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Prefacio

A introdugéo de substancias quimicas antropogénicas no meio ambiente,
ao nivel global, tem-se tornado uma questdo de extrema importancia, uma vez a
presencga desses compostos, mesmo a nivel dos tragos, na agua, no solo ou no
ar, poder resultar em problemas que afetam tanto a saude humana quanto a
ambiental.

Face a necessidade de monitorizagao vestigial de diversos compostos
emergentes em matrizes com elevada complexidade, novas metodologias
analiticas requerem técnicas de enriquecimento de amostras apropriadas para
serem combinadas com sistemas cromatograficos e hifenados. Neste sentido,
as abordagens modernas devem contemplar a simplificagcdo dos protocolos
analiticos, incluindo o desenvolvimento de métodos com sensibilidade,
seletividade e eficéncia satisfatérias e com boa relagdo custo-beneficio, que
sejam amigas do usuario e do ambiente e, ainda, dedicadas ao trabalho em
rotina.

A presente dissertacéo, intitulada “Metodologias Inovadoras Baseadas em
Microextracao Estatica para Analise Vestigial de Contaminantes Emergentes em
Matrizes Reais”, propde o desenvolvimento de metodologias analiticas
inovadoras e alternativas para a identificacdo e quantificagdo vestigial de
diversas classes de compostos organicos em diferentes matrizes reais em areas
com reconhecida importancia na sociedade. Neste sentido, recorreu-se a
‘microextragdo adsortiva em barra’ (BAUE), uma técnica muito versatil no
enriquecimento de amostras para monitorizagao de substancias ao nivel dos
tracos. Nesta abordagem, utiliza-se um dispositivo analitico que pode ser
revestido com a fase sorvente mais adequada para cada analise em particular e
que opera sob a tecnologia de amostragem por flutuagdo. Neste contexto, s&o
propostas novas aplicacbes utilizando esta técnica, assim como o
desenvolvimento de uma nova geragao de dispositivos BAPE, que permitiu a
introdu¢cédo de um ciclo analitico inovador, com a eliminacéo de diversos passos
de manipulagdo da amostra. Por outro lado, uma nova técnica de preparacao de
amostras é igualmente proposta, ‘microextracdo em fibra oca’ (HFUE), sendo
uma abordagem hibrida para a microextragdo de analitos mais apolares,

utilizando quantidades negligenciaveis de solvente organico imobilizado numa
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membrana porosa. Assim, todas as metodologias desenvolvidas caracterizam-

se por serem amigas do usuario e do ambiente, além de apresentarem elevada

simplicidade e excelente relacéo custo-beneficio para utilizacido em rotina.

Durante o desenvolvimento do presente trabalho foram realizadas

diversas publicacbes em revistas internacionais da especialidade com

arbitragem cientifica, assim como comunicag¢des em painel e orais em encontros

cientificos nacionais e internacionais, como de seguida se refere:

a) Artigos em revistas internacionais da especialidade com arbitragem cientifica:

Vi

> A.H. Ide, S.M. Ahmad, N.R. Neng, J.M.F. Nogueira, Enhancement for

trace analysis of sulfonamide antibiotics in water matrices using bar
adsorptive microextraction (BAUE), Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, 129 (2016) 593-599.

F.N. Andrade, A.H. Ide, N.R. Neng, F.M. Lancas, J.M.F. Nogueira,
Determination of trace levels of triazines in corn matrices by bar adsorptive
microextraction with a molecularly imprinted polymer, Journal of
Separation Science, 39 (2016) 756-761.

S.M. Ahmad, A.H. Ide, N.R. Neng, J.M.F. Nogueira, Application of bar
adsorptive microextraction to determine trace organic micro-pollutants in
environmental water matrices, International Journal of Environmental
Analytical Chemistry, 97:5 (2017) 484-498.

A.H. Ide, J.M.F. Nogueira, New-generation bar adsorptive microextraction
(BAUE) devices for a better eco-user-friendly analytical approach -
Application for the determination of antidepressant pharmaceuticals in
biological fluids, Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 153
(2018) 126-134.

A.H. Ide, J.M.F. Nogueira, Hollow fiber microextraction (HFUE) - A new
hybrid microextraction technique for trace analysis, Analytical and
Bioanalytical Chemistry, 410 (2018) 2911-2920.

A.H. Ide, J.M.F. Nogueira, Determination of hydrophilic UV filters in real
matrices using new generation bar adsorptive microextraction devices,

submetido.



> A.H. Ide, J.M.F. Nogueira, Dual-Hollow fiber microextraction - Application

for trace analysis of organochlorine pesticides in real matrices, submetido.

b) Comunicagdes orais em encontros cientificos:

» XVI Congresso Latino-Americano de Cromatografia e 9° Encontro
Nacional de Cromatografia, 5-9 Janeiro 2016, Lisboa, Portugal:

0 A.H. Ide, S.M. Ahmad, N.R. Neng, J.M.F. Nogueira, Bar adsorptive

microextraction (BAUE) for the determination of sulfonamides in

water matrices.
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Portugal:
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c) Comunicagdes em painel em encontros cientificos:
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Nacional de Cromatografia (XVI COLACRO & 9ENC), 5-9 Janeiro 2016,
Lisboa, Portugal:

0 A.H.Ide, A.M. Segurado, A.M. Fernandes, S.M. Ahmad, N.R. Neng,
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Resumo

A determinacdo vestigial de compostos organicos em matrizes com
elevada complexidade requer o uso de métodos analiticos adequados para a
preparacdo da amostra prévia a analise instrumental. Neste sentido, a presente
dissertagdo propde metodologias inovadoras baseadas em microextacao
estatica para a monitorizacdo vestigial de compostos emergentes em matrizes
reais.

A microextracdo adsortiva em barra (BAUE), uma técnica estatica que
opera sob a tecnologia de amostragem por flutuacdo, foi aplicada para
determinacao vestigial de antibidticos, antidepressivos e filtros UV, em
amostras aquosas ambientais, fluidos biolégicos e cremes de protecéo solar.
Durante a implementacao experimental foram introduzidos avancos de modo a
simplificar ainda mais esta abordagem do ponto de vista pratico. Neste sentido,
uma nova geragdo de dispositivos BAUE foi desenvolvida, possibilitando a
implementacdo de um ciclo analitico inovador, abrangendo uma etapa de
microextracao efetiva seguida da etapa de retroextracdo, realizada num Unico
passo, podendo ser facilmente combinada com os amostradores automaticos
convencionais dos sistemas cromatograficos e hifenados.

Uma nova técnica para enriqguecimento de amostras foi ainda proposta,
a microextragcdo em fibra oca (HFUE), uma abordagem hibrida baseada em
liguidos para a microextracdo de compostos apolares. A capacidade analitica
da HFPE foi demonstrada com recurso a analise vestigial de 18
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e 17 pesticidas organoclorados em
diversos tipos de matrizes quer da area ambiental, quer alimentar.

Os resultados obtidos demonstraram que as metodologias propostas
alcancaram excelente desempenho analitico, elevada eficiéncia, seletividade e
sensibilidade ao nivel dos tracos, tendo revelado serem efetivas para
monitorizacdo de compostos emergentes, comparativamente com outras
técnicas de microextracdo estatica bem estabelecidas.

Em resumo, o presente trabalho prop6e o desenvolvimento e a aplicagao
em rotina de metodologias analiticas alternativas com elevada simplicidade,
custo-beneficio, amigas do utilizador e do ambiente, para a andlise vestigial de

compostos emergentes em matrizes complexas com diversa origem.
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Abstract

The trace determination of organic compounds in complex matrices
requires the use of appropriate analytical methods for sample preparation prior
to instrumental analysis. Therefore, the present thesis proposes innovative
methodologies based on static microextraction approaches for trace analysis of
emerging compounds in real matrices.

Bar adsorptive microextraction (BAUE), a static technique that operates
under the floating sampling technology, was applied for trace determination of
antibiotics, antidepressant compounds and UV filters in environmental aqueous
samples, biological fluids and sunscreens. During the experimental
implementation, some advances were introduced to make this approach still
more user-friendly. Therefore, BAUE devices of new generation were
developed, for the implementation of an innovative analytical cycle, including an
effective microextraction stage followed by the back-extraction stage performed
in an “only single step”, allowing the combination with the autosamplers of
chromatographic and hyphenated systems.

A novel technique for sample enrichment is also proposed, hollow fiber
microextraction (HFUE), a liquid-based hybrid approach for the microextraction
of non-polar compounds. The analytical performance of HFUE was
demonstrated through the trace analysis of 18 polycyclic aromatic hydrocarbons
and 17 organochlorine pesticides in several real matrices in environmental and
food areas.

The results obtained proved that the proposed methodologies reached
remarkable analytical performance, good recovery yields, selectivity and
sensitivity at the trace levels, being effective for monitoring emerging
compounds when compared with other well-established static microextraction
techniques.

In short, the present work proposes the development and application in
routine of alternative analytical methodologies with high simplicity, cost-
effectiveness, user and eco-friendly for trace analysis of emerging compounds

in complex matrices from diverse sources.
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1. Introdugéo

1.1 Consideracg0Oes gerais

Desde o surgimento da espécie humana que agimos de maneira
transformadora sobre a natureza. Durante séculos de existéncia, por
irresponsabilidade e desconhecimento das consequéncias, o Homem explorou
0S recursos naturais como se fossem inesgotaveis. Atualmente, o nosso planeta
encontra-se numa fase de profundas mudancas ambientais ao nivel do solo, da
agua e da atmosfera. Estas alteragdes ocorrem ndo sé por causas naturais, mas
principalmente como resultado da atividade humana, destacando-se 0 uso
continuado dos combustiveis fosseis, assim como a urbanizacdo desregrada, a
agricultura intensiva, o elevado consumo de &gua potavel, entre outras, que
consequentemente causam a destruicdo da biosfera e geram uma enorme
guantidade de residuos. Desta forma, todos os compostos quimicos libertados
pelas atividades humanas serdo introduzidos e dispersos no meio ambiente,
tendo como destino final os ecossistemas aquéaticos.

Mais de 700 poluentes emergentes, os respetivos metabolitos e produtos
de transformac&o encontram-se na lista negra de compostos prioritarios ou
emergentes presentes nos recursos aquaticos europeus [1]. Por definicdo, os
poluentes emergentes sdo compostos quimicos com origem natural ou
antropogeénica que nao sao por regra monitorizados, mas que apresentam
potencial para entrar no meio ambiente e causar efeitos adversos quer a saude
humana, quer a biota. Apesar de se terem tornado alvo de estudos somente a
partir das ultimas décadas, a presenca destes micropoluentes na natureza néo
€ recente. Porém, a detecdo e a quantificacdo desses compostos em
concentracfes ao nivel dos tracos apenas foi possivel face aos avancos quer da
instrumentacao, quer dos métodos analiticos mais modernos [2].

Os poluentes emergentes podem ser divididos em diversas classes,
destacando-se os produtos farmacéuticos e de higiene pessoal (PPCPs), os
pesticidas, os esteroides, os plastificantes, os subprodutos industriais, 0s
retardantes de chama, os produtos de desinfecdo da agua, as cianotoxinas, entre
outras [3]. Podem ser introduzidos no ambiente através de fontes pontuais, como
estacdes de tratamento de aguas residuais (ETARS) urbanas e industriais ou
fontes difusas, como deposicdo atmosférica e lixiviacdo da agricultura e

pecuaria. Os poluentes emergentes ndo se encontram incluidos nos programas
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1. Introdugéo

de monitorizacdo internacionais e seu destino no ambiente, bem como
comportamento e efeitos toxicolégicos ainda ndo sdo completamente
conhecidos [4]. A figura 1.1 ilustra alguns exemplos de poluentes emergentes

com reconhecida preocupacao ambiental.
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Figura 1.1. Exemplos de poluentes emergentes.
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Apesar desses poluentes serem normalmente encontrados no ambiente
aquatico ao nivel vestigial, da ordem de partes por trilhdo a partes por bilh&o,
estudos recentes indicam que a exposicdo a estes compostos pode ocasionar
diversos efeitos biolégicos, como disfuncdo hormonal e desenvolvimento de
células carcinogénicas [5]. Neste contexto, o controlo da poluicdo ambiental
representa um dos grandes desafios do século XXI, sendo imprescindivel o
desenvolvimento de metodologias analiticas inovadoras e alternativas para
monitorizacdo de diversos poluentes emergentes. Uma vez as matrizes
ambientais apresentarem elevada complexidade e os analitos com interesse
ocorrerem ao nivel vestigial, métodos eficientes de preparacdo da amostra sédo

indispensaveis previamente a analise instrumental.

1.2 O papel da quimica analitica

Genericamente, qualquer processo analitico abrange diversas etapas,
conforme ilustrado na figura 1.2, sendo a qualidade da andlise quimica
dependente de todos os procedimentos envolvidos até a determinacdo dos
analitos alvo por um sistema instrumental.

A amostragem consiste num passo fundamental, exceto aquando do uso
de técnicas de analise direta. O protocolo de amostragem deve incluir um
namero minimo de amostras que sejam representativas do universo a ser
analisado. Os procedimentos para colheita, armazenamento e transporte das
mesmas devem ser realizados com o cuidado de garantir a integridade do
material sem que ocorram alteracdes fisicas e/ou quimicas desde o local de
recolha até a andlise laboratorial.

De seguida, a preparacdo da amostra € um passo essencial prévio a
analise por técnicas instrumentais. Esta etapa tem como objetivos, além do
incremento da sensibilidade, transformar a amostra numa solucdo apropriada
para a injecdo instrumental com o minimo de interferentes e que seja compativel
com a metodologia proposta. Desta forma, o método mais adequado deve ser
selecionado levando em consideracao o objetivo da analise, o tempo necessario
e 0s recursos disponiveis. A preparacdo da amostra pode envolver diversas

operacbes, como por exemplo filtracdo, extracdo, evaporacdo, derivatizagao,
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1. Introdugéo

entre outras, sendo em geral o erro analitico proporcional ao nimero de passos

envolvidos.

Analise
instrumental

Preparagao da
amostra

Analise de
dados

Amostragem Elaboragao de relatérios

Figura 1.2. Principais etapas que comp8em o processo analitico.

No que diz respeito a analise instrumental, a técnica mais conveniente
deve ser definida de acordo com as propriedades fisicas e/ou quimicas dos
analitos envolvidos e da amostra. Além disso, a sensibilidade e a seletividade
desejadas devem ser levadas em consideracao na escolha do sistema de
separacdo e quantificagdo mais adequado. Entre os sistemas instrumentais
disponiveis, recorre-se frequentemente a cromatografia em fase gasosa (GC -
gas chromatography), a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC - high
performance liquid chromatography) ou ainda a técnicas acopladas a
espectrometria de massa (MS), como sdo os casos do GC-MS e LC-MS. O
Anexo | apresenta uma breve descricdo dos fundamentos e caracteristicas mais

importantes de algumas destas técnicas de analise instrumental.
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1.3 Técnicas de preparagdo de amostras

A andlise direta de contaminantes de matrizes complexas € uma tarefa
dificil, uma vez estes compostos se encontrarem presentes em concentracdes
vestigiais, juntamente com dezenas ou mesmo centenas de interferentes. Desta
forma, na maioria dos casos, a preparacdo da amostra é indispensavel para a
aplicacéo posterior de técnicas cromatograficas e hifenadas mais adequadas,
podendo esta etapa ser responsavel por mais de 80 % do tempo despendido em
gualquer processo analitico [6].

De forma geral, a preparacdo da amostra consiste em transformar a matriz
real numa amostra compativel com os sistemas instrumentais, que pode incluir
um passo de extracdo e pré-concentracdo dos analitos, bem como a
minimizacdo ou mesmo a eliminacdo de possiveis interferentes, tendo como
objetivo aumentar a sensibilidade e a seletividade da analise envolvida.

