
Os HBA mais comuns s&o sais quaternarios de aménio, com destaque para cloreto
de colina e sais de tetrabutilamdnio, como cloreto e brometo de tetrabutilaménio.
Entre os HBD, destacam-se alcoois, acidos graxos, amidas, como exemplo acido
decandico e ureia (FLORINDO; BRANCO; MARRUCHO, 2019).

Os DES sao considerados menos téxicos quando comparados com solventes
organicos convencionais utilizados em extragcdes e muitas vezes biodegradaveis,
tornando-os alterantivas valiosas de solventes para aplicagdes em Quimica Analitica
Verde. Porém, alguns podem apresentar alta viscosidade e estado solido a
temperatura ambiente, o que limita sua utilizagdo nas técnicas de extracéo liquido-
liquido (SHISHOV et al., 2017). Outra alternativa sdo os solventes eutéticos
profundos naturais (NADES), os quais foram introduzidos na pratica analitica como
um tipo alternativo de solvente de extragao. Choi e colaboradores (2011) exploraram

produtos naturais como fonte de solventes de DES.

Os NADES podem ser encontrados na natureza, portanto, essas misturas sao
baseadas em compostos naturais, principalmente metabdlitos primarios que estao
naturalmente presentes em todos os tipos de células e organismos. Os compostos
em geral do NADES s&o agucares como glicose, sacarose, frutose e acidos
organicos como lactico, malico, citrico. Além disso, também sao utilizados ureia e
cloreto de colina. As interagdes intermoleculares que ocorrem na mistura eutética
dependem dos componentes individuais, podendo ser ligagdes de hidrogénio ou
forcas de Van der Waals (DAI; VAN SPRONSEN; WITKAMP; VERPOORTE; CHOI,
2013).

Os NADES apresentam propriedades adequadas para serem usados como
solventes alternativos em técnicas de extracdo liquido-liquido incluindo serem

liquidos a temperatura ambiente (e as vezes até abaixo de 0 °C), terem uma
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viscosidade que pode ser facilmente ajustada com aquecimento, além de serem
sustentaveis e seguros. Como o NADES pode dissolver metabdlitos polares e
apolares, entdo, eles podem servir como solvente extrator de muitas classes de
compostos, dependendo das propriedades fisico-quimicas de cada NADES (PAIVA
et al.,2014).

2.3.2 Solventes eutéticos profundos hidrofébicos

Os primeiros DES estudados apresentaram carater hidrofilico, ou seja, eram
misciveis em agua. E apesar de serem muito aplicados, estes DES apresentam uma
certa limitagdo na extragao e na separagao dos analitos. Uma vez que, os DES nao
seriam capazes de formar fases diferentes em processos de extracdo em fase
aquosa, o que dificulta a separagdo do analito de interesse da fase aquosa para a
fase eutética (TANG; DAI; ROW, 2018). Com a necessidade de se introduzir uma
nova classe de DES, surgiu o primeiro DES hidrofébico em 2015. A Figura 5 mostra

o numero de publicagbes empregando DES e DES hidrofobico nos ultimos anos.

Figura 5. Evolucao do numero de publicagdes de DES em geral (em azul) e de DES

hidrofébicos (em verde) nos ultimos anos.
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Fonte: Adaptado (FLORINDO; BRANCO; MARRUCHO, 2019).
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Van Osch e colaboradores (2015) prepararam pioneiramente os DES
hidrofébicos utilizando como HBD acido decandico e, como HBA, diferentes tipos de
sais de amoénio quaternarios com o intuito de usa-los em procedimentos de extragéo.

Os DES hidrofébicos podem ser divididos em neutros e ibnicos. Os DES
hidrofébicos formados por componentes individuais neutros, como alcoois de cadeia
longa e acidos graxos, apresentam uma menor diminuigdo da temperatura de fusao
e apresentam maior fluidez quando comparado aos DES hidrofébicos com

precursores ibnicos, como sais de amdnio quartenarios (SHISHOV, 2020).

2.3.3 Propriedades fisico-quimicas dos DES

O uso dos DES como solventes em processos de extracdo liquido-liquido
depende de suas propriedades fisicas, como viscosidade, densidade, miscibilidade e
polaridade. E interessante escolher solventes que tenham baixa viscosidade para
facilitar a mistura, mas com grande diferenca de densidade da matriz para facilitar a
separagdao das fases (HUDDLESTON; WILLAUER; SWATLOSKI; VISSER;
ROGERS, 1998). As principais propriedades que influenciam a escolha do DES sao
o ponto de fusdo, densidade, viscosidade, condutividade.

A viscosidade € um ponto importante, pois parte dos DES exibe viscosidade
relativamente alta (> 100 cP) a temperatura ambiente. Isto esta relacionado com a
presenga de uma extensa rede de ligagbes de hidrogénio entre cada componente,
resultando em uma menor mobilidade de espécies livres dentro do DES. Devido ao
interesse em se aplicar o solvente em técnicas de preparo de amostra, o
desenvolvimento de DES com baixas viscosidades é altamente desejavel. O que
pode afetar a viscosidade das misturas eutéticas sdo a natureza quimica dos
componentes do DES, temperatura e o teor de agua (ABBOTT; CAPPER; GRAY,
2006).

A viscosidade da maioria das misturas eutéticas muda significativamente em
funcdo da temperatura. Os perfis viscosidade-temperatura seguem um
comportamento semelhante ao de Arrhenius. A medida que a temperatura aumenta,
a viscosidade diminui (ZHANG; VIGIER; ROYER; JEROME, 2012). Devido & essas
viscosidades relativamente altas, a maioria deles exibem baixa condutividade

(inferiores a 2 mS cm™' a temperatura ambiente). No entanto, as condutividades dos
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DES geralmente aumentam significativamente a medida que a temperatura aumenta
devido a diminui¢do da viscosidade do DES (CUNHA; FERNANDES, 2018).

A densidade dos DES é influenciada pela temperatura e proporgdo molar.
Com o aumento da propor¢cédo do HBD no DES o valor da densidade tende ao valor
da densidade do HBD puro, podendo ser maior que esse valor (DAl et al., 2013;
LERON et al., 2012). A maioria dos DES exibe densidades mais altas que a agua.
Esta notavel diferenca de densidade pode ser atribuida a uma organizagao
molecular diferente ou empacotamento do DES (ABBOTT; BARRON; RYDER;
WILSON, 2007).

Uma das principais caracteristicas dos DES é o ponto de fusdo muito mais
baixo do que o de qualquer um de seus precursores. Isto ocorre pela influéncia dos
componentes do DES (HBD e HBA), por exemplo, o ponto de fusdo de um DES
derivado de sal de colina combinado com ureia diminui na ordem F > NOs™ > C| >
BF4 indicando uma correlagdo com a forga da ligagdo de hidrogénio. A razao molar
também tem um efeito no ponto de fusdo, quando o ChCI foi misturado com ureia em
uma razao molar de 1:1 e 1:2, o DES resultante mostrou um ponto de fusao de 50°C
e 12°C, respectivamente (ZHANG; VIGIER; ROYER; JEROME, 2012).

