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Resumo

O aperfeicoamento de técnicas de preparagdo de amostra baseadas em
sorcdo e/ou o desenvolvimento de novos materiais para as mesmas é
extremamente importante para ampliar sua aplicabilidade, eficiéncia e
robustez. A fragilidade da silica fundida e a necessidade de suportes robustos
para microextragdo em fase sélida (SPME) tém levado ao desenvolvimento e
aplicagédo de novos materiais. A liga de NiTi é aplicada neste trabalho como
suporte para SPME devido a suas propriedades de superelasticidade e
memoria de forma. Este suporte metdlico foi recoberto com ZrO, por
eletrodeposicao e avaliado como sorvente extrator para SPME e também como
substrato para reacdes sol-gel com polidimetilsiloxano (PDMS) e
polietilenoglicol (PEG). A superficie e morfologia dos suportes e recobrimentos
poliméricos foram avaliadas por microscopia eletrbnica de varredura e
microanadlise por energia dispersiva. As trés fibras propostas (NiTi-ZrO,, NiTi-
ZrO,-PDMS e NiTi-ZrO,-PEG) foram aplicadas em diferentes matrizes
apresentando otima seletividade, precisdo, robustez e estabilidade térmica.
Extracao sortiva com membrana de silicone (SMSE) é um recente aparato para
extracdo sortiva, ja aplicada para amostragem em fase liquida, onde os
analitos sdo recuperados de uma amostra aquosa por um pequeno tubo de
PDMS onde seu espaco interno é preenchido com solventes orgénicos que
agem como um modificador das propriedades do PDMS. SMSE foi aplicado
com sucesso e pela primeira vez neste trabalho com amostragem a partir do
headspace da amostra (HS-SMSE) avaliando o efeito solvente-modificador do
PDMS em um numero de matrizes de origem vegetal contendo componentes
altamente volateis e/ou polares. O uso de solventes para modificar as
propriedades do PDMS resulta em uma simples e eficiente maneira para

modificar as suas propriedades e estender a sua aplicabilidade.



Riassunto

Il perfezionamento delle tecniche di preparazione del campione basate sulla
sorzione e/o lo sviluppo di nuovi materiali per le stesse é estremamente
importante per ampliare le applicazioni, I'efficienza e la robustezza di queste
tecniche. La fragilita della silice fusa e la necessita di supporti piu robusti per la
solid phase microextraction (SPME) ha portato all’applicazione e allo sviluppo
di nuovi materiali. La lega NiTi é stata applicata in questo lavoro come supporto
per SPME per le sue proprieta di elasticita e shape memory. Questo supporto
di metallo é stato ricoperto con ZrO, per mezzo di elettrodeposizione e valutato
come fibra di SPME e anche come substrato per reazione sol-gel con
polidimetilsilossano (PDMS) e polietilenglicole (PEG). La superficie e la
morfologia dei supporti e dei rivestimenti polimerici sono stati valutati per
scanning electronic microscopy e dispersive energy microanalysis. Le tre fibre
presentate (NiTi-ZrOz, NiTi-ZrO,-PDMS e NiTi-ZrO,-PEG) sono state applicate
in diverse matrici presentando ottima selettivita, precisione, robustezza e
stabilita termica. L'estrazione mediante sorzione con membrane di silicone
(SMSE) é uno recente approccio, gia applicato per estrazione in fase liquida, in
cui gli analiti sono stati recuperati da un campione acquoso mediante un
piccolo tubo di PDMS il cui spazio interno € stato riempito con solventi organici
che agiscono come modificatori delle proprieta del PDMS. SMSE é stato
applicato con successo e per la prima volta nelllo spazio di testa del campione
(HS-SMSE), valutando |’effetto solvente-modificatore del PDMS in un numero
di matrici di origine vegetale contenenti componenti volatili e/o polari. L'utilizzo
di solventi risulta essere un mezzo semplice ed efficiente per modificare le

proprieta del PDMS ed ampliare le sue applicazioni.



Abstract

The improvement of sorption-based sample preparation techniques and/or the
development of new materials are extremely important to extend their
applicability, efficiency and robustness. The fragility of fused silica and the
necessity of robust supports for solid phase microextration (SPME) have taken
to the development and application of new materials. The NiTi alloy is applied
in this work as SPME support due to its superelasticity and shape memory
properties. This metallic support was coated with ZrO, by electrodeposition and
evaluated as an SPME fiber and also as a substrate for sol-gel reactions with
polydimethylsiloxane (PDMS) and polyethylene glycol (PEG). The surface and
morphology of the support and polymeric coating was evaluated by scanning
electronic microscopy and dispersive energy microanalysis. The three
proposed fibers: NiTi-ZrO,, NiTi-ZrO.-PDMS and NiTi-ZrO»-PEG, were applied
in different matrices presenting excellent selectivity, precision, robustness and
thermal stability. Silicon Membrane Sorptive Extraction (SMSE) is a recent
approach for sorptive extraction, already applied for liquid phase sampling,
where analytes are recovered from a water sample by a short PDMS tubing
filled with different organic solvents which act as modifier of PDMS properties.
SMSE is here successfully used for the first time for the headspace sampling
(HS-SMSE) evaluating the ability of solvent-modified PDMS tubing of a number
of matrices of vegetable origin containing highly volatile and/or polar
components. The use of solvents for modification of PDMS properties was

simple and efficient and extended its applicability.



Introducao

O desenvolvimento de métodos analiticos para a investigacdo de
substancias toxicas, para assegurar a saude publica, € de extrema
importancia. O impacto na saude humana provocado por substancias téxicas
tem gerado a necessidade de se determinar as fontes de exposicao (agua, ar,
solo, alimentos, etc.). A exposicdo humana a compostos orgéanicos volateis
(VOC) se da principalmente via ambiente, trabalho ou produtos de consumo.
Como conseqliéncia, a deteccdo e o monitoramento desses compostos para
determinar a exposi¢cdo humana s&o requeridos. Seus efeitos sobre a saude
dependem da duracao e dos niveis de exposicdo. Uma clara evidéncia em
humanos, sustentada por estudos em animais, tem demonstrado que muitos
destes VOC possuem efeitos carcinogénicos e teratogénicos. Alguns podem
também danificar o sistema imunolégico enquanto outros tém efeitos adversos
no desenvolvimento de tecidos. Além disto, alguns VOC se apresentarem
como grandes vildes globais causando efeitos severos no ambiente por
acelerarem o efeito estufa [1].

Com esta crescente preocupacdo ambiental e com a saude, a
capacidade analitica para extracdo e pré-concentragdo de tragos de
contaminantes organicos de amostras aquosas, liquidas ou sélidas tornou-se
extremamente importante [2]. Varias formas de extracdo como Soxhlet e
extracdo por fluido supercritico [3], extracdo liquido-liquido [4], extracdo
acelerada por solvente [5], extragdo com solvente assistida por microondas [6],
extracdo em fase solida [7], purge and trap [8], entre outros métodos, sao
tradicionalmente usados para este propdsito. Muitos métodos oficiais
empregam grandes volumes de solventes organicos toxicos, outros sao

tediosos e economicamente invidaveis. Muitos destes métodos requerem a
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coleta de amostra e sua transferéncia para o laboratério para futuro
processamento. Incorreta manipulagéo durante a coleta da amostra, transporte
e estocagem pode resultar em uma significante variabilidade nos resultados da
andlise [2].

O desenvolvimento de métodos simples, eficientes e economicamente
vidveis € crucial para o monitoramento e a avaliacdo ambiental. A andlise de
compostos organicos em ar, agua e solo tem alcancado uma importancia

crescente na problematica ambiental [9].

A miniaturizagdo tem se tornado uma das tendéncias dominantes em
quimica analitica. Exemplos tipicos da miniaturizacdo de técnicas para a
preparacao de amostras incluem principalmente a microextracao liquido-liquido
[10], discos ou cartuchos de SPE e SPE on-line [11, 12], microextragdo em
seringa empacotada (MEPS) [13 — 16], extracdo com gota Unica (SDME) [17] e
extracao assistida por membrana (MAE) [18]. Técnicas como estas, quando
usadas em combinacdo com sistemas analiticos convencionais, podem
resultar em analise mais rapida, levando a alta freqiéncia analitica, menor
consumo de solventes e manipulagao da amostra. Além disto, estas técnicas
podem manter ou até melhorar a sensibilidade quando comparadas a técnicas
convencionais. Em particular, espera-se que a redugdo no consumo de
solventes em laboratérios analiticos contribua significativamente na redugéo
dos custos de analise. Muitas técnicas de preparacdo de amostras
miniaturizadas podem ser automatizadas e acopladas para analise on-line.
Este acoplamento de extragcdo e andlise favorece a total extracdo e
transferéncia para o sistema analitico, resultando em alta sensibilidade e uma
perda potencial do analito mais baixa. Além disso, o analista pode usar

pequenos volumes de amostra [2].

Técnicas de preparacdo de amostras livres de solventes que sao
baseadas em extracao por sorgdo vém ganhando a atencao de pesquisadores.
Estas técnicas incluem principalmente SPME [19], extracdo com barra

magnética (SBSE) [20] e recentemente, extracdo por Needle Trap [21, 22].
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Extracado sortiva mostrou ser uma técnica interessante e ambientalmente viavel

em comparagao a extracao com solvente.

Os materiais sortivos geralmente utilizados podem ser de dois tipos:
sélidos (extracdo por adsorgao) e liquidos (extragéo por absor¢ao). A Figura 1
mostra a fase inicial e o alcangce do equilibrio de extracdo para os dois
diferentes mecanismos: absor¢ao e adsor¢ao (na presenga de poros grandes e
pequenos).

A e R

Absorgao Adsorgao Adsorgao
(poros grandes) (poros pequenos)
- & g ™ -* bt . :' -:‘:' ....::. .f »®
. 4‘_.:f.: - -3."..l:l:'|-=l
. :.0?-:;-'.: . . " '.""'t'.. .
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Figura 1. Representagdo esquematica dos mecanismos de absorgéo e

adsorcéo.

Na extragdo por absorcdo, os analitos sdo extraidos da matriz
(comumente aquosa) em uma fase liquida ndo miscivel, os analitos difundem-

se no extrato de revestimento polimérico. Em contraste a extracdo com
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adsorventes (na qual os analitos sao ligados aos sitios ativos da superficie), na
extracdo por absorcdo ndo somente a area superficial, mas também a
quantidade total da fase extratora € importante. A fase mais extensamente
usada é o polidimetilsiloxano (PDMS). Esta fase, também € usada como fase
estaciondria em cromatografia gasosa (GC), € termicamente estavel, podendo
ser usada em uma ampla faixa de temperatura (220 - 320°C), e possui
interessantes propriedades de difusdo. A extragcdo com PDMS pode, por essa

razao, ser comparada com a microextragao liquido-liquido.

O material adsorvente mais comumente usado em processos de
extracao por adsorcao é o carboxen, o qual pode ter porosidade diversa entre
micro-, meso- e macroporos, de 6 a 50 A, ocorrendo uma competicdo entre
moléculas com maior € menor afinidade pelo material sorvente. Apds o
processo de extracdo, os solutos podem ser introduzidos quantitativamente no
sistema analitico por dessorcao térmica (DT) ou por dessorgao liquida (DL). O
primeiro processo tem uma alta sensibilidade porque todo o extrato pode ser
analisado por DT e GC. Por outro lado, DL pode ser aplicada a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), eletroforese capilar (CE) ou cromatografia
gasosa com capacidade para injecdo de grandes volumes e, compostos de
elevada polaridade ou termicamente ldbeis podem ser analisados [20, 23].

10



Capitulo 1

Microextracao em fase solida (SPME)

1.1. Introducéo

A técnica de microextracdo em fase sélida (SPME) primeiramente
introduzida pelo grupo de Pawliszyn [24], agora amplamente aceita e com
constante aumento no numero de novas publicagdes, oferece solugbes para

varios problemas de amostragem.

A SPME representa um importante avango na eficiéncia de extracao de
varios poluentes orgéanicos em nivel de trago [25] de matrizes liquidas [26],
sélidas [27] e gasosas [28]. SPME também tem sido usada para amostragem
de compostos volateis e semi-volateis de amostras complexas como lodo [29].
Adicionalmente, a SPME também tem sido aplicada com sucesso como um
dispositivo para amostragem de compostos organicos volateis de amostras
biolégicas [30 — 32] e géneros alimenticios [33 — 35] em analise

cromatografica.

O dispositivo basico de SPME, ilustrado na Figura 2, consiste em um
suporte (mais comum o uso de silica fundida), com cerca de 100 mm de
comprimento, 0,110 mm de didmetro e 10 mm de sua extremidade recoberto
com uma fase estacionaria (fase extratora). Materiais poliméricos
termicamente estaveis que permitem uma difusdo rdpida do soluto séo

comumente usados como fases estacionarias [2].
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ntcleo de silica

tubo hipodérmico fundida

H m recobrimento
v sorvente
20mm 500,m
— —

Figura 2. Dispositivo da fibra de SPME.

Este suporte parcialmente recoberto é conectado a um tubo capilar de
aco (tubo hipodérmico), o qual possui uma rosca em sua extremidade para
possibilitar seu acoplamento a uma espécie de seringa, denominada holder.
Um desenho do dispositivo completo pode ser verificado na Figura 3. Através
de um sistema tipo émbolo, o holder permite que a fibra seja retraida para
dentro da agulha de aco inoxidavel durante as operacdes que possam danifica-
la, tais como a de transporte e perfuracao do septo do frasco da amostra e do

injetor do cromatégrafo, e exposta ao ambiente nos processos de extracao e

B =————

Figura 3. Vista interna do holder (amostrador) com a fibra exposta.

dessorgao [36].

O procedimento de extragéo inclui duas etapas. Na primeira delas, com a
fibra recoberta protegida pela agulha do holder, o septo do frasco de extracao
€ perfurado, e a fibra € exposta na solugdo amostra ou no seu headspace até
que se estabelega um equilibrio de particdo (ou de adsorgao, para o caso de
recobrimentos sélidos) do analito, entre a fibra e o meio que a envolve. Em
uma segunda etapa, a fibra contendo os analitos concentrados € transferida
para o cromatégrafo gasoso onde dessorcao, separacao e quantificagdo dos

analitos extraidos acontecem. Novamente a fibra s6 é exposta apds a

12
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perfuracdo do septo pelo auxilio da agulha do holder [36, 37]. A sequéncia de

procedimentos para a extragao e dessor¢cao € mostrada na Figura 4.

(A) Extracao

Figura 4. Etapas do processo de microextracdo em fase sélida; (A) sorcao e

(B) dessorcao no injetor do CG.

Tipicamente, SPME usa fibras de silica fundida com recobrimento
polimérico para extrair compostos alvo de diferentes matrizes, por essa razéo,

a parte chave do dispositivo de SPME ¢é o recobrimento da fibra.

Primeiramente, somente o0s recobrimentos de poli(dimetilsiloxano)
(PDMS) e poliacrilato (PA) eram comercializados. PDMS & uma fase pouco
polar que extrai analitos pouco polares muito melhor que a fibra PA a qual tem
uma grande afinidade por compostos polares. Mais tarde, recobrimentos com
fases mistas como, PDMS-divinilboenzeno (DVB), Carboxen-PDMS, Carbowax-

DVB, também foram utilizadas [38].

Recentemente muitos novos tipos de fibras, como as particulas de silica
ligadas com C8, C18 [39], grafite [40], carvao ativado [41], aluminio anodizado
[42], poli-pirrol [43, 44], polianilina [45 — 47], fibra recoberta com a impressao
molecular do polimero (MIP) [48, 49], cloreto de cobre(l) [50], entre outras tem

sido preparadas.
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Entretanto, muitas destas fibras sdo preparadas por mera deposicao
fisica de um recobrimento polimérico sobre a superficie de silica fundida. A
auséncia de uma interacdo adequada entre a fase estacionaria e a superficie
da silica fundida pode ser responsavel pela baixa estabilidade quimica e
térmica [2, 38, 51, 52].

E evidente que futuros avangos na tecnologia de SPME devem depender
grandemente do avango cientifico levando ao desenvolvimento de tecnologias
mais eficientes para a criacdo de fases extratoras mais seletivas e a
imobilizagdo quimica destas, como filmes de elevada estabilidade operacional

(temperatura, solvente, etc.).

A quimica de sol-gel oferece um simples e conveniente caminho para a
sintese de materiais avancados e a aplicagdo dos mesmos como
revestimentos de superficies. A quimica de sol-gel pode fornecer a
incorporacao eficiente de componentes organicos em estruturas poliméricas

inorgénicas sob circunstancias térmicas extremamente suaves [2].

1.2. Tecnologia Sol-gel

O processo de sol-gel consiste na rota de sintese onde ocorre uma
transicao do sistema sol para um sistema gel. O termo sol é empregado para
definir uma dispersdo de particulas coloidais (dimensdo entre 1 e 100 nm)
estavel em um fluido. O termo gel pode ser visto como sendo um sistema
formado pela estrutura rigida de particulas coloidais (gel coloidal), as quais
resultam da agregacdo linear de particulas primérias, ou de cadeias
poliméricas (gel polimérico) que imobiliza a fase liquida nos seus intersticios,
onde a gelatinizacédo ocorre pela interacao entre as longas cadeias poliméricas
lineares. A Figura 5 ilustra a diferengca na formagdo de gel particulado e
polimérico [53].
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Figura 5. Esquema da transig¢ao sol-gel: (a) formacao de gel particulado e (b)
formacao de gel polimérico.

O processo de sol-gel pode ser dividido em duas classes, dependendo da
natureza do precursor inorganico utilizado: a dos sais (cloretos, sulfetos,
nitratos, etc) e a dos alcoxidos. A rota que envolve o uso de precursores do
tipo alcoxido aparece como a mais versatil atualmente. A hidrélise de uma
solucao de tetraalcoxissilanos em um solvente orgénico, como o alcool, leva a
formacdo de particulas com funcdo silanol, as quais formam um sol pela
polimerizagdo via condensagao, e a continuagdo do processo leva a um gel.
Esta transformacao € designada transicao sol-gel. Apdés secagem do gel, um
xerogel é formado. As reacdes quimicas que ocorrem durante a formagéao do
sol, do gel e do xerogel influenciam fortemente a composicdo e as
propriedades do produto final [53].
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A Tabela 1 lista os nomes e as estruturas quimicas dos principais
ingredientes da solugdo usada para o recobrimento sol-gel. A solugéo sol-gel
contém quantidades apropriadas do polimero de recobrimento PDMS ou PEG,
um precursor alkoxisilano (metiltrimetoxisilano, MTMOS), reagente de
desativacao da superficie (PMHS), e um catalisador acido (95% TFA, contendo
5% de agua).

Tabela 1. Nomes, fungdes e estruturas quimicas dos reagentes usados no
processo sol-gel para recobrimento de fibras de SPME.

Reagente Funcao Estrutura quimica
Metiltrimetoxisilano Precursor sol- ?H3
(MTMOS) gel ’IACO—?i_OCHs
OCH;
Poli(dimetilsiloxano) Recobrimento CH, CH, CH,
i i l‘—OH
hidroxi terminal da fase HO—{i— 0 € ‘l“"“oa;?‘
estacionaria CH; CHs Clts
Recobrimento ;‘1 l—[{
Polietilenoglicol da fase HO —6? —-—(I: —O0-H
m
estacionaria H H
Reagente CH; CH; CHj CH,
e . | L. L. .
Poli(metilhidrosiloxano) ~ desativante  11,C —Si 1-[-(0"]1%)[_'0'6-'#0?}3 i—CHj
cHy; H CH CH,
Acido trifluroacético Acido CF3COOH
(5% de agua) catalisador

O material sol-gel é formado como um resultado da hidrélise do
precursor alcoxisilano com subsequente condensagdo dos produtos
hidrolisados, podendo submeter-se ao rachamento e ao encolhimento durante
a etapa de secagem. Tanto o encolhimento quanto as rachaduras sao efeitos
indesejaveis durante o processo de secagem do gel. A origem de fraturas
capilares é devida a evaporacao do solvente dos poros do gel. Este problema

se torna grandemente significativo para recobrimentos por sol-gel com
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espessuras maiores que 0,5 -1 um. No contexto de SPME, a preservacao da
estrutura interna € muito importante para que o recobrimento sol-gel possa
fornecer as propriedades materiais desejadas. Uma rede sol-gel originaria de
um derivado alquil de um percursor tetraalcédxisilano (ex. metiltrimetoxisilano
usado neste trabalho), possuem uma maior abertura em sua estrutura o que

facilita a secagem, minimizando assim a tendéncia de fraturas [2].

O processo sol-gel envolve duas principais etapas de reagdes: (1) hidrélise
do precursor e (2) policondensagao dos produtos hidrolizados. Estas reacoes
sao catalisadas por acidos e bases (neste trabalho, TFA), levando a formagao
de uma rede polimérica. A reacado do precursor metiltrimetoxisilano (MTMOS)
pode ser representado pela seguinte equacao [2, 53, 54]:

CH,4 CH; (1)
, TFA .
thO—?l—OCH} + HZO _— HO—“-'?l_ OH 4 CH;0H
OCH; OH

Os produtos hidrolizados podem sofrer reacées de policondensacéao e

produzir uma rede polimérica tridimensional. Esta pode ser descrita pela

reacao:
I
CH, CH, (I:H3 ?
HO—Si—OH + NHO—Si—OH ———» HO—Si —Si-0—-a (2
i l—(o [lﬁ;‘ ()

Chong et. al. [2], utilizaram na solugé@o sol-gel poli(dimetilsiloxano) hidroxi
terminal como reagente de recobrimento. O hidrdxi terminal é ativado na
solugédo sol-gel. A selecdo deste polimero visa ligar quimicamente a fase
estaciondria de PDMS a rede polimérica crescente. A reagcdo quimica
envolvida pode ser esquematicamente representada pelo esquema:
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-

CH3 CH, CH, CH,
_._c;;—ﬁo-—-—éua—oﬂ + OH"'"'C:h— 0—6é1——~09;<:;;—0k[ —_—
‘ CH3 Cl; CH, CH,4
(:113 (’) CI{3 CH, CH,
—--—S;ﬁ 0“%1350-—91— 0‘—6‘[31-'—“—03;‘:;1'—01'[
CH, ClH, CH, CH,

Selecionando polietilenoglicol (PEG) como polimero de recobrimento, a
reacao quimica pode ser representada pelo esquema [54]:

CH; 0 H H

[l é | |
...—-—s’;;ﬁ(o“-llﬁgc)l{ + HO—&C-—-—(IZ—Oa-H —

m
0 CH; v
i

O N

Si—¢ —~=0——C—C—O0>-H

S I S

(!J CH, H H

O grupo silanol da superficie dos suportes (geralmente silica fundida)
aceita parte das reacbes de condensacao ligando quimicamente a rede
polimérica na superficie dos suportes. Dessa maneira, o recobrimento
polimérico ligado

by

a superficie do suporte

7

€ criado pela exposicdo da fibra
utiizada como suporte na solugcdo sol por um tempo determinado. O
recobrimento, ou filme polimérico, € quimicamente ligado e sua espessura
pode ser controlada pela variagdo do tempo de exposi¢do e concentragdo dos
ingredientes da solu¢do. Recobrimentos com maiores espessuras podem ser
obtidos por repetidas exposi¢cdes dos suportes a solugao sol-gel.
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Do mecanismo de sol-gel apenas a primeira etapa, a hidrélise, € bem
conhecida. As reagdes de condensagdo comegcam antes das reagdes de
hidrélise terminarem, tornando o mecanismo muito complexo e envolvendo
muitas reagdes de hidrdlise e condensagdo ao mesmo tempo [53].

A técnica de recobrimento por sol-gel oferece importantes vantagens
qguando comparada com técnicas de recobrimento tradicionais [2, 38, 51, 52]:

| - Combina tratamento da superficie da fibra, recobrimento e
imobilizacédo da fase estacionaria em uma Unica e simples etapa;

Il - a estrutura porosa da superficie do revestimento por sol-gel fornece
areas de superficie elevadas permitindo assim uma elevada eficiéncia de
extragao;

lll - relativa facilidade em mudar a composi¢cdao do revestimento o que
consequentemente resultara em diferentes seletividades;

IV - forte adesao entre o recobrimento e a superficie do suporte devido a
ligacdo quimica, o que é importante para aumentar a estabilidade em

operagdes que envolvem temperatura e solventes.

A Ultima das vantagens citadas acima é especialmente importante para
SPME.

Historicamente, o uso da tecnologia de sol-gel tem sido mensionada em
meados de 1800 [55]. Inicialmente aplicada em SPME por Chong et al. [2] in
1997, tem sido aplicada com sucesso no preparo de diferentes fibras, como

pode ser verificado através da Tabela 2.
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Tabela2. Diferentes fibras para microextracdo em fase solida
desenvolvidas através de processo sol-gel.
Recobrimento Espessura  Compostos analisados  Ref.
filme
Polidimetilsiloxano (PDMS) 10 um  PAH? n-alcanos, dlcoois e  [2]
fendis.
PDMS 44 um BTEX® [56]
Polietilenoglicol (PEG) 40 um BTEX®, cloro e nitrofendis, [54]
ftalatos e pesticidas.
Calix[4]arene 60 um Fendis. [57]
Eter de coroa - bisbenzo 40 um Pesticidas e compostos  [58]
organofosforados.
PDMS/poli(vinilalcool) 5 um Bifenilas policloradas [59]
(PDMS/PVA) (PCB).
Eter de coroa aberta 55 um Fenois, BTEX" e ftalatos.  [51]
Hidroxi-Crown-Eter 73 um Fendis. [52]
Polifenilmetilsiloxano (PPMS) 70 um  Pesticidas organoclorados [60]
Trimetoxisilil-propil-metacrilato 70 um Compostos volateis da [61]
(TMSPMA) cerveja.
Anilinametiltrietoxisilano/PDMS 85 um Compostos aromaticos.  [62]
(AMTEOS/PDMS)
Butilmetacrilato/divinilbenzeno 70 um Compostos volateis em [63]
(BMA/DVB) vinho.
Hidroxifulereno 30 um PCB, PAH? e aminas [38]
arométicas.
(Trimetoxisilil 4 um Fenol e clorofendis em [64]
propilamina)/PDMS amostras ambientais
(TMSPA/OH-PDMS)
Polimetilfenilsiloxano 70 um Pesticidas em vegetais [65]
(PMPS)
Permetilado-B-ciclodextrina/ 65-70 um Eteres difenilpolibromados  [66]
silicone hidroxi terminal (PBDE) em amostras de
(PM- B -CD/OH-TSO) solo
Tetra-n-butilortototitanato 30 um BTEX® em amostras [67]
/grafite (TBOT/grafite) gasosas

a, VAT ™. b . .
Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos; ~ benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno.
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1.3. Aplicagéo da liga de NiTi eletroliticamente recoberta com ZrQO;
como novo suporte para SPME

Embora a silica fundida seja usada amplamente e com sucesso como
suporte para fibras de SPME ela possui a desvantagem de ser fragil. O uso de
fios metélicos que possuem boa estabilidade mecénica torna a microextragao
em fase soélida uma técnica de preparacdo de amostra mais robusta para
andlise de rotina [68].