Um dos métodos mais béasicos para enriquecimento de analitos em
amostras para posterior analise cromatografica € a extracao liquido-liquido (LLE
- liquid-liquid extraction), na qual ocorre a particdo dos analitos entre duas fases
liguidas imisciveis, geralmente uma aquosa e outra orgéanica, baseada na
solubilidade dos compostos alvos entre ambas. Do ponto de vista pratico, a LLE
recorre ao uso de ampolas de decantacdo e requer volumes consideraveis de
amostra (0,1 - 2,0 L) e de solvente organico (5 - 100 mL) para obter boa
sensibilidade e recuperar eficientemente os analitos em estudo. Apesar de ser
ainda hoje muito utilizada em quimica analitica face a simplicidade e eficacia,
atualmente a LLE tem vindo a ser substituida por outras técnicas que procuram
a automatizacéo e a reducdo do volume da amostra e dos solventes organicos
envolvidos.

Entre outras possibilidades, uma técnica amplamente utilizada para
preparacdo de amostras é a extracdo em fase solida (SPE - solid phase
extraction), introduzida na década de oitenta do século XX. Para operacéo
laboratorial, a amostra é forcada a atravessar uma fase extrativa, na qual os
analitos com interesse ficam retidos, sendo posteriormente dessorvidos com
recurso a solventes organicos adequados. A SPE é uma das técnicas de
amostragem dindmica mais utilizadas na atualidade face a rapidez, eficiéncia,

versatilidade e possibilidade de automatizagdo. Contudo, abordagens mais
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modernas de enriqguecimento de analitos em amostras encontram-se
direcionadas para a miniaturizagdo e a redu¢édo do niumero de passos envolvidos
no processo analitico.

Neste contexto, as novas tecnologias utilizadas na preparacdo de
amostras atendem a simplificacdo, facil manuseio dos dispositivos analiticos,
automatizacao, assim como reducéo ou auséncia do uso de solventes organicos
toxicos e diminuicdo do volume das amostras, satisfazendo aos principios da
quimica analitica verde (GAC). Dessa forma, nas ultimas décadas tém vindo a
ser propostas diversas técnicas de microextracao que se revelaram alternativas

efetivas, muito promissoras e consideradas “amigas do ambiente”.

1.3.1 Técnicas de microextracdo baseadas em sélidos

As técnicas de preparacdo de amostras baseadas em mecanismos de
sorcao podem ser consideras atualmente como abordagens bem estabelecidas
e aceites, com ampla aplicacao nos laboratorios analiticos. Entre as técnicas de
microextracao sortiva mais usadas encontram-se a microextracao em fase soélida
(SPME - solid phase microextraction), a extracdo sortiva em barra de agitacao
(SBSE - stir bar sorptive extraction), a microextracdo adsortiva em barra (BAUE
- bar adsorptive microextraction) e a extracdo em fase solida dispersiva (dSPE -

dispersive solid phase extraction).

1.3.1.1 Microextracdo em fase solida (SPME)

A SPME foi introduzida em 1990 por Arthur e Pawlisyn [7] como uma
técnica inovadora no dominio da preparacdo de amostras, uma vez ser uma
abordagem de microextragcdo estatica simples, rapida, com elevada
sensibilidade e seletividade e eliminacéo total do uso de solventes organicos.

Na SPME, o sorvente € um fino filme de um polimero ou de um sdlido
adsorvente (10 a 100 um de espessura) sobre uma fibra de silica fundida inserida
no interior de um dispositivo com formato de seringa que possui um émbolo

capaz de expor a fase no momento da microextracdo. Existem disponiveis
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comercialmente fibras com diferentes fases sorventes, para as mais diversas
aplicacdes, nomeadamente o0 polidimetilsioxano (PDMS), poliacrilato,
carboxeno-PDMS, PDMS-divinilbenzeno, entre outras. As fibras sao reutilizaveis
e o tempo de vida depende principalmente do tipo de matriz envolvida e das
condicbes experimentais utilizadas.

A SPME é realizada em duas etapas, conforme reproduzido na figura 1.3.
Na primeira, o enriquecimento da amostra, pode ser efetuado por modo direto,
no qual a fibra é imersa na amostra liquida para sorcéo de analitos semi-volateis
a nao-volateis, ou no modo headspace (HS) para microextracdo de compostos
volateis a semi-volateis. Na segunda etapa, a fibra é recolhida para o interior da
seringa e transferida para o sistema analitico no qual a dessorgéo, separagao e
guantificacdo dos analitos sera realizada. O passo de retroextracdo pode ter
lugar no injetor quente de um sistema de GC por dessorc¢éao térmica (TD - thermal
desorption) ou numa interface dum sistema de HPLC por dessorcéo liquida (LD

- liquid desorption).

AMOSTRAGEM RECOLHA DA FIBRA DESSORCAO

o)

Figura 1.3. Exemplo das etapas de uma andlise efetuada por SPME-GC.

Uma vez ser uma técnica que opera no modo estatico, a SPME baseia-se
no equilibrio da concentragdo do analito entre a amostra e a fase extrativa, até
gue a concentracdo do analito na fase extrativa permaneca constante no tempo,

sendo o tempo de equilibrio um parametro importante a ser otimizado. Apos
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alcancado o equilibrio e, quando o volume de amostra é substancialmente
superior ao volume do material sorvente, a quantidade de massa dos analitos

extraidos pode ser calculada por meio da expressao 1 simplificada:

n = Kfs XVfX CO (1)

na qual n € a massa dos analitos extraidos, Kss 0 coeficiente de particdo do
analito entre o sorvente da fibra e a amostra, Vi o volume do sorvente e Co a
concentracéo inicial do analito na amostra.

Entre as principais vantagens apresentadas pela SPME, esta técnica é
solventless e integra varios passos analiticos num s6, como amostragem,
extracao, pré-concentracao e introducao dos analitos no sistema cromatografico.
Por esta razado, tem sido largamente aplicada nas mais diversas areas, como a
ambiental [8], a alimentar [9] e a bioanalitica [10] ao longo dos seus mais de 25
anos de existéncia. Por outro lado, as principais desvantagens estéo
relacionadas com a fragilidade das fibras e com a reduzida quantidade de fase
extrativa envolvida. Considerando uma fibra de PDMS de 100 um, uma das mais
utiizadas em SPME, o volume correspondente de sorvente é de apenas
aproximadamente 0,5 pL, o que limita a sensibilidade da técnica as partes por
bilido. Por esta razao, outras técnicas alternativas foram propostas, com intuito

de incrementar a sensibilidade.

1.3.1.2 Extragé&o sortiva em barra de agitacéo (SBSE)

A SBSE foi introduzida em 1999 por Sandra e colaboradores [11] como
uma nova aplicagéo para analise vestigial de compostos organicos em amostras
aguosas. Nesta técnica utiliza-se como dispositivo analitico uma barra de
agitacao constituida por um magnete envolto num tubo de vidro revestido por um
filme de PDMS (0,5 a 1,0 mm de espessura), conforme ilustrado na figura 1.4,
comercialmente conhecido como “Twister”. Inicialmente foi concebida para
analise ambiental, mas ao longo dos anos centenas de aplicacbes nas mais
diversas areas cientificas tém sido desenvolvidas, fazendo da SBSE atualmente
uma das técnicas mais utilizadas para a analise vestigial [12].
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PDMS

Vidro . 3' - Magnete

Figura 1.4. Dispositivo analitico usado em SBSE.

O principio de operacdo da SBSE envolve sempre duas etapas
fundamentais, nomeadamente a microextracdo dos analitos da amostra para a
fase de PDMS seguida da retroextracdo da fase sorvente para o sistema
instrumental. A microextracdo pode ser realizada no modo de amostragem por
imersdo ou por HS, sendo esta Ultima indicada para o caso de compostos
volateis a semi-volateis. A retroextracdo pode ser efetuada com recurso aos
modos TD ou LD. O primeiro € mais direto, solventless e on-line, sendo no
entanto limitado para compostos volateis e semi-volateis, requerendo uma
unidade de TD dedicada para a operacao de aquecimento e apenas compativel
com analise por GC. Por outro lado, a abordagem por LD pode ser combinada
com qualquer sistema instrumental, seja GC, HPLC ou mesmo eletroforese
capilar (CE), permitindo reanalise e consistindo numa operacdo off-line com
diversos passos de manipulacdo, como a evaporacao e/ou troca de solvente.

A base tedrica da SBSE(PDMS) € muito semelhante a da SPME, uma vez
ambas serem técnicas de microextracdo sortiva estatica envolvendo o mesmo
polimero. A eficiéncia de extracdo de um analito de uma amostra aquosa (W)
esta relacionada com a particdo entre a fase de PDMS da barra e a matriz
aquosa (Kepmsw), apresentando um comportamento similar a distribuicéo
descrita pelos coeficientes de particdo octanol-agua (Kow) no equilibrio. Assim,
o coeficiente de distribuicdo entre o PDMS e a agua (Kepomsw) € definido pela
razao entre a concentracdo do analito na fase de PDMS (Crpwms) € na fase
aquosa (Cw), depois de alcancado o equilibrio da extracdo, como descrito pela

equacao (2):

CppMs mppMs Vw
K, = K, = = X 2
o/wW PDMS/W Cor — Vopars (2)
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na qual mepms € a massa do analito na fase de PDMS, mw a massa do analito
na fase aquosa, Vw o0 volume de amostra na fase aquosa e Vepms 0 Volume em
PDMS. Tendo em conta a razéo de fases 3 = (Vw / VsgsEg), a equacao 2 pode ser

reescrita para a expresséao 3:

Ko/w _ MSBSE __ _ MSBSE 3)

B mwy Mo—MsBSE

sendo mo a quantidade inicial de analito presente na amostra de agua,
possibilitando estimar a eficiéncia de extra¢do de um determinado analito a partir
de uma matriz aquosa. Desta forma, a recuperacao teorica percentual pode ser

calculada pela expressao 4 resultante:

Ko/w
Eficiéncia (%) = (%) X 100% = ( g ) X100%  (4)
0

Considerando a equacédo 4, conclui-se que a recuperacao dos analitos
depende substancialmente de dois fatores, Kow e B. Desta forma, ao usar
maiores quantidades de PDMS, B diminui, aumentando consequentemente a
eficiéncia da microextragdo. Por este motivo, a SBSE apresenta grande
vantagem em relagéo a capacidade extrativa por SPME, uma vez o volume de
PDMS envolvido ser muito superior (24 a 126 pL contra 0,5 uL), contribuindo
para o aumento da sensibilidade. A figura 1.5 reproduz a diferenca entre a
eficiéncia obtida por SBSE e SPME em funcéo do log Kow, demonstrando que
a primeira € bem descrita pelos correspondentes coeficientes, sendo a
recuperacdo quantitativamente superior sob as mesmas condicGes
experimentais.

A grande limitacdo da SBSE(PDMS) é ndo apresentar boa resposta
analitica para determinacdo de compostos mais polares (log Kow < 3), tendo
sido propostas novas estratégias analiticas com a finalidade de superar esta
dificuldade. Dentre elas, destacam-se 0s ensaios multi-modo, os processos de
derivatizacdo, a introducdo de novas fases poliméricas e também o
desenvolvimento de novos dispositivos que utilizem fases sorventes com

elevada capacidade sortiva para compostos polares. Nos ensaios multi-modo,
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indicado para casos nos quais a amostra contém familias de analitos com
propriedades fisico-quimicas diferentes, sdo usadas simultaneamente duas ou
mais barras de SBSE por amostra ou analisadas diversas amostras contendo
apenas uma barra cada, a fim de aumentar a sensibilidade ap6s o passo de
retroextracdo. E também possivel adotar o modo sequencial, no qual as
condi¢cdes experimentais da matriz sao alteradas durante o mesmo ensaio,
utilizando-se uma ou mais barras individuais para tornar possivel a recuperacéo
de diferentes classes de compostos. Como alternativa, € ainda possivel
derivatizar os compostos mais polares por meio de reacdes de alquilacéo,
acetilacao, acilacao, silacdo, dentre outras. No entanto, este é um procedimento
especifico para alguns analitos e por isso ndo muito abrangente, além de

contribuir para introducéo de interferentes na analise.

100
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—0— SPME (0,5 UL de PDMS)
—e— SBSE (26 pL de PDMS)
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40 +

20

log K,

Figura 1.5. Comparacédo da eficiéncia teodrica por SPME e SBSE em funcdo do log Kow sob
idénticas condi¢des experimentais [13]

A alternativa mais relevante para expandir a aplicabilidade da SBSE a
compostos mais polares consiste no desenvolvimento de novas fases sorventes
como alternativa ao PDMS. Poliacrilato e etilenoglicol/silicone sdo exemplos de
fases disponiveis comercialmente, embora ainda com poucas aplicacfes
propostas. Entre outras opc¢des reportadas destacam-se a barra-dual ou barra
constituida por dois sorventes distintos, revestimentos com materiais monoliticos

fixados por via quimica ou fisica, impressdo molecular de polimeros, tecnologia
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de sintese polimérica de precipitacdo por imersao e tecnologia de sintese sol-
gel. Porém, a maioria desses materiais apresentam desvantagens como elevado

tempo de execucéo, preparacdo muito complexa e baixa estabilidade.

1.3.1.3 Microextragdo adsortiva em barra (BAUE)

1.3.1.3.1 Consideracdes gerais

A BAUE, proposta por J.M.F. Nogueira e colaboradores em 2010 [14], foi
desenvolvida principalmente com a finalidade de superar as limitagdes impostas
pela técnica de SBSE(PDMS) na anélise de compostos com caracteristicas mais
polares. Esta abordagem tem demonstrado ser muito efetiva e abrangente na
monitorizacdo vestigial de diversas classes de compostos organicos, com
caracteristicas desde polares a apolares, nos mais variados tipos de matrizes
[15].

Nesta técnica séo utilizados dispositivos analiticos nos quais séo fixados
materiais sorventes finamente divididos com elevada capacidade sortiva. Por
serem menos densos que a agua, os dispositivos flutuam na amostra durante a
microextra¢ao, com recurso a uma barra de agitagcdo magnética convencional. O
enriguecimento é entdo promovido pela forca centripeta, que faz com que os
analitos migrem por difusdo do seio da amostra até a fase sorvente. Esta
abordagem inovadora, designada por ‘tecnologia de amostragem por flutuacao’,
€ vantajosa uma vez evitar choques mecanicos resultantes da agitacéo
magneética que poderiam causar a desagregacao do material sorvente.

Inicialmente foram desenvolvidas duas configuragbes de dispositivos
analiticos que diferiam na geometria e modo de preparacdo, porém ambos
operando no modo de flutuagcdo. Na BAUE, o dispositivo consiste num tubo de
polipropileno (PP) ou polietileno (PE) com formato cilindrico ao qual séo fixados
sorventes com recurso a um adesivo apropriado. Na microextragao adsortiva em
multiesferas (MSAUE - Multi-spheres Adsorptive Microextraction), o dispositivo
apresenta geometria com base em pequenas esferas, sendo constituido por um
suporte em poliestireno expandido com formato esférico, ao qual séo fixados

sorventes apropriados por tratamento térmico. Embora as duas configuracfes
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apresentem o6timo desempenho analitico [14], a BAUE acabou por ser uma
abordagem mais pratica do ponto de vista de preparacdo dos dispositivos e
manipulacdo experimental. Numa primeira fase, os dispositivos BAUE possuiam
dimensdes de 15 mm em comprimento e 3 mm em diametro e revestimentos
contendo 1 a 5 mg de fase sorvente.