Por isso, o uso dos DES como solvente de extragdo tem muitas vantagens,
como seu baixo custo, a facilidade de preparagao que proporciona uma série de
vantagens em relacdo aos solventes organicos convencionais e liquidos idnicos,
uma grande capacidade de ter diferentes tipos de DES mudando apenas um de
seus componentes, baixa toxicidade, alta biodegradabilidade e a capacidade de
solubilizar espécies organicas e inorganicas (FAROOQ; ABBASI; ANDERSON,
2020).

A Tabela 3 apresenta alguns métodos da literatura que fizeram uso de DES

como fase extratora.
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Tabela 3. O uso de DES como fase extratora em métodos de preparo de amostra.

Método

reparo Técnica
Analitos Amostra P dpe DES utilizado de Referéncia
separagao
amostra
Parabenos Aqua DES- DL-mentol e HPLC-
g LLME  acido decandico DAD (GE, 2019)
(FARAJZADEH,;
. Suco de frutas DES- MOGADDAM;
Pesticidas ™ \egetais ~ DLLME  clorofenol GC-FID AGHANASSAB,
20j6)
Compostos o DES- - (GARCIA et.,al
fenGlicos Azeite virgem LLE ChCl: xilitol HPLC-UV 2016)
Dopamina, DES- (KHEZELI,
epinefrina e Urina e soro ChCl:ureia HPLC- UV DANESHFAR,
. . DSPE
norepinefrina 2015)
Terpensides Folhas de DES- (TANG; BI,
pen Chamaecyparis ChCl:etilenoglicol  GC-FID ZHANG; ROW,
Bioativos HS-SME
obtusa 2013)
Cadmio Agua DES ZnCl2:acetamida FAAS (TUZEN, 2016)

LLME- Microextragdo liquido-liquido; DLLME - Microextragdo liquido-liquido dispersiva; DSPE-
extracdo em fase micro-sdlida dispersiva; HS-SME - Microextragdo de solvente headspace; F AAS -
espectrometria de absorgéo atdmica com chama. Fonte: Autoria prépria (2022)

De acordo com as informagdes apresentadas na Tabela 3, muitos estudos ja
foram realizados com diferentes analitos, utilizando variadas técnicas de
microextracdo como DLLME, LLME, DSPE E HS-SME (GARCIA et.,al 2016,
KHEZELI; DANESHFAR, 2015, TANG; BIl; ZHANG; ROW, 2013) . Um desses
métodos, utiliza a microextracao liquido-liquido com solvente eutético profundo in
situ, juntamente com cromatografia liquida de alta eficiéncia para a determinacgao de
parabenos em amostras aquosas (GE, 2019). Além dos trabalhos utilizando HPLC, o
DES ja foi usado para pré-concentracdo de Cadmio com determinagdo por

espectrometria de absorgao atdbmica com chama (FAAS) (TUZEN,2016).

Assim, a utilizacdo dos DES como fase extratora pode ser considerada um
solvente em expansao, portanto, € bastante interessante a exploracdo de todas as
suas capacidades e caracteristicas. Eles ja foram usados para extragcao de diversos
tipos de analitos, em diferentes configuracbes e amostras, porém existem poucos

estudos que avaliam a eficiéncia do DES em anélise de HPA em agua de chuva.
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3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma metodologia analitica eficiente utilizando HF-MMLLE ligada

a um sistema de 96-well plate para a determinagdo de HPAs em amostras de agua

de chuva empregando DES como fase extratora e quantificagdo por HPLC-DAD.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

(i)

(i)
(iii)

(iv)

Preparar diferentes DES e avaliar qual se aplica melhor a técnica de
HF-MMLLE; Caracterizagao do DES com escolhido.

Otimizar a separagao cromatografica dos HPA no HPLC-DAD;

Preparar as membranas de polipropileno para a HF-MMLLE e DES

no sistema de 96-well plate;

Otimizar os principais parametros da HF-MMLLE/DES, incluindo etapa
de extracado (escolha do DES, tempo, pH da amostra e efeito salting-

out) e dessorgao (tempo e solvente ou mistura de solventes);

Determinar e avaliar os principais parametros analiticos de mérito como
coeficiente de determinacéo (R?), limite de quantificacéo (LOQ), limite
de deteccao (LOD), faixa linear de trabalho, recuperacao relativa e

precisao intradia e interdia;

Aplicar a metodologia desenvolvida para determinacao de HPAS em

amostras de agua de chuva.
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4 METODOLOGIA
4.1 MATERIAIS E REAGENTES

Para a metodologia proposta foi utilizado uma solugdo padrdo estoque
contendo a mistura dos 11 HPAs (Naftaleno, Acenaftileno, Acenafteno, Fluoreno,
Fenantreno, Antraceno, Pireno, Benzo(b)fluoranteno, Benzo(k)fluoranteno,
Benzo(a)pireno, Indeno(1,2,3-cd)pireno) com concentragdo de 200 mg L' em
metanol obtida da Supelco (Bellefonte, PA, EUA). A partir dessa solugao, foi
preparada uma solugdo com a mistura dos analitos em uma concentragao de 10 mg
L-' para realizar a separagdo cromatografica. Para a produgdo dos DES foram
adquiridos canfora (96%), timol (298,5%), D-sorbitol (=98%), acido hexandico (GC,
298%), acido dodecanoico (GC, 299%), acido butirico (299%) da Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, EUA). Acetona (Ace), metanol (MeOH ) e acetonitrila (ACN) com pureza
>99,8% foram adquiridos da Merck (Kenilworth, NJ, EUA). Agua ultrapura (18,2 MQ
cm) foi obtida através de um sistema de purificacdo de agua Mega Purity (Billerica,
MA, EUA). A membrana oca usada neste estudo foi de polipropileno PP300/1200
Accurel® com 1,2 mm de didmetro interno, 300 ym de espessura, 0,2 um de

tamanho do poro e foi obtida da Membrane (Wuppertal, Germany).

4.2 INSTRUMENTAGAO

As amostras foram analisadas em um cromatografo liquido de alta eficiéncia
modelo LC-20AT (Shimadzu, Japao), utilizando um detector de arranjo de diodos
(DAD) modelo SPD-M20A, um injetor manual (Rohnert Park, CA, EUA) com loop de
injecédo de 20 yL a vazao de 1,5 mL min-'. A separacao foi realizada em uma coluna
em fase reversa C18 (250 mm de comprimento x 4,6 mm de didmetro interno e
espessura de filme de 5 ym) da Phenomenex. A composigdo da fase movel foi
composta pela fase A sendo acetonitrila (ACN) 60% e a fase B sendo agua (40%).
Foi empregado o modo gradiente e a fase mével constituiu de: ACN (A) 60% e agua
(B) 40% de 0-3,0 min; a concentracdo de A aumentou até 75% de 3,0-10,0 min; a
concentracao de A aumentou novamente até 100% de 10,0-15,5 min e de 15,51 min

a concentracdo de A retornou novamente a 60% e manteve-se até o fim da corrida
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em 21,0 min. Os comprimentos de onda selecionados para monitoramento dos HPA
foram de 235, 250, 265 e 295nm. Entre as injegdes foi realizado um procedimento

de limpeza com 100% de (A) durante 5 min.