Varios trabalhos vém sendo desenvolvidos usando diferentes materiais
em substituicdo ao suporte tradicional de silica fundida, tais como: fios de
platina [47, 69, 70, 71], fios de aluminio anodizado [42], fios de ouro [46,72],
fibras de carbono ativado [73], aco inoxidavel [45, 68, 74, 75], fios de titanio
[76] e fios de cobre [50].

Recentemente, uma nova geragado de fibras de SPME foi introduzida
comercialmente pela Supelco. Esta nova fibra, denominada de fibra de metal

super elastica, pode ser reutilizada mais que 600 ciclos de extragado [77 - 79].

A liga aproximadamente equiatbmica de NiTi, conhecida
comercialmente como Nitinol®, destaca-se por seu efeito de memaria de forma.
Este material é capaz de mostrar 0 que € comumente chamado de
superelasticidade e memoria de forma (habilidade de transformacao entre
fases que permite a recuperacao de uma geometria previamente definida
mediante imposi¢cédo de gradiente de tensdo e/ou temperatura). A meméria de
forma da liga de NiTi ou, a habilidade de possuir o comportamento de memdéria
de forma e superelasticidade, estavel interacdo superficial com o ambiente
externo, alta biocompatibilidade, excepcional durabilidade e resisténcia a
corrosao sao caracteristicas altamente desejadas [80]. Devido principalmente a
ultima propriedade mecéanica abordada, e por ser biocompativel, ou seja, em
principio nao oferece danos ao organismo, a liga equiatdbmica de NiTi esta
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sendo amplamente usada na confeccdo de proteses endovasculares para

cirurgias minimamente evasivas no tratamento de aneurismas [81].

A eletrodeposicao oferece importantes vantagens como rigido controle
na espessura do filme formado, uniformidade e taxa de deposicédo. Este
meétodo é especialmente atrativo devido a possibilidade de deposicdo em
substratos de forma complexa, alta pureza de deposi¢do, processo a baixas

temperaturas e requer equipamentos de baixo custo [82].

Com relacdo a recobrimentos com ZrO,, excelente biocompatibilidade,
resisténcia a corrosdo e ao desgaste, e forte adesao a superficies metélicas,
tem sido reportados [82, 83]. ZrO, tem uma notavel estabilidade térmica, sendo
estavel até o seu ponto de fusdo a 2983 K. Em acréscimo a temperatura de
2650 K, onde é a fase de transicao de t-ZrO, a sua fase fluorite cubica (c-
ZrO,), a qual é estavel até 2983 K. Zircbénia (ZrO,) € atualmente considerado

um das mais importantes materiais ceramicos na tecnologia moderna [84].

Como proposta de trabalho, as condicdes 6timas obtidas por Giacomelli,
et al. [85] para a eletrodeposicdo do filme de ZrO, sobre o Nitinol® (estudo do
efeito do recobrimento eletrolitico de ZrO, no potencial de transpassivagéo (E:)
dos fios de NiTi destinados a fabricacdo de proteses endovasculares) serdo
aplicadas e esta liga eletrodepositada sera utilizada como novo suporte para

microextracdo em fase sélida.
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Estratégias de otimizacao

O uso da estratégia tradicional de otimizacdo univariada, ou seja, a
otimizagéo de cada variavel separadamente, oferece como principal vantagem
a facil interpretagcdo de dados obtidos. Os gréaficos sdo bidimensionais, os
quais relacionam a resposta analitica com a variavel que esta sendo otimizada.
Entretanto, as interagdes entre as variaveis ndo sdo consideradas durante os
experimentos desenvolvidos e o0 numero de experimentos aumenta
consideravelmente com o aumento do nudmero de fatores (variaveis). Além
disto, somente uma escala muito estreita dentro de todas as combinacdes
possiveis € examinada e isto pode levar a uma condi¢ao de falso méaximo, ou
seja, uma condicdo onde a combinagao entre as variaveis ndo é a que prové a
melhor resposta analitica.

Os planejamentos multivariados permitem um estudo simultdneo de
diversas variaveis, sua execugao é mais rapida e sdo economicamente viaveis

se comparados aos planejamentos univariados tradicionais [86].

Uma ferramenta multivariada muito utilizada é o planejamento fatorial
completo em dois niveis. Este é usado para verificar a significancia preliminar
das variaveis sobre a resposta no sistema em estudo. Neste procedimento, os
efeitos principais e de interagdo das varidaveis no intervalo estudado séo
estimados, sendo esta uma das maiores vantagens da otimizagdo multivariada.
Outra vantagem € a reducdo do numero de experimentos, uma vez que
somente dois niveis de cada variavel sdo avaliados. As principais informacdes

obtidas de um planejamento fatorial sdo os efeitos principais das variaveis e os
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efeitos de interagdo entre as variaveis avaliadas duas a duas (efeitos de
segunda ordem). Entretanto, o numero de experimentos & dependente do
numero de variaveis a serem investigadas. Quando o niumero de variaveis a
serem otimizadas é grande, planejamentos fatoriais fracionados podem ser
utilizados, onde o nimero de experimentos é dado por 2P +C, onde k é o
numero de variaveis, C € o numero de replicatas no ponto central e p € um
numero inteiro de indica o quéo fracionado sera o planejamento experimental.
Quando o valor de p é zero, o0 planejamento € completo. As variaveis que se
mostram estatisticamente significantes podem ser novamente submetidas a
um planejamento experimental, porém agora com uma menor diferenga entre
0s niveis, escolhidas de acordo com os resultados do primeiro planejamento,
ou otimizadas através de alguma metodologia de superficie de resposta [87].

O planejamento Box-Behnken é baseado em um planejamento fatorial
fracionado em trés niveis. Para trés fatores, por exemplo, o planejamento pode
ser construido como trés blocos de quatro experimentos consistindo em um
planejamento fatorial completo com dois fatores sendo o nivel do terceiro fator
ajustado como zero. O numero de pontos experimentais (N) é definido pela
expressdo N = 2k (k-1) + Co, onde k € 0o numero de variaveis € Gy € o numero
de pontos centrais [86].

Para um planejamento Box-Behnken com trés parametros (fatores),
todos os pontos experimentais estao localizados nas extremidades de um cubo
em torno de um ponto central, como mostra a Figura 6a. Baseados nos
resultados dos experimentos, um modelo de superficie de resposta pode ser
computada, ou seja, uma equacao de regressao polinomial que se ajuste aos
dados experimentais tanto quanto possivel. Essa superficie de resposta pode
ser visualizada como uma superficie tridimensional e pode ser utilizada para

determinar as condi¢des 6timas de extragao [88].

Um planejamento fatorial alternativo muito usado para modelos de
segunda ordem € o planejamento proposto por Doehlert em 1970.

Planejamento Doehlert € facilmente aplicado a otimizacdo de variaveis e
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oferece vantagens em relagdo ao planejamento Box-Behnken. Este necessita
de poucos experimentos, os quais sdo mais eficientes e podem se mover
atraves do dominio experimental. Apesar destas caracteristicas atrativas,
entretanto, levou algum tempo para que pesquisadores aplicassem o
planejamento Doehlert [86].

(4 °- B
o I —

' Variavel 1
\Z

Figura 6. Exemplos de planejamento de otimizagdo. (A) Box-Behnken para trés

variaveis e (B) Doehlert para duas variaveis.

Para duas variaveis, o planejamento Doehlert consiste de um ponto
central mais seis pontos, formando um hexagono regular como demonstrado
na Figura 6b. O nimero de experimentos (N) é dado por N = k? + k + Cq.
Replicatas no nivel central das variaveis é avaliado de maneira a validar o
modelo por meio de uma estimativa da varidncia experimental. No
planejamento Doehlert 0 nimero de niveis ndo € o mesmo para as duas
variaveis, uma variavel € estudada em cinco niveis enquanto a outra é
estudada somente em trés niveis. Como uma regra geral, € preferivel escolher
a variavel com maior efeito como a varidvel com cinco niveis para obter maior
informagéao do sistema [86].

Para trés variaveis usando o planejamento Doehlert, um cuboctaédrico é

produzido geometricamente através da distribuicdo uniforme dos pontos sobre

toda a regido experimental. Um cuboctaédrico é um solido geométrico com oito
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vértices simetricamente cortado produzindo oito tridngulos equilaterais cujas

bordas séo iguais aquelas dos quadrados restantes. A Figura 7 mostra a
projecao no plano do cuboctaédrico.

A

Varidvel 1

-0.577

-0.866

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 Varidvel 2
Figura 7. Um cuboctaédrico projetado no plano utilizado na otimizacao de trés

variaveis pelo planejamento Doehlert.

A matriz Doehlert tedrica que conduz ao planejamento experimental
tedrico com valores reais pode ser deduzida. A relagdo entre os valores
codificados (C)) e os valores reais (X)) é dado por:

Ci= [(X,'— X,’O)/ AX,‘] a

Onde X? é o valor real no centro do dominio experimental, AX; o grau de

variagao do valor real e a é igual a 1, 1 e 0,707 para o primeiro, segundo e
terceiro fator, respectivamente [89].
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Capitulo 3

Preparacao e aplicacao da liga de NiTi recoberta com ZrO,
como nova fibra para SPME’

3.1. Introducéao

Alguns materiais véem sendo propostos em substituicao a silica fundida,
suporte tradicionamente usado em SPME. A aplicacao de fios metalicos como
suportes pressupde uma maior robustez a técnica de SPME para analises de
rotina. As propriedades vantajosas da liga de NiTi [70], somadas as vantagens
dos recobrimentos com 6xido de zircénio [82, 83], apresentam-se ndao sé
como uma atrativa opcao como suporte robusto, mas também como um novo

recobrimento extrator para a técnica de microextracao em fase soélida.

Neste estudo, é proposta uma nova fibra robusta de SPME obtida pela
eletrodeposicéo de ZrO, sobre fios de NiTi. O desempenho e as caracteristicas
desta nova fibra foram avaliados na determinacéo de alcodis, BTEX e THM em

amostras gasosas.
3.2. Objetivo

Empregar e avaliar o desempenho da liga de NiTi recoberta
eletroliticamente com Oxido de zircdnio como nova fibra robusta para

microextracdo em fase sélida.

! Publicado em Journal of Chromatography A, 1164 (2007) 18-24
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3.3. Parte experimental

= Instrumentagéo

As anadlises cromatograficas foram realizadas em cromatégrafo a gas
modelo Shimadzu GC-14B, equipado com injetor split/splitless. O detector por
ionizacdo em chama (FID) foi utilizado na andlise de &lcoois e BTEX e o
detector por captura de elétrons (ECD) foi utilizado na analise de THM. As
separagdes cromatograficas para BTEX e THM foram realizadas em coluna
capilar OV-5 (30m x 0,25mm x 0,25 um; OV Specialty Chemical, Marietta, OH).
Para alcoois a separacgao foi realizada em coluna DB-20 (25m x 0,25mm x 0,25
um; Shimadzu, Australia). Nitrogénio ultrapuro foi usado como gés de arraste e
auxiliar (make-up). A programacdo de temperatura do forno para todas as
classes estudadas é apresentada na Tabela 3.

Tabela3. Programa de temperatura aplicado na separacdo dos compostos

estudados.

Classe Programacéao de temperatura do forno

Alcoois 35°C (4 min); 5°C min™ até 40°C; 20°C min™" até 150°C
BTEX 40°C (1 min); 10°C min™ até 100°C; 15°C min™" até 190°C
THM 50°C (1 min); 10°C min™ até 80°C; 40°C min™ até 220°C (1 min)

A temperatura do injetor e detector, para as trés classes investigadas foi
270°C e 280°C, respectivamente.

Para e deposicao do ZrO, nos fios de NiTi utilizou-se um potenciostato
EG&G PAR modelo 263A. A morfologia e composicao das fibras, com e sem
recobrimento, foi avaliada por microscopia eletronica de varredura (SEM)
através de microscopio Philips XL-30, e a micro-andlise quantitativa por

dispersao de energia (EDS).
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= Deposicao eletrolitica

Fios da liga de NiTi com 0,3 mm de espessura e aproximadamente 10 cm
de comprimento, foram usados como suporte para SPME ap6s a deposicao de
ZrO, em sua superficie. As condigbes de recobrimento foram seguidas
segundo Giacomelli et al. [85].

As deposigcdes foram realizadas utilizando-se uma célula eletroquimica
convencional de trés eletrodos, em solugdes naturalmente aeradas de
ZrOCl,.8H,0 (Fluka) 0,0625 mol L, pH de 1,8 e temperatura ambiente. O
processo foi conduzido usando cronoamperometria. Os fios de NiTi foram
previamente lixados (lixa 13 n) e limpos em acetona. Foi utilizado como
eletrodo de trabalho (catodo) um fio de NiTi. Um cilindro de grafite,
previamente lixado, foi utilizado como anodo e um eletrodo de calomelano

saturado (ECS) como eletrodo de referéncia (ER).
= Reagentes para SPME

Padrées de alcoois, BTEX e THM foram usados para a extragdo gasosa
em volume de headspace de 340 mL. A mistura de alcoois inclui metanol e
etanol (Tedia, Fairfield, Ohio, USA), 1-propanol e 2-propanol (Merck,
Darmstadt, Germany), butanol (Vetec, Duque de Caxias, RJ) e hexanol
(Sigma-Aldrich, Milwaukee, WI, EUA). Padrao de BTEX consistiu de benzeno,
tolueno, etilbenzeno e xileno (Sigma-Aldrich). O padrdo de THM incluiu
cloroférmio (Tedia), diclorobromometano, clorodibromometano (Sigma-
Aldrich) e bromoférmio (Synth, Diadema, SP).

= Preparagdo das amostras gasosas

As amostras gasosas foram preparadas adicionando volumes de
aproximadamente 1 ou 2 pL da classe de interesse (massa conhecida) em
um frasco de 340 mL, para uma total evaporagao e diluicado proporcional ao

volume do frasco.
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= Estratégias de otimizagcdo

A otimizagédo da extragdo de analitos de amostras gasosas foi realizada
pelo método univariado, ou seja, as variaveis foram otimizadas uma a uma
enquanto as demais foram fixadas. As classes selecionadas, alcoois, BTEX e
THM, foram estudadas separadamente. Os parametros avaliados foram
temperatura e tempo de extracdo. Efeito da umidade e uma comparagdo com
fibras comerciais também foram avaliados. As concentracdes foram fixadas
em 776 ug L' para alcoois, 640 pug L' para BTEX e 14,6 pug L' para

cloroférmio e 7,0 ug L' para os demais THM.

3.4. Resultados e discussoes

Eletrodeposicao e caracterizacao do suporte de NiTi

A sintese catddica eletrolitica de ZrO, na superficie do fio metalico

envolve a seguinte seqliéncia de reagdes quimicas:

Dissociacao do sal de zircbnio

ZrOCl,.8H,0 — ZrO** + 2CI + 8H,0 (1)
Hidrdlise dos ions zircénio

ZrO** + HyO — Zr(OH)* 2)
Precipitacao com ions OH"

Zr(OH),?* + 20H — Zr(OH), (3)
Desidratacao do hidréxido por secagem natural

Zr(OH)s — ZrO, + 2H0 (4)

A aplicagdo de um determinado potencial de redugao sobre o fio de NiTi
(catodo) gera espécies OH na sua superficie, 0 que conduz a uma deposi¢céao
de Zr(OH)4, 0 qual pode, por secagem ao ar perder agua, ocorrendo assim a
formagao do composto ceramico ZrO; [85].

30



Cap. 3 — Preparacio e aplicagdo da liga de NiTi recoberta com ZrO, como nova fibra para SPME

Através das micrografias ilustradas na Figura 8, avaliou-se a superficie

da liga de NiTi antes e apds a deposicao eletrolitica.

Acc¥Y  Spot Magn Det WD AccV  Spot Magn Det WO ————— - 100 Hm
10.0kV 5.0 270x SE 102 Fibra 0 _ 10.0 kV 5,9_] 273)( SE 99 Fibral
i ] A G :

Figura 8. Micrografias da liga de NiTi obtidas por elétron secundario (A) sem o
recobrimento e (B) apds eletrodeposicao de ZrO,. Ampliagdo de 270x.

Na Figura 8B, pode-se observar o recobrimento praticamente uniforme da
liga por ZrOs.

A analise quimica das superficies da fibra metalica por EDS (Figura 9)

confirmou os resultados obtidos por SEM.
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Figura 9. Microanalise por energia dispersiva (EDS). (A) Fibra de NiTi sem
recobrimento; (B) fibra de NiTi recoberta com ZrO, por eletrodeposicao.

O espectro da fibra de NiTi sem revestimento (Figura 9A) revelou
basicamente a presenca dos picos que correspondem a titdnio e niquel,
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componentes do suporte. O espectro da fibra com revestimento (Figura 9B)
apresentou um pico em 2,0 keV que foi atribuido a linha de emissao La do
zircbnio. Este aparecimento ocorreu devido a grande quantidade de zircénio na
superficie da fibra metélica. Em 2,5 keV houve um pico atribuido a linha de
emissao Ko do cloro. Isto se deve ao ZrOCI».8H,O usado na eletrodeposicéao
de ZrO..

= Aplicacdo da liga de NiTi com ZrO- como nova fibra para SPME

A liga de NiTi, usada aqui como suporte para SPME e eletroliticamente
recoberta com ZrO,, foi aplicada na extragdo de trés classes de compostos
organicos em amostras gasosas. Os compostos avaliados incluem uma
mistura de alcoois: metanol, etanol, 2-propanol, 1-propanol, butanol e hexanol;
BTEX: benzeno, tolueno, etilbenzeno e tolueno; e THM: cloroférmio,

diclorobromometano, clorodibromometano e bromoférmio.

O método de SPME para ambas as classes de compostos foi otimizado

univariadamente, incluindo como variaveis temperatura e tempo de extragao.

w  Temperatura de extragcdo

A faixa de temperatura avaliada foi de 25 a 65°C para alcoois e BTEX e
de 25 a 45°C para THM. Em geral, a temperatura da amostra tem uma
influéncia dupla. Altas temperaturas podem aumentar o coeficiente de difusdo
dos analitos e encurtar o tempo de extracdo. Também elevadas temperaturas
diminuem o coeficiente de particdo entre o recobrimento e os analitos, isso
porque, 0 processo de adsorcdo € geralmente exotérmico. Os perfis das
curvas de area de pico versus temperatura podem ser visualizados através da
Figura 10.
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Figura 10. Efeito da temperatura de extracdo na resposta de 776 ug L™, 640 ug
L' e 7,0 ug L' e com tempo de extragdo de 10, 15 e 20 minutos, para (A)
alcoois, (B) BTEX e (C) THM, respectivamente.

Para élcoois, a temperatura selecionada foi 35°C, na qual houve uma
pequena queda para 4 dos compostos, mas um ganho significativo para o
hexanol e também um pequeno aumento para o butanol. Para BTEX,
temperatura da amostra de 25 a 35°C levou apenas a uma pequena queda no
sinal, apresentando-se quase como um patamar, e como a estabilizacdo do
banho termostatizado € melhor a 35°C esta foi a temperatura escolhida. Como
THM apresentou uma queda do sinal analitico para todos os compostos a
partir de 25°C, optou-se pelo uso da menor temperatura avaliada.
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w Tempo de extragao

O tempo de extracao foi estudado na faixa de 5 a 30 min, 5 a 40 min e 2
a 26 min para alcoois, BTEX e THM, respectivamente. O resultado deste
estudo esta ilustrado na Figura 11.

140000 | —=— Metanol
—e— Etanol
120000 | —4— 2-Propanol
—v— 1-Propanol
100000 1 —#— Butanol
—<— Hexanol
80000 | A

Area

60000

40000

20000

04

(A)
44—«
«—
~ ‘ 60000 +
& ¢
20 25 30

15
Tempo de extracao, min

180000

180000

160000 -

140000 +

120000 -

100000 +

80000 +

40000 4

20000

—u—Benzeno
—e—Tolueno
—a— Etilbenzeno
—v— Xileno

0

T T T T
10 15 2 25 30
Tempo de extracédo, min

160000 +

140000 +

120000 +

Area

100000 +

80000

60000

—=—CHCI,

—e— CHCI,Br

CHCIBr,
—v— CHBr,

40000

20000

0 Y

T

Tempo de extracdo, min

T T T
0 5 10 15 20

25 30

T
35

Figura 11. Perfil do tempo de extragéo para 776 ug L™, 640 ug L' e 7,0 ug L™
para (A) alcoois, (B) BTEX e (C) THM.

SPME é uma técnica baseada em equilibrio e esta tem uma relagdo direta

entre a quantidade extraida e o tempo de extragcdo. Como mostra o perfil de
tempo de extragdo (Figura 11), para as compostos estudados ha um claro

acréscimo no sinal com o aumento de tempo e ndo houve necessidade de um

tempo de extragdo maior que 20 minutos para todas as classes estudadas.

Mesmo para BTEX que apresentou um pequeno acréscimo acima de 20

minutos (menor que 8%), um tempo de extracdo de 20 minutos favorece uma
maior frequéncia analitica.
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. Efeito da umidade

Para esta investigacdo, amostras foram preparadas com o volume de
padrao fixado em 5 uL e com a adicdo de aliquotas de agua de 1 a 5 uL,
resultando em umidades relativas de 0 a 100%, onde a quantidade extraida foi

monitorada por GC. Os dados obtidos podem ser avaliados pela Figura 12.
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Figura 12. Efeito do vapor de 4gua na extracao de amostras gasosas. Fixando
o volume de padrao em 5 puL e variando a adicdo de agua de 0 a 5 uL. (A)
Alcoois, (B) BTEX e (C) THM.

Pela comparacédo das areas de pico, pode-se verificar uma diminuicdo na
eficiéncia de extracao com o aumento da quantidade de agua. Para éalcoois, 10
- 15% de interferéncia foi observada para 20 - 100% de umidade relativa,
respectivamente. Para BTEX, 29% de interferéncia pode ser observada para
100% de umidade relativa. Para THM a interferéncia da agua envolveu a faixa
de 7 a 20% para umidade ralativa de 20 e 100%, respectivamente.
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= Estudo de repetitividade e reprodutibilidade

De maneira a assegurar repetitividade (para uma fibra) e
reprodutibilidade (fibra para fibra), cinco fibras foram recobertas nas mesmas
condi¢des e seis experimentos foram realizados com cada fibra. O desvio
padrao relativo (RSD%) foi calculado para cada fibra e de fibra para fibra. A
repetitividade avaliada para apenas uma fibra foi menor que 8,5%, 6,0% e
8,4% para alcoois, BTEX e THM respectivamente. O RSD avaliando para as

trés fibras estudadas (ou seja, a reprodutibilidade) foi menor que 11,9%.
= Avaliacdo do desempenho do método proposto

Linearidade, limites de deteccdo e de quantificacdo foram obtidos de

maneira a avaliar o desempenho do método proposto.

Como podem ser verificados na Tabela 4, os coeficientes de correlagao
(R) foram maiores que 0,996 para todos os compostos. Os limites de detec¢éo
e quantificacdo foram calculados como trés e dez vezes a razao sinal/ruido,
respectivamente. Os limites de deteccéo ficaram na faixa de 9 — 28,1 ug L™
para as duas primeiras classes de compostos estudadas (Alcoois e BTEX) e
0,02 — 0,18 pg L' para THM. Lembrando que THM foi analisado em detector
por captura de elétrons (ECD), o qual tem uma sensibilidade muito maior para
compostos halogenados que o detector por ionizacdo em chama (FID) utilizado

na analise das duas primeiras classes [90].
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Tabela4 . Faixa dinamica de trabalho, coeficientes de correlagdo e limites
de deteccdo e quantificacdo na otimizacdo da fibra ZrO, na extracdo de

amostras gasosas.

Compostos Faixa Linear® RP LD®, ug L™ LQY pg L™
Alcoois

Metanol 80 - 970 0,998 28,1 93,6
Etanol 40 - 970 0,999 12,0 40,1
2-propanol 40 - 970 0,998 17,9 59,6
1-propanol 40 - 970 0,999 9,0 29,9
Butanol 40 - 970 0,999 14,4 48.0
Hexanol 30-970 0,999 8,2 27,3
BTEX

Benzeno 70 - 800 0,996 20,5 67,6
Tolueno 70 - 800 0,997 20,8 68,6
etilbenzeno 50 - 800 0,998 15,6 52,1
Xileno 30 - 800 0,997 8,8 29,3
THM

cloroférmio 1,0 - 20 0,996 0,18 0,59
diclorobromometano 0,5-10 0,999 0,02 0,07
bromodiclorometano 0,5-10 0,998 0,02 0,06
bromoférmio 0,5-10 0,999 0,02 0,08

2 Faixa linear de trabalho em ng LY ® coeficiente de correlagado da curva de calibragao; ¢
limite de detecgao; 4 jimite de quantificagao.