A principal vantagem da BAPE consiste na possibilidade de escolher a
fase sorvente mais seletiva de acordo com as caracteristicas dos compostos a
serem analisados, tentando obter a maxima eficiéncia no processo de
enriquecimento da amostra. Neste contexto, sao utilizados materiais solidos com
estrutura porosa bem desenvolvida e centros ativos adequados, aos quais 0s
compostos polares séo facilmente adsorvidos por fendmenos eletrostaticos e/ou
dispersivos (propriedades de adsor¢cao/dessorcao). Quando finamente divididos,
estes materiais caracterizam-se por possuir areas superficiais elevadas com
grande capacidade adsortiva, dependendo apenas da quimica superficial e da
textura envolvida. S&o, portanto, considerados materiais excelentes para
microextracdo de compostos organicos, uma vez encontrarem-se abaixo dos
correspondentes patamares isotérmicos, ndo sendo por esse motivo aplicaveis
as considerag0fes teoricas de Langmuir e Freundlich [14,15]. A figura 1.6 ilustra
um esquema com 0s principais materiais constituintes do dispositivo analitico
utilizado por BAUE.

Entre os materiais que podem ser utilizados para revestimento dos
dispositivos encontram-se o0s carvfes ativados (ACs), solidos caracterizados por
apresentarem particulas nanoestruturadas e porosas compostas por poros com
dimensdes diferenciadas, como os macroporos (> 50 nm), os mesoporos (2-50
nm) e os microporos (< 2 nm). De maneira geral, os ACs possuem elevadas
areas superficias que podem chegar a 1200 m? g* e grande capacidade para
retengéo (= 100-500 pug mg), dependendo do pHpzc (pH do ponto de carga zero)
e de textura. O pHpzc dos ACs é determinado de acordo com a composicao
guimica superficial, que além de carbono pode apresentar grupos quimicos e
heterodtomos (oxigénio e azoto), sendo muito importantes para gerar
mecanismos efetivos de interacdo com o0s analitos ao conferir-lhes

caracteristicas acidas e/ou basicas.
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Fase sorvente
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Figura 1.6. Representacdo esquematica do dispositivo analitico utilizado na BAUE

Outros tipos de materiais alternativos aos ACs que podem ser utilizados
sao os sorventes poliméricos finamente divididos, de acordo com as vantagens
analiticas que possam oferecer para cada aplicacdo em particular. Os polimeros
(Ps) sdo macromoléculas formadas a partir de ligagdes covalentes fortes com
repetidas unidades basicas designadas por monémeros. Duma forma geral, os
Ps apresentam mecanismos multiplos de interacédo, retendo os analitos por meio
de interagdes -1, dipolo-dipolo, ligacdes de hidrogénio e troca idnica. As
caracteristicas texturais desses materiais, como tamanho de particula, area
superficial, microporosidade e pH também constituem importantes fatores nas
interacdes fisicas e quimicas entre sorventes e analitos.

Neste contexto, a limitagdo do PDMS para analise de compostos mais
polares foi, desta forma, ultrapassada com a viabilidade da BApE poder operar
com varios tipos de materiais sorventes, permitindo a determinacdo de analitos
com ampla gama de polaridades. Diversas classes de compostos ja foram
testados com enorme sucesso, como produtos farmacéuticos [16—19] e de
higiene pessoal [20,21], pesticidas [22—-25] e esteroides [26,27] em diversos tipos
de matrizes, nomeadamente, ambientais, alimentares e bioldgicas.

Do ponto de vista pratico, o ciclo analitico da BAUE envolve igualmente
duas etapas, a microextragcao dos analitos da amostra e a retroextracao dos
mesmos da fase sorvente num solvente adequado para posterior analise no
sistema instrumental (figura 1.7). Neste sentido, na primeira etapa o dispositivo
analitico é colocado em contato com a amostra e 0 enriquecimento ocorre no

modo de flutuacdo por intermédio de agitacdo magnética. O primeiro ensaio a
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ser realizado € normalmente com a finalidade de escolher a fase sorvente capaz
de alcancar a melhor seletividade. Para este fim, sdo realizados ensaios sob
condicdes experimentais padrdo em &gua ultra-pura fortificada com os

compostos com interesse.

—1 4
3.1

S——L__J J

Figura 1.7. Representacéo esquemética e imagem exemplificando a microextragéo por flutuagao
usada na técnica BApE. 1 - Frasco de amostragem; 2 - Vortex; 3 - Amostra; 4 - Dispositivo BAUE
e 5 - Barra de agitacdo magnética em Teflon.

1.3.1.3.2 Otimizac&o da técnica BAPE

Apos ter sido selecionada a fase sorvente mais adequada, as condicdes
experimentais devem ser otimizadas a fim de se obter maxima eficiéncia na
analise, conforme acontece nas técnicas de SPME e SBSE. Os principais
parametros que influenciam a cinética da microextracédo sao o tempo de extracao
e a velocidade de agitacdo, uma vez determinarem a distribuicdo dos analitos
entre 0 seio da matriz e o sorvente. A agitacdo da amostra € muito importante no
processo de amostragem por flutuacéo no sentido da difusdo dos analitos, porém
velocidades elevadas devem ser evitadas uma vez poderem desestabilizar o
dispositivo analitico, provocando choques contra as paredes do frascos e
consequente desagregacdo do material sorvente. Da mesma forma, parametros
termodinamicos como o pH, a polaridade da matriz e a forca i6nica devem ser
igualmente otimizados. O controlo do pH € muito importante sobretudo quando
se trabalha com analitos ionizaveis, uma vez a forma quimica na qual se
encontram poder influenciar diretamente as interacfes que ocorrem com a fase

extrativa. A polaridade e a forca idnica sdo igualmente parametros essenciais
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que devem ser otimizados, usando-se geralmente alcoois (ex. metanol) e
eletrdlitos fortes (ex. cloreto de sédio) para controlar os fendmenos de wall-effect
e salting-out, respetivamente.

Depois de otimizadas as condicdbes experimentais relativas a
microextracdo, os parametros que influenciam a retroextracdo sédo igualmente
avaliados. Esta segunda etapa € realizada por meio da LD, na qual o dispositivo
analitico € imerso num solvente compativel com a técnica BAUE e submetido a
tratamento ultrassénico. Neste sentido, diversos solventes e misturas, assim
como o tempo de tratamento ultrassénico sdo parametros que devem ser
otimizados para garantir a completa dessorcdo dos analitos da fase sorvente.
Por ultimo, o extrato resultante pode ainda ser evaporado, ocorrer troca de
solvente e analisado instrumentalmente por HPLC, GC, CE ou técnicas

hifenadas, dependendo de cada aplicacédo em particular.

1.3.1.3.3 Validacéo e aplicacédo da BAUE

Com todas as condi¢cfes experimentais otimizadas, o passo seguinte é a
validacédo da metodologia, no qual sdo avaliados os limites de dete¢céo (LODs) e
quantificacao (LOQs), linearidade e precisdo. Sao ainda realizados ensaios em
matrizes reais com interesse em cada aplicacao especifica para demonstrar a
aplicabilidade e desempenho analitico da metodologia. Por forma a contornar os
possiveis efeitos de matriz recorre-se normalmente ao método de adicdo de
padrdo (SAM - standard addition method), uma vez as amostras poderem ser
muito complexas e apresentarem potenciais interferentes.

Embora a BAUE tenha demonstrado excelente resposta na analise
vestigial de diversas classes de compostos prioritarios em diferentes tipos de
matrizes, foram recentemente introduzidas modificagdes no dispositivo analitico
por forma a melhorar ainda mais o seu desempenho [28,29]. Neste contexto,
propbs-se um novo dispositivo com a metade do comprimento original (7,5 mm
em comprimento e 3 mm em diametro), sem que houvesse perda de eficiéncia
na etapa de microextragcdo. Com esta melhoria, a etapa de retroextracao, que

antes era realizada em 1,5 mL de solvente organico, passou a ser efetuada em
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200 pL e, posteriormente, em apenas 100 uL [30], tornando a abordagem ainda

mais préatica e ambientalmente favoravel.

1.3.1.4 Extracdo em fase sélida dispersiva (dSPE)

Embora a SPE seja até os dias de hoje uma das técnicas sortivas mais
utilizadas nos laboratérios de quimica analitica, algumas de suas limitacdes
impulsionaram o desenvolvimento da dSPE, uma variante da SPE que
proporciona como principal vantagem a reducdo do tempo de preparagcao da
amostra. Ao contrario da SPE, na qual a fase extrativa se encontra no interior de
um cartucho, na dSPE o sorvente € adicionado diretamente a matriz para
extracdo/clean-up dos analitos alvo, conforme proposto nos QUEChERS (Quick
Easy Cheap Effective Rugged and Safe). Neste sentido, o fluxo da amostra que
atravessa o0 cartucho, um parametro critico em SPE e que deve ser
cuidadosamente controlado, deixa de ser uma limitagdo por dSPE, uma vez o
contato entre as fases ser imediato e proporcionar uma cinética mais rapida e
efetiva, devido ao aumento da area superficial. Outra vantagem da dSPE é a
possibilidade de analisar amostras contendo microparticulas ou micro-
organismos, muito comuns no dominio da analise ambiental, que poderiam
bloquear os cartuchos na SPE convencional, comprometendo a etapa de
extracao [31].

Apés alcancado o tempo de equilibrio durante a extracéo, a separacao do
sorvente e da matriz na dSPE pode ser realizada por centrifugacao, filtracéo ou
separacao magnética. O uso de um campo magnético externo para auxiliar nos
processos de extragdo/retroextracdo constitui uma estratégia que ultimamente
tem vindo a ser proposta, tendo esta abordagem sido designada, em 1999, por
extracdo em fase sélida magnética (MSPE - magnetic solid phase extraction)
[32].

Nesta abordagem, os sorventes utilizados sdo nanoparticulas magnéticas
(MNPs - magnetic nanoparticles), materiais compostos por um nudcleo rigido com
propriedade magnética revestido com uma camada de sorvente com seletividade

adequada para a extracdo dos analitos alvos.
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Do ponto de vista pratico, o manuseio em MSPE é muito simples,
conforme mostrado na figura 1.8. Inicialmente, o sorvente é disperso na amostra
por meio de agitacdo mecanica, vortex ou ultrassons. De seguida, utiliza-se um
magnete (iman) para separar a matriz da fase sorvente, sendo posteriormente
os analitos eluidos num solvente adequado e o extrato resultante conduzido para
andlise instrumental.

As MNPs mais utilizadas sao a base de 6xido de ferro (FesOa, y-Fe20s3, a-
Fe203, entre outros), sintetizadas por métodos de coprecipitagdo, sintese
hidrotérmica e solvotérmica, sol-gel, decomposicdo térmica, microemulséo e
sintese sonoquimica [33]. Com relacdo ao revestimento das MNPs, pode ser
efetuado com materiais inorganicos, organicos ou hibridos por meio de ligacdes
quimicas ou interacdes fisicas, sendo que a escolha do material deve ser feita
de acordo com a natureza das interacdes sorvente-analito. A silica é o material
mais utilizado como revestimento, possibilitando a funcionalizacdo com diversos
grupos quimicos a fim de aumentar a seletividade da fase. Outros exemplos de
revestimentos apresentados na literatura sdo polimeros molecularmente
impressos [34], liquidos iénicos [35], nanotubos de carbono [36], estruturas

metal-organicas [37], entre outros.
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Figura 1.8. Etapas envolvidas no procedimento experimental por MSPE.
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No desenvolvimento de um método baseado em MSPE, os principais
parametros a serem otimizados sdo a quantidade de sorvente, o tempo de
equilibrio, a velocidade de agitacdo, o pH da solugcdo, o efeito salting-out, o
volume da amostra, assim como o0 tipo e a quantidade de solvente para
retroextracdo. A capacidade analitica da MSPE foi demonstrada em diversas
aplicacfes, principalmente nas areas ambiental [38,39], biol6gica [40,41] e
alimentar [42,43].

Apesar de a MSPE apresentar facil manuseio e tempo de extracdo
reduzido face a rapida cinética envolvida, o principal inconveniente desta técnica
reside na sintese dos MNPs, uma vez envolver rea¢des quimicas complexas
realizadas sob condi¢cdes muito controladas. Outra questdo importante €, até o
momento, haver pouca informacdo disponivel sobre a toxicidade das MNPs.
Assim, como a MSPE nao oferece um procedimento pratico de forma efetiva,
esta técnica ndo tem vindo a substituir outras metodologias de microextracéo

bem estabelecidas.

1.3.2 Técnicas de microextracdo baseadas em liquidos

A introducdo da técnica de SPME impulsionou o desenvolvimento de
técnicas miniaturizadas em quimica analitica. Neste contexto, a partir de 1995,
foram publicados o0s primeiros trabalhos [44] relacionados com o
desenvolvimento de técnicas de microextragdo com solventes (SME - solvent
microextraction) ou microextracdo em fase liquida (LPME - liquid phase
microextraction). Estas abordagens consistem essencialmente em versfes
miniaturizadas da tradicional LLE, com a finalidade de ultrapassar as principais
limitacdes, nomeadamente o longo tempo associado a preparacao da amostra,
0 elevado consumo de solventes orgéanicos toxicos, bem como a exigéncia de
grandes quantidades de amostras.

De forma geral, as técnicas de SME baseiam-se no principio de particdo
dos analitos da amostra aquosa para um solvente organico imiscivel com a agua
e apresentam como principais vantagens um elevado fator de enriquecimento e
tempo de equilibrio reduzido. Atualmente existem na literatura diversos métodos

por SME, classificados de acordo com a forma com a qual a fase extrativa é

21



1. Introdugéo

usada [45]. Entre as diversas técnicas propostas, as mais referenciadas sao a
microextracdo em gota Unica (SDME - single drop microextraction), a
microextracdo com fibra oca (HF-LPME - hollow fiber liquid phase
microextraction) e a microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME - dispersive
liquid-liquid microextraction), podendo cada uma delas apresentar modificacdes

e serem tratadas como técnicas diferenciadas na literatura.

1.3.2.1 Microextracdo em gota unica (SDME)

A SDME [46] baseia-se na microextragdo dos compostos com interesse
de uma matriz aquosa para uma pequena gota de solvente organico. Na primeira
descricédo da técnica, Jeannot et al. usou uma gota de octano suspensa no final
de um tubo de Teflon imersa na amostra. Desta maneira, os analitos foram
extraidos da amostra aquosa pela gota em suspensdo, baseada na difusdo
passiva, sendo a recuperacao da extracdo essencialmente determinada pelo
coeficiente de particdo entre o solvente organico e a agua. Depois de
determinado tempo de contato entre as fases, uma aliquota da gota de solvente
foi retirada de dentro do tubo com uma microseringa e injetada no sistema
cromatografico. He e Lee propuseram, em 1997 [47], uma simplificacdo da
técnica substituindo o tubo de Teflon por uma microseringa. Neste sentido, antes
da microextracdo, a seringa foi imersa no solvente organico para aspiracao de
alguns microlitros da fase extrativa. De seguida, a agulha foi inserida no frasco
de amostragem com ligeira pressédo do émbolo para a formacgéo da gota. Apos a
microextracdo, o solvente foi retraido para dentro da microseringa e injetado
diretamente no sistema de GC.

Desde entdo a SDME tem sido utilizada devido a grande simplicidade, ndo
requerendo equipamentos especificos para sua aplicacdo. O enriquecimento da
amostra pode ser realizado em diferentes modos de operacéo, destacando-se
0s modos de imersédo direta (DI-SDME) e HS (HS-SDME), como ilustrado na
figura 1.9. Inicialmente esta técnica foi desenvolvida para aplicacdo em GC,
podendo ser também combinada com diversas outras técnicas instrumentais,

nomeadamente HPLC e CE.
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Entre os principais parametros que podem afetar a eficiéncia de extracao
na SDME, destacam-se a escolha do solvente extrator, o volume da gota, o
tempo de extracdo, a velocidade de agitacdo e a forca i6nica da matriz. O
solvente extrator deve ser pouco solivel em agua, ao mesmo tempo que 0s
analitos devem ser bastante sollUveis no solvente organico em relagdo a matriz
aquosa e apresentar ponto de ebulicdo elevado o suficiente para ndo evaporar
durante a amostragem. Os volumes de gota mais utilizados variam entre 1 e 3
uL, embora volumes maiores possam ser obtidos com recurso a adaptadores
acoplados ao final da microseringa. Contudo, o aumento do volume da gota
implica maior area superficial, proporcionando instabilidade da mesma e
afetando diretamente o tempo de extracdo e a velocidade de agitagéo,
respetivamente. O aumento da velocidade de agitacao reduz substancialmente
o tempo de extracdo, podendo entretanto ocasionar o desprendimento da gota
[48].