4.3 PREPARO DAS MEMBRANAS NO SISTEMA DE 96-WELL PLATE COM DES

O preparo das membranas de polipropileno (PP) foi feito de acordo com
Lopes et al. (2018). Tubos cilindricos de PP de 1 cm de comprimento foram usados
nos experimentos. Estes tubos foram lavados com Ace para limpeza de possiveis
contaminantes e interferentes. Apds secos, os tubos foram encaixados nos pinos do
96-well plate, deixando um pequeno espaco da base do pino exposto, para garantir
que todo o interior da membrana fosse preenchido pelo pino e ndo houvesse
espacos vazios. Em seguida, os poros das membranas fixadas nas hastes foram
impregnados com o solvente. Para a impregnacao do solvente na fibra oca, 29 uL de
cada DES foram colocados nos pocos do sistema de 96 pocos e as fibras
suportadas foram deixadas em imersao por 10 min de acordo com MORELLI et al.,
(2020). A Figura 6 mostra o esquema do preparo da membrana de PP para o

sistema de 96 well-plate

Figura 6. Esquema do preparo da membrana

Membranas acopladas aos pinos

Tubo cilindrico de propileno Membranas cortadas em 1cm

Acoplamento do pente no sistema Impregnacéo do solvente

Fonte: Autoria propria (2022)
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4.4 PREPARO E OTIMIZAGAO DOS SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS

Os DES foram preparados pela combinacédo de diferentes HBA e HBD. As
fracoes molares dos HBA e HBD avaliadas no presente trabalho estdo apresentadas
na Tabela 4. As quantidades dos precursores do DES foram pesadas, transferidas
para um tubo aquecidas a uma temperatura de 60°C e mantidos sob agitacéo
magnética por 2 h (MORELLI et al., 2020). Em seguida, a mistura foi deixada resfriar

até a temperatura ambiente e foi observado se a mistura permaneceria homogénea.

Tabela 4. Diferentes propor¢oes de HBA e HBD e seu aspecto visual.

Aparéncia
Fracao molar
HBA HBD HBA:HBD (temperatura
ambiente)
Acido Ac. Butirico 1:3 Liquido
Dodecandico Ac. Hexandico 1:3 Liquido
Canfora Timol 1:1 Liquido

Fonte: Autoria prépria (2022)

O DES com melhor eficiéncia foi caracterizado por calorimetria exploratéria
diferencial (DSC), espectroscopia no infravermelho (FTIR) e analise

termogravimétrica (TGA).

4.5 OTIMIZACOES DOS PARAMETROS DA HF-MMLLE

Para otimizacdo do método HF-MMLLE foram utilizadas abordagens uni e
multivariadas. Para realizar a otimizacdo do método analitico foi utilizada uma
solugéo de 10 mg L' dos HPA em MeOH. Os ensaios foram realizados em uma
solugéo contendo 45 pL da solugdo de padrées (300 ug L™") e 1455 uL de agua
ultra-pura. Os resultados dos experimentos envolvendo planejamentos multivariados
foram avaliados com o auxilio do Excel e do software Statistica utilizando como

resposta a média geométrica das areas dos picos para cada HPA.
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4.5.1 Otimizagao do solvente de extragao

Para escolha do melhor solvente de extragao foi realizado um planejamento
univariado. Foram avaliados trés DES hidrofdbicos: &acido dodecanoico:acido
hexanoico, acido dodecanoico:acido butiricio e timol:canfora que foram impregnados
na membrana para a extragdo dos analitos. O tempo de extracdo utilizado nessa
otimizacao foi de 1 h, onde foram colocados nos pogos de extragdo 1,5 mL de uma
solugdo de agua contendo os analitos (300 ug L™"). Em seguida, o pogo de extragéo
foi substituido por um poc¢o de dessor¢cao contendo 300 pL de uma solugdo de
ACN:MeOH (1:1) (v/v) e deixado por 30 min em agitagao, seguido de inje¢do manual

no HPLC-DAD. Todo o processo foi realizado em triplicata para cada DES.

4.5.2 Otimizagao do solvente e tempo de dessorcao

Para escolha do melhor solvente de dessorcao foi realizado um planejamento
de misturas de superficie ternaria Simplex Centroide com trés solventes organicos:

Ace, MeOH e ACN. O planejamento foi executado conforme a Tabela 5.
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Tabela 5. Planejamento de misturas de superficie ternaria Simplex Centroide para

escolha do solvente de dessorgao.

Experimento ACN (uL) MeOH (uL) Ace (uL)
1 50 200 50
2 0 300 0
3 300 0 0
4 150 150 0
5 100 100 100
6 50 50 200
7 150 0 150
8 100 100 100
9 0 150 150
10 100 100 100
11 0 0 300
12 200 50 50

Fonte: Autoria prépria (2022)

Para otimizacdo do tempo de dessor¢cdo foram realizados experimentos
univariados com tempos de 10, 25, 40 e 60 min. Todos os experimentos foram

realizados em triplicata.

4.5.3 Otimizacao dos parametros de extracao

Os parametros de extragao foram otimizados com base em um planejamento
fatorial completo 23 (niveis: +1; 0 e -1) para uma avaliagdo preliminar da significancia
em um nivel de 95% de confianga dos seguintes fatores: tempo de extracdo; pH e
efeito salting-out. Variou-se o tempo de extracao (40, 60 e 80 min), pH (4,6 e 8) e a
concentragao de NaCl (0, 10 e 20 % (m/v)). O planejamento foi executado conforme
a Tabela 6.
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Tabela 6. Planejamento fatorial completo 23 para otimizagdo dos parametros de

extracao.
Experimento pH NaCl (%) Tempo (min)
1 4 0 40
2 8 0 40
3 8 20 40
4 4 20 40
5 6 10 60
6 6 10 60
7 6 10 60
8 4 0 80
9 4 20 80
10 8 0 80
11 8 20 80

Fonte: Autoria prépria (2022)

ApOs obter os resultados deste planejamento e para um aprimoramento da
otimizacdo dos parametros avaliados foi necessario um novo planejamento com o
tempo de extracdo, pH e concentracdo de NaCl. Assim, foi realizado um
planejamento Box-Behnken com 15 experimentos com tempo variando de 40 a 80
min, pH de 4 a 8 e NaCl de 0 a 20 %. O planejamento foi executado conforme a
Tabela 7.
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Tabela 7. Planejamento Box-Behnken para segunda otimizagdo dos parametros de

extracao.
Experimento NacCl (%) pH Tempo (min)
1 0 6 80
2 10 4 80
3 10 6 60
4 0 6 40
5 20 4 60
6 0 4 60
7 0 8 60
8 10 4 40
9 10 8 40
10 20 8 60
11 20 6 80
12 10 8 80
13 20 6 40
14 10 6 60
15 10 6 60

Fonte: Autoria prépria (2022)

Por fim, o ultimo pardametro a ser otimizado foi o tempo de extracdo. Esse
parametro foi avaliado com analise univariada usando os tempos de 60, 80, 100 e
120 min.