3.5. Conclusées parciais

A fibra de NiTi-ZrO. foi eficientemente aplicada na extracao de alcoois,
BTEX e THM em amostras gasosas. A nova fibra manteve a sua eficiéncia de
extracao por mais de 300 extragdes. A estabilidade térmica da fibra (suporte e
recobrimento) é muito alta. Assim, altas temperaturas de dessor¢cdo podem ser

aplicadas em comparagao com outras fibras comerciais.
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Capitulo 4

Aplicacao da fibra NiTi-ZrO, na determinacao de halofendis em
amostras de agua®

4.1. Introducéao

Os clorofendis (CP) sao conhecidos por serem importantes
contaminantes em sistemas aquosos e solos onde sao altamente téxicos,
pobremente degradaveis e potencialmente carcinogénicos. Devido a esta
toxicidade e aos perigos apresentados a saude humana a Agéncia de Protegcao
ao Meio Ambiente dos Estados Unidos (EPA) tem incluido a maioria deles em
sua lista de poluentes prioritarios. De acordo com a legislacdo européia e
americana, a concentracdo maxima toleravel em agua para consumo humano
é de 0,5 ng mL™". Clorofenéis sdo produzidos comercialmente para uso como
agentes preservativos, pesticidas, anti-sépticos e desinfetantes. Eles também
s8o usados como intermedidrios em varias industrias, onde a maior fonte de
CPs sao descargas de efluentes de industrias tais como de papel e de
pesticidas.

Adicionalmente, pequenas quantidades de clorofendis podem ser
produzidas quando agua potavel ou de descarte sdo desinfectadas com cloro,
conferindo propriedades organolépticas desagradaveis e persistentes [91, 92].
Entre os CP, pentaclorofenol (PCP) e seus sais de sodio tém sido amplamente
usados como preservativos de madeira devido seu efeito toxico sobre bactéria,
bolor, alga e fungo [93].

* Publicado em Analytica Chimica Acta, 598 (2007) 254-260
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Neste trabalho, uma nova fibra de SPME baseada em um suporte de
NiTi recoberto eletroliticamente com ZrO, foi aplicada na extragdo de
halofendis em amostras de agua de rio, com analise por cromatografia gasosa
e deteccéo por captura de elétrons. A otimizagdo envolveu duas etapas, uma
para otimizacdo das condicbes de derivatizacdo utilizando matriz Doehlert e
outra para a otimizagdo das melhores condicoes de extracdo aplicando o
planejamento Box-Benken.

4.2. Objetivo

Avaliar a aplicabilidade da fibra metdlica zirconizada na extragdo de

compostos volateis em amostras aquosas e aplicacao a amostras reais.

4.3. Parte experimental

= Instrumentacdo

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatégrafo a gas
modelo Shimadzu GC-14B, equipado com injetor split/splitless com detector
por captura de elétrons (ECD). As separagbes cromatograficas foram
realizadas em coluna capilar OV-5 (30m x 0,25mm x 0,25 pm; OV Specialty
Chemical, Marietta, OH). Nitrogénio ultrapuro foi usado como gés carreador e
auxiliar. A programacédo de temperatura do forno para halofendis foi 60°C (1
min); 20°C min™" até 130°C; 10°C min™ até 175°C (1 min); 1°C min™" até 181°C;
40°C min™' até 280°C (2 min). A temperatura do injetor e detector foi fixada em
270°C e 280°C, respectivamente.

= Reagentes para SPME
Solugdes estoques de halofendis incluindo 2,4,6-triclorofenol, 2,4,6-

tribromofenol e pentaclorofenol (Sigma-Aldrich) foram preparadas pela diluicao

em acetona (Tedia). As solugdes de trabalho foram preparadas pela diluigcao
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das solucdes estoque em agua deionizada de um sistema Milli-Q (Millipore,
Bedford, MA, USA). Carbonato de sédio (Vetec) e anidrido acético (Merck)
foram usados nas etapas de derivatizagdo dos halofendis. Cloreto de sédio
(Nuclear, Diadema, SP) foi utilizado para aumentar a forga ibnica das solu¢oes
aquosas.

w  Preparagdo das amostras reais

As amostras de agua foram coletadas do Rio Ponte Grande (Lages, SC,
Brasil), o qual recebe aporte de efluentes de varias manufaturas de madeiras.
As amostras foram coletadas em frascos de vidro com tampa esmerilhada
recoberta com papel aluminio e acondicionadas a 4°C até o momento da

andlise.

= Estratégias de otimizagcdo

Para a avaliagdo do desempenho da fibra de NiTi-ZrO; na extragdo de
analitos de amostras aquosas, uma otimizacdo multivariada foi aplicada. Para
a determinacdo das melhores condigdes de derivatizacdo de halofendis
aplicou-se o planejamento Doehlert, sendo volume de carbonato de sdédio
saturado e de anidrido acético avaliados. O volume de anidrido acético foi
avaliado em cinco niveis: 50, 88, 125, 163 e 200 uL e o volume de carbonato
de sédio foi estudado em trés niveis: 300, 450 e 600 uL. As variaveis de
extracdo como temperatura (45°C) e tempo de extragcdo (20 min), massa de
NaCl (4 g), tempo de pré-equilibrio (5 min), tempo e temperatura de dessorcao
(5 min e 270°C) foram fixadas. O planejamento Box-Behnken foi aplicado para
avaliar os trés principais fatores que afetam o processo de extracdo por SPME
a fim de se obter as condi¢cdes oOtimas. Os parametros experimentais
estudados foram temperatura de extracao (35, 45 e 55°C), tempo de extragao
(2,9 e 16 min) e forga ibnica pela adicao de sal (1, 4 € 7 g de NaCl).

Os volumes de anidrido e carbonato foram fixados de acordo com os

volumes 6timos obtidos pelo planejamento Doehlert. As concentraces
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também foram fixadas durante as etapas de otimizacdo sendo 5,0 ug L para
TCP; 6,7ug L™ para TBP e 9,2 ug L para PCP. Todas as analises foram
realizadas em frascos de 40 mL com 20 mL de amostra, amostragem a partir

do headspace da amostra e agitacdo magnética constante.
4.4. Resultados e discussoes
= Derivatizagdo

Derivatizacao deve ser usada quando compostos muito polares devem
ser determinados, os quais geralmente sao dificeis de extrair de matrizes
ambientais ou bioldgicas, além de serem de dificil separacdao na coluna
cromatografica [94]. A derivatizagdo é um modo de reduzir a polaridade de
compostos polares e melhorar a eficiéncia de extragdo, mas a adigdo da etapa
de derivatizacdo pode ter um impacto negativo no transporte dos analitos para
o headspace devido ao aumento da massa molar [95, 96].

A Figura 13 ilustra a reacdo de derivatizagdo de triclorofenol na
presenca de anidrido acético e carbonato de sddio. A reagdo ocorre em meio
alcalino promovido pelo ion carbonato. O triclorofenol ataca o grupo carbonila
do anidrido acético formando o fenil acetato e liberando acido acético. O acido

acético é desprotonado, permanecendo no meio como acetato.
9]
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Figura 13. Reacao de derivatizagédo de triclorofenol na presenca de anidrido
acético e carbonato de sodio.

As variaveis de derivatizagdo (volumes de anidrido acético e solugao
aquosa saturada com carbonato de sédio) foram otimizadas pelo planejamento
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Doehlert. O volume de anidrido acético, considerado a variavel mais importante
por se tratar do agente derivatizante, foi otimizado em cinco niveis. O volume

de carbonato foi avaliado em trés niveis.

A partir das respostas cromatograficas foi calculada a média geométrica,
a fim de se obter um compromisso entre as respostas para os trés compostos.
A superficie de resposta obtida é apresentada na Figura 14.

Figura 14. Superficie de resposta obtida na otimizagdo das condi¢des de
derivatizacao para halofendis.

A partir da superficie de resposta foi possivel calcular os pontos de

maximo através da seguinte equagéao:
R =-36,583 + 0,868x + 0,321y — 0,004x% + 7,749*10™*xy — 4,951*10™*y?

através das derivadas parciais obtém-se os pontos criticos da fungao:
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oR/dx = 0,868 - 0,008x + 7,749*10™y = 0
oR/dy = 0,321 + 7,749*10*x — 9,902*10%y = 0
x=156 uL ey =492 uL

onde, R é a média geométrica da area cromatografica, x € o volume de

anidrido e y o volume de carbonato.

Para confirmar se esses valores correspondem a valores de maximo,
aplicou-se o critério de Lagrange, o qual € usado para checar a existéncia de
pontos criticos em fungdes de segunda ordem estimadas com a matriz
Doehlert e no calculo do determinante de Hessian baseado na fungao
resposta:

H (x,y) = (0°R/0x?) (9°R/dy?) — (9°R/oxdy)?
(9°R/0x?) = - 0,008
(9°R/y?) = -9,902*10*
(9°R/oxdy) = 7,749*10™
H (x,y) = (-0,008)*(-9,902*10%) — (7,749*10%?
H (x,y) = 7,3*10°®

O ponto critico € maximo se H(xo,y0)>0 e 9°R/dx%(Xo,Y0)<0, € minimo se
H(Xo,Y0)>0 e 9°R/0x*(Xo,y0)>0 [97]. O ponto de sela existe se H(xo,y0)<0. De
acordo com o valor obtido para H(x,y)>0 pode-se afirmar que o ponto critico é

um ponto de maximo.

O carbonato de sédio age como catalisador desprotonando os fendis e
tornando mais rapida a reagdo deste com o anidrido acético. Contudo, uma
grande quantidade de carbonato pode hidrolisar o anidrido antes que ele possa
reagir com o fenol. Pequenas quantidades de anidrido podem n&o ser
suficientes para reagir completamente com os analitos. Grandes quantidades
podem, entretanto, tornar o pH da solucdo muito acido desfavorecendo a

desprotonacédo dos fendis e conseqlientemente a eficiéncia de derivatizagao.
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Assim, o maximo fornecido pela superficie de resposta fornece esse

compromisso entre as duas variaveis.
= Otimizagdo do processo de extracao

As variaveis de extracdo (temperatura, tempo e forgca ibnica) foram
otimizadas pelo planejamento Box-Behnken. As variaveis envolveram 35, 45 e
55°C para temperatura, 2, 9 e 16 minutos para tempo e 1, 4 e 7 g de NaCl. A
partir dos dados obtidos experimentalmente trés superficies de resposta foram

plotadas pela combinagao das trés variaveis.
As relagbes entre as variaveis sao dadas pela equacgao:

R =-70,3737 + 1,4611x — 0,0066x” + 17,6257z — 1,51452° + 1,8830y —
0,3319y” + 0,0068xz + 0,1268xy + 0,0190zy

através das derivadas parciais obtém-se os pontos criticos da fungéo:

dR/ox = 1,4611 —0,0132x + 0,0068z + 0,1268y = 0

oR/dy = 1,8830 — 0,6638y + 0,1268x + 0,0190z = 0

dR/dz = 17,6257 — 3,029z + 0,0068x + 0,0190y = 0
x=-171,203,y =-29,711 e z = 5,245

onde x, y e z correspondem as variaveis temperatura, tempo e massa de NaCl

respectivamente.
A partir dos dados obtidos como pontos criticos, pode-se ter uma idéia
de que esses valores nao correspondem a valores de maximo. Uma

confirmacao pode ser feita pela aplicagdo do critério de Lagrange.

O critério de Lagrange é usado de maneira a caracterizar a fungao

resposta e estabelecer a derivada segunda desta funcao de maneira a avaliar
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0 ponto critico (Xc, Yo, Zc). A equacao quadratica mostra somente um ponto

critico, onde quatro situagdes sao possiveis.

i. Nao ha nenhuma informacéo: A, = 0.

ii. Maximo relativo: A1 < 0; Ao > 0; A3 < 0.

iii. Minimo relativo: A1 > 0; A2 > 0; Az > 0.

iv. ponto de sela: nenhuma das situa¢des acima citadas.

Ponto de sela é definido como um ponto critico de uma superficie de
resposta, que apresenta uma resposta de maximo para niveis de algumas
variaveis e simultaneamente resposta de minimo para niveis de outras

variaveis estudadas no sistema analitico.

Os determinantes de Hessian (Az) de uma funcao H(x, y, z), (A1) e (A2)

sdo calculados usando as seguintes férmulas [98]:

5°’R &R &°R |
ox>  dydx  8zdx 5’R  &°R
R &R J°R | 8x* dydx
A= 2 A= <2 2
oxd0y  dy dzdy 'R o°R
8’R  &°R  §°R 5xdy Sy’
| Oxdz dydz  dz” |

5’R
Al = 6X2

A aplicagdo do critério de Lagrange para a equagdo obtida

experimentalmente demonstrou que:

Ay =-0,0132 ; Ay =-7,32*10" ; A3 =0,0222
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Os valores de A1 < 0, A2 < 0 e Az > 0, demonstram que o ponto critico
apresentado pela equagéo nao corresponde a um ponto de maximo e sim a um

ponto de sela. Assim, a escolha das variaveis que fornecem uma maior

resposta foi feita visualmente através das superficies de

resposta
apresentadas na Figura 15.
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Figura 15. Superficies de resposta obtidas na otimizacao das condi¢des de

extracdo para halofendis a partir do planejamento Box-Behnken.
As superficies da Figura 15 mostram claramente um aumento na

resposta analitica com o aumento da temperatura, aumento do tempo de

extracdo e maior concentragdo de sal. Assim, as condicOes experimentais
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estabelecidas foram: 55°C para a temperatura, 14 minutos de extracédo e 6 g
de NaCl.

= Avaliagdo do desempenho do método proposto

Para avaliar a linearidade do método, estudos de calibragdo foram
realizados usando as condigdes previamente otimizadas. Os resultados
obtidos a partir da calibracdo estdo representados na Tabela 5. As faixas de
concentracdes aplicadas foram 0,5 - 25,0 ug L™, 0,7 - 25,0 ug L' € 0,9 — 30,0
ug L™ para TCP, TBP e PCP, respectivamente.

Tabela5. Faixa dindamica de trabalho, coeficientes de correlagdo e limites
de deteccdo e quantificacdo na otimizacdo da fibra ZrO, na extracdo de

halofendis em agua.

Compostos Faixa linear? R® LD, pg L™ LQY ug L™
TCP 0,5-25,0 0,998 0,28 0,93
TBP 0,7-25,0 0,998 0,21 0,71
PCP 0,9-30,0 0,997 0,30 1,00

2 faixa linear de trabalho; ® Goeficiente de correlagao da curva de calibragéo; € limite de
deteccao; 4 limite de quantificagao.

Como pode ser verificado na Tabela 5, os coeficientes de correlagéo
para os halofenois foram melhores que 0,997. Baixos limites de deteccao
foram obtidos, estando abaixo dos valores maximos de concentracao

permitidos pelas legislagdes européia e americana [91, 92].

A repetitividade da fibra de NiTi-ZrO, também foi avaliada na extragéo
dos halofendis. O desvio padrdo relativo (RSD%), foi calculado para seis
extragdes consecutivas com concentracdo de 1,0 ug L' e condicdes de
extracao fixadas de acordo com a otimizacado. Os valores de RSD envolveram
a faixa de 9,9 — 12,5%.
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= Aplicacdo da metodologia proposta para amostras de agua de rio

A metodologia usando a nova fibra de SPME foi aplicada na
determinagéo de halofenois em trés amostras de agua coletadas no Rio Ponte
Grande (Lages, Santa Catarina, Brasil). A exatiddo foi avaliada usando o
procedimento de adicdo de padrdo. As inclinagées da curva de calibragcado
externa e a curva com adicdo de padrdo para cada amostra foram
comparadas, e a sensibilidade relativa foi calculada. Os valores obtidos de
sensibilidade relativa foram considerados satisfatorios para as trés amostras,
indicando que a matriz da amostra nao causa interferéncia na metodologia, e a
calibragdo externa pode ser eficientemente usada em analises quantitativas.
Os resultados podem ser observados na Tabela 6.

Tabela6. Concentracdo encontrada e sensibilidade relativa usando curvas

de calibracédo externa e com adicédo de padrao.

Conc. encontrada (ug L) Sensibilidade relativa (%)

Amostra 1

TCP 1,0+£0,1 84,0
TBP < LD? 81,2
PCP 1,5+0,2 86,2
Amostra 2

TCP < LD? 112,2
TBP < LD? 88,6
PCP 1,3+£0,3 86,0
Amostra 3

TCP 1,2+0,2 105,0
TBP 0,9+0,2 90,7
PCP 1,4+0,1 82,7

# abaixo do limite de detecgéo do método.
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Como pode ser visualizado na Tabela 6, PCP foi encontrado nas trés
amostras analisadas, TCP foi encontrado nas amostras 1 e 3, e TBP somente
na amostra 3.

4.5. Conclusées parciais
A nova fibora de SPME empregando NiTi como suporte para
recobrimentos eletroliticos com ZrO foi eficientemente aplicada na extracao de

halofendis em amostras aquosas. A eficiéncia da fibra foi mantida por mais de
500 extragoes.
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Capitulo 5

Aplicacao da fibra de NiTi-ZrO, na determinacao de haloanisoéis
em amostras de vinho*

5.1. Introducéao

A qualidade do vinho é altamente dependente de seu aroma. Assim, é
muito importante evitar a presenca dos compostos que causam defeitos
organolépticos ao vinho. O principal responséavel por este defeito organoléptico
€ 0 2,4,6-tricloroanisol (TCA), embora outros compostos possam também estar
envolvidos como os outros cloroanisols, e mesmo 2,4,6-tribromoanisol (TBA)
[99 - 102] e o pentacloroanisol (PCA) também pode contribuir para este efeito
[103].

O TBA é produzido pela o-metilacdo de seu precursor direto 2,4,6-
tribromofenol, que esta presente nos implementos do vinhedo ou na atmosfera
[104, 105]. A aplicacédo de pesticidas clorados em florestas de carvalho e o uso
do 2,4,6-tribromofenol como retardador de chama pode também contribuir a
presenca de haloanisois em ambientes de adegas de vinho, com consequente

risco de contaminacao no vinho [106].

O odor do TCA, descrito como mofo, pode ser detectado mesmo em
baixas concentracdes; seu limite sensorial de percepcao esta na faixa de 10 a
40 ng L' [107, 108]. Levando em conta que a concentragdo de haloaniséis

? Publicado em Microchimica Acta, 164 (2009) 197-202
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usualmente encontrada em vinhos est4 em niveis de ng L, faz-se necessario

a aplicacao de técnicas de pré-concentragdo antes da determinagéo analitica.

5.2. Objetivo

Verificar e ampliar a aplicabilidade da fibra de NiTi zirconizada na
extragdo de haloanis6is em uma matriz complexa como o vinho tinto,

realizando a etapa de otimizacao a partir de ferramentas quimiométricas.

5.3. Parte experimental

= Instrumentag&o

As condicbes cromatograficas sao iguais as aplicadas na andlise de

halofenéis em amostras aquosas®, descritas no capitulo 5.
= Reagentes para SPME

Padrées de haloanisois, 2,4,6-tricloroanisol, 2,4,6-tribromoanisol e
pentacloroanisol (Sigma-Aldrich, Milwaukee, WI, EUA) foram preparados em
acetona grau HPLC (Tedia, Fairfield, OH, USA). Cloreto de sodio (Nuclear,
Diadema, SP) foi utilizado para aumentar a forga ibnica.

= Preparagdo da amostra sintética de vinho

Como amostra sintética de vinho, uma solucdo contendo etanol
(Dinamica, Sao Paulo, Brazil) 11% (v/v), acido tartarico (Merck) 0,25% (m/v),
acido latico 0,30% (m/v) (Reagen, Rio de Janeiro, Brazil) e glicerina 0,60%
(m/v) (Nuclear, Diadema, Sao Paulo) foi preparada. O pH desta solucao

ajustado em 3,5 com uma solucdo de hidréxido de sddio (Vetec, Rio de

* Ver Capitulo 4
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Janeiro, Brasil).

w Estratégias de otimizagéo

Um planejamento fatorial completo foi usado para avaliar as
significancias preliminares das variaveis, assim como as interagbes entre as
mesmas. As variaveis foram investigadas em dois niveis, incluindo temperatura
de extracao (35 e 65°C), tempo de extracao (10 e 30 min), pH da amostra (3,2
e 7,6) e forga ibnica pela adigao de cloreto de sddio (0 e 6 g). Quatro replicatas
no ponto central foram incluidas no planejamento. De acordo com os
resultados obtidos pelo planejamento fatorial, um planejamento Doehlert foi
aplicado para estudar trés varidveis (fatores)A varidvel forgca ibnica foi
estudada em sete niveis (2,00; 2,65; 3,35; 4,00; 4,67 e 6,00 g de NaCl), a
temperatura de extracdo em cinco niveis (35, 40, 45, 50 e 55°C) e o tempo de
extragdo em trés niveis (20, 30 e 40 min). Para avaliar a robustez do método

um novo planejamento fatorial completo foi realizado.

Todas as analises foram realizadas em frascos de 40 mL, com 20 mL de
amostra, agitagdo magnética constante e com amostragem a partir do
headspace da amostra. A otimizagéo foi realizada com uma solu¢do contendo
500 ng L™ de cada analito.

5.4. Resultados e discussoes
Como se deseja maximizar a quantidade extraida dos trés analitos
simultaneamente, somente uma resposta foi utilizada, a qual foi obtida pela

média geométrica das trés areas cromatograficas. Com a média geométrica

obtida, construiu-se o grafico de Pareto mostrado na Figura 16.
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Figura 16. Grafico de Pareto obtido pelo planejamento fatorial completo na
otimizacao das variaveis e suas interacées na determinacao de haloaniso6is em

vinho tinto.

No planejamento fatorial mostrado na Figura 16, foram inclusos pontos
centrais em quatro replicatas os quais permitem que seja realizada uma
checagem na curvatura, a fim de se avaliar a perda de linearidade da resposta
analitica entre os niveis minimo e maximo avaliados. Como ja se esperava, 0
efeito da forga ibnica € extremamente significativo ao sistema. Valores
negativos de curvatura indicam que a resposta no ponto central € mais baixa
em relagéo aos niveis minimos e maximos. Uma curvatura positiva indica uma
maior resposta no ponto central em comparacdo com 0s niveis minimos e
maximos. Neste caso, o sinal da curvatura foi grandemente influenciado pelo
efeito mais significativo indicado pelo gréafico de Pareto (efeito salting-out).

O aumento da forga ibnica diminui a solubilidade dos analitos na solugao
favorecendo a sua constante de particdo entre a amostra e seu headspace. O
nivel maximo da forca i6nica avaliada (6 g de cloreto de sddio em 20 mL de
amostra de vinho) é proximo a saturacdo da solucdo, seria uma alternativa
coerente fixar esta variavel em seu nivel maximo. Entretanto, como a curvatura

mostrou-se significativa e positiva, pode ser que o nivel maximo de
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concentracao de cloreto de sédio nao forneca a melhor resposta, lembrando
que as variaveis mais significativas em um sistema sdo as que mais
influenciam na curvatura. Levando isso em consideragéo, o valor étimo deve
estar localizado entre o ponto central e o maximo nivel estudado (3 e 6 g). A
temperatura de extragdo foi avaliada nos niveis 35 e 65°C. A temperatura
também se mostrou significativa, mas ao contrario do efeito da forga iénica, a
extracdo no nivel minimo (35°C) € melhor que a extragdo a 65°C, como
indicado pelo sinal negativo no grafico de Pareto. O objetivo de se avaliar
diferentes temperaturas de extracdo é favorecer a transferéncia dos analitos da
fase liquida para a fase gasosa, consequientemente favorecer uma maior
eficiéncia de extracdo. Entretanto, o processo de sorcao € exotérmico; assim,
altas temperaturas podem favorecer a liberagdo dos compostos para a fase
gas, mas desfavorecer a extracdo dos compostos pela fibra. Neste caso o
efeito cinético (pelo aumento da temperatura) ndo se sobrepbs ao efeito
termodinamico (aumento do coeficiente de particdo pela diminuicdo da

temperatura) nos niveis estudados.

O tempo de extracdo também apresenta um efeito positivo na eficiéncia
de extragao indicando que na média, 30 minutos de extragdo conduz em uma
maior resposta em comparacao a 10 minutos. Pode-se observar ainda que ha
um efeito antagdnico de interagdo entre a forga i6nica e a temperatura de
extracdo. Considerando os sinais algébricos dos efeitos principais das
variaveis individuais, pode-se dizer que com o aumento da forca ibnica
concomitantemente a uma diminuicdo da temperatura leva a um aumento na
resposta analitica. A Unica variavel que ndo apresentou grande influéncia foi o
pH da amostra, o qual foi fixado para estudos posteriores em seu ponto central
(pH 5,4). Os haloaniséis ndo tém nenhum grupo acido ou basico em sua
estrutura e por isso o pH da amostra pode nao ter uma influéncia direta na
eficiéncia de extracdo. O objetivo era, de fato, investigar se em elevados
valores de pH da amostra haveria uma maior liberagcdo dos analitos da matriz
complexa do vinho, através de uma baixa interacdo entre os componentes do

vinho carregados negativamente e os haloanis6is. Embora tal efeito seja
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observado (valor positivo do efeito principal do pH da amostra), o resultado nao

é estatisticamente significativo.

Para uma otimizagdo mais apurada uma metodologia por superficie de
resposta foi aplicada na qual forga ibnica, temperatura e tempo de extracao
foram simultaneamente otimizados. Foi utilizada a matriz Doehlert para trés
variaveis onde as mesmas sdo estudadas em diferentes niveis (7, 5 e 3)
ordenadas de acordo com a significancia das mesmas, forca i6nica estudada
em sete niveis, temperatura em cinco e tempo em trés niveis. Novamente a
média geométrica é utilizada como resposta € a combinacdo das variaveis

duas a duas gera trés superficies ilustradas pela Figura 17.
A partir das derivadas parciais da equacao da superficie:

R = - 868363 + 297311x - 42435x° + 89757y - 1463y — 11736z- 3212 -
743yx + 636xz + 720yz,

Foi calculado o ponto critico da fungcado: x = 3,4, y = 36,1 e z = 25,6,
sendo que R, x, y e z correspondem a resposta, forgca idbnica (g), temperatura
(°C) e tempo (min) de extragao respectivamente.