HS-SDME DI-SDME
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Figura 1.9. Modos de operacdo em SDME.

Quando comparada a LLE, a SDME apresenta grande simplificacdo e
enorme reducao do volume de solvente organico utilizado, tendo sido proposta
para extracdo de diversas classes de analitos combinada com diferentes
sistemas instrumentais [49-51]. No entanto, a sua principal limitacdo € a
estabilidade da gota, que pode ser facilmente perdida na amostra durante a
microextracdo. No sentido de contornar esta desvantagem, Pedersen-Bjegaard
e Rasmussen, em 1999 [52], introduziram a HF-LPME [53].

23



1. Introdugéo

1.3.2.2 Microextracdo em fase liquida suportada com membrana oca (HF-
LPME)

Na HF-LPME, o solvente organico € imobilizado nos poros de uma
membrana oca (HF - hollow fiber), cujo tamanho varia, geralmente, entre 1,5 e
10 cm, formando uma membrana liquida suportada (SLM - supported liquid
membrane). Para isso, a membrana é simplesmente submersa durante alguns
segundos no solvente organico, que migra por capilaridade pelas paredes da
fibra oca. A elevada porosidade do material permite que um volume consideravel
de solvente fique imobilizado. Em seguida, o interior da fibra é preenchido com
uma solugdo recetora e o0 conjunto € inserido na amostra. Durante a
microextracdo, os analitos migram da matriz atraveés da SLM e ficam retidos na
solucéo recetora dentro da fibra oca. Ap0s a extracdo, a solucéo recetora é
retirada com ajuda de uma microseringa e injetada no sistema instrumental [53].

Com relacdo as configuracdes disponiveis para HF-LPME, esta
abordagem apresenta duas formas: o uso de duas ou trés fases durante o
enriguecimento da amostra. No sistema com duas fases (figura 1.10a), um
solvente organico é imobilizado nos poros da membrana e usado para preencher
o interior da mesma como fase recetora, sendo a fase organica compativel com
GC ou HPLC. Assim, os analitos sao extraidos por difusdo passiva da amostra
aguosa para o solvente organico, dependendo o processo do coeficiente de
particdo entre ambas as fases. No sistema trifsico (figura 1.10b), por outro lado,
a solucdo recetora consiste numa solugcdo aquosa, funcionando o solvente
organico neste caso como barreira entre a solucao recetora e a solugéo doadora
(amostra), ndo permitindo a mistura das fases aquosas. Sendo a solucdo
recetora aguosa, este sistema é compativel com técnicas instrumentais como
HPLC ou CE [54].

Na otimizagdo de um método analitico baseado em HF-LPME, os
principais parametros a serem considerados séo a escolha do tipo de membrana
e do solvente organico a serem usados, os volumes de solu¢cdo doadora e
recetora, o tempo de extracao, assim como o ajuste do pH e da forca idnica da
matriz. As membranas devem ser hidrofébicas com elevada porosidade, a fim de
serem compativeis com o0 solvente organico e capazes de imobiliza-lo nas

paredes, sendo que geralmente as mais utilizadas sdo em PP e possuem
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porosidade de aproximadamente 70 %, tamanho de poros de 0,2 ym, espessura
de parede de 200 pym e didametro interno de 600 pm. O solvente, assim como nas
demais técnicas de microextracdo em fase liquida, deve ser imiscivel em agua.
O pH, por sua vez, desempenha um papel importante na HF-LPME no modo
trifasico. Idealmente, o pH da amostra deve ser ajustado para que os analitos se
encontrem na sua forma néo ionizada, enquanto o pH da fase recetora deve ser
ajustado a um valor em que os analitos permanecam na forma ionizada,

permitindo assim a difusdo dos compostos com interesse [55].

~———-Tubo guia--

Membrana
- com solvente -
imobilizado

Amostra
agquosa |

Fase recetora organica Fase recetora aquosa

Figura 1.10. Modos de operacéo em HF-LPME: sistema com duas (a) e trés fases (b).

Uma grande vantagem apresentada pela HF-LPME € o elevado fator de
enriquecimento que pode ser alcangcado com a reducdo da razao entre as fases
recetoras e doadoras, com o0 uso de apenas poucos UL de fase recetora,
aumentando consequentemente muito a sensibilidade do método [56]. No
entanto, a principal desvantagem da HF-LPME ¢ a dificuldade de manuseio, uma
vez o volume de fase recetora a ser retirado do interior da fibra oca com uma
microseringa para andlise instrumental ser muito pequeno. Outra limitacdo é a
dificuldade de automatizacdo do sistema, sendo limitada para analise de rotina.

Outras configuracdes envolvendo HFs séo referenciadas na literatura,
como a adaptacdo da membrana em formato de U, na qual se utilizam duas
seringas para injecdo e remocao da solugéo recetora do interior da membrana.
Outra possibilidade reside no uso da HF em forma de haste, com uma das pontas

selada, sendo também necesséario o uso de uma microseringa para adicao e
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remocao do solvente [57]. Uma outra variante € a solvent bar microextraction
(SBME) proposta por Lee e colaboradores [58], na qual um solvente orgéanico é
imobilizado no poros de uma HF de 2 cm de comprimento com ambas as pontas
seladas, e o conjunto utilizado como dispositivo analitico a flutuar na amostra
sob agitacdo. No final do processo de microextracdo, uma das pontas da HF é
cortada e uma aliquota de 1 uL do solvente orgéanico é retirado com ajuda de
uma microseringa e injetado no sistema de GC. Apesar de esta ser uma
abordagem mais simplificada do que a ideia original por HF-LPME, a
manipulacdo de todo o aparato envolvido continua a ser algo laborioso, sendo

indispenséavel o uso de microseringas.

1.3.2.3 Microextracéo liquido-liquido dispersiva (DLLME)

Uma outra importante técnica baseada em liquidos é a DLLME,
introduzida em 2006 por Razzae e colaboradores [59]. Nesta técnica, os analitos
sdo extraidos da amostra aquosa para um solvente extrator, imiscivel com a
matriz, com a ajuda de um solvente dispersor, miscivel em ambas as fases. A
microextracdo é realizada num tubo de fundo cbnico contendo a amostra e
ocorre normalmente em duas etapas, como representada na figura 1.11. Na
primeira delas injeta-se rapidamente na amostra uma mistura adequada de
solventes extrator e dispersor. O solvente extrator € disperso entdo na matriz,
facilitado pelo solvente dispersor, na forma de microgotas, provocando a particao
dos analitos para a fase organica. Uma vez a area superficial entre a amostra
aguosa e o solvente extrator ser muito grande, atinge-se o equilibrio com enorme
rapidez e a microextracéo € independente do tempo, sendo a principal vantagem
desta abordagem. A segunda etapa consiste na centrifugacdo da solucéo
resultante com transferéncia da fase sedimentada para um vial, seguida de
analise instrumental.

Do ponto de vista tedrico, a DLLME baseia-se na particdo dos analitos
entre duas fases liquidas imisciveis, a amostra aquosa e o solvente organico. Os
fatores que mais afetam a eficiéncia do processo séo o tipo e o volume dos
solventes extrator e dispersor envolvidos. O solvente extrator deve possuir

densidade maior que a da &gua a fim de permitir a formacdo da fase
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sedimentada. O volume utilizado determina o fator de concentracdo da técnica,
devendo-se otimizar o volume para que se obtenha um elevado fator de
concentragdo com a formacdo de uma quantidade suficiente de fase
sedimentada, permitindo a realizacdo das analises subsequentes. Por outro
lado, a quantidade de solvente dispersor a ser utilizada para garantir boa
formacdo das microgotas depende do volume da fase aquosa e também do
volume de solvente extrator [60].

A DLLME tem sido aplicada na analise de diversas classes de compostos
no dominio das areas ambiental, alimentar e biolégica, uma vez ser um método
simples, eficiente e ainda apresentar tempo de equilibrio bastante rapido [61,62].
A principal desvantagem reside na necessidade da etapa de separacao de fases
ser geralmente realizada por centrifugacao, o que dificulta a automatizagcdo com
0os sistemas de analise instrumental. Além disso, os solventes organicos
utilizados como fase extrativa sdo geralmente clorados, em dissonancia com os

principios da GAC.

Remocgdo da fase
O sedimentada

Injec&o da mistura O
de solventes O
extrator e dispersor AN
na amostra D T A
= =
Agua + solvente E E
dispersor E E
4N . E E
Analito E E
Solvente E =
extrator E =N
~ E
- ~
o J
Tranferénciada
fase sedimentada
para um vial

Centrifugagéo

Figura 1.11. Etapas envolvidas no procedimento experimental da DLLME.
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1.3.3 Principais vantagens e limitacbes das técnicas modernas de

preparagcdo de amostras

Sendo a preparacdo de amostras a etapa mais importante e limitativa em
qualquer processo analitico, uma vez ser a principal responsavel por eventuais
erros associados e tempo despendido, € justificavel o enorme desenvolvimento
nesta area que vem ocorrendo nas Ultimas décadas. Embora existam na
literatura diferentes técnicas para enriguecimento de amostras, é praticamente
impossivel eleger apenas uma como abordagem universal, sendo portanto
necessario levar em consideracao as caracteristicas do analito, bem como o tipo
da amostra a ser estudada. Contudo, entre as técnicas de microextracdo
anteriormente descritas e resumidas na figura 1.12, é dificil selecionar uma que
apresente simultaneamente simplicidade, baixo custo, facilidade de
manipulacdo, seja completamente ecolégica e com possibilidade de

automatizagdo para analise de rotina, apresentando todas elas vantagens e

limitacOes.
Amostragem
Técnicas Técnicas
convencionais miniaturizadas
Baseada em Baseada em Baseadas em Baseadas em
sélidos liquidos sélidos liquidos
SPE LLE SPME SDME

SBSE HF-LPME
BAUE DLLME
dSPE

Figura 1.12. Resumo dos principais métodos de preparacdo de amostras atualmente mais
utilizados para analise vestigial.
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As técnicas de microextracdo baseadas em solidos como SPME, SBSE,
BAUE e dSPE, além de serem de facil aplicacdo, sdo consideradas mais amigas
do ambiente, podendo as duas primeiras serem automatizadas para uso em
rotina. Porém, estas técnicas necessitam sempre uma etapa de retroextracao,
realizada por LD ou TD, dependendo das propriedades dos analitos e das
matrizes envolvidas. A TD consiste na opcao ecologicamente mais favoravel,
uma vez ser uma abordagem solventless. Porém, & apenas compativel com
sistemas de GC e dedicada para compostos desde volateis a semi-volateis. Em
contrapartida, apesar de a LD ser mais versatil, menos onerosa e permitir
reandlises, a limitacdo encontra-se no maior tempo despendido devido a
exigéncia de mdultiplos passos de manipulagdo, dificultando o seu uso para
andlise de rotina.

Por outro lado, as técnicas de microextracao baseadas em liquidos, como
a SDME, a HF-LPME e a DLLME, apresentam cinética rapida e possibilitam
elevado fator de concentracdo. Contudo, apesar de utilizarem materiais simples
e baratos para aplicacdo, do ponto de vista pratico exigem diversos passos de
manipulacdo da amostra e sédo de dificil automatizagéo.

Neste contexto, face as diversas desvantagens apontadas pelas técnicas
mencionadas, é imperativa a concepc¢ao de novas ideias para o desenvolvimento
de abordagens dedicadas a analise de rotina, com elevado custo-beneficio e
compativeis com sistemas cromatograficos convencionais disponiveis em
qgualquer laboratorio de quimica analitica. Outro desafio consiste em alcancar o
compromisso entre a qualidade dos resultados obtidos em quimica analitica

utilizando processos mais simples e com o minimo de impacto ambiental.
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2. Objetivos da tese

Apesar de todas as vantagens apresentadas pelas técnicas de
microextracdo descritas, diversas limitagdes motivam a melhoria das técnicas
existentes ou o desenvolvimento de novas abordagens de preparacdao de
amostras, no sentido da maior simplicidade, custo-beneficio, eficiéncia e
aplicacdo em rotina, em sintonia com os principios da GAC. Neste sentido, a
presente dissertacdo tem como foco o aperfeicoamento e a introducdo de
técnicas de microextragcdo estatica inovadoras como metodologias para anélise
vestigial de compostos emergentes em matrizes complexas, tendo como

principais objetivos:

- A aplicacao da técnica BAUE na monitorizagao vestigial de antibi6ticos
(sulfatiazol, sulfametoxazol, sulfadimetoxina e trimetoprim) em amostras
agquosas ambientais como alternativa analitica bem estabelecida a outras

metodologias;

- O desenvolvimento de uma nova geracdo de dispositivos BAUE,
permitindo a introducédo de um ciclo analitico inovador, com menor manipulacao
pratica e vantagens ao nivel do trabalho de rotina para a analise vestigial de

compostos polares;

- A aplicacdo da nova geracao de dispositivos BAUE na determinacao de
antidepressivos (bupropiona, trazodona, citalopram e amitriptilina) em fluidos
biologicos, e de filtros UV (4cido 5-benzoil-4-hidroxi-2-metoxi-benzenosulfénico
e acido 2-fenil-5-benzemidazol sulfénico) em amostras aquosas ambientais e

cremes de protecdo solar;

- A introducdo de uma nova técnica hibrida, microextracdo em fibra oca
(HFPE - hollow fiber microextraction), que utiliza membranas embebidas em
solventes organicos operando sob a tecnologia de amostragem por flutuacéo,

dedicada a andlise vestigial de compostos apolares;

- A aplicacdo da HFUE na determinacéo de tracos de 18 hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos e de 17 pesticidas organoclorados em matrizes

ambientais e alimentares.
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3.1 Padrdes analiticos

Entre os antibiéticos estudados, o trimetoprim (TMP, 98%), o
sulfametoxazol (SMX) e o sulfatiazol (STZ, 98%) foram adquiridos a Sigma
Aldrich (Alemanha) e a sulfadimetoxina (SDM) foi obtida pela Fluka (Suica). Para
0 estudo dos agentes antidepressivos, o cloridrato de bupropiona (BUP, > 98,0
%) e o bromidrato de citalopram (CIT, > 98,0 %) foram adquiridos a TCI
Chemicals (Bélgica). O cloridrato de amitriptilina (AMI, > 98,0 %) e o cloridrato
de trazodona (TRA, > 99,0 %) foram obtidos pela Sigma Aldrich. Os filtros UV
estudados, homeadamente o acido 2-fenil-5-benzemidazolesulfénico (PBS, 96
%) e o acido 5-benzoil-4-hidroxi-2-metoxi-benzenossulfénico (BZ4, = 97,0 %)
foram adquiridos & Sigma Aldrich. As misturas de hidrocarbonetos arométicos
policiclicos (PAHs, 2000 pug mL?') em benzeno:diclorometano (50:50) e de
pesticidas organoclorados (OCPs, 2000 pug mL™') em tolueno:hexano (50:50)
foram adquiridas da Supelco (Estados Unidos).