4.6 PARAMETROS ANALITICOS DE MERITO

Os parametros analiticos de mérito foram obtidos com a construgéo de curvas
de calibragdo por calibracdo externa, utilizando como matriz a agua ultrapura
fortificada em ao menos 5 niveis de concentragdo realizados em ftriplicata e as
extragdes foram feitas nas condi¢cbes otimizadas. Os parametros avaliados através
da curva analitica foram o limite de quantificagado (LOQ) e limite de detecc¢ao (LOD).
O limite de quantificagao (LOQ) foi considerado o primeiro ponto da faixa linear e o

limite de detecg¢ao (LOD) foi calculado como o LOQ dividido por 3,33. A construgao
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da curva de calibracdo também permitiu obter a faixa linear de trabalho, os
coeficientes de determinagéo (R?) e a equagao da reta.

Ensaios de precisao intradia foram realizados em trés niveis de concentragao
(50, 200 e 500 pg L") sendo representados pelo desvio padrdo relativo de uma
triplicata em cada concentragdo. A precisdo interdia também foi avaliada através do
desvio padrdo relativo de nove medidas em trés dias consecutivos para as
concentragdes 50, 200 e 500 ug L-'. A exatiddo do método proposto foi avaliada com
ensaios de recuperacgao relativa realizados em trés niveis de concentragao (50, 200

e 500 ug L") em triplicata feitas em amostras de agua de chuva fortificadas.

4.7 APLICACAO DO METODO PROPOSTO

Para aplicagdo do método, foram coletadas duas amostras reais de agua de
chuva com auxilio de frascos de vidro ambar, uma foi coletada em Palhoga e outra
em Sao José, e foram armazenadas em refrigerador a 4°C até a analise que foi

realizada com o método otimizado e validado.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 ANALISES DE CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL,
INFRAVERMELHO E TERMOGRAVIMETRICA DO DES

Antes da caracterizagdo do DES, testes preliminares de extracdo foram
realizados e o melhor DES foi composto por acido dodecanoico e acido decanoico.
Mais informagbes dessas extragcbes que justificam o solvente eutético escolhido
serao descritas na secao 2.3.

As analises de calorimetria exploratdria diferencial (DSC), infravermelho (1V) e
termogravimetria (TGA) foram realizadas para caracterizacdo do DES. As
analises de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) permitem analisar as
energias nas quais ocorrem fendbmenos como a cristalizagéo, fuséo e, ponto
eutético. O acido hexanoico e o acido dodecanoico individualmente apresentam
pontos de fusdo de —-3,4°C e 43,8°C, respectivamente (KIRK, 1994; LIDE, 2005).

Apo6s a mistura dos dois componentes formando o DES, pode-se observar que
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através do termograma na Figura 7 que foi possivel observar pelo DSC um pico de
fusdo no intervalo avaliado, o ponto de fusdo da mistura eutética passa para -
11,53°C. O DES tem seu ponto de fusdo menor comparado com seus componentes

individuais, sendo este um indicativo da sua formacao.

Figura 7. Curva de calorimentria diferencial de varredura para o DES.
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Outra importante andlise realizada foi a IV, que ¢é uma
ferramenta para explicar a estrutura e as caracteristicas das ligagdes quimicas. Os

resultados obtidos estao apresentados na Figura 8.

Figura 8. Espectros de infravermelho dos componentes individuais e do DES
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Fonte: Autoria prépria (2022)

A indicagédo da formagéo da interagcédo entre HBA e HBD pode ser observada
por mudancas em bandas dos espectros dos precursores quando comparadas as
bandas da mistura eutética. Essas mudangas podem ser pelo deslocamento e/ou
mudanca na intensidade do sinal ou pelo desaparecimento da banda no espectro do
DES. De acordo com Yousefi, Shemirani e Ghorbanian (2018) é possivel ter
evidéncias da formacao da ligacdo de hidrogénio entre HBA e HBD a partir do
espectro de infravermelho da mistura e dos compostos individuais.

Os acidos hexanoico e dodecanoico apresentam uma banda larga de
estiramento da ligacdo O-H resultante da fungéo organica acido carboxilico presente
na estrutura desses acidos graxos. Esta banda de estiramento esta presente na
regido de 3300 a 2500 cm™'. Bandas de estiramento mais fracas da ligacdo C-H
muitas vezes estao sobrepostas a essa ampla banda da ligagao O-H. Na Figura 6 &
possivel observar a mudanca na intensidade da banda da hidroxila no DES.
(SILVERSTEIN; BASSELER; MORRIL, 2006).

Outra banda importante a ser considerada nos espectros dos acidos, € a
banda de estiramento da ligagdo C=0, que esta presente na regidao de 1720 a 1706

cm'. As interagdes internas de ligagdo de hidrogénio podem reduzir a frequéncia de



49

absorcdo dessas bandas, deslocando para numeros de onda menores. Pode se
observar na figura 6 que a banda de C=0, quando comparada com os compostos
individuais, foi deslocada para a regido de 1699 cm™'(SILVERSTEIN; BASSELER;
MORRIL, 2006). Portanto, o deslocamento e mudancgas de intesidade sugerem a
existéncia de ligagdo de hidrogénio entre o acido dodecanoico e o acido hexanoico,
corroborando com as informagdes para comprovacéo da obtengdo do DES.

A técnica TGA foi utilizada para caracterizagdao dos DES, com o objetivo de
observar variagdes no perfil de degradagcdo do DES quando aquecido. O
termograma obtido esta apresentado na Figura 9. As curvas TGA exibiram uma
regido de perda de massa significativa (95%) entre 80°C e 230°C. Entéo, a partir de
80°C a mistura eutética comega a se degradar. A temperatura inicial de
decomposicado € uma propriedade notavel, pois determina a temperatura maxima na
qual os DES podem manter seu estado liquido sem decomposi¢io e, portanto, sua
faixa de uso como solventes. Portanto, os resultados das analises de calorimetria
exploratéria diferencial, infravermelho e termogravimetria indicam a formagédo do

DES a partir dos seus compostos individuais.

Figura 9. Curva TGA do DES &acido dodecanoico:acido hexanoico.
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Fonte: Autoria prépria (2022)
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5.2 SEPARACAO CROMATOGRAFICA

Com a finalidade de verificar os tempos de eluicdo dos analitos foi feita a
separagao cromatografica a partir da injecao direta de 20 uL da mistura de padrdes
de HPA na concentragdo de 10 mg L' preparada em metanol. A separagao foi feita
empregando modo gradiente de solvente totalizando 21 min de corrida

cromatografica. A separacéo dos analitos esta apresentada na Figura 10.

Figura 10. Cromatograma da separagao dos 11 HPA monitorados em 260 nm.
Analitos: Naftaleno (Na), Acenaftiieno (Ace), Acenafteno (Ac), Fluoreno (F),
Fenantreno (Fen), Antraceno (A), Fluoranteno (Fl), Pireno (Pir), Benzo[b]fluoranteno
(BbF), Benzo[a]pireno (BaP) e Indeno (IP).

BaP

BbF

r
—

N— 4.\ .

Ter;pu {rmin’} .
Fonte: Autoria prépria (2022)
Pelo cromatograma pode-se observar uma boa separagdo dos compostos
que pode ser comprovado calculando o numero de pratos tedricos e a resolugao.
Para o calculo de numeros de pratos tedricos foi utilizado a féormula:
N= 16 (ti/lwhi)?, onde ti & o tempo de retengdo do analito em minutos e e whi é
a largura do pico na base.