Os valores 6timos obtidos pela superficie de resposta confirmam a
tendéncia observada anteriormente pelo planejamento fatorial. Ou seja,
melhores respostas em temperaturas em torno de 35°C, tempo de extracao de
20 a 30 minutos e a forga ibnica préxima ao ponto central do planejamento
fatorial confirmando que a curvatura sofre uma grande influéncia por esta

variavel.
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Figura 17. Superficies de resposta geradas a partir da matriz Doehlert para trés

variaveis na determinagéo de haloanisbis em vinho tinto.

O coeficiente de correlagédo (r) entre os valores previstos pelo modelo
matematico e os valores experimentalmente observados foi de 0,9726,

demonstrando que o modelo prevé com satisfatéria exatiddo os valores
experimentais.

= Avaliacdo do desempenho do método proposto

A partir dos resultados 6timos obtidos pela superficie de resposta, foram
investigados os parametros analiticos de mérito. Intervalos de robustez para as
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variaveis forca ibnica, temperatura e tempo de extracdo foram investigados
através de um planejamento fatorial completo incluindo ponto central em
triplicata. O valor 6timo de cada variavel foi tomado como ponto central para
este planejamento e os valores minimos e maximo foram pequenos intervalos
igualmente espacados acima e abaixo do ponto central. Os niveis
selecionados foram 2,9 e 3,9 g de NaCl para forca idnica, 32 e 40°C para
temperatura e 20 e 32 minutos para tempo de extragao.

2.49

p=0,05
Figura 18. Grafico de Pareto obtido para o teste de robustez das variaveis
estudadas.

Como pode ser observado na Figura 18, ndo ha diferenga significativa
com nivel de confianga de 95% para os intervalos propostos. A curvatura
positiva neste caso confirma as maiores respostas obtidas no valor étimo para
cada variavel. Sendo assim o intervalo de robustez para esta metodologia
pode ser definida como 3,4 + 0,5 g de NaCl para forga idnica, 36 + 4°C para
temperatura, 26 + 6 minutos para tempo de extracdo e (como indicado na
Figura 23) 5,4 £ 2,2 para pH da amostra.
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Curvas de calibracdo foram construidas para avaliar a faixa linear,
coeficientes de correlacdo e limites de deteccdo e quantificacdo do método
proposto, tais valores sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela7. Faixa dindmica de trabalho, coeficientes de correlagdo e limites
de deteccdo e quantificacdo na otimizacdo da fibra ZrO, na extracdo de

haloanisdis em vinho tinto.

Compostos Faixa linear? R® LD® ng L™ LQ% ng L™
TCA 20 - 3000 0,998 6,8 22,7
TBA 20 - 3000 0,998 7,1 23,7
PCA 20 - 3000 0,999 8,0 26,8

2 faixa linear de trabalho em ng L™ ® Coeficiente de correlacdo da curva de calibragéo; ¢
limite de deteccao; 4 limite de quantificagao.

Otimos coeficientes de correlacdo (R) foram obtidos, maiores que 0,998.
Os limites de deteccéo obtidos foram menores que 8,0 ng L e séo similares a
outros trabalhos da literatura para analise de haloanisbis em amostras de
vinho. Utilizando SPME como técnica de preparacdo de amostra. Martinez-
Urufiuela et al. [103] obtiveram LD de 2,5 e 1,3 ng L' para TCA e PCA
respectivamente, utilizando a fibra comercial DVB/CAR/PDMS e detecgéao por
captura de elétrons. Gémez-Ariza et al. [102] obtiveram LD de 7 e 15 ng L
para TCA e TBA respectivamente, utilizando MHS-SPME com a fibra
DVB/CAR/PDMS e detecgao por MS/MS.

O método apresentou excelente precisdo, com desvio padrdo relativo
(RSD) na faixa de 3,3 a 7,0%.

. Amostras de vinho tinto

A metodologia proposta foi aplicada para a analise de cinco amostras de
vinho tinto provenientes da Serra Gaucha, estado do Rio Grande do Sul, Brasil.
Os compostos em estudo ndo foram encontrados em nenhuma das amostras

avaliadas. Os analitos estdo abaixo do LD proposto pelo método. Assim para
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avaliar a exatiddo do método foi realizado um teste de recuperacao pela
técnica de enriquecimento no qual cada amostra de vinho foi acrescida de 250,
210 e 160 ng L™ de TCA, TBA e PCA, respectivamente. Primeiramente o teste
de recuperacao foi realizado na amostra de vinho pura (20 mL) no qual as
recuperacdes ndo foram satisfatérias. Como previamente descrito [103] para
uma calibracdo executada com uma solugéo sintética de vinho, a diluicao da
amostra é uma maneira razoavel para se obter recupera¢cées melhores. Assim,
uma diluicao das amostras foi realizada, adicionando 5 mL da 4gua em 15 mL
da amostra de vinho. De fato, melhores recuperacdes foram obtidas aplicando

este fator da diluicado, como pode ser visto na Tabela 8.

As amostras de vinho com 25% de diluigdo apresentaram satisfatérios
valores de recuperacao, 77,4 — 118,0%. A matriz sintética ndo simulou
suficientemente bem a complexa matriz do vinho, mesmo contendo seus
componentes majoritarios. Contudo, compostos presentes no vinho como
como taninos e polifendis podem estar influenciando fortemente na retencao
dos analitos comparativamente a matriz sintética. Assim, a diluigdo torna as
duas matrizes mais semelhantes o que promove melhores recuperacoes. O
perfil cromatografico de uma amostra de vinho enriquecida com os trés

haloanisois pode ser visualizada através da Figura 19.
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Tabela 8 .

NiTi-ZrO,, avaliando a amostra com e sem diluicao.

Recuperacdo para haloanis6is em vinho tinto utilizando a fibra

Recuperacao, %

Compostos Sem diluicao Diluicdo 25%
Amostra 1

TCA 71,8 £ 3,1 118,0+ 24
TBA 57,6 £29 94,7 £ 3,5
PCA 541 +7,0 91,7143
Amostra 2

TCA 66,7 £ 5,7 98,8 +5,0
TBA 48,9 +42 77,4 +£8,2
PCA 61,6 + 3,1 86,3 +3,5
Amostra 3

TCA 37,6 +2,8 89,7+1,9
TBA 39,3+4,5 78,9 6,0
PCA 56,4 +4,9 104,0+1,5
Amostra 4

TCA 40,9+ 3,6 90,7 £1,7
TBA 39,2+46 78,551
PCA 48,1 + 3,3 86,4 £ 2,3
Amostra 5

TCA 41,8 £ 3,0 78,8+22
TBA 428 £ 2,7 82,1 +£438
PCA 484 +1.,8 82,8 +1,3
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Figura 19. Perfil cromatografico de uma amostra de vinho enriquecida com
uma solugao padrédo de haloaniséis. (A) TCA; (B) TBA e (C) TCP.

w  Comparagédo da fibra NiTi-ZrO> com fibras comerciais

A eficiéncia de extragdo da fibra NiTi-ZrO, foi comparada a fibra
comercial de PDMS 7 um. Esta fibra comercial foi selecionada por apresentar
um menor volume de recobrimento visto que a fibra de ZrO, possui uma
espessura de recobrimento de 1,35 um. As condi¢cdes de extracdo foram

fixadas igualmente para as duas fibras.

Para &lcoois uma solugdo gasosa de 776 pg L' foi extraida por 20
minutos a 35°C. A extracdo em fase gasosa de BTEX foi realizada com
concentracdo de 480 ug L' com temperatura de 35°C e tempo de extragdo de
15 minutos. Para THM em fase gasosa a extracdo foi realizada com
concentracdo de 4,41 ug L', temperatura de 25°C por 20 minutos. Para
halofendis em agua as variaveis fixadas incluiram temperatura de extracdo a
55°C, tempo de extracdo de 14 minutos, concentragdo da amostra 2 ug L™,
160 e 490 uL de anidrido acético e carbonato de sodio respectivamente, com 6

g de NaCl. Para haloaniséis realizou-se a extracdo de uma amostra de vinho
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tinto com 500 ng L de cada haloanisol, 3,4 g de NaCl, 36°C e 26 min como

temperatura e tempo de extragdo, respectivamente. Essa comparagdo pode

ser visualizada através da Figura 20.
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Figura 20. Comparagéo da fibra ZrO, 1,35 um com a fibra comercial PDMS 7
um. (A) alcoois, (B) BTEX, (C) THM, (D) halofendis e (E) haloaniséis.

Como pode ser visualizado através da Figura 20, a capacidade de
extracao da fibra NiTi-ZrO, é muito semelhante a fibora de PDMS comercial.

Apesar da fibra de PDMS 7 um apresentar uma pequena superioridade para
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extracdo da maioria dos compostos, a fibra de NiTi-ZrO, apresentou melhor
desempenho para THM, mesmo contendo uma espessura de recobrimento

bem menor.

Uma outra forma de comparacao é apresentada por Wang, et al. [54], no
qual a area cromatografica é dividida pelo volume do recobrimento sorvente da
fibora de SPME. As fibras avaliadas e seus respectivos volumes e espessuras
[109] séo detalhados na Tabela 9.

Tabela9. Espessuras e volumes de recobrimento para diferentes fibras.

Diametro Recobrimento

Fibras do Suporte Altura Espessura Volume

(mm) (mm) (um) (uL)
PDMS 0,112 10 7 0,026
PDMS 0,112 10 30 0,132
PDMS 0,112 10 100 0,660
PA 0,112 10 85 0,521
Cw/DVB 0,112 10 65 0,357
DVB/CAR/PDMS 0,112 20 30-50 0,955
NiTi-ZrO, 0,30° 10 1,35 0,013
NiTi-ZrO.-PDMS 0,20 ° 10 25 0,177
NiTi-ZrO,-PEG 0,20° 10 17 0,116

2 silica fundida ; b liga de NiTi.

A fibra DVB/CAR/PDMS possui um filme interno, 30 um, de carboxen
aderido ao suporte de silica fundida com PDMS e outro filme, 50 um, de DVB
também aderido com PDMS, resultando em uma espessura de recobrimento
total de 80 um [23]. Para éalcoois, BTEX e THM a comparacgao foi realizada
entre as fibras de NiTi-ZrO,, PDMS e PA. Para halofendis e haloanisois as
fibras avaliadas foram NiTi-ZrO,, PDMS e DVB/CAR/PDMS. Os resultados
estéo ilustrados na Figura 21. Como pode ser observado, a fibra de NiTi-ZrO,

teve uma maior capacidade adsortiva por unidade de volume de recobrimento
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comparativamente as outras fibras avaliadas para a maior parte dos
compostos, ndo sendo superior apenas para hexanol. Estes resultados
demonstram a alta capacidade de adsorgcdo da fibra de NiTi-ZrO,. Mesmo
contendo uma fina camada de adsorvente esta nova fibra pode ser aplicada

com eficiéncia na extragdo dos compostos avaliados.
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Figura 21. Comparagéo da eficiéncia de extragdo por unidade de volume
usando trés fibras diferentes para: (A) alcoois, (B) BTEX, (C) THM, (D)
halofenois e (E) haloaniséis.
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5.5. Conclusées parciais

A fibra proposta, NiTi-ZrO,, mostrou-se suficientemente seletiva para a
determinagdo de haloanisois, com limites de detec¢cdo comparaveis a outros
métodos reportados na literatura. A capacidade de extracdo mostrou-se
estavel e constante por mais de 700 extragdes. A eficiéncia de extracdo da
fibra NiTi-ZrO. foi similar a fibra comercial de PDMS 7 um. Considerando a
quantidade extraida por unidade de volume de recobrimento, a fibra NiTi-ZrO,
apresentou uma maior capacidade de extragdo em comparagcdo com outras
fiboras comerciais avaliadas. Esta comparacao foi realizada para todas as
classes estudadas com esta fibra, alcoois, BTEX e THM em amostras gasosas,

halofendis em amostras aquosas e haloanisis em amostras de vinho tinto.
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Capitulo 6

Nova fibra de PDMS obtida por processo sol-gel usando como
suporte a liga de NiTi zirconizada®

6.1. Introdugcdo

As vantagens da liga de NiTi em termos de memoria de forma,
superelasticidade, durabilidade, resisténcia a corrosdo e biocompatibilidade,
somadas com as vantagens dos recobrimentos com Oxido de zircbnia,
incluindo forte adesdo a superficies metalicas, excelente biocompatibilidade,
alta estabilidade térmica e resisténcia a corrosdo e ao desgaste, sugerem que
a liga de NiTi eletroliticamente recoberta com 6xido de zircbnia possa oferecer
uma promissora alternativa como novo suporte para a técnica de micro

extracao em fase solida.

Neste estudo, uma nova fibra de SPME € proposta, combinando as
vantagens da liga de NiTi recoberta com ZrO, com as vantagens da quimica
de sol-gel. NiTi-ZrO, é usado como substrato (em substitui¢cdo a silica fundida,
tradicionalmente usada como suporte) para recobrimento de polidimetilsiloxano

(PDMS) usando tecnologia sol-gel.
6.2. Objetivo

Avaliar o desempenho da liga NiTi eletroliticamente recoberta com ZrO,

como substrato para reagdes sol-gel usando como polimero de recobrimento

3 Publicado em Journal of Chromatography A, 1187 (2008) 34-39
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polidimetilsiloxano (PDMS). Aplicar a nova fibra metélica recoberta com PDMS

por processo sol-gel na extragdo de BTEX em matrizes aquosas.

6.3. Parte experimental

= Instrumentagéo

As anadlises cromatograficas foram realizadas em cromatégrafo a gas
modelo Shimadzu GC-14B, equipado com injetor split/splitless com detector
por ionizagdo em chama (FID). As separacdes cromatograficas para BTEX
foram realizadas em coluna capilar OV-5 (30m x 0,25mm x 0,25 pm; OV
Specialty Chemical, Marietta, OH). Nitrogénio ultrapuro foi usado como gas
carreador e auxiliar (make-up). A programagao de temperatura do forno foi
40°C (1 min); 10 °C min™" até 100°C; 15°C min™" até 190°C. A temperatura do
injetor e detector fixada em 300°C e 280°C, respectivamente.

A morfologia e composi¢cdo das fibras, com e sem recobrimento de
PDMS, foi avaliada por microscopia eletrénica de varredura (SEM), através de
microscopio Philips XL-30, e micro-analise semi-quantitativa por dispersao de
energia (EDS).

= Reagentes para SPME

Solugbes estoques de BTEX (benzeno, tolueno, etilbbenzeno e xileno)
(Sigma-Aldrich) foram preparadas pela diluicdo em acetona (Tedia). As
solugdes de trabalho foram preparadas pela diluicdo das solugdes estoque em
agua deionizada de um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA). Cloreto
de sédio (Nuclear, Diadema, SP) foi utilizado para aumentar a forga iénica das
solugdes aquosas.

Os reagentes sol-gel usados na preparacao das fibras NiTi-ZrO,-PDMS:
metiltrimetoxisilano - MTMS (UCT, Bristol, PA, USA), trimetiimetoxisilano —
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TMMS, hidroxi-terminal polidimetilsiloxano (PDMS-OH), polimetilhidrosiloxano
— PMHS (Sigma-Aldrich,) e acido trifluoroacético — TFA (Vetec).

= Eletrodeposicéao

Fios de NiTi com 0,2 mm de espessura e aproximadamente 2 cm de
comprimento foram usados como suportes para eletrodeposi¢cao. Apenas 1
cm foi eletrodepositado com ZrO.. As condicdes de eletrodeposicao utilizadas
neste trabalho séo iguais as condi¢gdes usadas para eletrodepositar os fios de
NiTi com 0,3 mm de espessura, descritas previamente ©.

= Preparagao das fibras metalicas de PDMS por processo sol-gel

Fios de NiTi previamente eletrodepositados com ZrO, foram imersos em
uma solugcdo de NaOH 1,0 mol L™ por 1 hora para a ativagdo da superficie da
fibra. Depois deste tempo, as fibras foram rinsadas com agua deionizada e
imersas em uma solugdo de HCI 0,1 mol L™ por 30 minutos, lavadas em &gua
deionizada novamente e usadas para como suporte para recobrimento sol-gel

por um tempo maximo de 5 horas.

A solugcdo sol de PDMS foi preparada com 300 pL de
metiltrimetoxisilano, 180 pL de PDMS hidoxi-terminal, 30 mg de PMHS e 200
uL de 95% TFA (contendo 5% de agua) em tubos capilares de vidro. Um
centimetro das fibras ativadas de NiTi-ZrO, foram verticalmente imersas em
uma solugdo sol limpida por aproximadamente 20 minutos. Este
procedimento foi repetido 3 vezes, sempre com uma solugdo sol recém
preparada. Cinco fibras foram montadas em aparatos de SPME comerciais e
condicionadas por 30 min na porta do injetor a 250°C. Trés fibras foram
preparadas exatamente da mesma forma, porém, usando como suporte um

fio de NiTi ndo zirconizado (sem ZrQOy).

® Ver Capitulo 3
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= Estratégias de otimizagcdo

As condicdes que influenciam a extragdo dos compostos foram
otimizadas por dois consecutivos planejamentos fatoriais completos em dois
niveis. O primeiro planejamento incluiu forga idnica pela adi¢cdo de cloreto de
sédio (0 e 6 g), temperatura de extragdo (3 e 35°C) e tempo de extragédo (5 e
20 min) incluindo quatro replicatas no ponto central, resultando em 12
experimentos. A partir dos resultados do primeiro planejamento fatorial fixou-se
a variavel forca ibnica em seu nivel maximo (6 g de NaCl) e um segundo
planejamento foi avaliado incluindo temperatura de extracao (3 e 9°C) e tempo
de extracao (12 e 20 min) com um ponto central em trés replicatas, resultando

em 7 experimentos.

Todas as andlises foram realizadas em frascos de 40 mL, 20 mL de
amostra, agitacdo magnética constante e com amostragem a partir do
headspace da amostra. A otimizacao foi realizada com uma solugao contendo
50 ug L' de cada BTEX.

6.4. Resultados e discussées

Trabalhos realizados com reacdes sol-gel em suporte de silica fundida
[62, 110] mostraram a importancia de se ativar o suporte para uma exposicao
mais efetiva dos grupos silandis em sua superficie, favorecendo assim, a
ligacdo quimica entre o suporte e o polimero o qual leva a uma alta
estabilidade térmica do recobrimento. Para reagbes sol-gel em superficies
metdlicas também é necessaria a presengca de grupamentos OH em sua

superficie para favorecer uma efetiva ligagdo quimica.
Azenha et al. [111] obtiveram 6étimos resultados ativando os préprios

grupamentos nativos de um fio de titdnio com solucdo 1,0 mol L' de NaOH,
para posterior reacao sol-gel sobre a sua superficie.
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A liga aproximadamente equiatdmica de NiTi eletrodepositada com
oxido de zirconio foi aplicada satisfatoriamente como nova fibra de SPME na
analise de éalcoois, BTEX e trihalometanos em amostras gasosas, assim como
na andlise de halofendis em aguas de rio e haloanisbis em amostras de vinho
tinto. Entretanto, a sua pequena espessura de recobrimento aliada a sua
caracteristica hidrofilica, limita a sua aplicabilidade para amostras aquosas no
uso de detectores extremamente sensiveis tal como o detector por captura de

elétrons.

Com a ativacado do suporte NiTi-ZrO, com solugcées de hidroxido de
sodio 1,0 mol L™ e posterior solugdo de 4cido cloridrico 0,5 mol L™, sugere-se
uma exposi¢do de grupamentos Zr-OH em sua superficie o que possibilita a

aplicacao do conjunto NiTi-ZrO, como um novo suporte para reagdes sol-gel.
w Caracterizagdo da fibra NiTi-ZrO.-PDMS

Apos os trés ciclos de reagdes sol-gel sobre o suporte NiTi-ZrO, ativado,
foi realizada uma caracterizacao de sua superficie por microscopia eletronica
de varredura (SEM) e uma avaliagdo quimica com microanalise por energia
dipersiva (EDS).

Na Figura 22 sao ilustradas duas micrografias do suporte recoberto com
PDMS. Na Figura 22A é representada uma fibra ap6s recobrimento e sem
condicionamento prévio, na qual observa-se pequenos pontos com excesso do
polimero de recobrimento, confirmados através de andlise pontual. Na Figura
22B, a fibra condicionada por 30 minutos a 250°C no injetor do cromatografo a
gas, onde se observa agora uma superficie mais uniforme e homogénea, sem
os excessos de PDMS. Seis fibras foram recobertas pelo mesmo processo sol-
gel; trés destas foram condicionadas termicamente e apresentaram menor
qguantidade de PDMS em sua superficie e melhor homogenizacao comparadas
as outras trés fibras que ndo foram condicionadas, as quais apresentaram os

mesmos pontos com excesso de recobrimento PDMS mostrados na Figura
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22A. Assim sendo, sugere-se que o condicionamento térmico ajuda na

homogenizagao da superficie.

(A)
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Figura 22. Micrografias eletronicas de varredura da fibra NiTi-ZrO,-PDMS (A)

antes e (B) apds condicionamento térmico. Ampliacao 270x.

Os grupos Zr-OH na superficie do suporte também podem também
participar através de reacées de condensacdo e assim prover ancoramento
quimico a cadeia polimérica na vizinhanca imediata da superficie da fibra. Um
desenho esquematico da superficie zirconizada da liga de NiTi ligada a cadeia

polimérica de PDMS ¢é apresentado na Figura 23.

NiTi-ZrO, Surface

Zr—OH
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|

CH; CH; CH;  CHy
Zr—OH

Zr—OH

Figura 23. Superficie de NiTi-ZrO, ligada por processo sol-gel ao recobrimento
de PDMS.
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Seguindo o que sugere Azenha et al. [111], somente o suporte metalico
(NiTi sem a camada de zirconia) foi ativado com NaOH 1,0 mol L
posteriormente lavada com solucdo 0,1 mol L' de HCI, agua e metanol, e
utilizado como substrato para reagdes sol-gel. As micrografias das fibras NiTi-
PDMS s&o ilustradas na Figura 24.

LY
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T | E

Figura 24. Micrografias eletrénicas de varredura da fibra de NiTi recoberta com
PDMS sem a camada de éxido de zircbnio, (A) antes e (B) apds

condicionamento térmico. Ampliagao 270x.

O recobrimento nas fibras sem a camada de zircbnia, ndo apresentou
uma aderéncia satisfatoria ao suporte, principalmente apds condicionamento a
250°C no injetor do cromatdgrafo a gas (Figura 24B) com areas deficientes em
polimero e um descolamento de recobrimento do suporte metédlico. Quando
nao ha o filme de zirconia sobre o fio de NiTi, o recobrimento polimérico ndo &
uniforme e em muitos casos a espessura de recobrimento ndo é reprodutivel,
resultando em diferentes espessuras como mostrado na Figura 24. Assim para
uma maior uniformidade e estabilidade térmica do recobrimento sol-gel, a

eletrodeposicao de ZrO, sobre a liga de NiTi mostrou-se necessaria.

Um corte no recobrimento polimérico de uma das fibras, previamente
condicionada, foi realizado para avaliar espessura de recobrimento polimérico
formado. Esta micrografia é ilustrada na Figura 25. A espessura de

recobrimento avaliada através do corte transversal foi concordante com a

72



Cap. 6 — Nova fibra de PDMS obtida por processo sol-gel usando como suporte a liga NiTi zirconizada

espessura encontrada comparando micrografias com e sem a camada de

PDMS, sendo aproximadamente 25 um.

AccV SpotMagn Det WD ———— 100 m
100kv 5.0 270x _ SE 100

Figura 25. Corte no recobrimento polimérico da fibra NiTi-ZrO,-PDMS.
Ampliacao 270x.

Uma avaliagdo quimica da superficie do recobrimento foi realizada
através de microanalise por energia dispersiva (EDS), ilustrada pela Figura 26.
O espectro da fibra apresentou um pico em 0,2 keV e um pico em 1,8 keV que
foram atribuidos a linha de emissdo Ka do carbono e silicio, respectivamente.
Compostos que sao caracteristicos do recobrimento de polidimetilsiloxano. Em
2,2 keV houve um pico atribuido a linha de emissdao Ma do ouro, o qual foi

usado como recobrimento para possibilitar a realizagdo da analise por EDS.
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Figura 26. Microanalise por energia dispersiva da superficie da fibra NiTi-ZrO,-
PDMS.

w Avaliagdo da fibra NiTi-ZrO>-PDMS: estabilidade térmica e extragdo
de BTEX

A aplicabilidade da nova fibra superelastica de SPME, NiTi-ZrO.-PDMS,
foi demonstrada através da extracdo de BTEX em amostras aquosas. Para tal,
alguns parametros envolvidos na eficiéncia de extracdo da fibra foram
otimizados, e posteriormente o0s principais parametros de mérito foram

avaliados.

Antes desta aplicacao, a estabilidade térmica do recobrimento de PDMS
sobre o suporte NiTi-ZrO; foi avaliada na faixa de temperatura de 240 a 320°C,
onde realizou-se cada ponto em cinco replicatas e para este estudo o tempo
de dessorcao foi fixado em 10 minutos. O resultado pode ser verificado através
da Figura 27. Nao houve perda de sinal e de material sorvente na temperatura
maxima estudada, sugerindo assim, a presenca de ligacdes quimicas entre o
suporte metalico eletrodepositado e a camada polimérica. Essa € uma
caracteristica positiva comparativamente a estabilidade térmica das fibras de
PDMS comerciais (100 e 30 um), onde a temperatura maxima recomendada

pelo fabricante € de 280°C. Esta estabilidade térmica é altamente desejada
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para melhorar tanto a forma dos picos cromatograficos como eliminar efeitos
de memdria. Para estudos posteriores o tempo de dessorgéo foi fixado em trés

minutos.
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Figura 27. Avaliacao da estabilidade térmica do recobrimento de PDMS sobre

o suporte NiTi-ZrO..

As variaveis que influenciam o processo de extragdao foram estudadas
de maneira simultanea através de planejamento fatorial completo em dois
niveis com inclusao de ponto central em quatro replicatas. Os seguintes fatores
foram avaliados: efeito salting-out (0 e 6 g NaCl para 20 mL de amostra),
temperatura de extragao (3 e 35°C) e tempo de extracdo (5 e 20 minutos)
resultando em 12 experimentos. O gréfico de Pareto da Figura 28 ilustra os
resultados.
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(2)Nacl 32.49

'
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p=0,05

Figura 28. Grafico de Pareto obtido através dos resultados do planejamento
fatorial completo para otimizagéo do efeito salting-out (NaCl), tempo e
temperatura de extragdo para BTEX em agua.