3.2 Reagentes quimicos

O metanol (MeOH, 99,9 %), acetonitrilo (ACN, 99,9 %), diclorometano
(DCM, 99,9 %), acetato de etilo (EtOAc, 99,9 %), n-hexano (n-C6, 96 %), n-
heptano (n-C7, 99,2 %) e etanol (EtOH, 99,9 %), de qualidade para HPLC, e os
acidos cloridrico (HCI, 37 %) e acético (99,8 %) foram fornecidos pela Carlo Erba
(Itdlia). O n-octano (n-C8, 99 %) e o n-nonano (n-C9, 99 %) foram obtidos pela
Fluka (Suica), o tert-butil-metileter (MTBE, 98 %) pela Sigma Aldrich (Alemanha),
a acetona (Ace, 99,5 %) pela Lab-Scan (Polbénia), o tolueno (Tol, 99 %) e o
cloroférmio (Clor, 99 %) pela Koch Light (Reino Unido). O cloreto de sédio (NaCl,
99,5 %) e o hidréxido de sodio (NaOH, 98,9 %) foram fornecidos pela BDH
Chemicals (Reino Unido). A agua ultrapura utilizada foi obtida através de um

sistema de purificacdo de agua Mili-Q (Milipore, Estados Unidos).

3.3 Material corrente e equipamento de laboratorio
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Para o desenvolvimento do presente trabalho, além de materiais de vidro
corrente de laboratorio, foram igualmente usadas microseringas analiticas com
émbolo flexivel de 10, 50, 100 e 500 pL (Hamilton, Estados Unidos), frascos de
vidro para amostragem de 25 mL (VWR Internacional, Portugal) com tampas de
borracha (20 mm) e barras de agitagdo magnética (15 x 4,5 mm; VWR
Internacional, Portugal). Foram usados vials transparentes de 1,5 mL (VWR
Internacional, Portugal), tampas (diametro = 11 mm), inserts (200 pL, 31 x 6 mm;
VWR Internacional, Portugal) e um encapsulador manual (Agilent Technologies,
Estados Unidos).

Todos o0s ensaios de microextragdo foram efetuados em placas de
agitacdo magnética com quinze posicdes (Variomag, Alemanha). As pesagens
foram efetuadas numa balanca analitica (Mettler Toledo AG135, Suica), e as
medi¢cdes de pH num medidor de pH modelo 744 pH Meter, equipado com um
elétrodo de vidro combinado (Metrohm, Suic¢a). Foi igualmente usado um vortex
(Velp, Italia), um banho de ultrassons equipado com terméstato modelo 3510 E-
DTH (Branson, Estados Unidos) e uma estufa modelo ED 115/E2 (Binder,
Alemanha).

O presente trabalho foi desenvolvido com recurso aos seguintes sistemas
analiticos, um cromatégrafo em fase gasosa acoplado a um espectrometro de
massa (GC-MS), um cromatografo liquido de alta eficiéncia com detecdo por
rede de diodos (HPLC-DAD) ambos da Agilent Technologies (Alemanha) e um
cromatografo liquido de alta eficiéncia acoplado a um espectrémetro de massa
(LC-MS/MS) da Waters (Estados Unidos). O sistema GC-MS era constituido por
um GC (Agilent 6890 Series) equipado com amostrador automatico (Agilent
7683) e injetor de vaporizagdo com temperatura programada (PTV), acoplado ao
detetor seletivo de massa (Agilent 5973N). O registo de dados e o controlo
instrumental foram efetuados a partir do software MS ChemStation (G1701;
versao E.02.02.1431; Agilent Technologies). A coluna capilar utilizada foi a TRB-
5MS (30 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro interno, 0,25 ym de
espessura de fase estaciondria; 95 % dimetil, 5 % difenil polisiloxano) da
Teknokroma (Espanha). O sistema de HPLC-DAD era constituido por diversos
modulos, nomeadamente desgaseificador (G1322A), bomba quaternaria

(G1311A), amostrador automatico (G1313A), compartimento da coluna
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termostatizado (G1316A) e DAD (G1315B). O registo de dados e controlo
instrumental foram efetuados a partir do software LC3D ChemStation (versao
Rev.A.10.02.1757; Agilent Technologies). As andlises foram efetuadas numa
coluna Kinetex C18 (150 x 4,6 mm, 2,6 um; Phenomenex, Estados Unidos). O
sistema LC-MS/MS era equipado com fonte de ionizacdo por eletrospray
(Micromass Quattro Micro API, Waters, Estados Unidos), tendo sido os analitos
separados numa coluna Sunfire C18 (150 x 3,0 mm, 5,0 um, Waters). O registo
de dados e o controlo instrumental foi realizado usando o software Waters

MassLynx v4.1.

3.4 Fases sorventes

Os ACs usados tinham as seguintes caracteristicas: CA1 (area superficial
1400 m? g%; pHpzc: 2.2) e CN1 (&rea superficial 1400 m? g%, pHpzc: 6,4)
fornecidos pela Salmon & Cia (Portugal) e R (area superficial 937 m? g™%; pHpzc:
6,5) obtido pela Riedel-de-Haen (Alemanha).

Foram utilizadas as seguintes fases poliméricas: N-vinilpirrolidona-
divnilbenzeno (HLB, tamanho de particula 30 um, area superficial 810 m?2 gt e
estabilidade de pH: 1-14), troca cationica fraca (WCX, tamanho de particula 30-
60 um, area superficial 830 m? g™ e estabilidade de pH: 0-14) e troca catidnica
forte (MCX, tamanho de particula 30-60 um, area superficial 830 m? g e
estabilidade de pH: 0-14) obtidas pela Waters; poliestireno-divinilbenzeno (PS-
DVB, tamanho de particula 40-120 pm, area superficial 1200 m? g e
estabilidade de pH: 1-13) fornecido pela Merck e N-vinilpirrolidona (SX, tamanho
de particula 33 pm, area superficial 800 m? g e estabilidade de pH: 1-14)

fornecido pela Phenomenex.

3.5 Fibras ocas
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Foram utilizadas fibras ocas (membranas) de PP (Accurel Q3/2, diametro
interno 600 um, espessura da parede 200 um e 0,2 um tamanho de poro) obtidas

pela 3M (Alemanha).

3.6 Amostras

Todas as amostras utilizadas no presente trabalho foram obtidas em
Portugal. As amostras de agua (potavel, superficial, estuarina e maritima) e de
solo foram recolhidas na regidao metropolitana de Lisboa. As amostras de
efluentes foram obtidas nas Estac6es de Tratamento de Aguas Residuérias de
Beirolas e Alcantara (Lisboa). Os fluidos biolégicos (plasma e urina) foram
gentilmente cedidos pela Clinica Joaquim Chaves Saude (Lisboa). As amostras
de figado de peixe eram provenientes do mercado do peixe de Peniche. O chéa

e o tomate foram adquiridos em supermercados locais.

3.7 Procedimento experimental

3.7.1 Preparacéo das solugdes de trabalho

As solucdes estoque de antibidticos, antidepressivos e filtros UV foram
preparadas a partir da pesagem rigorosa de 5,0 mg de cada padrdo analitico
dissolvidos em MeOH em balbes volumétricos de 5,0 mL, tendo concentracéo
final de 1000 mg L. A solucédo estoque de PAHs foi preparada também em
MeOH (100 mg L) e a de OCPs em etanol (100 mg L), a partir da diluicdo dos
conteudos das ampolas. As solucbes mistura foram preparadas semanalmente
a partir da diluicdo das solucbes estoque. As solucdes de trabalho e de
calibracéo instrumental, por sua vez, foram preparadas diariamente por meio da
diluicdo adequada das solugbes mistura. Todas as solu¢des foram armazenadas

e conservadas a temperatura de -20 °C.

3.7.2 Condi¢des de operacéao instrumental
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3.7.2.1 HPLC e LC-MS/MS

Para alcancar as melhores condi¢cfes instrumentais por HPLC-DAD, os
compostos alvo foram analisados individualmente com a finalidade de obter os
respetivos tempos de retencdo e espetros de UV-Vis. As condi¢des de analise
selecionadas para cada classe de analitos estudados, nomeadamente o volume
de injecéo, o fluxo e a composicdo da fase mével e o comprimento de onda estao

descritas na tabela 3.1.

Tabela 3.1. Condi¢cBes experimentais utilizadas para analise de cada classe de compostos
estudados por HPLC-DAD.

Volume de ) Comprimento
o Fluxo Composicéo da fase
Compostos injecao ) de onda
(ml min-t) moével
(|JL) (7\.max, nm)
Eluente A: H20 com 2,5 %
de CHsCOOH

Eluente B: MeOH
L 0-5min: 20% B
Antibiéticos 15 0,5 _ 260
5-15 min: 20-30 % B
15-25 min: 30-95 % B
25-35 min: 95-20 % B
35-38 min: 20 % B
Eluente A: H20 com 2,5 %
de CHzCOOH
Eluente B: ACN
. ) 0-5min: 20 % B
Antidepressivos 20 0,5 ) 254
5-8 min: 20-30 % B
8-15 min: 30-60 % B
15-25 min: 60-20 % B
25-28 min: 20 % B
Eluente A: Tampao acetato
. 20 mM pH 4,75
Filtros UV 20 0,5 300
Eluente B: MeOH

Isocratico com 30 % B
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Nos ensaios de validacdo do método para analise dos compostos
antidepressivos realizados por LC-MS/MS, a fase mdvel consistiu numa mistura
de agua com 0,1 % de CH3COOH (A) e ACN (B) de acordo com o seguinte
gradiente: 0 min, isocratico com 1 % B, 0-8 min 1-100 % B, 8-15 min 100-1 % B.
O fluxo utilizado foi de 0,3 mL min e o volume de injecéo de 20 pL. A fonte ESI
operou com voltagem capilar de 3 kV, temperatura de 120 °C, temperatura de
dessolvatacdo de 350 °C, fluxo de gas de cone de 50 L h-! e fluxo de gas de
dessolvatagéo de 750 L h. Foi utilizado o modo de monitorizacédo de reacdes
multiplas (MRM) por forma a alcancar melhor seletividade e sensibilidade. Neste
sentido, solugdes estoque individuais de cada analito foram injetadas
diretamente no sistema LC-MS/MS no modo varrimento continuo, permitindo a
monitorizacado dos ides precursores numa gama de m/z compreendida entre 50
e 400 Da. Os espectros de massa foram obtidos no modo de ionizacéo positiva,
tendo sido selecionadas duas transicbes (quantificacdo e confirmacéo) para

cada composto, conforme apresentadas na tabela 3.2.

Tabela 3.2. Transi¢fes selecionadas para andlise de cada antidepressivo estudado por LC-
MS/MS no modo MRM.

fon Precursor — Precursor —

Composto
precursor Produto (m/z)? Produto (m/z)®
CIT [M+H]* 325,0 > 108,8 325,0 > 262,0
AMI [M+H]* 278,1>90,8 278,1 > 233,0
BUP [M+H]* 240,0 > 184,0 240,0 > 166,0
TRA [M+H]* 372,0>176,1 372,0> 1479

a: quantificacéo

b: confirmagao

3.7.2.2 GC-MS

Para alcancar as melhores condi¢des instrumentais, recorreu-se a injecao
de uma solugao mistura dos analitos no GC-MS operando no modo varrimento
continuo (full-scan). A partir dos dados obtidos, os compostos alvo foram
analisados individualmente para obter os parametros de retencdo e espetros de

massa correspondentes. De seguida foram selecionados o ido alvo (pico base)
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e os principais fragmentos, divididos em diversos grupos, com a finalidade de
alcancar o compromisso entre a seletividade e a sensibilidade para posterior
operacdo no modo SIM, conforme apresentados na tabela 3.3.

O gradiente de temperatura do forno para o estudo dos PAHs por GC-MS
foi: 60 °C (durante 1 min) incremento até os 300 °C a 15 °C min? e mantido
isotérmico durante 10 min, com tempo total de analise de 27,00 min. O volume
de injecao foi de 1 uL no modo splitless com temperatura isotérmica (280 °C) no
injetor.

Para o estudo dos OCPs, recorreu-se a injecdo PTV usando um liner
preenchido com la de vidro e arrefecido com ar comprimido, operando no modo
solvent vent. As condi¢Oes de operacédo foram as seguintes: tempo de vent: 0,40
min, fluxo: 50 mL mint e presséao: 0 psi, fluxo de purga: 60 mL min, tempo: 2
min. A temperatura do injetor foi programada desde os 55 °C (0,40 min) até aos
300 °C a 600 °C min?t (isotérmica até final da andlise). A programacdo da
temperatura do forno teve inicio aos 60 °C (durante 1 min), incremento até os
130 °C a 50 °C min* (durante 1 min), incremento até os 180 °C a 12 °C min,
seguido de incremento até os 240 °C a 7 °C min e, finalmente, até os 315 °C a
12 °C min? e mantida isotérmica durante 2 min, com tempo total de analise de
24,39 min.

A fase movel usada foi hélio com elevada pureza (99,999 %, GASIN,
Espanha) mantida no modo de presséo constante (pressdo média: 9,80 psi). As
temperaturas da linha de transferéncia, fonte de ionizacdo e quadrupolo foram
mantidas a 280, 230 e 150 °C, respetivamente, tendo sido selecionado um
solvent delay de 5,5 min.

Utilizou-se ionizacéo eletrénica (70 eV), operando na gama de massas
compreendida entre 35 e 550 Da no modo de varrimento continuo, com uma
corrente de ionizagao de 34,6 YA e um potencial multiplicador de 1200 V. Para
operar no modo de monitorizagdo de ides selecionados (SIM), diversos
fragmentos caracteristicos de cada analito foram monitorizados em janelas de
tempo definidas de acordo com o correspondente tempo de retencdo e

correspondente espectro de massa, usando um dwell time de 100 ms.
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Tabela 3.3. 16es alvo e fragmentos selecionados para analise dos PAHs e OCPs por GC-

MS(SIM).

PAHs

Naftaleno

1-Metilnaftaleno

2-Metilnaftaleno

Acenatftileno

Acenafteno

Fluoreno

Fenantreno

Antraceno

Fluoranteno

Pireno

Benzo[a]antraceno

Criseno

Benzo[a]fluoranteno

Benzo[k]fluoranteno

Benzol[a]pireno

Indeno[1,2,3-cd]pireno

Dibenzo[a,h]antraceno

Benzolg,h,i]perileno

a2 18es de quantificacéo (sublinhados) e iGes qualificadores (fragmentos).
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Grupo

1

lao (m/z)2
127, 128,
129
115, 141,
142
115, 141,
142
151, 152,
153
152, 153,
154
165, 166,
167
176, 178,
179
89, 178,
179
201, 202,
203
201, 202,
203
114, 228,
229
114, 228,
229
126, 252,
253
125, 252,
253
126, 252,
253
138, 276,
227
139, 278,
279
138, 276,
277

OCPs

a-BHC

y-BHC 1

B-BHC

Heptacloro

Aldrina 2

Heptacloro

epoxido

y-Clordano

a-Clordano

a-Endosulfao 3

4,4'-DDE

Dieldrina

Endrina

B-Endosulfao

4,4'-DDD

Endrina
aldeido

4,4-DDT

Metoxicloro

Grupo

&0 (m/z)?
111, 181,
219
109, 183,
219
111, 181,
219
100, 272,
274
66, 263,
265
81, 263,
353
237,272
373
237, 272,
373
195, 241,
265
176, 246,
318
79, 263,
277
243, 263,
281
159, 195,
237
165, 235,
237
67, 250,
345
165, 235,
237
152, 227,
212
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3.7.3 Preparacdo dos dispositivos analiticos para microextracao

3.7.3.1 BApE

A preparacao de todos os dispositivos analiticos utilizados neste trabalho
foi efetuada home-made [1,2]. Os dispositivos BAUE convencionais utilizados no
estudo dos antibioticos [3] possuiam comprimento de 7,5 mm e didmetro de 3
mm, sendo constituidos por um suporte cilindrico em PP revestido com o material
sorvente finamente dividido que foi fixado com adesivo adequado. A nova
geracao de dispositivos BAUE utilizada nos estudos dos antidepressivos e dos
filtros UV [4] foi preparada da mesma forma, embora o suporte fosse em nylon
flexivel com dimensdes de 7,5 mm de comprimento e 1 mm de diametro. Os
dispositivos foram sempre lavados com agua ultrapura para remocdo de

possiveis impurezas antes de serem utilizados.