E para a resolugao foi utilizada a formula:
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Rs = 2 (tn — tn-1)/ (wn + wn-1), onde tn é o tempo de retengéo e tn-1 o tempo
de retenc¢ao do analito anterior e wn € a largura do pico escolhido e wn-1 € a largura
do pico anterior ao escolhido.

Utilizando as férmulas acima, foi obtido uma variacéo de 4.610 até 16.540 de
numero de pratos da coluna e o calculo da resolugéo foi realizado entre todos os
analitos e foi obtido uma variagédo de 1,27 até 2,4. Segundo Ribani et. al (2004), os
valores recomendados devem ser maiores que 2 para a resolugdo e numero de

pratos tedricos com valores maiores que 2.000 para o HPLC

5.3 OTIMIZACAO DA ESCOLHA DO DES COMO SOLVENTE EXTRATOR

A escolha do solvente extrator € uma etapa crucial em técnicas de
microextracdo, esse fato vai determinar a eficiéncia da extracdo. E necessario o
recobrimento da membrana oca de polipropileno para que ocorra a extracdo dos
compostos de interesse. Sem o solvente, ndo havera a formagdo de uma fina
camada na membrana hidrofébica. Algumas caracteristicas do solvente sé&o
fundamentais para que apresente compatibilidade com a membrana, como possuir
baixa volatilidade, imiscibilidade com a fase doadora (fase aquosa), alta eficiéncia de
extracdo e seletividade para os analitos, ter uma viscosidade adequada. Os DES
avaliados foram compostos de acido dodecanoico:acido butirico, acido
dodecanoico:acido hexanoico e o timol:canfora. Para este estudo foi realizado um
planejamento univariado fixando os demais parametros da HF-MMLLE. Com isso, foi
possivel obter um gréafico de barras da area de sinal normalizada dos HPA e suas

respectivas barras de erros, como mostrado na Figura 11.

Figura 11. Grafico de barras de area de sinal normalizada dos HPA obtido para
avaliacdo dos DES usados como solvente extrator e da membrana. Legenda:
DOD:BUT - &cido dodecanoico:acido butirioc; TI:CAN1 — TIMOL;CANFORA,;
DOD:HEXA — acido dodecnoico:4acido hexanoico.
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Fonte: Autoria prépria (2022)

O DES composto por DOD:HEXA extraiu mais analitos com melhores areas
que os outros DES. Todos os DES séao hidrofébicos, ndo sao volateis e ndo sao tao
viscosos quanto os hidrofilicos, mas ainda possuem viscosidade suficiente para
serem mantidos impregnados na membrana porosa, o que € um fator importante
para as técnicas baseadas em membrana. Porém a escolha do DOD:HEXA pode ser
justificada por sua longa cadeia de atomos de carbono, caracterizada como apolar,
que proporciona uma melhor interagdo com os analitos hidrofobicos. O DES
DOD:HEXA ¢é mais apolar que o DOD:BUT por possuir cadeias carbdnicas maiores.
E em relacdo ao TIMOL:CANFORA, os DESs hidrofébicos podem ser classificados
como solventes apolares (E¥ = 0,0051-0,0201) ou relativamente polares (EF =
0,5151-0,5997) com base nos valores de polaridade normalizada (E3). Sendo assim,
o DES TIMOL:CANFORA tem polaridade igual a 0,5885, segundo Li et al., (2020).
Portanto, a mistura eutética TIMOL:CANFORA é menos apolar e possui menor
interagcdo com os analitos quando comparado com o DODECA:HEXA. Dessa forma,
de acordo com os resultados obtidos, optou-se por utilizar o DES DODECA:HEXA

como solvente de extragao.

5.4 OTIMIZACAO DO SOLVENTE DESSORCAO

A escolha do solvente de dessorcao deve atender alguns fatores para ter os

melhores resultados. Os solventes usados nesta etapa foram selecionados com
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base na compatibilidade HPLC-DAD e na solubilidade dos componentes individuais
do DES. Os trés solventes orgéanicos selecionados para realizar a dessorgdo dos
analitos da fase receptora, ACN, Ace e MeOH, foram escolhidos a partir desses
critérios e avaliados de acordo com seus desempenhos na dessor¢ao dos 11 HPAs.
Os demais paréametros foram fixados, como o solvente de extragdo (DES
DODECA:HEXA); tempo de extragdo (60 min) e o tempo de dessorgéo (30 min). A
fase doadora (agua ultrapura) foi mantida em 1,455 mL e foram adicionados 45 pL
da mistura de 11 HPAs com concentragao igual a 300ug/L..

Os resultados dos experimentos foram expressos como a média geométrica
da area dos picos cromatograficos dos analitos e tratados com o auxilio do software
Statsoft Statistica. O grafico de superficie ternaria Simplex Lattice (Figura 12) foi
obtido por meio do modelo matematico quadratico aplicado para interpretagao dos
dados. Por meio do grafico, observou-se uma tendéncia de melhor resposta analitica
utilizando 100% de Ace como solvente de dessorgdo. O coeficiente de determinacao
R? de 0,9449 indica que 94,5% dos dados estéo ajustados ao modelo matematico,
mostrando, portanto, boa correlagdo do modelo matematico proposto e dos dados

obtidos e que ndo apresenta falta de ajuste.
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Figura 12. Superficie ternaria Simplex Lattice obtida para otimizagdo do solvente de

dessorgdo empregando acetonitrila (ACN), acetona (Ace) e metanol (MeOH).
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Fonte: Autoria prépria (2022)

O comportamento analisado pelo grafico de superficie ternaria Simplex Lattice
obtido mostrou que Ace, como solvente de dessorgao, foi capaz de interagir com os
analitos e com o DES de modo a estabelecer um equilibrio entre a fase receptora e o
solvente organico de dessorgéo, foi o solvente que melhor permitiu a passagem dos
analitos extraidos para o solvente organico para posterior analise cromatografica.
Além disso, como a membrana branca oca muda de cor em contato com o DES,
tornando-se mais transparente, quando entra em contanto com o solvente de
dessorcao ela volta a cor orginal, branca. Confirmando entdo, que o solvente de

dessorgao removeu todo o DES impregnado nos poros da fibra oca.

5.5 OTIMIZACAO DO TEMPO DESSORGAO

Para determinar as condigdes ideais do tempo de dessorcao, foi realizado

uma otimizacdo univariada. Para que ocorra a dessor¢céo dos analitos € necessario
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um determinado tempo para estabelecer um novo equilibrio entre a fase receptora e
o solvente de dessorgao, desse modo, seu estudo é fundamental. Os demais
parametros foram fixados (solvente de extragdo DES DODECA:HEXA; tempo de
extragdo 60 min e solvente de dessorgdo Ace). A fase doadora (agua ultrapura) foi
mantida em 1.455 pyL e foram adicionados 45 pL da mistura de 11 HPA a
300ug/L.para esta otimizagdo. A Figura 13 apresenta a area de sinal normalizada

para todos os analitos nos tempos estudados.
Figura 13. Grafico de barras obtido para avaliagdo do tempo de dessorgao.
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Fonte: Autoria prépria (2022)

E possivel observar que, para a maioria dos analitos, 40 min foi o tempo
suficiente para a dessorgao. Nesse tempo, observa-se que pelo menos 80% dos
analitos ja haviam sido dessorvidos. Apesar de 60 min ter resultado semelhante,
alguns analitos podem sofrer retroextracao, retornando do DES para a membrana, o
que explica alguns valores serem menores. Assim, 40 min proporcionou valores
proximos em geral quando comparado a 60 min e gerou uma melhor frequéncia

analitica.