A varidvel que apresentou efeito mais significativo sobre a resposta
analitica corresponde a adigcdo de NaCl, com um valor positivo (32,49). Isto
indica uma maior eficiéncia de extracdo devido ao efeito salting-out. A
interacdo entre a forga ibnica e a temperatura de extracdo foi também
significativa, indicando que estas variaveis poderiam ser estudadas mais
detalhadamente. Entretanto, este efeito de interacao deve ser interpretado com
a ajuda dos efeitos principais destas variaveis, a qual indica que uma melhor
resposta é obtida com o maior nivel de forgca i6bnica e menor temperatura de
extracdo. Assim, como o maior nivel para forga ibnica estudado foi a saturagéo
da amostra (30%), optou-se em fixar esta varidvel em seu nivel mais alto e
avaliar a temperatura e o tempo de extragdo mais detalhadamente. O efeito da
temperatura de extragdo também foi estatisticamente significativo, mas com
um valor negativo, indicando uma maior eficiéncia de extragéo no nivel inferior
avaliado, ou seja, 3°C. A melhor eficiéncia em baixas temperaturas esta
relacionada a natureza exotérmica do processo de sor¢cdo conjuntamente a
alta volatilidade desses compostos mesmo em baixa temperatura. Ou seja, a

etapa determinante no processo de transferéncia de massa da amostra para a
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fibra é a difusdo dos compostos pela fibra, e ndo a evaporacdo destes da
amostra aquosa. O tempo de extracdo também se mostrou significativo nos

niveis estudados, demonstrando que o equilibrio ndo é alcancado entre 5

minutos de extragéo.

A otimizacdo final das varidveis significativas apontadas pelo
planejamento fatorial geralmente € realizada através de uma metodologia de
superficie de resposta. Alternativamente, um segundo planejamento fatorial
pode ser realizado, onde os niveis minimo e maximo de cada variavel sédo
rearranjados de acordo com os resultados do primeiro planejamento. Assim, as
variaveis tempo e temperatura de extracdo foram otimizados através de um
novo planejamento fatorial completo com uma triplicata no ponto central,
resultando em 7 experimentos. O tempo de extragao foi avaliado nos niveis 12
e 20 minutos e a temperatura de extracdo nos niveis 3 e 9°C. O gréfico de

Pareto ¢ ilustrado na Figura 29.

Nenhuma varidvel foi estatisticamente significativa no intervalo
estudado. Assim, este resultado corresponde tanto ao intervalo onde se obtém
maiores respostas analiticas quanto a robustez do método para um nivel de
confianga de 95%. Assim, o tempo de extracdo usado foi 16 + 4 minutos e a
temperatura de extragéo foi 6 + 3°C.

A partir dos resultados de otimizacao fixou-se o tempo e a temperatura
de extracdo em 15 minutos e 6°C, respectivamente. A performance do método
proposto para a aplicagao da fibra NiTi-ZrO»-PDMS foi avaliado e os resultados
sao apresentados na Tabela 10.
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Curvatr. 3.24

/////////////

Figura 29. Grafico de Pareto obtido na otimizacao do tempo e temperatura de

(2)Tempo 2,05

1)Tem eratura 1 70
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1)(2 0,33
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extracao para BTEX em agua.
Tabela 10 . Faixa linear, coeficientes de correlagéo, limites de deteccéo e

quantificacdo obtidos para o método na determinacdo de BTEX em agua
usando a fibra NiTi-ZrO»,-PDMS.

Compostos Faixa linear? R® LD®, ug L™ LQS, ug L™
Benzeno 5-200 0,99997 1,6 5,2
Tolueno 5-200 0,99994 1,6 5,2
Etilbenzeno 2-200 0,99999 0,6 1,9
Xileno 2-200 0,99999 0,6 2,1

2 faixa linear de trabalho; ® coeficiente de correlagao da curva de calibragao; € limite de
deteccéo; 4 limite de quantificagéo.

Excelentes coeficientes de correlagdo foram obtidos, sendo maiores que
0,99994. Otimos limites de detecgao foram observados na faixa de 0,6 a 1,6 pg
L. A repetitividade do método, utilizando a mesma fibra de SPME, obtida para
7 ensaios consecutivos envolveu a faixa de 1,4 a 4,0%. A reprodutibilidade
(usando 5 diferentes fibras) também foi avaliado e o desvio padrdo relativo
envolveu a faixa de 3,9 a 6,7%.
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6.5. Conclusées parciais

Os resultados apresentados neste capitulo mostram que a liga de NiTi
eletrodepositada com éxido de zirconia é um excelente substrato para reacoes
sol-gel. A fibra proposta, NiTi-ZrO,-PDMS, apresentou excelente estabilidade
térmica até 320°C. A fibra também apresentou étima sensibilidade para os

compostos avaliados, demonstrando assim a sua aplicabilidade.
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Capitulo 7

Aplicacao da fibra NiTi-ZrO,-PDMS na determinacao de
pesticidas em infusdes herbais’

7.1. Introdugéo

Uma larga variedade de pesticidas é aplicada em diferentes tipos de
plantacdes visando reduzir as perdas causadas por ervas daninhas, insetos e
doencas. Como consequéncia disto, as plantas herbais correm um risco
elevado de contaminacdo por produtos quimicos agricolas, tais como os
pesticidas organoclorados (OCP). Alguns OCP foram proibidos nos anos 70
devido a sua toxicidade e persisténcia, muitos sdo persistentes e também

lipofilicos 0 que favorece o seu acumulo em tecidos adiposos. [112, 113].

Os pesticidas podem ser classificados de acordo com seu alvo, sua
modalidade ou periodo de ac¢ao, ou sua propriedade quimica. Embora mais de
500 formulagbes diferentes de pesticidas sejam usadas em nosso ambiente,
em sua maior parte na agricultura, o controle de perigos biolégicos a saude
publica continua sendo um campo de aplicacdo importante. Nos ultimos 50
anos, o uso de pesticidas aumentou a quantidade e melhorou a qualidade dos
alimentos para a populagcdo crescente do mundo. Entretanto, com as
quantidades crescentes usadas, o interesse sobre os efeitos adversos
causados a diferentes organismos, incluindo seres humanos, também cresceu
[114].

" Publicado em Journal of Separation Science, 31 (2008) 2875-2881
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Muitos tipos de plantas sdo consumidos em todo o mundo como
infusées muitas vezes com finalidades terapéuticas. O cha é uma das bebidas
mais populares no mundo, a ingestdo diaria em alguns paises alcanga 3
litros/pessoa, de modo que tais bebidas podem representar uma fonte
importante da exposigcdo humana aos pesticidas [115].

7.2. Objetivo

O objetivo deste trabalho é ampliar a aplicabilidade da nova fibra
robusta de SPME, NiTi-ZrO,-PDMS, analisando pesticidas organoclorados em

diferentes infusdes herbais.

7.3. Parte experimental

= Instrumentagéo

As anadlises cromatograficas foram realizadas em cromatégrafo a gas
modelo Shimadzu GC-14B, equipado com injetor split/splitless com detector
por captura de elétrons (ECD). As separacdes cromatograficas para pesticidas
foram realizadas em coluna capilar OV-5 (30m x 0,25mm x 0,25 pm; OV
Specialty Chemical, Marietta, OH). Nitrogénio ultrapuro foi usado como gas
carreador e make-up. A programacgao de temperatura do forno foi 80°C (4 min);
15°C min™ até 215°C (0,5 min); 2°C min"' até 230°C (3 min) ; 5°C min™ até
260°C (2 min). A temperatura do injetor e detector fixada em 290°C e 300°C,

respectivamente.
= Reagentes para SPME
Padrbes dos pesticidas heptaclor, aldrin, heptaclor epoxide, endosulfan

I, p,p-DDE, dieldrin, endrin, endosulfan Il e p,p-DDD (Sigma-Aldrich,
Milwaukee, WI, USA) foram preparados em metanol grau HPLC (Tedia,
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Fairfield, OH, USA). Cloreto de sodio (Nuclear, Diadema, SP) foi utilizado para

aumentar a forga idnica.
w  Preparagéo das infusées herbais

Tanto para a etapa de otimizagcado quanto para a etapa de validagao do
método, uma infusdo de camomila (Matricaria recutita, L.) foi preparada com
1,0 g de flores secas de plantas cultivadas totalmente livres de qualquer
pesticida (obtidas em um mercado de produtos organicos) em 300 mL de agua
quente (80°C) por trés minutos. A presenca de pesticidas organoclorados foi
investigada em cinco diferentes amostras comerciais: hortela (Mentha piperita,
L.), cidreira (Cymbopogon citratus, Stapf), camomila (Matricaria recutita, L.),

melissa (Melissa Officinalis, L.) e erva doce (Pimpinella anisum, L.)
= Estratégias de otimizacdo

Um planejamento fatorial em dois niveis foi realizado, incluindo
temperatura de extracao (40 e 70°C), tempo de extracao (30 e 40 min) e forca
ibnica pela adicao de cloreto de sodio (0 e 7 g). Duas replicatas no ponto
central foram incluidas no planejamento. De acordo com os resultados obtidos
pelo planejamento experimental. Um planejamento Doehlert para duas
variaveis foi aplicado. A temperatura de extracao foi estudada em cinco niveis
(60, 65, 70, 75 € 80°C) e o tempo de extracao em trés niveis (40, 50 e 60 min).

Todas as analises foram realizadas em frascos de 40 mL, 25 mL de
infusdo herbal, agitagdo magnética constante e com amostragem pelo contato
direto da fibra de SPME com a solugdo amostra. A otimizacao foi realizada

com uma infusdo de camomila enriquecida com 250 ng L™ de cada pesticida.
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7.4. Resultados e discussées

A partir das respostas cromatogréficas calculou-se a média geométrica
a fim de obter um compromisso entre os nove pesticidas avaliados. Com a
média geométrica foi possivel construir um grafico de Pareto, ilustrado na
Figura 30. O grafico de Pareto ilustra a significancia de cada variavel (efeito

principal) e a significancia da interacao entre elas (efeito secundario), o qual é
denominado pela multiplicagdo das variaveis (1x2, 2x3).

p=0,05

\\\_

s

-410

\

Figura 30. Grafico de Pareto obtido por um planejamento fatorial completo para
otimizacdo das variaveis e suas interagdes na extragao de pesticidas em
infusdes herbais. R? = 0,9991.

Todas as trés varidveis estudadas foram estatisticamente significativas
em um nivel de confiangca de 95% como indicado pelo grafico de Pareto na
Figura 30. Visto que o parametro curvatura nao € significante, pode-se assumir
que a resposta é aproximadamente linear na faixa estudada. Assim, como o
menor nivel da variavel forga ibnica foi zero (sem adicdo) e o efeito principal
desta variavel foi significativo com um valor negativo, pode-se concluir que
melhores respostas sao obtidas quando nenhuma quantidade de sal é
adicionada ao sistema. Esta observacéo ajuda na interpretacédo dos efeitos de
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interacao em relagdo a variavel forga ibnica, isto é, fixando esta variavel em
seu nivel mais baixo é possivel interpretar os efeitos de outras variaveis na
interacdo em questdo. Temperatura e tempo de extragdo mostraram
significancia e valores positivos, indicando uma maior resposta no maior nivel
estudado (70°C e 40 minutos, respectivamente). O valor negativo é
significante para o efeito de interagéao entre a adigcdo de sal e a temperatura de
extracdo (1x3) e entre adicdo de sal e tempo de extracdo (2x3) também
confirmam maiores respostas quando maior nivel, tanto para tempo quanto
para temperatura de extragdo, é usado. Assim, para a proxima etapa de
otimizacdo, nenhuma quantidade de sal foi adicionado ao sistema, e as
variaveis temperatura e tempo de extracao foram simultaneamente estudadas
através de uma matriz Doehlert. A temperatura foi estudada em cinco niveis
(60, 65, 70, 75 e 80°C) e o tempo de extracao estudado em trés niveis (40, 50
e 60 min).

A partir da média geométrica para os nove compostos construiu-se a
superficie de resposta apresentada na Figura 31.
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Figura 31. Superficie de resposta obtida a partir do planejamento Doehlert para
duas variaveis na determinacido de pesticidas em infusdes herbais. R? =
0,75736.

A partir das derivadas parciais da equacgao da superficie:
R =-284751,1 + 6581,1x —59,1x° + 4205,8y — 60,1)° + 31,2xy,
foi calculado o ponto critico da fungéo: x = 69,9 e y = 53,0, sendo que R, xe y
correspondem a resposta, temperatura e tempo de extragao respectivamente.

Assim, nenhuma adicdo de sal, temperatura de 70°C e 50 minutos para o
tempo de extragédo foram fixados para este método.
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= Avaliacdo do desempenho do método para pesticidas

O desempenho da fibra NiTi-ZrO»,-PDMS na extragdo de pesticidas em
infusées herbais foi verificada pela obtencdo dos parametros analiticos de
mérito a partir dos parametros otimizados. Alguns dos parametros de mérito

sao apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 . Faixa linear, coeficientes de correlacao, limites de deteccao e
quantificacdo obtidos pelo método para a determinagdo de pesticidas em
infusdes herbais usando a fibra NiTi-ZrO,-PDMS.

Compostos Faixa linear? R® LD®, ngL" LQ%nglL’
Heptaclor 20 - 500 0,9981 6,9 20,9
Aldrin 5-500 0,9996 2,0 6,1
Heptaclor epoxido 10 - 500 0,9998 4,3 13,0
Endosulfan | 50 - 500 0,9981 17,2 51,6
p,p-DDE 5-500 0,9999 1,4 4,1
Dieldrin 5-500 0,9996 2,2 6,6
Endrin 20 -500 0,9994 6,1 18,2
Endosulfan Il 40 — 500 0,9998 12,7 38,1
p,p-DDD 10 - 500 0,9988 2,9 8,6

2 faixa linear de trabalho em ngL"; ® coeficiente de correlagao da curva de calibragao; ¢
limite de detecgao; 4 limite de quantificagao.

Otimos coeficientes de correlagdo foram obtidos na faixa linear
estudada, sendo maiores que 0,9981. Os limites de deteccdo obtidos sao
satisfatorios, sendo semelhantes a outros trabalhos ja publicados na
determinacdo de pesticidas em infusdes herbais. Campillo et. al. [115]
empregando SPME e analise por cromatografia a gas com detec¢do por
emissao atomica obtiveram limites de detecgdo de 0,04 ng mL™" para aldrin e
dieldrin e 0,03 ng mL™" para p,p-DDE e p,p-DDD. Zuin et. al. [116] obtiveram
limites de deteccéo de 0,01 ng mL™ (a-endosulfan) a 1,5 ng mL™ (malathion),
analisando estes compostos em infusbes de trés espécies diferentes de
Plassiflora, L. utilizando SPME e GC-ECD. Cai et al. [60] obtiveram limites de
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deteccdo na faixa de 0,019 a 0,077 ng L na investigacdo de pesticidas em

chas chineses empregando SPME e GC-ECD.

A precisdo do método foi avaliada através de oito extracdes
consecutivas de uma infusdo enriquecida com 100 ng L, apresentando
valores de desvio padrdo relativo na faixa de 3,3 a 10,3%. A reprodutibilidade
do preparo das fibras de SPME também foi avaliada empregando quatro
diferentes fibras, no qual o desvio padrdo relativo encontrado envolveu a faixa
de 4,4 a 12,1%.

. Infusées herbais

A metodologia otimizada foi aplicada na extracdo de pesticidas em
infusbes de Hortela (Mentha piperita, L.), Cidreira (Cymbopogon citratus,
Stapf), Camomila (Matricaria recutita, L.), Melissa (Melissa Officinalis, L.) e

Erva Doce (Pimpinella anisum, L.).

Como pode ser visualizado na Tabela 12, nas amostras de Mentha
piperita, L., Matricaria recutita, L. e Melissa Officinalis, L. pode-se quantificar
trés dos nove pesticidas investigados: aldrin, p,p-DDE e p,p-DDD. Na amostra
de Cymbopogon citratus, Stapf quantificou-se aldrin, p,p-DDE e endosulfan II.
Na amostra de Pimpinella anisum, L. foi verificado apenas a presenca de p,p-
DDD.

Tabela 12. Concentragdes em ng L' de pesticidas nas cinco infusdes
investigadas.

Mentha  Cymbopogon Matricaria Melissa Pimpinella
piperita,L. citratus,Stapf recutita, L. Officinalis,L. anisum, L.

Aldrin 15,8+ 1,6 6,0+0,8 17,1+£2,0 154+2,0 -
p,p-DDE  572+28 14,9 + 1,1 323+1,3 36,8+1,8 -
Endosulf. Il - 66,9+ 1,6 - - -
p,p-DDD 50,8 +9,5 - 55+0,4 241+26 149+05
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Os valores encontrados nas infusdes investigadas estao abaixo do que
regulamenta o Ministério da Salde do Brasil, Portaria n° 518, de 25 de margo
de 2004, que estabelece os procedimentos e responsabilidades relativos ao
controle e vigildncia da qualidade da &gua para consumo humano e seu
padrdo de potabilidade [117].

Para investigar a exatiddo da metodologia proposta, as cinco diferentes
amostras foram enriquecidas em dois diferentes niveis 100 e 200 ng L. Os
dados estdo apresentados na Tabela 13, e foram considerados satisfatérios.
Estes resultados indicam que a infusdo preparada com camomila (Matricaria
recutita, L.) usada como matriz no processo de calibracdo pode ser

efetivamente usada na quantificagdo das diferentes infusdes avaliadas.
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Tabela 13. Valores de recuperacbes avaliados pelo enriquecimento das

diferentes infusGes investigadas em dois niveis de concentragées.

Recuperacao, %

Adicéao, Mentha  Cymbopogon Matricaria Melissa Pimpinella
ng L piperita,L.  citratus,Stapf recutita, L. Officinalis,L. anisum, L.
Heptachlor

100 94 +3 102 +2 108 + 2 115+ 3 121 +5
200 110 £ 1 105+4 92+4 108 + 4 118 + 4
Aldrin

100 90 +7 782 111 +4 101 +6 865
200 108 + 4 84+5 99+5 108 £ 5 82+4
Hept.epox.

100 1115 118 £3 108 + 4 116 + 4 105+6
200 1213 1106 1024 1116 11213
Endosulf. |

100 1124 84 +4 86 +6 94 +3 81+4
200 116 + 4 74 +£5 91+3 106 £ 5 91+3
p,p-DDE

100 107 +£5 110+ 4 99 +4 93+2 87+6
200 94 +4 102 +5 109+4 103+3 99 +3
Dieldrin

100 121+ 3 95+5 108 + 4 118+ 4 100+ 7
200 1222 107 6 112+ 3 119+ 3 109+5
Endrin

100 1193 85+4 93+5 108 +7 93+5
200 108 + 6 81+4 106 + 4 120+ 4 88+4
Endosulf. Il

100 1113 794 88+2 110+ 4 917
200 106 £ 6 84 +4 99 +4 107 +5 95+4
p,p-DDD

100 79+2 99 +4 100+ 6 1104 782
200 84 +4 87+4 113+4 114+ 3 865
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w Comparagdo da fibra NiTi-ZrO.-PDMS com fibras de PDMS

comerciais

A eficiéncia de extracao da fibra NiTi-ZrO,-PDMS na extragdo de BTEX
e pesticidas foi comparada a eficiéncia das fibras de PDMS comercialmente
disponiveis, 100, 30 e 7 um. Para pesticidas a extragéo foi realizada usando a
infusdo de Matricaria recutita, L.enriquecida com 200 ng L™ de cada pesticida,
com extragdo a 70°C por 50 minutos. Para BTEX a concentragdo empregada
neste estudo foi 50 pug L™, 6 g de NaCl e extracdo a 6°C por 15 minutos.

Segundo Chong et al [2] a situagao € significativamente diferente para
PDMS recoberto por processo sol-gel. Um dos motivos € que as moléculas
individuais do PDMS hidroxi terminal usado em recobrimentos sol-gel contém
grupos silandis terminais os quais estdo ausentes em moléculas de PDMS
usadas em recobrimentos convencionais. Como pode ser observado na Figura
32, a fibra NiTi-ZrO,-PDMS mesmo possuindo espessura de recobrimento de
25 um, apresentou uma performance de extragdo superior, para muitos
compostos, ou semelhante ao perfil de extracao da fibra de 30 um comercial.

[ Heptacl [ Dieldri
70000 (A) (B) -Alzprir?cor ieldrin

400000 | [ Endrin
Benzeno [ Heptaclor epox. [ Endosulfan Il
60000+ I Tolueno [ Endosulfan | [ DDD
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I o-Xileno

50000+ 300000 -
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Area
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20000+

100000 -
10000 -

PDMS PDMS PDMS  NiTi-ZrO,-PDMS 0+ —
7pm 30 um 100 ym 25um PDMS PDMS NiTi-ZrO,-PDMS
100 pm 30 um 25 ym

Figura 32. Comparagéo da fibra NiTi-ZrO,-PDMS com fibras de PDMS
comercialmente disponiveis. (A) BTEX e (B) pesticidas.
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7.5. Conclusées parciais

A aplicabilidade da nova fibora de SPME, NiTi-ZrO,-PDMS, foi
demonstrada através da determinacdo de pesticidades em infusdes herbais,
onde o6timos limites de deteccao foram obtidos. A fibra manteve a sua
capacidade de extracdo por mais de 450 extracdes. A habilidade de extracéao
da fibra proposta foi comparavel a fibra comercial de PDMS 30 um avaliada,
tanto na extragdo de pesticidas em infusbes herbais quanto para BTEX em

amostras aquosas.
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Capitulo 8

Nova fibra de PEG empregando a liga de NiTi zirconizada como
substrato para reacoes sol-gel

8.1. Introducéao

Recobrimentos por processos sol-gel oferecem importantes vantagens
como alta estabilidade térmica, estrutura de poros e alta area superficial, e um
alto grau de flexibilidade na composicdao da superficie. Pela variacdo na
proporcdo dos ingredientes na solugdo sol ou usando um reagente
desativante, é possivel mudar a composicao do filme e obter assim diferentes
selectividades.

Neste trabalho, usou-se o polimero polietileno glicol (PEG) como um
ingrediente na solugéo sol para preparar uma nova fibra de SPME. Esta nova
fibra foi aplicada na extragdo de compostos polares e pouco polares como
forma de avaliar a sua capacidade e eficiéncia de extragao.

8.2. Objetivo

Aplicar o polietilenoglicol (PEG) como recobrimento para fibras de
SPME por processo sol-gel, usando como substrato a liga NiTi
eletroliticamente recoberta com ZrO,. Aplicar a nova fibra metalica recoberta

¥ Publicado em Journal of Chromatography A, 1198-1199 (2008) 54-58
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com PEG na extracdo de halofendis em agua por amostragem a partir do

headspace da amostra e ftalatos em dgua por amostragem direta.

8.3. Parte experimental

= Instrumentagéo

As anadlises cromatograficas foram realizadas em cromatégrafo a gas
modelo Shimadzu GC-14B, equipado com injetor split/splitless. Os detectores
utilizados neste trabalho foram FID para andlise de ftalatos e ECD para a
analise de halofendis. As separagdes cromatograficas para as duas classes
foram realizadas em coluna capilar OV-5 (30m x 0,25mm x 0,25 pm; OV
Specialty Chemical, Marietta, OH). Nitrogénio ultrapuro foi usado como gas
carreador e make-up. A programacgao de temperatura do forno foi 80°C (2 min);
18°C min™ até 200°C; 10°C min™ até 280°C (2min) para ftalatos e 60°C (1
min); 20°C min™" até 130°C; 10°C min™ até 175°C (1 min); 1°C min™" até 181°C;
40°C min até 280°C (2 min) para halofenéis. A temperatura do injetor e
detector fixada em 280°C e 300°C, respectivamente.

A morfologia e composicao das fibras, com e sem recobrimento de PEG,
foram avaliadas por microscopia eletrénica de varredura (SEM), através de
microscopio Philips XL-30, e micro-analise semi-quantitativa por dispersao de
energia (EDS).

= Reagentes para SPME

Solugbes estoques de halofendis incluindo triclorofenol e tribromofenol
(Sigma-Aldrich) foram preparadas pela diluigio em acetona (Tedia). As
solugdes de trabalho foram preparadas pela diluicdo das solugdes estoque em
agua deionizada de um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA). Padrées
de esteres de ftalato incluindo di-n-butil ftalato (DnBP), butil benzil ftalato
(BBP), bis(2-etilhexil) adipato (DEHA), bis(2-etilhexil) ftalato (DEHP) (Supelco,
Bellefonte, PA, USA) foram preparados em metanol grau HPLC (Tedia).
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Os reagentes sol-gel usados na preparacao das fibras NiTi-ZrO»-PEG
foram:  metiltrimetoxisiano - MTMS (UCT, Bristol, PA, USA),
trimetilmetoxisilano — TMMS, poli(etilenoglicol)metil eter (Sigma-Aldrich,
Milwaukee, W1, USA) e acido trifluoroacético — TFA (Vetec).

= Eletrodeposicéao

Fios de NiTi com 0,2 mm de espessura e aproximadamente 2 cm de
comprimento foram usados como suportes para eletrodeposicdo. Apenas 1
cm foi eletrodepositado com ZrO.. As condicdes de eletrodeposicao utilizadas
neste trabalho sédo iguais as condi¢des usadas para eletrodepositar os fios de
NiTi com 0,3 mm de espessura, descritas previamente °.

= Preparacdo das fibras metalicas de PEG por processo sol-gel

A ativacao dos fios de NiTi foi realizada como descrito anteriormente
para o recobrimento com PDMS '°.

A solucéao sol de PEG foi preparada com 400 pL de metiltrimetoxisilano,
800 mg de poli(etilenoglicol)metil eter e 500 pL de TFA 95% (contendo 5%
de agua) em tubos capilares de vidro. Um centimetro das fibras ativadas de
NiTi-ZrO, foram verticalmente imersas em uma solucdo sol limpida por
aproximadamente 40 minutos. Este procedimento foi repetido 5 vezes,
sempre com uma solucao sol recém preparada. Trés fibras foram preparadas
exatamente da mesma forma, porém, usando como suporte um fio de NiTi
nao zirconizado (sem ZrQ,). Todas as fibras foram montadas em aparatos de
SPME comerciais e condicionadas por 4 horas diretamente no injetor do GC a
250°C.