3.7.3.2 HFE

As HFs usadas nos estudos dos PAHs e OCPs [5] foram preparadas a
partir do corte manual das membranas comerciais para obter dispositivos
analiticos com 10 mm de comprimento. As HFs foram lavadas com acetona e
agua ultrapura para remocao de impurezas. Para o preparo da microextracao,
as HFs foram imersas no solvente organico apropriado, sendo que cerca de 20
a 25 pL de solvente extrator ficava adsorvido nas paredes porosas das
membranas e entdo as fibras foram imediatamente inseridas nos vials de

amostragem.

3.7.4 Procedimento para a etapa de microextracao

Os ensaios de microextracao realizados durante as etapas de otimizacéo
e validacdo do método foram efetuados adicionando-se 25 mL de agua ultrapura
em frascos de vidro de amostragem e uma barra de agitacdo magnética

convencional. De seguida, o dispositivo analitico foi colocado na solu¢éo, sendo
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entdo a agua fortificada com determinado volume da solucédo padrdo com uma
concentracdo adequada para a obtencdo de uma concentracgéo final desejada.
O frasco foi rapidamente selado e a microextragdo promovida por meio da
agitacao da barra magnética durante um determinado periodo de tempo, a uma
dada velocidade, sob temperatura ambiente. Todos os ensaios foram efetuados
em triplicado. Foram igualmente realizados ensaios em branco, que
correspondem a todo o processo experimental descrito, mas usando &gua

ultrapura sem qualquer fortificac&o.

3.7.5 Procedimentos para a etapa de retroextracéo

Na etapa de retroextracdo, o dispositivo analitico foi removido do frasco
de amostragem e introduzido num vial contendo um insert e solvente organico
apropriado. De seguida, efetuaram-se dois tipos de procedimentos diferentes
para LD:

- Ensaios com antibioticos: a amostra foi submetida ao tratamento
ultrassonico por determinado tempo, de seguida o dispositivo analitico foi
removido do vial, que foi posteriormente selado e submetido a anélise
instrumental [3].

- Ensaios com antidepressivos, filtros UV, PAHs e OCPs: o vial foi
imediatamente selado, submetido a tratamento ultrassénico e levado para a

andlise instrumental [4,5].

3.7.6 Validagao das metodologias analiticas

O processo de validacdo das metodologias propostas foi realizado de
forma semelhante a descrita na secéo anterior. No entanto, durante a validacéo
foram efetuados ensaios com diferentes niveis de concentragdo sob condigbes
experimentais otimizadas para determinacao da sensibilidade, linearidade, gama
de trabalho e precisdo. Foram ainda realizados ensaios em branco usando agua
ultrapura sem qualquer fortificacdo. Todos 0s ensaios relativos a validagédo foram

efetuados em triplicado.
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3.7.7 Aplicagao a matrizes reais

Os ensaios em matrizes reais foram realizados sob condigOes
experimentais otimizadas e em triplicado. O método da adicdo de padrdo foi
sempre adotado para quantificar os analitos em estudo no sentido de suprimir
eventuais efeitos de matriz nas amostras reais.

Os ensaios envolvendo amostras de agua potavel, agua superficial, agua
estuarina, 4gua do mar e efluentes foram realizados conforme o procedimento
experimental descrito nas secdes anteriores, utilizando um volume de 25 mL sem
diluicdo. Para as amostras de fluidos biolégicos, utilizou-se 0,5 mL de plasma e
1,0 mL de urina, sendo o restante volume preenchido com &gua ultrapura. As
amostras so6lidas, nomeadamente solo (1,0 g), cha (1,0 g), tomate (0,1 g) e figado
de peixe (0,3 g), passaram por uma etapa prévia de extracdo com 4 mL de MeOH
sob tratamento ultrassénico durante 30 min. De seguida, o sobrenadante foi
filtrado e uma aliquota de 1,0 mL foi utilizada no procedimento de microextracao

sendo o restante volume preenchido com agua ultrapura.
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4.Determinacdo de antibiodticos (sulfonamidas e trimetoprim) em matrizes ambientais aquosas por
BAUE(PS-DVB)-uULD/HPLC-DAD

4.1 Consideragoes gerais

A presenca de PPCPs no meio ambiente € uma questdo emergente
devido ao uso intensivo e generalizado destes produtos por toda a populagao
[2]. As principais fontes de contaminagdes com PPCPs sado as aguas residuais
domeésticas, que podem conter metabolitos ou compostos parentes excretados
na urina e nas fezes. Diversos estudos ja demonstraram que muitos desses
compostos nao sio totalmente removidos apds o tratamento convencional nas
estacbes de tratamento de aguas residuais e os efluentes acabam por
contaminar as aguas superficiais e subterraneas [3].

O grande avango das técnicas analiticas observado nos ultimos anos
possibilitou a deteg¢ao e a quantificacdo dos PPCPs com concentragdes ao nivel
dos tragos, gerando preocupagdes devido as consequéncias para a saude
humana e da biota, causadas pela presenca dessas substancias no meio
ambiente.

Entre os PPCPs, os antibidticos constituem uma importante classe e, face
ao consumo excessivo principalmente nas ultimas décadas, bem como a
eliminagao de drogas néo utilizadas, estes compostos podem ser detetados em
diversas matrizes, como aguas superficiais [4], potavel [5] e residuais [6]. O
principal problema relacionado com os antibiéticos é o surgimento de bactérias
resistentes que podem interromper a eficacia dos tratamentos antimicrobianos,
causando sérios problemas de saude publica [7].

As sulfonamidas apresentam um elevado potencial de resisténcia a
degradagédo quando presentes no meio ambiente e s&o hidrofilicas o suficiente
para ocorrerem predominantemente no meio aquatico [8]. Historicamente, ja
foram muito utilizadas na medicina humana para tratamento de infegdes, embora
atualmente tém vindo a ser substituidas por outros antibidticos, sendo mais
usadas em medicina veterinaria. As sulfonamidas s&o normalmente
administradas juntamente com o trimetoprim para potencializar o seu efeito.

Devido aos baixos niveis em que sdo encontrados no meio ambiente,
cujas concentragdes variam de ng L' a yg L', e ao elevado grau de
complexidade das matrizes ambientais, a monitorizagdo destes antibioticos

requer o uso de metodologias analiticas adequadas, envolvendo um processo

55



4.Determinagao de antibidticos (sulfonamidas e trimetoprim) em matrizes ambientais aquosas por
BAUE(PS-DVB)-uULD/HPLC-DAD

by

de enriquecimento da amostra prévio a analise instrumental, normalmente
realizada por HPLC ou técnicas hifenadas (LC-MS ou LC-MS/MS).

Atualmente, as técnicas sortivas sdo as mais usadas, tendo sido aplicadas
com sucesso na monitorizagao vestigial de antibidticos em diversos tipos de
matrizes. Apesar de a SPE requerer grandes quantidades de amostra e volume
consideravel de solventes organicos, continua a ser usada com frequéncia [9—
12]. Por outro lado, a SPME [13] e a SBSE [14] também sao exemplos de
meétodos alternativos que podem ser utilizados e apresentam como vantagens o
fato de serem técnicas solventless e, como tal, ambientalmente mais favoraveis.
No entanto, no caso particular da SBSE, quando estdo em estudo analitos mais
polares (log Kow < 3,0), como é o caso das sulfonamidas, a SBSE(PDMS)
apresenta limitagdes no enriquecimento eficiente dos analitos.

Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo demonstrar a
abrangéncia da aplicacdo da técnica BANE como alternativa a outras técnicas
de enriquecimento de amostras para a analise de quatro antibidticos (sulfatiazol,
STZ; sulfametoxazol, SMX; sulfadimetoxina, SDM e trimetoprim, TMP) em
matrizes reais, cujas estruturas quimicas se encontram representadas na figura
4.1. Para o efeito, foram efetuados ensaios de otimizagdo que consistiram na
comparacgao de diversas fases sorventes, assim como a avaliagdo dos principais
parametros que afetam os processos de microextracdo e retroextragao,

validagao e aplicacéo a matrizes ambientais.

NH

f /\) OCH,

s
|
N
| |
NH, S=—0 F
|| NH, N OCH,
0

STZ TMP

SMX SDM

Figura 4.1.Estruturas quimicas dos quatro antibidticos estudados.
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4.2 Resultados e discussao

4.2.1 Otimizagao instrumental

No presente estudo, quatro antibiéticos (STZ, TMP, SMX e SDM; figura
4.1) foram selecionados como compostos modelo. Para se obter as melhores
condi¢gdes de operagao instrumental no sistema HPLC-DAD para os analitos, o
primeiro passo consistiu na inje¢do de padrdes individuais e misturas a fim de
determinar os tempos de retencgao, resolugao e espectros de absorcdo UV/vis.
De acordo com os resultados obtidos, o comprimento de onda selecionado foi de
260 nm, uma vez que corresponde ao maximo de absorg¢ao (Amax) dos compostos
alvo. Utilizando uma fase movel constituida por MeOH e H20 com 2,5 % de
CH3COOH e uma coluna convencional de fase reversa (25 °C), foi possivel obter
boa resposta para os quatro antibiéticos em estudo num tempo de corrida de 38
min.

A tabela 4.1 resume todos os dados obtidos na calibragcao instrumental do

método.

Tabela 4.1. Log Kow, pKa, tempos de retengdo (tr), LODs, LOQs, gama linear e coeficientes de
determinagao para os quatro antibiéticos obtidos por HPLC-DAD, sob condi¢des instrumentais
otimizadas.

tr LODs LOQs Gama linear

Antibiético log kow pka r?
(min)  (ugL”) (gL (bg L)
STZ 0,05 2,04;6,93 6.1 2,5 8,3 10,0 - 1000,0 0,9981
TMP 0,91 7,16 9,4 50 16,5 10,0 - 1000,0 10,9984
SMX 0,89 1,97;6,16 15,6 2,5 8,3 10,0 - 1000,0 0,9928
SDM 1,63 1,95;6,91 23,2 2,5 8,3 10,0 - 1000,0 0,9978

A sensibilidade instrumental foi determinada por intermédio dos LODs e
LOQs a partir da injecdo sucessiva de padrbes de calibragdo diluidos e
calculados com recurso a razdo S/N 3 e 10, respetivamente. Desta forma, foram
obtidos LODs de 2,5 uygL™" e 5,0 ug L™, bem como LOQs de 8,3 ugL™"' e 16,5
ug L' para as sulfonamidas e TMP, respetivamente. A calibragado instrumental
foi efetuada com recurso a injecao de padrdes de calibragdo contendo os quatro

antibidticos com concentragbes compreendidas entre 10,0 e 1000,0 ug L™, em

S7



4.Determinagao de antibidticos (sulfonamidas e trimetoprim) em matrizes ambientais aquosas por
BAUE(PS-DVB)-uULD/HPLC-DAD

onze niveis. Nesta gama, foi obtida boa linearidade para todos os compostos,
com coeficientes de determinagdo (r?) superiores a 0,9928 (SMX). A injegao

somente de solvente evidenciou a auséncia de efeitos de memoria.

4.2.2 Otimizagao do método analitico

Durante a implementacao de qualquer metodologia analitica, € necessaria
a otimizagcdo de diversos parametros que podem afetar a eficiéncia de
recuperacao dos analitos em estudo, a fim de se alcangar o maximo
desempenho possivel. Desta forma, foram realizados ensaios sistematicos em
agua ultrapura fortificada (0,8 ug L") contendo os quatro antibiéticos, com o
objetivo de otimizar os pardmetros experimentais que poderiam influenciar de
modo decisivo a eficiéncia da BAUE, nomeadamente a selecdo do material
sorvente, tempo de extracdo e velocidade de agitacdo, pH, forga idnica e
polaridade da matriz, assim como o tipo e solvente e tempo de LD, de acordo

com trabalhos anteriores [15-17].

4.2.2.1 Selegao da fase sorvente

Foram testados diferentes materiais sorventes para revestimento dos
dispositivos BAPE a fim de se obter maxima eficiéncia na microextracédo dos
quatro antibidticos em estudo. Assim, foram realizados ensaios preliminares com
trés ACs (R, CN1 e CA1) e dois Ps (SX e PS-DVB) sob condigdes experimentais
padrao; microextragao: 3 h (1000 rpm), pH 5,5; retroextragdo: MeOH (100 pL),
15 min sob tratamento ultrassonico.

A figura 4.2 mostra as recuperagbes médias obtidas para os materiais
testados, na qual o PS-DVB apresentou melhor seletividade para todos os
analitos, sobretudo em relacdo aos ACs. Entre as fases estudadas, os ACs séo
materiais porosos que retém os solutos por meio de interacdes eletrostaticas
e/ou dispersivas, bem como por propriedades estruturais como area superficial

e dimenséao dos poros.
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Figura 4.2. Efeito da variagdo da fase sorvente para a microextragdo dos quatro antibidticos
estudados. Condig¢des: microextragdo, 3 h (1000 rpm), pH 5,5; retroextragdo, MeOH (100 L), 15
min sob ultrassons.

Além disso, as interagcbes quimicas entre os analitos e os ACs sao
fortemente influenciadas pelo pH do meio. Quando o pH da matriz é igual ao
pHpzc, a superficie do AC tera carga neutra devido a ocorréncia do mesmo
numero de cargas positivas e negativas. Se o pH for inferior ao pHpzc, ocorrera
formagdo de cargas positivas e, se o valor for maior, cargas negativas serao
geradas. Deste modo, a pH 5,5 os antibioticos estdo maioritariamente na forma
neutra, enquanto os ACs (R e CN1) estao carregados positivamente e o CA1,
negativamente. Neste sentido, ndo ocorrem fendmenos de atracdo nem de
repulsdo, ndo sendo favorecida a microextragdo. Apesar disso, a figura 4.2
mostra que mesmo assim ainda ocorreram processos de adsorcdo entre os
antibiodticos e os ACs, que podem ser atribuidos a elevada area superficial dos
materiais envolvidos (> 930 g m~2). Por outro lado, os Ps s3o do tipo fase reversa,
retendo os analitos principalmente de acordo com o tamanho de particula, area
superficial e mecanismos envolvidos. A partir dos resultados obtidos, verificou-
se que os Ps sdao mais seletivos que os ACs principalmente devido a presenca
de anéis aromaticos tanto na estrutura polimérica quanto nas moléculas dos
antibiéticos envolvidos, favorecendo as interagdes 11-11 €/ou dipolo-dipolo. O PS-
DVB apresentou os melhores resultados provavelmente devido a sua maior area

superficial 1200 g m™2) e auséncia de cargas na estrutura, quando comparado
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ao SX. Neste sentido, o PS-DVB foi a fase sorvente selecionada e usada para
0s ensaios seguintes de desenvolvimento, otimizagéo, validagéo e aplicagédo do

método a matrizes reais.

4.2.2.2 Etapa de retroextragao

Apos a escolha da fase sorvente mais adequada, prosseguiu-se com a
otimizagdo dos parametros que podem afetar a eficiéncia do processo de
retroextragcdo. Esta € uma etapa decisiva, uma vez o solvente selecionado
necessitar ter forga suficiente para dessorver completamente os analitos retidos
na fase sorvente sob determinado tempo de tratamento ultrassénico. Neste
sentido, avaliou-se a eficiéncia dos solventes MeOH, ACN e mistura de
MeOH/ACN (1:1, v:v). A figura 4.3 mostra as recupera¢cdes meédias obtidas para
cada solvente testado, na qual se observa que a mistura apresentou os melhores

resultados, sendo portanto escolhida para estudos posteriores.

100
[ TmeoH I ACN I MeOH/ACN
80

60

40 4

Recuperagao (%)

20

STZ TMP SMX SDM

Figura 4.3. Efeito da variagdo do solvente organico na retroextracdo dos quatro antibiéticos
estudados. Condi¢des: microextracdo, 3 h (1000 rpm), pH 5,5; retroextracdo, 15 min sob
ultrassons.