5.6 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DE EXTRACAO
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Apos a otimizacdo dos parametros de dessorcdo, os parametros de extracao
foram selecionados. O planejamento experimental através de superficies de
respostas € possivel utilizando planejamentos fatoriais para avaliar se os parametros
sao significativos. O planejamento é definido por matrizes, compostas por diferentes
niveis dos parametros em estudo. Através dos resultados desse planejamento é
possivel obter boas estimativas quanto a significancia dos parametros estudados. O
planejamento fatorial 2° foi utilizado para avaliar o tempo de extracao, pH e efeito da
adicao de sal. A resposta utilizada para a geracado do Grafico de Pareto foi a média
geométrica das areas dos picos cromatograficos dos analitos em cada experimento,
resultando no grafico da Figura 14. Além da influéncia individual de cada parametro,
foram avaliados os comportamentos das variaveis quando combinadas entre si,

interagcbes de segunda ordem.

Figura 14. Grafico de Pareto com o resultado da triagem das variaveis de influéncia
na eficiéncia de extracao.
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Fonte: Autoria prépria (2022)
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A tabela ANOVA do Grafico de Pareto mostrada na Tabela 8 resultou em um
coeficiente de determinagao (r?) de 0,99507, o que demonstra que os resultados
obtidos experimentalmente se adequam aos dados preditos pelo modelo estatistico

utilizado.

Tabela 8. Tabela ANOVA do Grafico de Pareto.

ANOVA; Var.:Resposta; R-sqr=,99507; Ad):,97781 (Spreadsheet3
3 factors at two levels: MS Pure Error=9065853,

DV: Resposta
Factor SS | df | MS F p
Curvatr. L2 01?369E+09! 1| 2,017369E+09| 222 5239| 0,004464
(1)pH 2 412774E+07 1 2,412774E+07 26614  0,244392
(2)Sal 9.060100E+06 1  9,060100E+06 0,9994 0422772
(3)Tempo 4,504582E+08 1|  4,504582E+08 49,6873 0,019538
1by2 1,830609E+06 1  1,830609E+06 0,2019 0,697175
1by 3 8,184821E+07 1  8,184821E+07 9,0282 0,095209
2by3 5,059477E+07 1 5,059477E+07 55808 0,141993
Pure Error 1.813171E+07, 2  9.065853E+06
9

Total SS 3,677035E+09

Fonte: Autoria prépria (2022)

Observa-se que a variagao de pH nao afeta significativamente a extragcao dos
analitos, ou seja, ndo ha mudanca significativa nos resultados obtidos, uma vez que
os HPA s&do compostos ndo ionizaveis. A variagdo da porcentagem de sal na
amostra também nao teve significancia, ou seja, o sal n&do influenciou na eficiéncia
da extragao. O unico parametro ava que apresentou ser significativo foi o tempo de
extragdao. O Grafico de Pareto mostra que o tempo de extracdo apresentou maiores
respostas quando tendendo a tempos maiores.

Além das respostas dos parametros variados, o grafico de pareto mostrou que
a curvatura é significativa. Isso ocorre devido ao planejamento fatorial permitir a
construcdo de modelos lineares nos fatores através do método dos minimos
quadrados, os quais descrevem superficies de resposta planas. Entretanto, a
superficie de resposta pode possuir curvatura, sendo necessaria a construcido de
modelos quadraticos. Para esse fim, sdo adicionados novos niveis ao planejamento

fatorial, permitindo o calculo dos coeficientes quadraticos (BREITKREITZ; SOUZA;
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POPPI, 2014). Dentre os planejamentos que podem ser empregados, foi utilizado o
Box-Benken.

Sendo assim, um planejamento Box-Behnken com 15 experimentos com
tempo variando de 40 a 80 min, pH de 4 a 8 e NaCl de 0 a 20 % foi realizado para
alcangar o melhor resultado. E o resultado dessa otimizagdo esta demonstrado na
Figura 15.

Figura 15. Grafico de Pareto do Box-Behnken com o resultado da triagem das
variaveis de influéncia na eficiéncia de extracao.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Resposta
3 3-level factors, 1 Blocks, 15 Runs; MS Pure Error=104205E2

DV: Resposta
(3)Tempo(L) | I 2. 3345
1Qby2L | |3,10304
pH(Q) |2,929282
(1sal(L) | |2,314907
1Qby3L } 12,021598
(2)pH(L) | -1,74953
Sal(Q) | |1,127143
1Lby2L | _ 765624
1Lby2Q | _ 558354
1Lby3L | 2975449
Lby3L | 2380669
Tempo(Q) | -, 038667
p=,05

Fonte: Autoria prépria (2022)

A fungdo quadratica apresentou coeficiente de determinagédo (R?) de 0,9234
conforme demonstrado na ANOVA da Tabela 9. O resultado obtido foi muito
satisfatério para esse tipo de superficie resposta, pois quanto mais préximo de 1,
melhor é o ajuste do modelo predito aos resultados obtidos experimentalmente. A
Figura 15 mostra que apenas o tempo de extragcédo é significativo. Além do Grafico
de Pareto e da tabela ANOVA, é possivel obter com base nos experimentos

realizados uma superficie de resposta que esta apresentada nas Figuras 16 e 17.
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Tabela 8. Tabela ANOVA do Grafico de Pareto do Box-Behnken.

AMOWVA; Var:Resposta; R-sqr=,92348; Adj:,8661 (Spreadshe
3 3-level factors, 1 Blocks, 15 Runs; MS Pure Errar=104205E.
DV: Resposta
Factor 5S df | Ms | F | p
(1)Sal L+Q | 6.618082E+071 2 33090410 31755 0,239492
(2)pH L+Q 9,624923E+07 2 48124616 46183 0177991
(3 Tempo  L+Q 1,948893E+09) 2| 974446446 93,5122 0,010581
Lack of Fit 1,637952E+08 6 256632527 24598 0,316993
Pure Error 2.084105E+07 2 10420526
Total S5 2,282366E+09 14

Fonte: Autoria prépria (2022)

Figura 16. Superficie de resposta obtida para a otimizagdo tempo de extragao e do
pH na amostra.

Fitted Surface; Variable: Resposta
3 3-level factors, 1 Blocks, 15 Runs; MS Pure Error=104205E2
DV: Resposta

R,

Bl - 1355
Bl < 1,275E5
I < 1.175E5
[ < 1,075E5
2=113838:33333333-924.25"x-4921:0416666667*x"2+15608:y
+64:958333333333%y42-1235:75°0; % +480;25*0; "y +384:25"xy+0;

Fonte: Autoria prépria (2022)
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Figura 17. Superficie de resposta obtida para a otimizagdo tempo de extragdo e da
% sal na amostra.