’ Ver Capitulo 3
' Ver Capitulo 6
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= Estratégias de otimizagcdo

Os halofendis foram analisados em sua forma derivatizada, cujas
condicdes 6timas de derivatizacdo foram obtidas em estudo anterior’’. Um
planejamento fatorial em dois niveis foi realizado, incluindo temperatura de
extracao (40 e 70°C), tempo de extragdo (15 e 35 min) e forga ibnica pela
adicéo de cloreto de sbédio (3 e 7 g). Trés replicatas no ponto central foram
incluidas no planejamento. De acordo com o0s resultados obtidos pelo
planejamento experimental. Um planejamento Doehlert para duas variaveis foi
aplicado. A temperatura de extracao foi estudada em cinco niveis (35, 40, 45,
50 e 55°C) e o tempo de extracdo em trés niveis (20, 30 e 40 min). Todas as
analises foram realizadas em frascos de 40 mL, 20 mL de amostra, agitagao
magnética constante e com amostragem a partir do headspace da amostra. A
otimizac&o foi realizada com uma solugdo contendo 250 ng L™ de TCP e 200
ng L™ de TBP.

Para a otimizacao de ftalatos, um planejamento fatorial em dois niveis
foi realizado, incluindo temperatura de extracdo (40 e 80°C), tempo de
extracao (10 e 40 min) e forca i6nica pela adicao de cloreto de sédio (0 € 4 g).
A Unica variavel significativa foi o tempo de extragdo, sendo estudado
univariadamente de 5 a 60 min. As andlises foram realizadas em frascos de 40
mL, 25 mL de amostra, agitacdo magnética constante e com amostragem a
partir do contato direto com a amostra. A otimizagéo foi realizada com uma

solucdo contendo 30 pg L' de cada ftalato.

8.4. Resultados e discussoées

Novamente o suporte NiTi-ZrO, foi ativado com solugdes de hidréxido
de soédio 1,0 mol L™ e posterior solugdo de &acido cloridrico 0,5 mol L', e
submetido a trés etapas de recobrimento por reagdes sol-gel aplicando agora
polietilenoglicol como polimero de recobrimento.

' Ver resultados e discussdes, Capitulo 4
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w Caracterizagdo da fibra NiTi-ZrO--PEG

A Figura 33 mostra as micrografias obtidas por SEM para duas fibras
preparadas por processo sol-gel, uma com surporte zirconizado e outra sem o
filme de ZrO,.

AccV  Spot Magn
10.0kV 5.0 270x

Figura 33. Micrografias para fiboras de PEG preparadas por processo sol-gel

em (A) suporte zirconizado e (B) suporte sem ZrO,. Ampliagdo 270x.

Como pode verificado na Figura 33A, a superficie de PEG da fibra
zirconizada € muito mais uniforme e homogénea se comparada a superficie da
fibra sem o filme de zircénio (Figura 33B). Isto se deve, provavelmente, ao fato
de que apenas a liga NiTi ndo oferece uma superficie apropriada para ocorrer
reagdes quimicas eficientes. Ao contrario a fibra eletrodepositada
(especialmente depois da ativagdo) que proporciona uma superficie com
grupos Zr-OH os quais favorecem reagdes quimicas entre o suporte e o
recobrimento polimérico. A espessura média do filme de PEG foi calculada
comparando micrografias da fibora com e sem recobrimento, resultando em
uma médiade 17 £ 3 um.

A avaliagdo quimica da superficie da fibra proposta foi realizada através
de EDS e o resultado ¢ ilustrado na Figura 34. A fibra utilizada para a anélise

de EDS foi previamente utilizada por mais de 200 extracdes. O espectro
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apresenta um pico em aproximadamente 0,2 keV atribuido a linha de amissao
Ka do carbono e um pico a 1,8 keV que foi atribuido a linha de emissédo Ka do
silicio. Estes elementos sdo caracteristicos de recobrimentos com PEG. A
partir destes resultados obtidos por EDS, é possivel obter informacdes
qualitativas sobre a composigao da fibra em escala microscopica.

CKa
SiMa
OKa

AuMa

100 200 300 400 500 600 700 800 900
ke¥

Figura 34. Microanalise por energia dispersiva da superficie da fibra NiTi-ZrO,-
PEG.

= Avaliagcdo da fibra NiTi-ZrO»-PEG: estabilidade térmica

A estabilidade térmica do recobrimento de PEG foi avaliada utilizando o
injetor do cromatégrafo a gas e a faixa de temperatura investigada foi de 230 a
320°C. A extragdo para ambas as classes foi realizada por um tempo de 30
minutos a 40°C em frasco de 40 mL, contendo 20 mL de solucdo aquosa para
amostragem a partir do headspace (halofendis) e 25 mL de solugdo aquosa
para amostragem direta (ftalatos). Cinco replicatas foram realizadas em cada
temperatura, fixando o tempo de permanéncia da fibra no injetor do
cromatografo em 10 minutos. A média de valores encontrados nas diferentes
temperaturas foram normalizadas em relagdo a temperatura em que a fibra foi
condicionada (250°C). Estes resultados sé&o apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14 . Avaliacdo da estabilidade térmica da fibra NiTi-ZrO,-PEG. Média
das &reas cromatograficas normalizadas a temperatura de 250°C.

230°C 250°C 270°C 300°C 320°C
Halofenois 0,85 1,00 1,28 1,24 1,30
Ftalatos 0,81 1,00 1,19 1,04 1,19

Nenhuma perda de polimero foi abservada até 320°C. De fato, verifica-
se até um pequeno acréscimo de sinal em temperaturas maiores. Estes
resultados sugerem a presenca de ligagdes quimicas entre o suporte metalico
eletrodepositado e a camada polimérica, resultando em uma maior estabilidade
térmica, importante tanto para melhorar a forma dos picos cromatograficos
quanto para eliminar efeitos de memdria. Para estudos posteriores o tempo de
dessorcao foi fixado em 3 minutos e a temperatura de dessorcao fixada em

300°C, com os quais ndo se observou efeito de memoria.

w Avaliagdo da fibra NiTi-ZrO,-PEG: extracdo de halofendis em

amostras aquosas.

A fibra NiTi-ZrO,-PEG foi aplicada na extracdo de 2,4,6-triclorofenol e
2,4,6-tribromofenol em suas formas acetil-derivatizadas de uma matriz aquosa,
com amostragem no headspace da amostra. A otimizagdo das condi¢des de
extracdo foram inicialmente estudadas por planejamento fatorial completo em
dois niveis no qual as variaveis investigadas foram temperatura (40 — 70°C),
forca idnica pela adicao de NaCl (3 — 7 g para 20 mL de amostra) e tempo de
extracao (15 — 35 min). Com a média geométrica, das respostas para os dois

halofendis, um grafico de Pareto foi construido e é apresentado na Figura 35.
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Figura 35. Grafico de Pareto obtido através de um planejamento fatorial
completo para os halofendis TCP e TBP em suas formas acetil-derivatizadas.

Como pode ser observado atraves da Figura 35, os unicos efeitos
principais estatisticamente significativos foram temperatura e forga iénica. Dois
efeitos de interacdo secundarios foram estatisticamente significativos,
temperatura e tempo (1x3), temperatura e forga ibnica (1x2). A curvatura esta
no limite de ser estatisticamente significativa, isto €, muito provavelmente a
resposta ndo é linear na faixa avaliada, e uma otimizagao final € necessaria
utiizando um planejamento de segunda ordem, como metodologia por
superficie de resposta. Como a forgca ibnica mostrou-se grandemente
significativa em comparacdao com os outros efeitos significativos, esta variavel
foi fixada em seu nivel maximo avaliado no planejamento fatorial, isto é, 7 g de
NaCl para 20 mL de amostra. As varidveis temperatura e tempo de extragcédo
foram melhores estudadas pela metodologia de superficie de resposta
utilizando a matriz Doehlert. A temperatura foi avaliada em cinco niveis (35, 40,
45, 50 e 55°C) e o tempo de extragdo em trés niveis (20, 30 e 40 minutos). A
superficie de resposta obtida é ilustrada na Figura 36.
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XY < e

Figura 36. Superficie de resposta obtida pela matriz Doehlert para duas

variaveis na extragdo de TCP e TBP em suas formas acetil-derivatizadas.

A partir da superficie de resposta (Figura 36), a qual tem um coeficiente
de correcdo quadratico (R?) de 0,99044, foram obtidos os pontos 6timos das
variaveis, 40 minutos para o tempo de extracdo e 48°C para a temperatura de

extracao.

w Avaliagcdo da fibra NiTi-ZrO,-PEG: extracdo de ftalatos em amostras
aquosas.

A fibra NiTi-ZrO,-PEG também foi empregada na analise de esteres de
ftalatos em amostra aquosa onde a amostragem foi realizada com o contado
direto da fibra de PEG com a solucdo amostra devido a baixa volatilidade
destes analitos. Um planejamento fatorial completo em dois niveis foi utilizado
para otimizar temperatura (40 — 80°C), forca ibnica pela adicao de NaCl (0 — 4
g para 25 mL de amostra) e tempo de extragdo (10 — 40 min). Um ponto central
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em triplicata foi incluso no planejamento. A partir da média geométrica um

gréafico de Pareto foi construido e é apresentado na Figura 37.

(3)Tempo 12,77

1x2

(1)Temperatura

Curvatr. |

p=0.05
Figura 37. Grafico de Pareto obtido através de um planejamento fatorial
completo para esteres de ftalato.

Apenas um efeito principal foi estatisticamente significativo, como
mostra a Figura 37. Assim, a forgca ibnica da solugdo nao foi alterada, ou seja,
nao foi adicionado NaCl ao sistema e a temperatura de extracao foi fixada para
estudos posteriores em 50°C. A variavel tempo de extracdo foi avaliada
individualmente no intervalo de 5 a 60 minutos. Observou-se que a partir de 30
minutos ndo houve um ganho no sinal analitico para a maioria dos compostos

avaliados assim, este foi 0 tempo de extracdo empregado para a metodologia.
= Avaliacdo do desempenho do método.
Os limites de deteccéao e quantificacao (3 e 10 vezes a razao sinal ruido,
respectivamente), faixa linear de trabalho e coeficientes de correlagéo para as

metodologias propostas empregando a nova fibra de PEG, estao apresentados
na Tabela 15.
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Tabela 15. Faixa dindmica de trabalho, coeficientes de correlagdo e limites
de detecgcédo e quantificagdo para halofendis e ftalatos utilizando a fibra NiTi-
ZrO,-PEG.

Halofendis Faixa linear? R® LDY ng L™ LQ% ng L
TCP 30-750 0,999 9,8 32,7
TBP 10 — 700 0,997 1,2 4,0
Ftalatos Faixa linear® R® LDY ug L™ LQ®, ug L™
DnBP 2—-150 0,999 0,59 1,97
BBP 2—-150 0,998 0,75 2,49
DEHA 1-150 0,999 0,39 1,30
DEHP 1-150 0,999 0,35 1,16

2 faixa linear de trabalho em ngL™; ® faixa linear de trabalho em pg L ¢ coeficiente de
correlagdo da curva de calibragao; 4 limite de detecgao; € limite de quantificagao.

Otimos coeficientes de correlagdo (maiores que 0,997) e satisfatorios
limites de detecgédo foram obtidos para ambas metodologias. A repetitividade
do método, utilizando uma uanica fibra (n = 6), variou na faixa de 5,4 a 10,6%
para ftalatos e 4,6 a 5,8% para halofendis. E a reprodutibilidade avaliando
cinco diferentes fibras, foi menor que 12,3%, demonstrando uma satisfatéria
reprodutibilidade na confecgao das fibras.

8.5. Conclusées parciais

A nova fibra de SPME, NiTi-ZrO,-PEG, foi eficientemente aplicada na
extracdo de halofendis e ftalatos em amostras aquosas, onde 6timos limites de
deteccdo foram obtidos. Uma excelente estabilidade térmica foi observada até
320°C, sugerindo a presenca de ligagbes quimicas entre o substrato e o

recobrimento polimérico.
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Capitulo 9

Aplicacao da fibra NiTi-ZrO,-PEG na determinacao de
haloaniséis em rolha de cortica'

9.1. Introducéao

Um dos problemas mais sérios da industria de vinho é a mudancga
indesejavel nas propriedades organolépticas do vinho devido a seu contato
com a cortica contaminada (chamada também taint da cortica) [118] Essa
contaminacao é responsavel por grandes perdas econdémicas na industria do

vinho e da cortica [119].

Diversas substancias, tais como o geosmin, 2-metil-isoborneol, guaiacol,
1-octen-3-one, 1-octen-3-ol e clorofendis foram relatadas como responsaveis
para este defeito organoléptico. [120]. Entretanto, os compostos principalmente
responsaveis por este odor sdo: 2,4,6- tricloroanisol (TCA), 2,3,4,6-
tetracloroanisol (TeCA), pentacloroanisol (PCA) e 2,4,6-tribromoanisol (TBA)
[121].

Os valores relatados para o ponto inicial sensorial para o TCA no vinho
variaram consideravelmente na literatura de 1,4 ng L™ a 210 ng L™". O ponto

inicial sensitivo para o TBA no vinho foi relatado como 7,9 ng L™ [122].

2 Publicado em Analytica Chimica Acta, 629 (2008) 92-97
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Estes compostos também conhecidos como off-flavour estao presentes
nas rolhas de cortica em niveis baixos (nanograma por grama de cortiga).
Consequentemente, é necessario desenvolver métodos analiticos sensiveis

para determinar estes compostos diretamente nestas amostras sélidas [100].

9.2. Objetivo

Verificar e ampliar a aplicabilidade da nova fibra robusta de SPME
recoberta por processo sol-gel com PEG, na analise de haloaniséis em

amostras de cortica.
9.3. Parte experimental

= Instrumentagéo

As condicbes cromatogréaficas sao iguais as aplicadas na andlise de
halofenéis em amostras aquosas'. A temperatura do injetor e detector foi
fixada em 290°C e 300°C, respectivamente.

= Reagentes para SPME

Padrées de haloanisois, 2,4,6-tricloroanisol, 2,4,6-tribromoanisol e

pentacloroanisol (Sigma-Aldrich, Milwaukee, WI, EUA) foram preparados em
acetona grau HPLC (Tedia, Fairfield, OH, USA). Cloreto de sodio (Nuclear,
Diadema, SP) foi utilizado para aumentar a forga ibnica.

= Amostras de cortica

Amostras de cortica foram trituradas e particulas menores que 1 mm

foram selecionadas para andlise. As amostras foram estocadas em frascos

" Ver Capitulo 4
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ambar a 5°C antes da andlise. Para a otimizacao do método, as amostras
foram enriquecidas com 300 ng g ' de 2,4,6-tricloroanisol, 200 ng g de 2,4,6-
tribromoanisol e pentacloroanisol e encubadas em frascos ambar fechados por

aproximadamente 72 horas, para interagdo dos analitos com a amostra.
w Estratégias de otimizagéo

As condigcdes que influenciam a extracdo dos haloanisdis foram
previamente avaliadas por planejamento fatorial completo (2*) onde estudou-se
quatro fatores em dois niveis. As variaveis avaliadas foram temperatura de
extracao (40 e 70°C), forga ibnica pela adicao de cloreto de sédio (0 e 3 g),
tempo de extragdo (10 e 30 minutos) e massa de amostra (100 e 200 mg de
cork) com a inclusdo de um ponto central em duplicata. Posteriormente, foi
aplicada uma metodologia de superficie de resposta empregando matriz
Doehlert, onde avaliou-se massa da amostra em cinco niveis (10, 35, 60, 85 e
110 mg) e temperatura de extragdo em trés niveis (60, 70 e 80°C). As anadlises
foram realizadas em frascos de 40 mL, no qual a massa de cortica pesada era
acrescida de 20 mL de agua deionizada, com agitacdo magnética e extracao a

partir do headspace da amostra.

9.4. Resultados e discussées

A otimizacdo foi realizada por método multivariado, empregando
primeiramente um planejamento fatorial completo para avaliar a significancia
das varidveis individuais bem como as interagcbes entre as mesmas. O
planejamento empregado foi 2%, avaliando temperatura de extragdo, forga
ibnica pela adicéo de cloreto de sodio, tempo de extracdo e massa de amostra
(cortica).

A partir das respostas cromatograficas, calculou-se a média geométrica

a fim de criar um compromisso de resposta para os trés compostos avaliados.
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A partir da média geométrica construiu-se um grafico de Pareto, ilustrado na
Figura 38.

(4)Qtdd amostra

(1)Temperatura 3.81
(2)NaCl 3.65
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Figura 38. Grafico de Pareto obtido por um planejamento fatorial completo na

otimizacao das variaveis e interagdes para haloanisbis.

Como observado (Figura 38), a varidvel com maior significancia é a
massa de amostra, a qual possui um sinal algébrico negativo indicando um
aumento na resposta analitica ao se trabalhar com esta variavel no menor
nivel avaliado. Devido a baixa densidade da amostra, particulas de cortica se
posicionam na superficie da solucdo, mesmo com uma eficiente agitacao.
Supde-se que grandes quantidades de amostra criam uma barreira que
dificulta a passagem dos analitos para o headspace. As variaveis temperatura
de extracdo e forgca ibnica também apresentaram significAncia estatistica
possuindo sinais algébricos positivos, indicando um aumento de resposta ao
se trabalhar em seus niveis maximos avaliados. Duas interacbes entre
variaveis foram observadas, temperatura e forca idnica (1x2) e forga iGnica e
massa de amostra (2x4). Esta ultima interagéo citada possui um sinal algébrico
negativo (- 2,55) indicando um efeito antagonico entre essas duas variaveis. E
a variavel tempo de extracdo ndo apresentou significancia estatistica na faixa
avaliada.
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Para uma otimizacdo mais apurada, uma metodologia de superficie de
resposta foi empregada na qual a variavel tempo de extragéo foi fixada em 20
minutos e para simplifica¢do, a variavel forga ibnica também foi fixada optando-
se pela adicao de 3 g de cloreto de sédio, visto que o gréafico de Pareto mostra

uma maior resposta analitica neste nivel.

Como metodologia de superficie de resposta, empregou-se a matriz
Doehlert para duas variaveis. Estudou-se a massa de amostra em cinco niveis
(10, 35, 60, 85 e 110 mg) e temperatura de extragdo em trés niveis (60, 70 e
80°C). A partir da média geométrica da resposta dos trés haloanisois,

construiu-se a superficie de resposta ilustrada pela Figura 39.

A partir da equacao que rege a superficie:
= - 3832633,8 + 114204,7x -820,2x? + 4464,1y — 46,4y? + 18,1xy

foi obtido o ponto critico da fungdo como sendo 70,3°C para a temperatura de

extracao e 61,8 mg de amostra. Os valores obtidos pela superficie de resposta

estdo concordantes com os dados obtidos pelo gréafico de Pareto.
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Figura 39. Superficie de resposta obtida por um planejamente Doehlert para

duas variaveis na analise de haloanisbis em cortica.
w  Performance da fibra NiTi-ZrO»-PEG

O desempenho da fibra NiTi-ZrO,-PEG na extragdo de haloanisdis em
amostras de cortica foi avaliada pela obtengdo dos parametros analiticos de
mérito. A faixa linear de trabalho, coeficientes de correlacdo da curva de
calibragédo e os limites de deteccao e quantificagdo obtidos sdo apresentados
na Tabela 16. Otimos coeficientes de correlagdo foram obtidos, sendo maiores
que 0,9954. Os limites de deteccdo foram menores que 6,2 ng g, sendo
comparaveis a outros trabalhos presentes na literatura. Lorenzo, et al. [123]
empregando extracdo sortiva no headspace (HSSE) e detecgdao por GC-MS,
obtiveram LD de 2,67, 30,65 e 11,01 ng g' para TCA, TBA e PCA,
respectivamente. Carasek et al. [118] empregando HS-SPME e deteccao por
GC-TOF-MS, obtiveram LD de 1,2 e 1,6 ng g' para TCA e PCA,
respectivamente.
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Tabela 16 . Faixa linear, coeficientes de corelagédo, limites de deteccao e
quantificagdo obtidos pelo método para a determinagdo de haloaniséis em
amostras de cortica com a fibra NiTi-ZrO,-PEG.

Compostos Faixa linear? RP LD, ngg” LQ% ng g
TCA 20 -400 0,9989 5,1 17,0
TBA 20 — 300 0,9993 6,2 20,6
PCA 10 — 300 0,9954 2,5 8,3

2 faixa linear de trabalho; ® Coeficiente de correlagao da curva de calibragéo; € limite de
deteccao; 4 limite de quantificagao.

A repetitividade da metodologia foi avaliada através de sete extracbes
consecutivas de uma solugao contendo amostras de cortigca enriquecidas com
25 ng g' de TCA e TBA e 15 ng g de PCA, onde o desvio padrao relativo
(RSD) envolveu a faixa de 5,8 a 12,0%. A reprodutibilidade do procedimento
de recobrimento pelo processo sol-gel também foi avaliado, o desvio padrao
relativo confrontando cinco diferentes fibras foi menor que 13%, utilizando o

mesmo valor de enriquecimento usado para a repetitividade.
= Amostras de cortiga

A metodologia otimizada com a nova fibra de SPME, foi aplicada na
extracdo de trés amostras de cortica. Nenhuma das amostras apresentou
concentracao de haloanisoéis detectavel. Assim, a exatidao da metodologia foi
investigada pela técnica de enriquecimento e recuperacado. As trés amostras
de cortica foram enriquecidas em dois diferentes niveis de concentracao 84,8 e
254,4 ng g ' para TCA, 68,6 e 205,6 ng g para TBA e 63,4 e 190,1 ng g para
PCA. Os valores de recuperagao estao apresentados na Tabela 17. A faixa de
recuperacao ficou entre 83,2 a 119,0%, sendo valores satisfatorios tratando-se
de uma matriz soélida e complexa.
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Tabela 17 .

Recuperacao para haloanis6is em amostras de cortica utilizando

a fibra NiTi-ZrO,-PEG e dois niveis de concentracao para cada amostra.

Recuperacao, %

Adicao, ng g’ Amostra | Amostra Il Amostra lll
TCA

84,8 86,3 £ 3,6 93,0+£5,0 83,7+29
2544 90,5+ 3,4 109,6 +2,9 92,2+5.3
TBA

68,6 98,4 +3,8 101,6 +1,8 100,9+5,5
205,6 119,0 £ 4,2 113,0+£2,5 117,8 +3,8
PCA

63,4 103,6 +2,6 106,2 + 4,3 100,415
190,1 102,5 + 3,1 106,9 £ 5,5 102,5+ 3,0

w Comparagéo da fibra NiTi-ZrO»-PEG com fibras comerciais

A eficiéncia de extracao da fibra NiTi-ZrO»-PEG, 17 um, na extragédo de
halofendis, ftalatos e haloaniséis, foi confrontada com duas fibras de SPME
comerciais, as quais foram escolhidas com base na semelhanca de polaridade.
Avaliaram-se as fibras de poliacrilato 85 pm e carbowax/divinilbenzeno
(CW/DVB) 65 pm. Para halofendis a extragdo foi realizada usando uma
solucdo aquosa contendo 250 e 200 ng L' de TCP e TBP, respectivamente,
com 7 g de NaCl, extracdo a 48°C por 40 minutos. Para ftalatos a
concentracdo avaliada foi 30 ug L de cada ftalato, extracdo a 50°C por 30
minutos. Para haloaniséis avaliou-se uma concentracdo de 84,8; 68,6 e 63,4
ng L' para TCA, TBA e PCA, respectivamente, com 3 g de NaCl, extragdo a
70°C por 60 minutos. Esta comparacgao é ilustrada na Figura 40.
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Figura 40. Comparagéo da fibra NiTi-ZrO»-PEG 17 um com as fibras
comerciais PA 85 um e CW/DVB 65 um. (A) Halofendis, (B) ftalatos e (C)

haloaniséis.

Como pode ser verificado através da Figura 40, a fibra NiTi-ZrO,-PEG
mesmo contendo uma menor espessura de recobrimento, ainda é comparavel
as outras fibras avaliadas. Com excec¢ao da fiora CW/DVB na extragdo de
DnBP e BBP, a qual obteve uma maior eficiéncia mais provavelmente devido a
presenca de particulas de DVB, o qual € um forte adsorvente.

Como a fibra NiTi-ZrO,-PEG tem uma espessura de recobrimento
menor que as fibras comerciais estudadas, avaliou-se também a eficiéncia de
extracao por unidade de volume, ou seja a area cromatografica € dividida pelo

volume de recobrimento da fibra'*, os resultados s&o ilustrados na Figura 41.

' Ver Tabela 9, Capitulo 5
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Figura 41. Eficiéncia de extracao por unidade de volume da fibra NiTi-ZrO,-
PEG em confronto com duas fibras comerciais: CW/DVB e PA na extracao de

(A) halofendis, (B) ftalatos e (C) haloanisois.

Como pode ser observado (Figura 41), a fibra NiTi-ZrO.-PEG tem uma
maior capacidade adsortiva por unidade de volume comparado com as outras

fibras avaliadas.

9.5. Conclusées parciais

O método proposto usando a fibra NiTi-ZrO,-PEG mostrou boa
sensibilidade e seletividade para haloaniséis, com limites de detec¢cdo em
niveis de ng g”'. A eficiéncia de extracdo da fibra NiTi-ZrO,-PEG foi comparada
com duas fibras comerciais: CW/DVB 65 um e PA 85 um. A fibra foi usada por
mais de 400 extragbes e ciclos de dessorcdo sem apresentar perdas de

eficiéncia.
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Nesta tese de doutorado, o desenvolvimento de novas fases extratoras
para técnica modernas de prepracdo de amostras e sua aplicacdo em
amostras ambientais e matrizes vegetais resultou em muitos aspectos

importantes.