O tempo de retroextragao foi igualmente estudado, tendo-se variado o

tempo de tratamento ultrassoénico (15, 30, 60 e 90 min) e concluido que 15 min
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eram suficientes para a dessorcdo dos analitos do PS-DVB, conforme é

apresentado na figura 4.4.

1007 [ 115 min 130 min 2 60 min [ 20 min

80 %
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20+

STZ TMP SMX SDM

Figura 4.4. Efeito da variagao do tempo de tratamento ultrassonico na retroextragdo dos quatro
antibidticos estudados. Condigbes: microextragdo, 3 h (1000 rpm), pH 5,5; retroextracao,
MeOH/ACN (100 pL, 1:1).

4.2.2.3 Etapa de microextragao

O processo de microextracao € baseado no equilibrio dos analitos entre a
amostra aquosa e a fase sorvente e, de acordo com estudos anteriores [15,18],
o tempo de extracdo e a velocidade de agitagdo sdo parametros determinantes
na eficiéncia do processo. O tempo de extragdo apresenta grande efeito na
cinética, uma vez que limita a distribuicdo dos compostos com interesse entre as
fases, enquanto a velocidade de agitagao influencia na transferéncia de massa
ou difusao dos analitos até a fase sorvente. Desta forma, tempos de equilibro
entre 1 e 16 h foram avaliados para os quatro antibidticos e, de acordo com os
resultados obtidos (figura 4.5a), as melhores recuperag¢des ocorreram para 16 h
de microextracdo. Apesar da cinética ser lenta, esta técnica pode operar durante
a noite sem a necessidade de manipulagéo extra ou a presencga do analista.

De seguida, a velocidade de agitagao foi estudada entre 750 e 1250 rpm,

tendo-se observado que sob rotagbes mais baixas (750 rpm), melhores
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recuperacgoes foram obtidas, uma vez o dispositivo analitico apresentar maior

estabilidade, conforme apresentado na figura 4.5b.

100 -
[ J1h [ 3h 16N
80

60 -

40 -

Recuperagéo (%)

20 4

TMP SMX SDM

1007 I 750 rpm I 1000 rpm 11250 rpm

Recuperacéo (%)

STZ TMP SMX SDM

Figura 4.5. Efeito da variacdo do tempo de equilibrio (a) e da velocidade de agitagdo para a
microextragdo dos quatro antibidticos estudados. Condigdes: microextragdo, pH 5,5;
retroextracdo, ACN/MeOH (100 uL1:1), 15 min sob ultrassons.

As caracteristicas da matriz apresentam enorme influéncia na
termodinamica do processo de microextracdo e parametros como o pH, a

polaridade e a forca idnica foram cuidadosamente estudados [19-23]. O pH da
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matriz exerce grande influéncia na microextracdo, uma vez determinar o estado
de dissociagdo dos analitos, assim como a afinidade dos mesmos para os
materiais sorventes. Desta forma, diversos valores de pH (2,0, 4,0, 5,5, 8,0 e
10,0) foram avaliados, tendo as recuperagdes mais elevadas sido observadas
para pH 5,5, conforme é observado no grafico da figura 4.6. Este resultado era
esperado, uma vez os antibiéticos em estudo adquirem carga positiva em
condi¢des acidicas devido a protonacéo do azoto. Por outro lado, sob condi¢des
basicas, ocorre a respetiva desprotonacido, de acordo com os valores de pKa e
a geometria das moleculas (figura 4.1). Assim sendo, valores de pH acidos ou
basicos ocasionam a formagao de espécies ionizadas, mais solUveis em agua,
comprometendo o processo de microextragdo, que € geralmente favorecido

quando as moléculas se encontram na sua forma neutra.
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Figura 4.6. Efeito da variagdo do pH da matriz na microextragdo dos quatro antibiéticos
estudados. Condigbes: microextragédo, 16 h (750 rpm); retroextragdo, ACN/MeOH (100 L, 1:1),
15 min sob ultrassons.

A forga idnica da matriz foi igualmente estudada, por intermédio da adigao
de um eletrdlito (i.e. NaCl), o qual normalmente reduz a solubilidade dos
compostos organicos no meio, em particular para o caso dos analitos mais

polares a semi-polares, forcando-os a migrar para a fase sorvente (salting-out
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effect). No entanto, os ensaios realizados com adi¢cédo de 5, 10 e 15 % (m:v) de
NaCl ndo demostraram vantagens para a eficiéncia do processo de
microextragao das sulfonamidas, como observado na figura 4.7. Para o TMP, o
aumento do conteudo de sal até 15% resultou num pequeno incremento (= 5%)

na recuperagéo, mas que neste contexto pode ser considerado neglicenciavel.
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Figura 4.7. Efeito da variagdo da forga idnica da matriz para a microextragdo dos quatro
antibidticos estudados. Condi¢des: microextragdo, 16 h (750 rpm) pH 5,5; retroextracao,
ACN/MeOH (100 pL, 1:1), 15 min sob ultrassons.

O ultimo parametro analisado foi o efeito da polaridade da matriz. A adigao
de um modificador orgénico a amostra aquosa tende a tornar os compostos
organicos mais soluveis no meio, podendo facilitar o processo de microextragéo
pela reducdo do wall-effect. Este fendmeno baseia-se na adsorgdo dos
compostos com caracteristicas mais hidrofébicas nas paredes de vidro dos
frascos de amostragem, o que pode reduzir a eficiéncia do processo de
microextracdo neste sentido, foram testadas concentragbes de MeOH de 5, 10
e 15 % (v:v). De acordo com os resultados obtidos e apresentados na figura 4.8,
com a adicdo de MeOH houve reducao da eficiéncia de extracdo do método,

sendo entao descartado o uso deste modificador nos ensaios subsequentes.

64



4.Determinacdo de antibiodticos (sulfonamidas e trimetoprim) em matrizes ambientais aquosas por
BAUE(PS-DVB)-uULD/HPLC-DAD

100
I oo I 5% [ 110% [ 115% MeOH
80 |

60 ™

40

Recuperagao (%)

20+

STZ TMP SMX SDM

Figura 4.8. Efeito da variagdo da polaridade da matriz para a microextragdo dos quatro
antibioticos estudados. Condigbes: microextragdo, 16 h (750 rpm) pH 5,5; retroextragéo,
ACN/MeOH (100 pL, 1:1), 15 min sob ultrassons.

4.2.3 Validagao do método analitico

Apds o estudo dos principais parametros que podem influenciar os
processos de microextracdo e retroextracdo dos antibidéticos em estudo por
BAUE(PS-DVB)-uLD/HPLC-DAD, seguiu-se com a validacdo da metodologia
proposta, usando as seguintes condigdes experimentais otimizadas,
microextracao: PS-DVB, 16 h (750 rpm), pH 5,5; retroextracdo: mix MeOH/ACN
(100 pL), 15 min sob tratamento ultrasénico. A partir dos ensaios realizados em
25 mL de agua ultrapura fortificada (8,0 ug L") nas condigbes experimentais
otimizadas, obtiveram-se recuperacdes meédias compreendidas entre 63,8 +
1,5% (TMP) e 84,2 + 1,9% (SDM). A sensibilidade do método foi avaliada pela
determinagdo dos LODs e LOQs, que variaram entre 0,08 ug L™" e 0,26 ug L™
para as sulfonamidas, e 0,16 ug L™ e 0,53 ug L™' para o TMP. Na calibragdo do
método, excelentes linearidades foram alcancadas, com coeficientes de
determinacao (r?) superiores a 0,9958 (SMX). A tabela 4.2 resume todos os
dados obtidos da validacdo do método, relativamente a calibracéo, sensibilidade

e eficiéncia, sob condi¢des experimentais otimizadas.
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Tabela 4.2. Recuperagdes médias, LODs, LOQs, gama linear e coeficientes de determinagao
para os quatro antibiéticos obtidos por BAUE(PS-DVB)-uLD/HPLC-DAD na validagdo do método
analitico, sob condi¢des experimentais otimizadas.

Recuperagéo LODs LOQs Gama linear
Antibioticos . ; )
(% = RSD) (MgL")  (ugL™) (Mg L)
STz 70,8129 0,08 0,26 0,26 - 8,0 0,9966
TMP 63,8+1,5 0,16 0,53 0,53-8,0 0,9965
SMX 81,2+2,5 0,08 0,26 0,26 - 8,0 0,9958
SDM 84,2+1,9 0,08 0,26 0,26 - 8,0 0,9977

A metodologia proposta foi igualmente avaliada em relacdo a
repetibilidade, por meio de ensaios no mesmo dia (cinco replicados) e em dias
diferentes (trés replicados em trés dias consecutivos), tendo sido obtidos desvios

padrao relativos inferiores a 15 %.

4.2.4 Comparagao com outras técnicas de microextragao

O desempenho analitico da metodologia proposta foi comparada com
outras técnicas de microextracdo bem estabelecidas, nomeadamente SPME,
dSPE e SBSE. A tabela 4.3 apresenta os valores de LODs e recuperagoes
médias obtidos por BAUE(PS-DVB)-uLD/HPLC-DAD e demais abordagens
presentes na literatura para analise dos quatro antiobiéticos em estudo.

A presente metodologia demonstrou melhor sensibilidade e eficiéncia de
extracdo que as outras abordagens indicadas, mesmo quando comparada a
SPME combinada com um sistema instrumental hifenado (LC-MS/MS) [13].
Desta forma, o notavel desempenho analitico somado as vantagens
apresentadas pela BAUE, nomeadamente facil preparacido dos dispositivos
analiticos, simplicidade de operacdo, baixo custo, uso de volumes
negligenciaveis de solvente organico e robustez do método fazem desta técnica
uma excelente alternativa para a analise vestigial de sulfonamidas e TMP em

matrizes aquosas.
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Tabela 4.3. Comparacao dos LODs e recuperagbes médias obtidas neste trabalho com outras
técnicas de microextragdo presentes na literatura para a determinagao dos quatro antibiéticos
estudados.

Técnica de Sistema LoQ Recuperagao
Antibiético Referéncia
microextragdao instrumental (ug L) (%)
SPME LC-MS/MS 14,0 59,2+15,8 [13]
SMX dSPE UHPLC-DAD 23,0 59-86 [24]
SBSE HPLC-DAD 0,66 72,7-86,7 [14]
BAUE HPLC-DAD 0,26 81,2+2,5 Este trabalho
SPME LC-MS/MS 26,3 29,0+18,1 [13]
STZ dSPE UHPLC-DAD 14,9 46-83 [24]
SBSE HPLC-DAD 0,57 60,3-69,9 [14]
BAUE HPLC-DAD 0,26 70,8+2,9 Este trabalho
SPME LC-MS/MS 12,4 74,2+17,6 [13]
SDM dSPE UHPLC-DAD 18,6 28-100 [24]
BAUE HPLC-DAD 0,26 84,2+1,9 Este trabalho
SBSE HPLC-DAD 1,6 49,7-53,9 [25]
TPu BAUE HPLC-DAD 0,53 63,8+1,5 Este trabalho

4.2.5 Aplicacao a matrizes reais

A aplicagao da metodologia proposta a matrizes reais € um passo decisivo
para demonstrar a sua capacidade analitica, uma vez as amostras reais
geralmente apresentarem elevada complexidade. Neste contexto, aplicou-se a
BAUE(PS-DVB)-uLD/HPLC-DAD para monitorizar os quatro antibioticos em
estudo em amostras de agua potavel, estuarina e residual. Para fins de
quantificacdo e minimizacdo do efeito matriz utilizou-se o SAM, por meio da
fortificacdo das amostras reais com solugcdes padrdo dos analitos para obter
concentragbes finais compreendias entre 0,8 e 8,0 yg L™'. Foram ainda
realizados ensaios em branco sem a adicdo dos padroes. De modo geral, foi
alcancada boa linearidade nas amostras, com coeficientes de determinagéo
superiores a 0,9869. Nao foi detetado (< LOD) nenhum dos antibiéticos nas
amostras estudadas, como era esperado, em particular para a agua potavel. A
figura 4.9 exemplifica cromatogramas obtidos de ensaios realizados com
amostras de agua potavel (a) e estuarina (b), sob condigbes experimentais

otimizadas, nos quais boa seletividade e sensibilidade s&o observadas.
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Figura 4.9. Cromatogramas obtidos por BAUE(PS-DVB)-uLD/HPLC-DAD na analise dos quatro
antibidticos em amostras de agua potavel (a) e superficial (b) fortificadas (8,0 ug L), sob
condi¢cbes experimentais otimizadas.

4.3 Conclusoes

A metodologia proposta, BAUE(PS-DVB)-uLD/HPLC-DAD foi otimizada e
validada para a monitorizagao de quatro antibiéticos em matrizes aquosas reais.
Sob condigdes experimentais otimizadas, o presente método apresentou
excelente desempenho analitico, com boa eficiéncia na extracdo dos compostos
alvo, precisao adequada, limites de detegéo ao nivel dos tragos e uma boa gama
linear dinamica. A aplicagdo do método a matrizes reais, nomeadamente agua

potavel, estuarina e residual, demonstrou comportamento analitico satisfatorio
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com boa resposta em todas as amostras estudadas. Além disso, a facil

preparacdo dos dispositivos BAUE com a possibilidade de escolher a fase

sorvente mais adequada consoante aos analitos em estudo, a simplicidade de

operagao, o baixo custo da andlise e o uso de volumes negligenciaveis de

solventes organicos fazem desta técnica uma aborgagem promissora para a

analise vestigial de compostos prioritarios em matrizes reais.
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5.1 Consideracdes gerais

As técnicas de microextracdo baseadas em sorcao tém evidenciado, nas
dltimas trés décadas, notavel desenvolvimento tendo provado serem uma
abordagem muito efetiva para a analise de tracos em diversos tipos de matrizes
como etapa de enriguecimento prévio para aplicacdo de técnicas
cromatograficas e hifenadas [2]. Neste contexto, a BAUE enquadra-se como
alternativa promissora, fundamentalmente para a determinacdo de compostos
com caracteristicas mais polares, tendo demonstrado excelente desempenho
analitico em diversos tipos de aplicacdes [3—6]

Apesar de todas as vantagens apresentadas pela BAUE, nomeadamente
boa relagédo custo-beneficio, facil aplicacao, possibilidade de selecionar a fase
sorvente mais adequada para cada aplicacao particular e robustez [7], existem
ainda diversas limitacdes que devem ser aperfeicoadas. Recentemente, alguns
avancos foram introduzidos, incluindo a miniaturizagéo do dispositivo, o qual foi
reduzido para a metade do seu tamanho original, eliminando o passo de
evaporacao e troca de solventes e diminuindo o volume de solvente organico
necessario para a etapa de retroextracdo (de 1,5 mL para apenas 100 uL) [8,9].

No ciclo analitico da BAUE, apds a etapa de microextracao, o dispositivo
€ removido do vial de amostragem, transferido para um vial contendo um insert
com o solvente organico adequado e, de seguida o conjunto é levado ao banho
ultrassonico por determinado tempo. Posteriormente, retira-se o dispositivo do
solvente, sela-se o vial e finalmente o extrato pode ser submetido a andlise
instrumental. Desta forma, a etapa de dessor¢cdo dos analitos continua a ser
limitativa do ponto de vista pratico, uma vez requerer diversos passos de
manipulagdo da amostra, sendo dificil a interface com os sistemas instrumentais.