Fitted Surface; Variable: Resposta
3 3-level factors, 1 Blocks, 15 Runs; MS Pure Error=104205E2
DV: Resposta

R

B - 1355
Bl < 122565
[ <1,125E5
I < 1,025E5
Bl < 92500

Fonte: Autoria prépria (2022)

A partir das Figuras 16 e 17 pode-se concluir que tempos de extragdes
maiores atingem os melhores resultados, ja que essa condigao esta na regido de
coloracao vermelha mais intensa, na qual indica as condi¢cdes que se obtém o maior
valor de média geométrica de todos os compostos. Por isso, como pode ser visto na
figura 15 e 16, mudancas de pH e sal nao afetaram significativamente os resultados,
pode-se ver isso que na faixa de tempo de melhor resultado ndo ha variagdo com
relacdo a pH e sal.

Com base nos resultados apresentados no planejamento experimental
estudado através do Box-Behnken, o tempo de extragdo foi otimizado por um
planejamento univariado para melhor compreensao e discussao dos resultados. O
resultado do planejamento utilizando como resposta a média das areas obtidas para
cada um dos analitos normalizadas para a maior resposta obtida esta apresentado

no grafico de barras na Figura 18.
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Figura 18. Grafico de barras obtido pelo estudo do tempo de extragao.
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Fonte: Autoria prépria (2022)

Como é possivel perceber, as respostas mais altas para a maioria dos
analitos ocorre em 100 min, entretanto, com 80 min os analitos sdo extraidos em
mais de 80%. E como a barra de erros de 80 min chega proximo em quase todas as
barras de erros de 100 min, mostrando que sdo valores bem préximos com os
resultados de 100 min, a condicao de 80 min ja é suficiente para obter uma boa
eficiéncias de extracdo. O valor de 120 min ndo foi escolhido devido a ocorrer
retroextragao nos ultimos analitos, como pode-se observar para os analitos Pir, BbF,
BaP e IP. Por isso, a condicdo de 80 min foi escolhida para o método, e assim, é

possivel ter uma boa frequéncia analitica do método.

5.7 PARAMETROS ANALITICOS DE MERITO

Apés definidas as condigdes otimizadas, foram construidas curvas de
calibracdo por simulacdo de matriz, onde concentragdes conhecidas dos analitos
foram adicionadas na agua UP e submetidas a extracdo. Foram obtidas trés faixas
de calibracido para os HPAs, explorando o menor sinal detectavel possivel, obtendo

assim, os principais parametros analiticos de mérito que estdo na Tabela 10.
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Os coeficientes de determinagao apresentaram valores maiores ou iguais a
0,9745, o que indica uma boa relacdo linear entre a concentracdo dos analitos na
amostra e a resposta obtida para a faixa estudada. Os limites de quantificacéo
(LOQ) foram estabelecidos como sendo o menor valor da faixa linear. O Valor de
LOQ variou de 15 a 50 ug L™'. Os valores de limites de detecgdo foram obtidos pelo
valor de LOQ dividido por 3,3.

Tabela 9. Limites de deteccdo e quantificacdo, faixas lineares de trabalho,
coeficientes de correlagdes lineares e equacdes lineares de 11 HPAs.

Faixa
. LOD LOQ Linear Equacao da
Analito (ugL") (ugL-') de Trabalho R? Reta
(ug L)
Naftaleno 4,5 15 15-500 0,9947 y=70,51x +
192,45
Acenaftileno 4,5 15 15-500 0,9897 y= 138,8X +
5363,9
Acenafteno 4,5 15 15-500 0,9986 y= 148,89x -
1266,8
Fluoreno 4,5 15 15-500 0,9902 y=116,91x -
1446,6
Fenantreno 45 15 15-500 0,9745 y=483,69x -
6765,6
Antraceno 4,5 15 15-500 0,9865 y=2131,2x +
82879
Fluoranteno 15,2 50 50-500 0,9848 y=112,02x -
4116,7
Pireno 15,2 50 50-500 0,9933 y=124x —
5359,8
Benzo(b)fluorant 7,6 25 25-500 0,9974 y=132,87x -
eno 883,02
Benzo(a)pireno 7,6 25 25-500 0,9866 y=160,24x -
1416,2
Indeno 7,6 25 25-500 0,9906 y=148x -4721,2

Fonte: Autoria prépria (2022)

Os ensaios de exatidao foram realizados com amostra de agua da chuva. A
exatiddo do método foi expressa através da recuperagao relativa dos analitos.
Inicialmente foi realizada uma extracdo na amostra aplicando-se o método otimizado
neste estudo para verificar a presenca de HPA e/ou possiveis interferéncias. Por
meio da analise na amostra, foi possivel concluir que nenhum analito avaliado foi
encontrado acima do limite de deteccdo do método e nao foram encontrados

compostos interferentes. As recuperacdes relativas, foram realizadas em trés
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diferentes niveis de concentragdo, sdo apresentadas na Tabela 11. Os resultados
que variam de 85% a 117% indicam para maioria dos analitos houve uma boa
recuperacao estando dentro da faixa aceitavel (Os intervalos aceitaveis de
recuperacao geralmente estao entre 70 e 120%, com preciséo de até + 22%.)

Os ensaios de precisao intradia e interdia avaliados em trés niveis de
concentracéo, também foram feitos com amostra de agua da chuva (Tabela 11). Os
resultados foram expressos pelo desvio padrao relativo da resposta analitica da
extragao realizada em ftriplicata para cada nivel de concentragdo. Os ensaios de
precisao intradia apresentaram valores entre 1% e 12%, ja a precisao interdia variou
de 3% até 13%, foram obtidos 6timos resultados, com valores menores que 20%

estando de acordo com os parametros estabelicidos pela AOAC (2016).
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Tabela 10. Ensaios de precisdo (intradia e interdia) e recuperacédo relativa (%RR)
para o método de HF-MMLLE/DES.

Fortificagdo Recuperagao Precisao Precisao
Analito (ugL-") Relativa (%) Intradia (%) Interdia (%)
n=3 n=9
50 113+£3 12 13
Naftaleno 200 114 7 6 10
500 927 5 6
50 101 £ 16 10 11
Acenaftileno 200 117 £ 6 4 6
500 95+4 3 3
50 11212 8 9
Acenafteno 200 1108 2 10
500 99 +2 4 4
50 1056 7 8
Fluoreno 200 855 6 9
500 92+4 1 7
50 114 £ 8 5 12
Fenantreno 200 98 + 2 2 3
500 107 £ 4 3 4
50 110+ 2 3 3
Antraceno 200 1093 5 4
500 96 + 2 9 6
50 116 £ 4 6 8
Fluoranteno 200 103 +6 8 8
500 1055 3 5
50 117 £ 4 2 4
Pireno 200 96 +4 8 8
500 103 +4 4 4
50 912 2 4
Be"z"tfr:g””a" 200 108 + 6 1 5
500 98+5 2 4
50 1155 4 12
Benzo(a)pireno 200 937 6 6
500 96 + 6 3 4
50 115+2 5 5
Indeno 200 117 +£5 3 9
500 95+ 3 4 4

Fonte: Autoria prépria (2022)
5.8 APLICACAO DA METODOLOGIA DESENVOLVIDA

Por fim, o método foi aplicado em duas amostras de agua de chuva. A
amostra 1 foi coletada em Floriandpolis € a amostra 2 foi coletada em Palhoga. A

Figura 19 mostra os cromatogramas das amostras analisadas.
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Figura 19.Cromatogramas das amostras coletada e da amostra fortificada em 260
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A partir dos cromatogramas é possivel evidenciar que nenhum dos analitos foi
detectado pelo método desenvolvido, podendo estar abaixo do limite de detec¢ao do
meétodo. A metodologia poderia ser aplicada para uma quantidade maior de
amostras com a finalidade de avaliar aguas contaminadas com HPAs para estudos

ambientais.