= A liga de NiTi inicialmente proposta apenas como suporte para reacdes

sol-gel mostrou-se eficaz também como fase extratora para SPME.

A fibra NiTi-ZrO, foi aplicada com sucesso na extracdo de alcodis, BTEX e
THM de amostras gasosas, na extragdo de halofendis em amostras de agua
de rio e apresentou excelente seletividade para a extracdo de haloaniséis em
amostras de vinho tinto com limites de detec¢cdo comparaveis a outros
métodos reportados na literatura. A eficiéncia de extragdo foi comparavel a
fibora comercial de PDMS com 7 um de espessura, mesmo contendo uma
espessura de recobrimento muito menor (1,35 pum). Levando em conta a
eficiéncia de extracdo por unidade de volume, a capacidade de extracdo da
fibora NiTi-ZrO, é melhor que as outras fibras comerciais avaliadas. A
estabilidade térmica da fibra NiTi-ZrO, (suporte e recobrimento) é muito alta.
Assim, altas temperaturas de dessorcao podem ser aplicadas para esta fibra
em comparacao a outras fibras comerciais, eliminando efeitos de mémoria. Os
métodos desenvolvidos com esta fibra zirconizada apresentaram excelente
precisdo e sua capacidade de extracdo se mostrou estavel e constante por
mais de 700 extracdes. A avaliacdo da eficiéncia de extracao da fibra NiTi-ZrO,

realizada para cinco diferentes classes de compostos (alcodis, BTEX, THM,
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halofendis e haloanisois) foi importante para ampliar a sua aplicabilidade,
promovendo esta nova fibra como uma promissora alternativa para a técnica

de micro extragdo em fase sélida.

x= A liga NiTi recoberta eletroliticamente com o6xido de zirc6nio € um

excelente substrato para reac¢des sol-gel.

A fibra NiTi-ZrO.-PDMS apresentou excelente estabilidade térmica, até 320°C,
possibilitando a aplicagao de altas temperaturas de dessorcdo sem perdas na
eficiéncia de extracdo. A eficiéncia da fibra NiTi-ZrO,-PDMS com 25 um de
espessura mostrou-se superior a fiora de PDMS 30 um comercialmente
disponivel. A fibra também apresentou excelente sensibilidade para as classes
avaliadas, BTEX e pesticidas organoclorados, demostrando assim a sua
aplicabilidade tanto para amostragem direta (contato direto da fibra com a
solugao amostra) quanto para amostragem a partir do headspace da amostra
(parte gasosa). Manteve sua eficiéncia de extracdo por mais de 450 ciclos de

extracao.

w» O substrato de NiTi zirconizado também mostrou-se eficiente para
reacoes sol-gel com recobrimento de polietilenoglicol.

A superficie da fibra apresentou melhor uniformidade e homogeneidade
comparada a fibra preparada sem o filme de éxido de zirc6nio. Uma excelente
estabilidade térmica foi verificada até 320°C. A eficiéncia de extragcéo da fibra
NiTi-ZrO,-PEG foi comparavel a fibras comerciais avaliadas e, levando em
consideracgao a eficiéncia de extragdo por unidade de volume de recobrimento
a eficiéncia para a fibra de PEG proposta neste trabalho € superior as fibras
comerciais avaliadas, CW/DVB e PA. A avaliacado da eficiéncia da nova fibra
de PEG para diferentes classes de compostos, halofendis, ftalatos em
amostras aquosas e haloanisbéis em amostras de cortica, comprovam a
aplicabilidade da nova fibra tanto para amostragem direta quanto para
amostragem a partir do headspace da amostra e também na aplicacdo de
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amostras sélidas complexas como a cortiga. A fibra NiTi-ZrO,-PEG manteve a

sua eficiéncia de extragédo por mais de 400 ciclos de extragao.

= A alta estabilidade térmica obtida para as duas fibras, NiTi-ZrO,-PDMS e
NiTi-ZrO,-PEG, sugere uma possivel e eficiente ligagdo quimica entre o
suporte zirconizado e o polimero de recobrimento. A comparagdo de
micrografias das fibras preparadas com e sem o filme de 6xido de zircdnio
confirma a importancia da camada de zircénio para um eficiente e
homogéneo recobrimento polimérico. Assim, os excelentes resultados
obtidos para os recobrimentos obtidos por processos sol-gel, somados
com a superelasticidade e robustez, propriedades do substrato de NiTi,
propde estas duas novas fibras robustas como excelentes e confiaveis

alternativas em substituicdo ao uso de fibras comerciais.
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Extracao sortiva com membrana de silicone a partir do
headspace (HS-SMSE) na analise da fracao volatil de matrizes
vegetais

Revis&o bibliografica

A extracao com sorvente usando barras magnéticas, mais conhecidas
internacionalmente como Stir Bar e também comercializada como Twister® [1],
foi inicialmente apresentada por Baltussen et al. [2]. Estas barras extratoras
possuem trés partes principais. A primeira (parte interna) € uma barrinha
magnética de agitacdo a qual € necessaria para transferir o movimento de
rotacdo de uma chapa de agitacdo para a amostra liquida. A segunda parte €
uma fina jaqueta de vidro que envolve a barra magnética. A terceira e mais
externa é a camada de sorvente PDMS, na qual os analitos sdo extraidos. A
camada de vidro € essencial para a construgdo de barras extratoras com alta
qualidade como se efetivamente prevenisse a decomposicdo da camada de

PDMS, a qual é catalisada pelo metal da barra magnética [3].

A extracdo pode acontecer através de dois modos, como ilustrado na
Figura 1: (a) colocando a barra extratora diretamente na amostra liquida ou (b)
suspendendo a mesma no headspace da matriz, por um fio de aco inoxidavel
recoberto com uma camada de silica fundida, por determinado tempo,
recebendo a denominagdo de extragdo sortiva no headspace (HSSE) [4]. O
tempo de extracdo é controlado, sendo que o mesmo € determinado pelo
volume da amostra, velocidade de agitagdo e dimensdes da barra extratora, os
quais podem ser otimizados dependendo da aplicacdo. Quando a extragao se
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da em solucado aquosa, a barra extratora é removida e muito suavemente limpa

para remover goticulas de agua.

SBSE HSSE

Camada de silica fundida

§cm

Fio de aco inoxidavel

PDMS Barra magnética

Camada de vidro

(B)

Figura 1. Barra extratora de PDMS. (A) Extracdo com a barra extratora

diretamente na solugcao amostra e (B) aparato de amostragem no headspace.

Dois modos de dessor¢ao podem ser aplicados: a dessorgao térmica (DT)
e a dessorcao liquida (DL). No primeiro modo, a barra magnética recoberta
com PDMS é colocada dentro de um tubo oco de vidro para a dessorgao
térmica os analitos mediante uma unidade de dessorcao térmica ilustrada na
Figura 2 (TDS: Thermal Desorption System, Gerstel, Milheim a/d Ruhr,

Germania).

capilar de transferéncia
{

Figura 2. Sistema TDS para dessorgao térmica.
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A barra extratora ou stir bar, inserido no tubo de dessorcao, é submetido
rapidamente a elevadas temperaturas permitindo a dessorcdo dos analitos.
Estes sao transferidos pelo gas carreador, através do capilar de transferéncia,
ao injetor devidamente refrigerado com CO; (CIS: Cryo Injection System). No
injetor os analitos sdo concentrados e sucessivamente, terminada a dessorcéo,
tranferidos para a coluna cromatografica (pelo aquecimento instantdneo do
injetor).

Uma evolugao do sistema TDS € chamado de TDU (Thermal Desorption
Unit, Gerstel, Milheim a/d Ruhr, Germania) representado na Figura 3.

Twister
it 2

liner
—  doinjetor
7 N\
| ".;: _;:E]
| W -ﬂ)rl
“u-_\??ﬁ_h o _..:.nﬁ#ﬂ

Figura 3. Sistema TDU de dessorgao térmica: “liner in liner”.

O sistema TDU foi projetado e otimizado para ser utilizado de maneira
especifica com Twisters. A principal vantagem do sistema TDU é a eliminagao
do “volume morto”. De fato, a diferenca do que acontece no TDS, no qual os
analitos dessorvidos difundem-se em um volume morto antes de chegar ao
injetor, em TDU os analitos passam imediatamente ao injetor (tecnologia “liner
in liner”). Desta maneira é eliminada a perda de analitos durante a

transferéncia ao injetor [5].
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Em muitos casos, é recomendavel rinsar suavemente a barra extratora
com agua deionizada para remover proteinas adsorvidas ou outros compostos
da amostra. Esta etapa previne a formagdo de materiais ndo volateis durante a
etapa de dessorcdo térmica. A temperatura de dessorcdo € dependente da
aplicagédo e primeiramente determinado pela volatilidade do soluto, sendo
aplicada usualmente entre 150 e 300°C. A dessor¢do € acompanhada de um

fluxo de hélio a 10 — 50 mL min™ por 5 — 15 minutos.

Como uma alternativa a DT, pode-se usar DL. Aproximadamente 100 —
200 pL de um solvente organico, como metanol e acetonitrila, sdo usados para
a dessorgdo. No caso de DL, o extrato é submetido a HPLC convencional, CE
ou GC compativel a injecao de grandes volumes [3].

Os aspectos fundamentais de SBSE para amostragem em fase liquida
sao similares aos principios da microextracdo em fase sélida porque as duas
técnicas sao baseadas em extracao sortiva (ES). SBSE tem oferecido maiores
recuperacdes que SPME, desta forma superando uma de suas limitacées, a
baixa capacidade de concentragdo devido ao pequeno volume de recobrimento
polimérico. Em SPME o méximo volume de PDMS recoberto sobre a fibra é de

0,65 uL (fibra de 100 um) enquanto em SBSE a faixa envolve de 25 a 125 uL
(1.

SBSE tem sido aplicada com sucesso na analise de PAH, pesticidas,
ftalatos e fendis em agua [6 — 9], principais aromas e fendis em vinho [10], [11],
pesticidas em mel [12], pesticidas em frutas e vegetais [13 - 15] hormdnios
sexuais (esterodis) em agua e urina [16], nonilfenol e hidroxinonenal (marcador
de stress oxidativo) em urina [17, 18], pesticidas organoclorados em solos [19],

entre outros.
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= Desenvolvimento de novos recobrimentos para SBSE

Na SBSE convencional, um tubo especial de PDMS, o qual recobre um
tubo de vidro com um nucleo magnético, € usado como fase extratora. Até
agora, este ainda ndo é um método satisfatério para a preparagdo de
revestimentos para SBSE diretamente sobre o recobrimento de vidro, isto, por
ndo proporcionar forte adesao do recobrimento na superficie da barra, de silica
fundida ou vidro [20].

Comparado a tecnologia de recobrimento estéatico, a tecnologia de sol-
gel pode ser muito mais apropriada para a preparacao de filmes espessos. A
tecnologia sol-gel leva a forte adesédo entre o recobrimento e a superficie da
barra de silica fundida (ou vidro) por ligacao quimica. Assim, a fase extratora
apresenta baixa sangria, boa repetitividade e longo tempo de vida em extracéao
sortiva (ES). Considerando essas vantagens, Liu et al. [20] usaram uma nova

barra extratora de PDMS baseada em tecnologia sol-gel.

Entretanto, uma limitacdo desta técnica de extracao é que PDMS (fase
apolar) € o unico polimero até o presente adotado e disponivel comercialmente
como recobrimento para as barras magnéticas [4]. PDMS é o sorvente mais
popular empregado em extragdes sortivas por ser inerte, baixa possibilidade de
perdas de analitos por adsorcéo irreversivel ou por reagdes cataliticas (na
superficie). Em adicdo, a sintese de PDMS ¢é relativamente simples e
reprodutivel. Seus produtos de degradacdo sdo conhecidos e facilmente
identificados por espectrometria de massa. Estas vantagens e a falta de outros
materiais tdo estaveis, inertes e reprodutiveis esclarecem seu uso difundido
em extracbes sortivas [21]. Porém, o recobrimento de PDMS promove baixa
recuperacao na extracdo de compostos polares, além de resultar na adsorcao
de proteinas quando aplicado a amostras biolégicas [22]. Barras extratoras
recobertas com materiais com melhor afinidade por compostos polares podem
promover a SBSE maior flexibilidade e seletividade mantendo sua capacidade
de concentragao [4].
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Para a andlise de fluidos biol6gicos e metabdlicos, foi proposta uma
nova barra extratora baseada em material de acesso restrito (RAM). Em
particular, as particulas RAM alquil-diol-silica (ADS) podem fracionar uma
amostra entre a matriz protéica e os analitos, com um tamanho de poro
controlado que atua como uma barreira fisica para excluir macromoléculas
(massa molar >15000). Simultaneamente com este processo de exclusdo por
tamanho, os compostos de baixa massa molar sdo extraidos e enriquecidos,

via particdo, no interior da fase [22].

A combinacdo de dois ou mais materiais com capacidade de
concentracao baseado em diferentes principios, de maneira a obter um efeito
sinérgico positivo, € apresentado por Bicchi et al. [4], onde uma nova geragao
de barras extratoras, explorando absorcdo e adsorcao simultaneamente, é
introduzida. Esta nova barra extratora, nomeada como dual phase stir bar,
consiste em um pequeno tubo de PDMS onde suas extremidades sao
fechadas com dois magnetos, e cujo volume interno é empacotado com um
sorvente (diferentes tipos de carvdo ativado foram testados). Este novo
aparato, ilustrado pela Figura 4, foi aplicado para diferentes matrizes e no

momento, estd sendo avaliado comercialmente (EU patent 05010432.2).

Carbono

T

Y W

Magneto PDMS

Figura 4. Barra extratora com dupla fase, desenvolvida por Bicchi et al.

Além disso, fases poliméricas que possam aumentar a velocidade da
amostragem de ultra tragos sdo também necessarias, em particular, quando a
composicao do headspace € usada como um parametro para monitorar a
dindmica e/ou a cinética de processos biologicos. Novos procedimentos ou
materiais concentradores sdo consequentemente requeridos para superar 0S

limites desta técnica, e para ampliar a faixa de aplicagdes.
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= Aplicacdo de solventes para extragcbes com membranas

Uma alternativa em SBSE é o emprego de solventes como
preenchimento para o tubo de PDMS. Uma forma simples e eficiente para
modificar suas propriedades.

Recentemente Popp et al. [23 - 27] investigaram e desenvolveram um
aparato similar a SBSE, o qual denominaram MASE (membrane-assisted
solvent extraction) no qual empregaram uma membrana de polipropileno
preenchida com 800 uL de solvente organico na extracao por contato direto do
tubo com solvente com a solucdo amostra. Posteriormente MASE,
empregando o tubo de polipropileno, foi aplicado para amostragem a partir do
headspace da amostra [28].

Janska et al. [29] empregaram um tubo de silicone preenchido com
solvente orgénico o qual denominaram SiSTEx (solvent in silicone tube
extraction) para a amostragem direta e extragdo de pesticidas de frutas e

vegetais.

Da mesma forma, uma nova técnica de extragao sortiva € apresentado
por Hoeck et al. [30], denominada extragdo sortiva com membrana de silicone
(SMSE - silicone membrane sorptive extraction), na qual um tubo de PDMS &
preenchido com solvente organico (suas extremidades fechadas com
pequenos magnetos) e colocado em contato com solugdo amostra para
extragdo. Depois da extragdo o solvente organico do tubo de PDMS é
analisado por HPLC/MS ou GC/MS com capacidade de injecdo de grandes
volumes. Embora essa técnica nada mais seja que a troca do preenchimento
sblido da barra extratora com dupla fase (dual phase stir bar) por um
preenchimento liquido (solvente organico), esta técnica € denominada SMSE e
nao SBSE.
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Introdugéo

A técnica de extracao sortiva com membrana de silicone (SMSE) é
aplicada pela primeira vez neste trabalho na extracdo da fragcdo volatil de
matrizes vegetais com amostragem a partir do headspace da amostra. Além da
injecao do solvente que resta no tubo depois da extracao, é também realizada
a dessorcao térmica do tubo de PDMS através de um sistema TDS ou TDU e
andlise por GC-FID e GC-MS. As matrizes investigadas foram: sélvia (Salvia
lavandulifolia Vahl.), tomilho (Thymus vulgaris L.), café tostado em pé e uma

mistura de acidos orgéanicos (C, - Cyg).

= Salvia: planta comumente usada na cultura européia e norte americana.
Muito usada na culinaria como condimento para carnes. E correntemente
usada como erva medicinal, no tratamento de indigestéo, inflamagdes da
garganta e também como redutor da transpiracao, incluindo as variacées
térmicas durante a menopausa. Sua aplicagdo por ingestdo é
recomendada no tratamento de dispepsia e transpiracdo excessiva e
aplicacado externa nos casos de inflamagbes das membranas da boca e
nariz. Embora varias fontes de referéncias modernas discutam vagamente
seus efeitos sobre o sistema nervoso central, uma pesquisa em uma
literatura mais antiga revela que a salvia possui algumas atividades
consideradas hoje relevantes para o tratamento da doenca de Alzheimer,
uma reputagdo particular como sendo boa para a meméria. Porém,
diversas espécies estdo disponiveis comercialmente, e a composicao
quimica varia para cada espécie. [31]. A Salvia lavandulifolia Vahl. usada
neste trabalho é ilustrada na Figura 5.
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Figura 5. Salvia (Salvia lavandulifolia Vahl.)

w Tomilho: Thymus vulgaris L. e Thymus serpyllum L. estéao oficializados na
Farmacopéia Européia 5 (Ph.Eur. 5). Geralmente empregados como
condimentos de alimentos, a planta de tomilho ou seus extratos sao
também usados oralmente para tratar dispepsia e outros disturbios
gastrointestinais, tosse, bronquite e laringite. Na Europa o tomilho é
considerado como broncoplasmatico, expectorante, antimicrobial, usado
no tratamento de disturbios respiratorios e sintomas de bronquite [32]. O

Thymus vulgaris L. investigado neste trabalho € ilustrado na Figura 6.

Figura 6. Tomilho (Thymus vulgaris L.)

= Café: Originario das terras altas da Etiépia, e difundido pelo mundo
através do Egito e da Europa, o café € uma das bebidas mais consumidas
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atualmente. O aroma do café é um dos critérios mais importantes na
avaliacado de sua qualidade e também uma das principais motivagdes de
preferéncia entre consumidores. Mesmo com mais de cem compostos
volateis e ndo volateis ja identificados, a pergunta de quanto esses
componentes principais contribuem para a qualidade do café ainda gera
controvérsias [33].

= Mistura de acidos organicos: Os acidos organicos, também conhecidos
como 4&cidos graxos livres, principalmente os de cadeia curta ou
intermediaria, contribuem diretamente no aroma de queijo. Estes acidos
de cadeia curta ou intermediaria (C4 - C12) tém relativamente um baixo
ponto inicial de percepg¢do e cada um contribui com uma nota de aroma
caracteristica. Acido butanéico (C4) contribui com os aromas de “ranco” e
“queijo” enquanto o &cido hexanodico (Cs) tem notas arométicas de
‘pungente” e “queijo azul”. Dependendo de sua concentracdo e seu
ponto inicial de percepcao, estes acidos podem contribuir positivamente
no aroma ou na imitacdo do aroma de queijo ou negativamente

proporcionando um aroma de rango [34].

Objetivos

O objetivo deste estudo é avaliar a habilidade da técnica HS-SMSE na
amostragem da fracdo volatil de matrizes de origem vegetal, em particular
salvia (Salvia lavandulifolia Vahl.), tomilho (Thymus vulgaris L.), café e uma
mistura de acidos orgéanicos (Cz - Cyp).

Os efeitos dos parametros que influenciam a eficiéncia de extragdo sao
aqui avaliados incluindo: tempo e temperatura de amostragem, natureza,

volume e acidez/basicidade de diferentes solventes organicos.
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Parte experimental

= Instrumentagéo

Dessorcao térmica SMSE e analises GC:

As andlises cromatograficas foram realizadas em cromatégrafo a gas Agilent
5890 series Il (Agilent, Little Falls, DE, USA) com detector por ionizacao em
chama (FID) acoplado com um sistema de dessorcao térmica TDS (Gerstel,
Mulheim a/d Ruhr, Alemanha). Algumas analises cromatograficas também
foram realizadas em cromatégrafo a gas Agilent 6890 GC- 5973 MS (Agilent,
Little Falls, DE, USA), equipado com MPS2 auto-amostrador e sistema de
dessorgao térmica TDU (Gerstel, Milheim a/d Ruhr, Alemanha). O MS operou
em modo El a 70 eV. Com temperatura da fonte iénica de 250°C. Os
componentes presentes no headspace foram identificados pela comparagéao de
seus espectros de massa com outros de amostras auténticas ou com dados da
literatura. As separagdes cromatograficas foram realizadas em coluna FSOT
OV-1 (25 m x 0,25 mm x 0,25 ym; Mega, Milao, IT) para séalvia e tomilho e
coluna MEGAWAX (25 m x 0,25 mm x 0,25 um; Mega, Milao, IT) para café e

mistura de acidos.
= Condigbes cromatograficas

Condigbes TDS/TDU: dessorcdo: 40°C até 250°C (5 min) a 60°C min™'; linha
de transferéncia: 250°C. Sistema Injecdo: injetor Gerstel CIS-4 PTV , fluido
criogénico: COg, razdo split 1:10, temperatura de injecdo: —50°C até 280°C (5
min) a 600°C min™'; Programa de temperatura: 50°C (1 min) até 180°C a 3°C
min™, 20°C min" até 270°C (5 min) para salvia e tomilho; 20°C (2 min) até
40°C a 5°C min™", 180°C a 3°C min™" e 220°C (5 min) a 5°C min™' para café e
40°C até 220°C a 3°C min™' para a mistura de &cidos. Hélio foi usado como gas
de arraste com fluxo de 1,0 mL min™.
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= Materiais e reagentes

Amostras homogéneas de folhas secas de salvia (Salvia lavandulifolia
Vahl.) e folhas secas de tomilho (Thymus vulgaris L.) procedentes do jardim
Boténico da Universidade de Torino, ltalia. Amostras de café 100% Arabica
originarias da Costa Rica. Cinco solventes foram testados como modificadores
da polaridade do PDMS, acetato de etila, acetona, metanol, acetonitrila e
ciclohexano, todos grau pesticida de Riedel-de Haen (Seelze Germany).
Acidos organicos (C, - Cio) de Sigma-Aldrich. Tubos de PDMS (4 cm de
comprimento, 1,5 mm de diametro interno, € 0,5 mm de espessura) obtidos de
Nalgene (Rochester, NY, USA).

= Amostragem SMSE

Um tubo de PDMS foi fechado com pequenas esferas de vidro ou
pequenos magnetos e o0 seu volume interno preenchido com diferentes
solventes orgéanicos. O tubo de PDMS preenchido com solvente € suspenso no
headspace da amostra por um tempo fixo. Depois da amostragem, o tubo de
PDMS é termicamente dessorvido por um sistema TDS ou TDU e os analitos
recuperados introduzidos on-line em um sistema GC-FID ou GC-MS para
futura andlise.

A quantidade de amostra foi fixada, 20 mg de salvia, 100 mg de tomilho,
40 mg de café e 10 uL da mistura de &cidos organicos (1 mg mL™"). Frascos de
20 mL foram utilizados. A temperatura de extracdo foi fixada em 50°C com
tempo de extracdo de 20 min e 120 yL de solvente para preencher o tubo de
PDMS (20 pL para ciclohexano). Todas as andlises foram realizadas em
triplicata. A eficiéncia do tudo modificado com diferentes solventes foi
comparada ao tudo de PDMS com as mesmas dimensdes sem solvente

(vazio).
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Resultados e discussoées

Os compostos selecionados para este estudo em cada matriz foram
identificados pela comparacdo dos espectros de massa obtidos por analise
empregando CG-MS (realizadas nas mesmas condicdes experimentais das
andlises com CG-FID), com espectros presentes em biblioteca (Wiley7n),
através dos indices de retencdo de Kovats e por injecao direta do padrao puro

de alguns dos compostos disponiveis em laboratério'”.
= Principios da extragao sortiva com membrana de silicone (SMSE)

Um desenho esquematico do aparato de SMSE € apresentado na

Figura 7.

r—» esfera de vidro

—» fubo de PDMS

- » solvente

O

H—» matriz

Figura 7. Esquema de amostragem por HS-SMSE.

Um tubo de PDMS (4 cm de comprimento, 1,5 mm de diametro interno.,
e 0,5 mm de espessura) é preenchido com solvente organico e suas

extremidades fechadas com duas pequenas esferas de vidro.

Hoeck et al. [30] realizaram a extracdo em contato direto com a solucéo
amostra saturada de sal, apdés o tempo pré-determinado de extragdo, o
solvente dentro do tubo de PDMS era injetado em um sistema de
cromatografia a gas com capacidade para grande volume de injecao.

17 P T ~ = . c o~
Estruturas quimicas € indices de retencao tedricos e experlmentals sao apresentados €m anexo.
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Quando a extracao foi realizada no headspace da amostra, proposta
deste trabalho, o comportamento do solvente dentro do tubo de PDMS se
mostrou diverso. Grande parte do solvente atravessou a camada de PDMS, e
a quantidade que restou no tubo foi dependente do tipo de solvente usado.
Depois da etapa de extracdo o solvente que permaneceu no tubo foi analisado
pela injecdo em um sistema CG-FID e ndo se verificou a presenca dos
compostos caracteristicos da amostra em estudo. Porém, a dessorgéo térmica
do tubo de PDMS, em um sistema TDS ou TDU e analise por CG-FID ou CG-
MS, resultou na presencga dos compostos caracteristicos da amostra e com um
enriquecimento superior para determinados compostos quando confrontado
com a extragao realizada com o tubo de PDMS vazio, ou seja, sem 0 uso de

solvente.