5.9 COMPARAGAO COM OUTRAS METODOLOGIAS

A fim de comparar as principais caracteristicas do método desenvolvido foi
construida a Tabela 11. Como pode ser visto os LODs obtidos sdo semelhantes
quando comparado a uma metodologia que também utiliza HPLC-DAD (AKVAN;
AZIMI; PARASTAR, 2019), mas s&o maiores quando comparados com metodologias
que utilizam o equipamento GC-MS ou GC-FID, isso ocorre devido ao GC
apresentar uma maior sensibilidade que o HPLC, chegando a resultados melhores.
Porém, quando comparados as quantidades de amostra, a metodologia que utiliza o
GC faz uso de um grande consumo de amostra, o que poderia ser outro motivo que
explica resultados melhores de LODs, e que quando comparados com o método

deste trabalho, o consumo de amostra tem seu valor bem reduzido. Portanto, o
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meétodo realizado proporciona um resultado satisfatorio. A metodologia proposta
apresenta alto desempenho por utilizar o 96 well-plate, o tempo total de extragao
seria de 80 minutos caso fosse utilizado apenas uma replicata, porém é possivel
realizar extragdes simultaneas onde o preparo de amostra é realizado em menos de
1 min para cada amostra quando € utilizada a capacidade total do sistema, o que
proporciona extragbes com tempos menores quando comparado com outros
métodos presentes na Tabela 11 (AKVAN; AZIMI; PARASTAR, 2019). O método
também avalia os 11 HPAs simultaneamente, enquanto alguns trabalhos fazem
quatro ou cinco deles ((SHAMSIPU R; HASHEMI, 2015; KHEZELI; DANESHFAR,;
SAHRAEI, 2015). Outra comparacao € a quantidade de fase extratora utilizada que
neste trabalho é menor quando comparado a outros métodos que utilizam
quantidades superiores (GUTIERREZ-SERPA et al., 2018). Em alguns casos,
utilizam quantidades menores de solventes, entretanto, fazem uso de solventes com
toxicidade bastante elevada como no caso do tetracloroetileno (AKVAN; AZIMI;
PARASTAR, 2019). Enquanto neste trabalho é utilizado um solvente natural como
solvente de extracdo. Além disso, o uso dos DES como fase extratora € um campo
pouco explorado e, como apresentado, possui grande potencialidade para ser usado

no campo de preparo de amostras.
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Tabela 11.

Comparacao do método de HF-MMLLE/DES proposto com outros presentes na literatura

Técnica Técnica ~cle Tempo de . LoQ LOD Quantidade Amostra e o
de separagao/ extracio Analitos Fase extratora gL (ug L) de fase volume Referéncia
extragao deteccao ¢ Ha H9 extratora
L\'a& ;CeAAifl' (AKVAN: AZIMI;
USAEME HPLC-DAD 13,5 min J o Tetracloroetileno  15,7-54,8 4,8-13,1 25 uL Agua do rio PARASTAR,
Pir, BbF, BaP,
2019)
IP
. ; ) (KHEZELI;
EIBIE“QE HPLC-UV 20min Fegés' Pir, ChCl:Ph 0,06-22  0,02-6,8 100 L ’10‘95‘;'1 DANESHFAR;
’ SAHRAEI, 2015)
Na, Ace, Ac, . Agua
MSPE GC-MS 10 min F, Fen, A, Fl, Fes04@Si0- - 0,002- 20 mg subterrane (YU et al., 2018)
. porfirina 0,01
Pir, a; 40mL
M-u-SPE Na, Ace, F, Composto Agua da (YAZDANPANA
H GC-FID 20 min Fen, Fl, Pir, magnético 2,0-10,0 0,6-3,0 15 mg chuva; H M, NOJAVAN
BaP b-CD-CNT 10 mL S, 2019)
SBSE- ]
. . Agua; (SHAMSIPU R;
DLLME- HPLC-UV >60 min F, Fl, Pir, BaP PDMS - 6,7 -10 24 uL 100mL HASHEMI, 2015)
SFO
;\'aF’;CGAA'fl’ Adua (GUTIERREZ-
SPME GC-FID 60 min J o AgNO3 - 0,7-14 5mL gua, SERPA et
Pir, BbF, BaP, 5mL
al.,2018)
IP
Na, Ace, Ac, Acido Agua da
HF- F, Fen, A, FI, dodecanoico: ) Presente
mmLe  PLC-DAD Pir, BbF, BaP,  Acido hexanoico 000 45152 294t chuva trabalho
P 13 1,5mL

ELLME: Microextragao liquido-liquido de emulsificagcdo. MSPE: Extragdo magnética em fase sélida. M-u-SPE: Extragdo em fase micro-sélida magnética.
SBSE-DLLME-SFO: Extracédo por sor¢céo de barra de agitagdo combinada com microextragao liquido-liquido dispersiva baseada na solidificagdo de gota
organica flutuante. SPME: Microextracdo em fase sdlida. USA-DLLME: Microextracdo liquido-liquido dispersiva assistida por ultrassom. USAEME:
Microextragdo de emulsificagao assistida por ultra-som. Fonte: Autoria propria (2022).
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6 CONCLUSAO

A abordagem utilizada neste trabalho empregando como solvente DES como
fase extratora numa técnica baseada no uso da membrana apresentou resultados
satisfatérios em quantificar os HPAs propostos. A metodologia realizada foi
otimizada, validada e aplicada em amostras de agua da chuva com sucesso,
mostrando como os DES sdo excelentes substitutos para os solventes normalmente
utilizados quando combinados com as técnicas de microextragao. A possibilidade de
acoplar a técnica de membrana com o sistema 96-well plate proporciona a vantagem
de realizar até 96 extracbes simultaneamente, reduzindo o tempo de preparo da
amostra. O tempo total de execugao é baixo, cerca de 1 min para cada amostra, o
que o torna rapido, portanto, com uma boa frequéncia analitica. Além disso, o
procedimento utiliza baixos volumes de amostra e solvente. A quantidade de
solvente organico utilizado é de apenas 300 yL na etapa de dessor¢ao, tornando o
custo beneficio do método adequado e gerando uma pequena quantidade de
residuos. A abordagem desenvolvida € uma boa alternativa para a extracao dos
onze compostos estudados, empregando o uso de uma técnica de membrana
rapida, de facil execucdo, além de apresentar boa frequéncia analitica e valores
saitsfatérios de LOD. Pontos importantes para o desenvolvimento de um método que
atenda aos principios da Quimica Analitica Verde. Como possiveis estudos futuros,

poderia ser a aplicacdo em diferentes compostos e matrizes.
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