Os analitos capturados pelo tubo de PDMS nao passam para o solvente
interno, mas permanecem na camada polimérica do tubo. Como a presenca
de solvente organico proporciona uma maior eficiéncia de extracdo para
determinados compostos sugere-se uma modificacdo das propriedades do
PDMS devido a presenca deste solvente. Assim, cinco solventes foram
testados como modificadores do PDMS, acetato de etila (EtAc), acetona,
metanol (MeOH), acetonitrila (MeCN) e ciclohexano.

w Tipo de solvente

A influéncia de diferentes solventes organicos no tubo de PDMS foi
avaliada usando uma massa de amostra constante (20 mg de salvia, 100 mg
de timo, 40 mg de café e 10 uL de uma solugdo 1 mg mL' da mistura de
acidos organicos). O tubo de PDMS foi preenchido com cinco diferentes
solventes: acetato de etila (EtAc), ciclohexano, acetona, metanol (MeOH) e
acetonitrila (MeCN). O volume de solvente colocado dentro do tubo de PDMS
foi 0 volume maximo com o qual ndo desestabilizava a pressdo no momento
da dessor¢ao no sistema TDS ou TDU sendo 120 pL para todos os solventes
com excecdao ao ciclohexano onde se utilizou apenas 20 pL. Depois da
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extragao, os analitos absorvidos pelo tubo de PDMS, modificado com solvente,

foram termicamente dessorvidos.
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Figura 8. Influéncia de diferentes solventes organicos na area de compostos
valateis de uma amostra de sélvia por HS-SMSE. Compostos: (1) 1,8-Cineol;
(2) Canfora; (3) Borneol; (4) 4-Terpineol; (5) a-Terpineol; (6) Acetato de bornila;
(7) Timol; (8) Carvacrol; (9) a-Cubebeno; (10) p-Cariofileno; (11) a-Humuleno.

Para avaliar a eficiéncia do solvente na extracdo dos compostos das
diferentes amostras, uma extracdo sem solvente (com o tubo de PDMS vazio)
também foi realizada. Os resultados para as matrizes sélvia, tomilho e café e
sao apresentados nas Figuras 8, 9 e 10, respectivamente.

A Figura 8 ilustra a influéncia de cinco diferentes solventes na extragéo
da parte volatil de uma amostra de salvia em comparacdo com um tubo de
PDMS sem solvente. O emprego de acetato de etila como solvente-
modificador proporcionou um maior enriquecimento para os compostos mais
volateis: 1,8-Cineol, canfora, borneol, 4-terpineol e acetato de bornila.
Ciclohexano como solvente modificador mostrou-se eficiente para estes
mesmos compostos e também para a-Terpineol, carvacrol e B-Cariofileno. Os
outros solventes ndo apresentaram superior enriquecimento em comparagao

com o tubo de PDMS sem solvente. Acetona e acetonitrila apresentaram um
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bom desempenho apenas para a extracao de 1,8-Cineol. Assim, para estudos
posteriores com a matriz sélvia optou-se pelo uso de acetato de etila e

ciclohexano como solventes-modificadores.
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Figura 9. Influéncia de diferentes solventes organicos na area de compostos
valateis de uma amostra de tomilho por HS-SMSE. Compostos: (1) p-Cimeno;
(2) 1,8-Cineol ou Eucaliptol; (3) Limoneno; (4) y-Terpineno; (5) t-Sabineno
hidratado; (6) a-Terpinoleno; (7) Linalool; (8) Mentona; (9) Borneol; (10) Timol;
(11) B-Cariofileno.

Acetato de etila e ciclohexano foram os solventes mais eficientes como
modificadores do PDMS para a matriz tomilho quando comparados com a
analise do tubo sem solvente, como ilustra a Figura 9, resultando em uma
maior recuperacao para quase todos os compostos desta matriz. Porém, o
emprego de acetato de etila como solvente-modificador proporciona uma
recuperagao menor para o composto principal do tomilho, timol, se comparado
com a extracdo sem o emprego de solvente. Os outros solventes, acetona,
MeOH e MeCN, nao resultaram em maiores recuperagdes. Assim, os dois
solventes, acetato de etila e ciclohexano, foram estudados posteriormente
como solventes-modificadores do PDMS para matriz tomilho.
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Figura 10. Influéncia de diferentes solventes organicos na area de compostos
valateis de uma amostra de café por HS-SMSE. Compostos: (1) Piridina; (2) 2-
Metil Pirazina; (3) 2,5-Dimetil Pirazina; (4) 2,6-Dimetil Pirazina; (5) 2-Etil 5-Metil
Pirazina; (6) Acido Acético; (7) Furfural; (8) Acetato de furfurila; (9) Alcool
furfurilico; (10) 2-Acetil 3-Metil Pirazina; (11) 2-Metoxi Fenol; (12) Fenol, 4-Etil
2-Metoxi; (13) 2-Metoxi 4-Vinil Fenol.

Para a matriz café, Figura 10, somente acetato de etila apresentou
melhores recuperacdes, provavelmente devido a sua polaridade compativel
com os compostos do café, proporcionando um aumento na extracao de 10
dos 13 compostos investigados para esta matriz se confrontado com o tubo de

PDMS sem solvente.
. Influéncia da acidez e basicidade do meio

Para a extragdo da mistura de acidos organicos avaliou-se a eficiéncia
de acetato de etila como solvente PDMS-modificador além de diferentes
condi¢des de pH: acetato de etila a pH 8 (com solugcdo de amdénia), acetato de
etila a pH 4 (com solugdo de acido acético) e agua a pH 8. Significativos

resultados foram obtidos, para os acidos: acético,
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propanoico e butandico quando acetato de etila (sem alteracao de pH)
e acetato de etila a pH 8 foram usados como solventes modificadores do
PDMS, como ilustrado pela Figura 11.
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Figura 11. Influéncia da acidez e basicidade do meio na extragcao de acidos
organicos por HS-SMSE. Acidos: (1) Acético;(2) Propanoico; (3) Butanéico; (4)
Pentandico; (5) Hexandico; (6) Heptandico; (7) Octandico; (8) Nonandico; (9)
Decandico.

= Contribuigdo do solvente

A contribuicao do solvente na recuperagao dos analitos expressa como
ARA%, foi determinada usando a Eq. (1).

Alippms solvente) - Alss)
ARA% = * 100 (Eq 1)
Ai(tss)
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Tabela 1. Recuperagdes para salvia, tomilho e café em comparacdao com o

tubo sem solvente.

ARA%
Compostos EtAc  Acetona MeOH MeCN Ciclohex.
Salvia
1,8-Cineol 993 349 -5 318 326
Canfora 174 1 -69 -34 98
Borneol 54 -49 -78 -53 66
4-Terpineol 50 -47 -83 -64 52
a-Terpineol -4 -56 -83 -64 32
Acetato de bornila 60 -55 -67 -36 37
Timol ** -64 -79 -62 19
Carvacrol ** -53 -80 -70 31
a-Cubebeno > -59 -55 5 10
B-cariofileno -19 -46 -59 -1 36
a-Humuleno * -56 -68 -27 17
Tomilho
p-Cimeno 139 -19 -48 -50 55
1,8-Cineol 324 62 -40 -13 67
Limoneno 30 -48 -49 -42 41
y-Terpineno 63 -42 -40 -36 47
t-Sabineno hidratado 44 -54 -74 -69 26
a-Terpinoleno 78 -34 -62 -54 12
Linalool 8 -62 =77 -76 19
Mentona 76 -23 -51 -47 -1
Borneol 49 -38 -65 -59 38
Timol -59 -79 -76 -77 12
B-Cariofileno -5 -19 -27 -13 15
Café
Piridina 1397 -36 -21 ** >
2-Metil Pirazina 153 ** > ** 158
2,5-Dimetil Pirazina 30 -59 x * -11
2,6-Dimetil Pirazina 43 -58 x * -70
2-Etil 5-Metil Pirazina 50 -59 x * -7
Acido Acético 1609 -38 57 - -10
Furfural 38 -61 -79 ** -27
Acetato de furfurila 75 -59 -72 ** 0
Alcool furfurilico 96 -53 > ** -8
2-Acetil 3-Metil Pirazina 109 -53 -76 ** -32
2-Metoxi Fenol -30 ** > ** >
Fenol, 4-Etil 2-Metoxi x -71 -74 * -31
Fenol, 2-Metoxi 4 Vinil -66 -75 -76 15 -32

** nao detectavel.
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A éarea de pico de cada composto com o tubo de PDMS sem solvente
(Aigss)) € subtraida da area de pico obtida com o tubo de PDMS modificado
com solvente (Aiipoms:soivente)) € dividido pela area de pico do tubo de PDMS
sem solvente (Aitss)). A Tabela 1 apresenta os valores de ARA% obtidos para
salvia, tomilho e café.

A contribuicdo do solvente e de diferentes pH na extragao da mistura de
acidos organicos é apresentada na Tabela 2. Pode-se verificar que a presenga
de aménia no solvente acetato de etila proporciona uma maior recuperagao

dos trés primeiros acidos: acético, propiénico e butandico.

Tabela 2. Recuperagdes para a mistura de acidos organicos em relacdo ao
tubo de PDMS sem solvente.

ARA%
Acidos EtAc EtAcpH 8 EtAc pH 4 Agua pH 8
Acético 3885 3816 * -41
Propidnico 8 72 26 -75
Butanoico 85 139 8 -67
Pentandico -13 5 -22 -55
Hexandico -42 -26 -22 -42
Heptanoico -55 -45 -37 -36
Octandico -54 -51 -42 -34
Nonandico -58 -55 -46 -42
Decandico -27 -61 -61 **

* pH ajustado com acido acético. ** nao detectavel.
O acetato de etila € o solvente PDMS-modificador que se mostrou

eficiente para todas as matrizes e, o ciclohexano que apresentou uma eficiente

recuperacao para as matrizes salvia e tomilho.
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= Influéncia do tempo de extracao

A influéncia do tempo de extracao para o tubo modificado com solvente
também foi avaliado, selecionando o solvente que se mostrou mais efetivo
para cada matriz, acetato de etila e ciclohexano para salvia e tomilho, acetato
de etila para café e acetato de etila e acetato de etila a pH 8 para a mistura de
acidos. Os tempos de extracao avaliados foram 1, 20, 40, 60 e 120 minutos.
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Figura 12. Influéncia do tempo de extragado para salvia por HS-SMSE, usando

acetato de etila (A) e ciclohexano (B) como solvente-modificador. Compostos:

(1) p-Cimeno; (2) 1,8-Cineol ou Eucaliptol; (3) Limoneno; (4) y-Terpineno; (5) t-

Sabineno hidratado; (6) a-Terpinoleno; (7) Linalool; (8) Mentona; (9) Borneol;
(10) Timol; (11) p-Cariofileno.

Para a salvia o tempo de extracdo usando acetato de etila como solvente-
moficaficador foi avaliado de 1 a 60 minutos, pois com 60 minutos de extragcao
ja se verificou uma queda na area dos compostos com maior recuperagao em
relacdo ao tubo de PDMS sem solvente. Como pode ser verificado através da
Figura 12A, com 40 minutos de extracdo obtem-se uma maior eficiéncia de
extracdo para os compostos mais volateis. Com o emprego de ciclohexano
como solvente-modificador, Figura 12B, o tempo de extragdo de 60 minutos é

o que fornece maior recuperacao para os compostos mais volateis.
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Figura 13. Influéncia do tempo de extracao para tomilho por HS-SMSE,
usando acetato de etila (A) e ciclohexano (B) como solvente PDMS-
modificador. Compostos: (1) p-Cimeno; (2) 1,8-Cineol ou Eucaliptol; (3)
Limoneno; (4) y-Terpineno; (5) t-Sabineno hidratado; (6) a-Terpinoleno; (7)
Linalool; (8) Mentona; (9) Borneol; (10) Timol; (11) B-Cariofileno.

Para a matriz tomilho, empregando acetato de etila, Figura 13A, e
ciclohexano, Figura 13B, o tempo de extragdo onde se verificou maior
recuperacgao variou de 60 a 120 minutos. Para o principal composto da matriz
tomilho (timol), o acetato de etila apresentou uma maior recuperagdo com 60

minutos de extragéo e ciclohexano com 120 minutos de extragéo.

Para a matriz café, o tempo de extracédo foi avaliado aplicando acetato
de etila como solvente-modificador, Figura 14. Para quase todos os compostos
verificou-se uma maior eficiéncia de extragcdo com o emprego de 60 minutos de

extracao.
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Figura 14. Influéncia do tempo de extracao para café por HS-SMSE, usando
acetato de etila como solvente PDMS-modificador. Compostos: (1) Piridina; (2)
2-Metil Pirazina; (3) 2,5-Dimetil Pirazina; (4) 2,6-Dimetil Pirazina; (5) 2-Etil 5-
Metil Pirazina; (6) Acido Acético; (7) Furfural; (8) Acetato de furfurila; (9) Alcool
furfurilico; (10) 2-Acetil 3-Metil Pirazina; (11) 2-Metoxi Fenol; (12) Fenol, 4-Etil
2-Metoxi; (13) 2-Metoxi 4-Vinil Fenol.
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Figura 15. Influéncia do tempo de extracao para a mistura de &cidos organicos
por HS-SMSE, usando acetato de etila (A) e acetato de etila a pH 8 (B) como

solvente PDMS-modificador. Acidos: (1) Acético;(2) Propandico; (3) Butanéico;
(4) Pentandico; (5) Hexandico; (6) Heptandico; (7) Octanoico; (8) Nonandico;

(9) Decandico.
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Para a mistura de acidos organidos avaliou-se a influéncia do tempo de
extracdo empregando acetato de etila (sem modificacdo de pH) e acetato de
etila a pH 8 como solventes PDMS-modificadores. Para os trés primeiros
compostos de interesse, onde a presenca de solvente apresenta maiores
recuperacdes, ndo se verificou grande influéncia na recuperacdo apds 20
minutos de extracdo. Com acetato de etila, Figura 15A, um pequeno aumento
no sinal é apresentado com 60 minutos de extracdo. Com acetato de etila a pH
8, Figura 15B, para acido acético 20 minutos de extracdo apresentou um maior
sinal analitico.

w=  Repetitividade

A repetitividade foi avaliada por cinco replicadas para cada matriz
investigada. As Tabelas 3 e 4 reportam o desvio padrdo relativo para os
compostos de cada matriz, avaliando sempre o solvente que apresentou a

melhor recuperacao para cada amostra.

Tabela 3. Repetitividade na extracdo de salvia e tomilho por HS-SMSE .

RSD, % RSD, %

Salvia EtAc Ciclohex. Tomilho EtAc  Ciclohex.
Cineol (1,8) 11,1 12,3 p-Cimeno 6,7 5,7
Canfora 12,4 6,3 Cineol (1,8) 13,3 8,6
Borneol 7,5 6,9 Limoneno 9,2 9,1
4-Terpineol 5,5 9,1 y-Terpineno 7,3 6,5
a-Terpineol 11,3 9,9 t-Sabineno hidrat. 11,6 7,0
Acetato bornila 9,2 5,8 a-Terpinoleno 7,6 7,9
Timol - 11,6 Linalool 8,9 7,7
Carvacrol - 12,1 Mentona 12,1 59
a-Cubebeno - 7,1 Borneol 8,6 16,7
B-cariofileno 12,9 8,3 Timol 16,5 8,7
a-Humuleno - 10,7 B-Cariofileno 12,8 6,7
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Como pode ser verificado através das Tabelas 20 e 21, os valores de
desvio padrao obtidos para todas as matrizes, com extracdo por HS-SMSE,
estdo dentro da faixa de RSD aceitavel para amostragens a partir do
headspace da amostra. A faixa de RSD para salvia foi 5,5 - 12,9% e 5,8 —
12,3% para acetato de etila e ciclohexano como solventes PDMS-
modificadores, respectivamente. Para tomilho a faixa de RSD foi 6,7 — 16,5% e
5,7 — 16,7% para acetato de etila e ciclohexano como solventes PDMS-
modificadores, respectivamente. Para café a faixa de RSD variou de 8,0 —
14,4%. Para a mistura de acidos organicos obteve-se uma variagédo de RSD de
7,9 -17,2% e 9,6 — 16,0% para acetato de etila e acetato de etila a pH 8 como

solventes PDMS-modificadores, respectivamente.

Tabela 4. Repetitividade na extracdo de café e acidos organicos por HS-
SMSE.

RSD, % RSD, %
Café EtAc  Acidos EtAc EtAcpH8
Piridina 13,2  Acético 17,2 9,6
2-Metil Pirazina 14,4  Propandico 9,3 16,0
2,5-Dimetil Pirazina 9,2 Butanoico 7,9 12,8
2,6-Dimetil Pirazina 8,0 Pentandico 10,1 10,8
2-Etil 5-Metil Pirazina 10,1 Hexandico 11,1 13,0
Acido Acético 13,2  Heptandico 12,4 12,6
Furfural 10,0  Octandico 10,7 13,8
Acetato de furfurila 12,8  Nonanodico - 11,5
Alcool furfurilico 11,0  Decandico - -
2-Acetil 3-Metil Pirazina 11,0
2-Metoxi Fenol 9,2
Fenol, 4-Etil 2-Metoxi -
2-Metoxi 4-Vinil Fenol 9,4
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O perfil cromatografico obtido pela extracdo de uma amostra de café por
HS-SMSE é apresentado na Figura 16. Onde, pode-se observar a diferenga no
perfil cromatografico para uma extragdo com o tubo de PDMS modificado com
0 uso de acetato de etila e uma extragdo com o tubo de PDMS sem solvente

(tubo vazio).
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10000 1 2 34 8 11 12

10 20 30 40 50 i
fosig 1 6 9 b) Tubo PDMS com acetato de etila
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20000 7 8 10
100004 2 34 8 11 13

Figura 16. Perfil cromatografico de café obtido com a) tubo PDMS sem
solvente e b) tubo PDMS com acetato de etila. Picos identificados: (1) Piridina;
(2) 2-Metil Pirazina; (3) 2,5-Dimetil Pirazina; (4) 2,6-Dimetil Pirazina; (5) 2-Etil
5-Metil Pirazina; (6) Acido Acético; (7) Furfural; (8) Acetato de furfurila; (9)
Alcool furfurilico; (10) 2-Acetil 3-Metil Pirazina; (11) 2-Metoxi Fenol; (12) Fenol,
4-Etil 2-Metoxi; (13) 2-Metoxi 4-Vinil Fenol.

Conclusées
» O novo aparato para extragdo sortiva, extragdo sortiva com membrana de
silicone (SMSE), foi aplicado com sucesso e pela primeira vez neste

trabalho na amostragem a partir do headspace de diversas matrizes.

Acetato de etila e ciclohexano foram os solventes mais eficientes na

modificacdo do PDMS para sélvia e tomilho, acetato de etila para café e
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acetato de etila e acetato de etila a pH 8 para a mistura de acidos organicos.
O uso de solventes para modificar as propriedades do PDMS promove
melhores recuperagbes e, como consequéncia, uma maior sensilidade,
resulta em uma simples e eficiente maneira para modificar as suas
propriedades e estender a sua aplicabilidade. A maior vantagem de HS-
SMSE inclui simplicidade, enriquecimento da amostra, baixo uso de
solventes, baixo custo e maior aplicabilidade a matrizes complexas contendo

compostos altamente volateis.
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ADS
AMTEOS
BMA
BTEX
CAR
CE
CIS
CP
CwW
DDD
DDE
DL
DT
DVB
EDS

ECD
EPA

ER
EtAc
FID
GC
HPLC

Simbologias e abreviacoes

Alquil-diol-silica

Anilinametiltrietoxisilano

Butilmetacrilato

Benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno

Carboxen

Eletroforese capilar (capillary eletroforese)

Cryo Injection System

Clorofendis (chlorophenols)

Carbowax

Diclorodifenildicloroetano

Diclorodifenildicloroetileno

Dessorc¢éo liquida

Dessorcéao térmica

Divinilbenzeno

Espectroscopia de energia dispersiva (energy dispersive
spectroscopy)

Detector por captura de elétrons (electron capture detector)
Agéncia de Protecdo Ambiental (Environmental Protection
Agency)

Eletrodo de referéncia

Acetato de etila (ethyl acetate)

Detector por ionizacdo em chama (flame ionization detector)
Cromatografia gasosa (gas chromatography)

Cromatografia liquida da alta eficiéncia (high performance
liquid chromatography)



Simbologias a abreviacdes

HS
HSSE

LD
LQ
MAE

MeCN
MeOH
MEPS

MASE

MIP

MS
MTMOS
OCP

PA

PAH

PBDE

PCB
PCP
PDMS
PDMS-OH
PEG
PMHS
PMPS
PM-B-CD
PPMS
PVA

Headspace

Extragdo sortiva no headspace (headspace sortive
extraction)

Limite de deteccao

Limite de quantificacao

Extracdo assistida por microondas (microwave-assisted
extraction)

Acetonitrila

Metanol

Microextracdo em seringa empacotada (microextraction in
packed syringe)

Extracdo com solvente assistida por membrana (membrane-
assisted solvent extraction)

Impressdo molecular de polimero (molecular imprinted
polymer)

Espectrometria de Massas (Mass Spectrometer)
Metiltrimetoxisilano

Pesticidas organoclorados (organochlorine pesticides)
Poliacrilato

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (polycyclic aromatic
hydrocarbon)

Esteres difenilpolibromados  (polybrominated  diphenyl
ethers)

Bifenilas policloradas (polychlorinated biphenyls)
Pentaclorofenol (pentachlorophenol)

Polidimetilsiloxano

Polidimetilsiloxano hidréxi terminal

Polietilenoglicol

Polimetilhidrosiloxano

Polimetilfenilsiloxano

Permetilado-B-Ciclodextrina

Polifenilmetilsiloxano

Polivinilalcool
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Simbologias a abreviacdes

PCA
RAM
RSD
SE
SBSE

SDME
SEM

SiSTEx

SMSE

SPE
SPME
TBA
TBP
TBOT
TCA
TCP
TDS
TDU
TeCA
TFA
THM
TMSPA
TMSPMA
VOC

3

E:

ARA

Pentacloroanisol

Material de acesso restrito (restricted access material)
Desvio padréo relativo (relative standard deviation)

Extragcéo sortiva (sorptive extraction)

Extracdo sortiva em barra magnética (stir bar sortive
extraction)

Extragdo com microgota (single-drop microextraction)
Microscopia eletrénica de varredura (Scanning electron
microscope)

Extragdo com solvente em tubo de silicone (solvent in
silicone tube extraction)

Extragdo sortiva com membrana de silicone (silicane
membrane sorptive extraction)

Extracdo em fase sélida (solid phase extraction)
Microextracdo em fase sélida (solid phase microextraction)
Tribromoanisol

Tribromofenol (tribromophenol)

Tetra-n-butilortototitanato

Tricloroanisol

Triclorofenol (trichlorophenol)

Sistema de dessorgéo térmica (Thermal Desorption System)
Unidade de dessorcéao térmica (Thermal Desorption Unit)
Tetracloroanisol

Acido trifluoroacético (trifluoroacetic acid)

Trihalometano

Trimetoxisilil polilamina

Trimetoxisilil-propil-metacrilato

Compostos organicos volateis (volatile organic compounds)
Derivada parcial.

Potencial de transpassivacao

Contribuigdo do solvente na recuperacao dos analitos

164



Anexos

Tabela I. Compostos identificados na extracdo de salvia (Salvia
lavandulifolia Vahl.).

Compostos IK tesrico IK experiment.  Estrutura quimica

1,8-Cineol (Eucaliptol) 1016,1 1018,2

Canfora 1111,5 1115,0

%\j
O
Borneol 1142,9 1148,4
H
OH
Hog
;OH

4-Terpineol 1158,2 1158,5

a-Terpineol 1168,3 1171.,4




Anexos

Acetato de bornila

Timol

Carvacrol

a-Cubebeno

B-Cariofileno

a-Humuleno

1264,3

12727

1279,0

1363,0

1400,7

1433,8

1265,1

1272,5

1283,8

1364,4

1402,2

1434,5

hd

O

o
OH
OH

>
?
o
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Anexos

Tabela Il.  Compostos identificados na extragdo de tomilho (Thymus
vulgaris L.).

Compostos IK tesrico IK experiment.  EStrutura quimica
p-Cimeno 1010,1 1009,4 é
1,8-Cineol 1016,1 1015,6 %\)
Limoneno 1019,1 1018,4 é
y-Terpineno 1049,4 1048,6 é?
t-Sabineno 1053,0 1051,7 ig%
a-Terpinoleno 1076,8 1079,4 ig

Linalool 1084,5 1086,5 HQ
W
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Anexos

Mentona 1127,5 1126,7 (i
)
/i\
Borneol 1142,9 1142,9
H
OH
Timol 12727 1288,6 %é\
OH
=
B-Cariofileno 1400,7 1448,4
o’ H
N
Tabela Ill. Compostos identificados na extracao de café.
Compostos IK tesrico IK experiment. ~ Estrutura quimica
Piridina 1193 | 1192,7 @
Nﬂ
2-Metil Pirazina 1270 1269,0 K(”
. e N
2,5-Dimetil Pirazina 1290 L 1298,7 )m

_<_
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Anexos

2,6-Dimetil Pirazina

2-Etil 5-Metil Pirazina

Acido Acético

Furfural

Acetato de furfurila

Alcool furfurilico

2-Acetil 3-Metil Pirazina

2-Metoxi Fenol
(guaiacol)

Fenol, 4-Etil 2-Metoxi

2-Metoxi 4-Vinil Fenol

1300 L

1383 |

1429 L

1447 L

1518 L

1646 L

1636 |

1860 |

2000 L

2189 |

1306,3

1384,0

1429,0

1444,1

15241

1646,6

1654,0

1859,5

1997,3

2157,9

QL
e

4/<

OH

/ A

0

OH

OH
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2006 (Quimica Bacharelado) Universidade Federal de Santa Catarina.
INDICADORES DE PRODUGAO

Producéo bibliografica

Artigos completos publicado em periddiCo..........veevrvrreericiieer e
Comunicagdes em anais de congressos € periodiCoS......c.covcvveeeereeeeennnn.
Demais produgdes bibliograficas...........ocooveiiiiiiiiii e

Eventos

Participagces em eventos (CONGIreSS0)....c.uuuiruirurrrariiieeeeaiieee e e eaieee e
Participagdes em eventos (SIMPOSIO)......ccevueeeiiiiiireeie e
Participagdes em eventos (ENCONTIO).......ouviiieiir e
Participagdo em banca de trabalhos de conclusdo (graduagao).................
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