Neste sentido, no presente trabalho é introduzido um ciclo analitico
inovador para a analise por BAUE, com menor manipulacdo da amostra e
vantagens efetivas. Para isso, um novo dispositivo analitico foi desenvolvido,
menor e mais flexivel, que permite a realizagdo da etapa de retroextracdo num
Unico passo. Com esta abordagem mais simplificada, a nova geracdo de
dispositivos BAUE pode ser facilmente combinada com o uso de amostradores
automaticos de sistemas instrumentais convencionais, favorecendo a respetiva

aplicacdo em analise de rotina.
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Para demonstrar o desempenho analitico dos avancgos propostos, quatro
farmacos antidepressivos (bupropiona, BUP; trazodona, TRA; citalopram, CIT e
amitriptilina, AMI) foram selecionados como compostos modelo, cujas estruturas
guimicas estéo representadas na figura 5.1. Os antidepressivos constituem um
importante grupo de medicamentos utilizados no tratamento de pacientes
psiquiatricos que sofrem de depressao clinica. Em Portugal, o nivel de consumo
desses farmacos é considerado muito elevado, sendo o segundo pais que mais
utiliza compostos antidepressivos na Europa [10]. A monitorizacdo desses
agentes em fluidos biologicos é fundamental para garantir a qualidade em
preparados farmacéuticos a fim de se obter concentracbes 6timas para doses
terapéuticas, minimizando o risco de superdosagem e efeitos adversos [11].

Durante o desenvolvimento da metodologia proposta, diversos ensaios de
otimizacao foram efetuados e avaliados, incluindo a comparacéo entre diferentes
fases sorventes, assim como a influéncia de parametros experimentais nas
etapas de microextracdo e retroextracdo. A validacdo e a aplicacdo da
metodologia proposta para a determinacdo vestigial de antidepressivos em
fluidos biolégicos é igualmente discutida e, finalmente, sdo apresentadas

comparac¢des com outros métodos disponiveis na literatura.
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Figura 5.1. Estruturas quimicas dos quatro antidepressivos estudados.
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5.2 Resultados e discussao

5.2.1 Otimizacao instrumental

No presente estudo, quatro farmacos antidepressivos foram selecionados
como compostos alvo. Com a finalidade de se obter as melhores condigbes
instrumentais no sistema HPLC-DAD, comecou por se injetar padrdes individuais
no sentido de determinar os tempos de retencdo e os espectros de absorcéo
UV/vis, tendo-se posteriormente injetado misturas de padrbes dos
antidepressivos em estudo para verificacdo da resolucdo cromatogréafica. De
acordo com os resultados obtidos, selecionou-se o comprimento de onda de 254
nm, uma vez corresponder ao maximo de absorcdo (Amax) para 0S quatro
farmacos. A fase movel constituida por ACN e H20 com 2,5 % de CH3COOH,
para separacdo cromatografica com recurso a gradiente, numa coluna
convencional de fase reversa (25 °C), permitiu a obtencdo de resposta
instrumental adequada com boa resolucdo para os antidepressivos em estudo,
num tempo de 28 min.

A sensibilidade instrumental foi avaliada em termos dos LODs e LOQs
pela injecdo sucessiva de padrdes de calibracéo diluidos, atendendo a razao S/N
3 e 10, respetivamente. Neste sentido, foram obtidos valores compreendidos 15
a 30 uyg L't e 50 a 100 ug L para os LODs e LOQs dos quatro analitos em
estudo, respetivamente. De seguida, a calibracao instrumental foi efetuada com
recurso a injecado de solugdes padrao contendo a mistura composta pelos quatro
antidepressivos, abrangendo concentragées desde 100 a 5000 pg L1, num total
de dez niveis. Na gama estudada, foram obtidas boas linearidades, com
coeficientes de determinacao superiores a 0,9969 (CIT).

Embora a HPLC-DAD seja uma técnica adequada para a andlise
proposta, recorreu-se igualmente a um sistema LC-MS/MS, operando no modo
MRM, por forma a alcancar melhor seletividade e sensibilidade. Neste sentido,
solucbes estoque individuais de cada analito foram injetadas diretamente no
sistema LC-MS/MS no modo varrimento continuo, permitindo a monitorizacao
dos ibes precursores numa gama de m/z compreendida entre 50 e 400 Da. Os
espectros de massa foram obtidos no modo de ionizacdo positiva, uma vez os

compostos de interesse possuirem atomos de azoto na estrutura quimica
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suscetiveis de sofrer protonacdo. Foram selecionadas duas transicfes
(quantificacdo e confirmacdo) para cada composto com base em dados
presentes na literatura. A tabela 5.1 resume o0s parametros instrumentais
otimizados para a quantificacdo dos quatro farmacos antidepressivos por LC-
MS/MS. A calibragdo instrumental foi efetuada com recurso a injecdo de
solugbes padrao contendo a mistura dos quatro analitos numa gama de
concentragGes compreendidas entre 10 e 1000 yg L*?, utilizando sete niveis.
Foram obtidos bons resultados, com coeficientes de determinacao superiores a
0,9962 (BUP), LODs de 3 ug Lt e LOQs de 10 ug L.

Tabela 5.1. Parametros otimizados para quantificacdo dos quatro antidepressivos por LC-MS/MS
no modo MRM.
Voltagem  Energiade

fon Precursor — Precursor — _
Composto tr de cone coliséo
precursor  Produto (m/z)*  Produto (m/z)°

V) (eV)
CIT 5,93 [M+H]* 325,0 > 108,8 325,0 > 262,0 25 20
AMI 6,21 [M+H]* 278,1>90,8 278,1 > 233,0 35 20
BUP 5,32 [M+H]* 240,0 > 184,0 240,0 > 166,0 25 15
TRA 5,70 [M+H]* 372,0>176,1 372,0 > 147,9 30 25

a: quantificacé@o

b: confirmagao

5.2.2 Implementacdo de um novo ciclo analitico

A execugdo de uma analise por BAUE envolve sempre duas etapas
principais, a microextracao seguida da retroextracédo, sendo que a segunda € a
etapa mais limitativa, uma vez requerer diversos passos de manipulagcédo até a
analise instrumental. Neste contexto, no presente estudo realizou-se a
simplificagdo do procedimento experimental da BAuPE por intermédio da
introducdo de um ciclo analitico inovador composto por uma etapa de
microextracao efetiva seguida da retroextracao realizada num Unico passo. Para
isso, 0s novos dispositivos BAUE, apresentados na figura 5.2, foram preparados
tendo como suporte um material de nylon com menor diametro e mais flexivel
que os tubos de PP utilizados nos dispositivos originais. A fixagdo das fases

sorventes foi, no entanto, realizada da mesma forma. Os novos dispositivos
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foram concebidos com a finalidade de aumentar a razao entre a fase sorvente e
0 solvente organico na retroextracdo sem comprometer a eficiéncia na etapa de
microextracao. Além disso, devido ao uso de materiais simples e de baixo custo
para a preparacdo, os dispositivos sdo descartaveis, sendo utilizados apenas

uma vez por analise.

Fase sorvente
Suporte de nylon

S, 1.0 mm

[ —

7.5 mm

Figura 5.2. Novo dispositivo BAJUE.

Desta forma, no novo ciclo analitico proposto, apds a microextracdo, o
dispositivo analitico € removido do vial de amostragem, transferido para um vial
contendo um insert e 100 yuL do solvente organico adequado, sendo depois
selado. Apdés o tratamento ultrassonico, o vial contendo o extrato e o dispositivo
BAUE pode ser imediatamente submetido a analise instrumental. Devido as
pequenas dimensbOes e flexibilidade dos novos dispositivos, a etapa da
retroextracdo pode ser efetuada num Unico passo, sem a necessidade de
remocao do dispositivo, havendo espaco suficiente para a operacgéo de injecao
instrumental. Neste sentido, a BAUE pode ser combinada com amostradores
automaticos de sistemas cromatograficos convencionais presentes normalmente
em laboratérios de quimica analitica, podendo ser facilmente utilizada em rotina.

A figura 5.3 mostra o esquema resumido do procedimento experimental
proposto para o novo ciclo analitico por BAuUE, no qual se observa uma

abordagem simples e vantajosa do ponto de vista de manipulacéo.
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Tecnologia de amostragem por flutuagdo

MICROEXTRACAQ . RETROEXTRAGCAQ

/“\

/ @ﬁ@”@ A[};@E g Apenas um passo na LD
, AN
Um dispositivo por amostra

ANALISE POR LC

Conveniente para andlise de rotina

’i'* A

Figura 5.3. Procedimento experimental proposto no novo ciclo BAUE.

5.2.3 Otimizacdo do método analitico

5.2.3.1 Selecao da fase sorvente

Foram realizados ensaios com os novos dispositivos BAUE revestidos
com diferentes fases sorventes a fim de se obter maxima seletividade no
processo de microextragao dos quatro antidepressivos em estudo. Deste modo,
foram testados cinco Ps (MCX, WCX, PS-DVB, HLB e SX) sob condi¢des
experimentais padrdo; microextracdo: 16 h (1000 rpm), pH 5,5; retroextracéo:
MeOH (100 pL), 30 min sob tratamento ultrassonico.

A figura 5.4 mostra os resultados obtidos, na qual as melhores
recuperacdes foram alcancadas com a fase SX. Este sorvente é um P a base de
N-vinilpirrolidona e retém os analitos de acordo com o tamanho de particula, area
superficial e principalmente mecanismos envolvidos, como interacbes -,

dipolo-dipolo e/ou ligacBes hidrogénio. Neste sentido, a presenca de anéis
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aromaticos na rede polimérica, assim como na estrutura quimica dos analitos,

sugere ser responsavel pela forte interacédo observada.

[ Imcx[CJwex [ ove I HLB I sX

100 +

80

60

40 4

Recuperagao (%)

20

I

BUP TRA CIT AMI

Figura 5.4. Efeito da variacdo da fase sorvente para a microextragdo dos quatro antidepressivos
estudados. Condi¢cdes experimentais: microextracdo, 16 h (1000 rpm) pH 5,5; retroextracao,
MeOH (100 pL), 30 min sob ultrassons.

Estes mecanismos podem justificar as elevadas eficiéncias de extracédo
alcancadas para todos os antidepressivos, a excecdo do BUP que apresentou
menor recuperagcdo média (= 60 %), uma vez esta molécula possuir apenas um
anel aromatico, resultando eventualmente em interac6es T-11 mais fracas. A
utilizacdo de uma menor quantidade de sorvente (= 0,5 mg) relativamente aos
dispositivos BAUE originais (= 5 mg) parece nao afetar a eficiéncia do processo
de microextragdo, uma vez estes materiais possuirem elevada capacidade
sortiva (=100-500 pg mg™). Neste sentido, a fase extratora disponivel é
suficiente para extragdo dos analitos presentes nas amostras ao nivel dos tragos.

Deste modo, entre todas os sorventes, a fase SX foi selecionada para ser
usada como revestimento da BAPE nos estudos posteriores. A figura 5.5
exemplifica um cromatograma obtido de um ensaio realizado por BAUE(SX)-
uLD/HPLC-DAD numa amostra aquosa fortificada (20 pug L), na qual se observa
excelente desempenho analitico, com boa seletividade e sensibilidade.
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Figura 5.5. Cromatograma obtido por BAUE(SX)-uLD/HPLC-DAD na analise dos quatro
antidepressivos numa amostra aquosa fortificada (20 pg L?). CondicSes experimentais:
microextracdo, 16 h (1000 rpm), pH 5,5; retroextragdo, MeOH (100 pL), 30 min sob ultrassons.

5.2.3.2 Etapa de retroextracao

Na etapa de retroextracdo do novo ciclo analitico proposto, apos a
microextracdo, o dispositivo BAUE é removido do vial de amostragem e
transferido para um vial contendo um insert e 100 yL do solvente organico
adequado. O conjunto é selado, submetido a tratamento ultrassénico por
determinado tempo, ficando o extrato disponivel para analise instrumental. Desta
forma, para que o melhor desempenho fosse alcancado nesta etapa, alguns
parametros foram otimizados, nomeadamente o solvente organico capaz de
dessorver na totalidade os analitos da fase sorvente, assim como o tempo de
ultrassons. Os solventes ACN, MeOH e uma mistura de ambos (Mix, 1:1, v:v)
foram avaliados e, uma vez que nao foram observadas diferencas expressivas
entre eles (figura 5.6a), foi selecionado MeOH para os ensaios seguintes. De
seguida, o tempo de ultrassons foi avaliado entre 15 e 60 min e, de acordo com
os resultados obtidos (figura 5.6b), 30 min foram suficientes para a dessorcéo

dos quatro agentes antidepressivos da fase SX.
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A retroextracéo realizada num anico passo na LD demonstrou ser uma
abordagem muito simples e amiga do usuario do ponto de vista préatico. Devido
ao reduzido tamanho e flexibilidade do novo dispositivo analitico, a operacéo de
injecdo decorreu sem riscos de dano na agulha do amostrador automatico ou
gualquer outro tipo de problema técnico, sendo portanto totalmente compativel

com sistemas convencionais de LC.
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Figura 5.6. Efeito da variacdo do solvente (a) e do tempo de tratamento ultrassénico (b) na
retroextracéo dos quantro antidepressivos estudados. Condi¢c8es experimentais: microextracao,
3 h (1000 rpm), pH 5,5.
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5.2.3.3 Etapa de microextragao

Os novos dispositivos BAUE, a exemplo dos originais, operam sob a
inovadora tecnologia de amostragem por flutuacdo. Neste sentido, diversos
parametros que podem influenciar a cinética do processo, nomeadamente o
tempo de extracdo e a velocidade de agitacdo, devem ser avaliados, uma vez
afetarem a distribuicdo dos analitos entre a matriz e a fase sorvente. Neste
contexto, tempos de equilibrio variando entre 1 e 16 h foram estudados para a
microextracdo dos quatro farmacos antidepressivos. De acordo com o0s
resultados apresentados na figura 5.7, observa-se uma cinética de equilibrio
lenta que requer um periodo de 16 h para alcangcar uma maior eficiéncia de
extracdo. Assim, o tempo de 16 h foi selecionado para estudos posteriores, ndo
sendo um fator limitativo uma vez esta técnica poder operar durante a noite sem
necessidades adicionais.

O efeito da velocidade de agitacao foi avaliado por intermédio de ensaios
efetuados a 750, 1000 e 1250 rpm e, de acordo com os dados obtidos (A.ll.1), o
dispositivo analitico operou com maior estabilidade sob rotacfes mais baixas,
refletindo em maiores valores de recuperacdo. Deste modo optou-se por

continuar os estudos de otimiza¢cdo do método com ensaios a 750 rpm.
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Figura 5.7. Efeito da variagdo do tempo de equilibrio na microextracéo dos quatro antidepressivos
estudados. Condicdes experimentais: microextragdo, 1000 rpm, pH 5,5; retroextragdo, MeOH
(100 pL), 30 min sob ultrassons.
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O passo seguinte foi investigar a influéncia das caracteristicas da matriz,
nomeadamente pH, forca i6nica e polaridade, uma vez serem parametros
termodinamicos importantes que podem afetar a afinidade dos analitos com a
fase sorvente, refletindo a eficiéncia da etapa de microextracdo. Desta forma,
foram testados diversos valores de pH (3,0; 5,5; 7,5 e 10,0) e, de acordo com 0s
resultados apresentados na figura 5.8, foram observadas melhores eficiéncias
de extracdo a pH 5,5 para os quatro antidepressivos em estudo. Apesar de as
recuperacdes médias apresentarem alguma variagcdo com a mudanca de pH, as
interagdes TT-1T pareceram ser 0 mecanismo predominante responsavel pela
retencdo dos analitos na fase sorvente SX. A valores de pH mais acidos, os
compostos antidepressivos em estudo, que apresentam pKa > 7, encontram-se
carregados positivamente devido a protonacao do azoto presente na molécula,
embora esta situacdo ndo pareca influenciar a eficiéncia de extracdo, dominada
pelas interagbes TT-TT entre os anéis aromaticos. Contudo, para o caso particular
do BUP, a pH 3,0 houve uma queda acentuada na recuperacdo média obtida
(9,4 £ 3,6 %). Esta situacdo pode ser justificada pela mudanca da carga global
do anel aromatico da molécula sob condi¢des &cidas face a presenca do grupo
carbonilo na estrutura quimica do composto, enfraquecendo, deste modo, as
interacdes TT-1T.

[ JpH3[pH 5.5 pH 7.5 I pH 10.0

100
80
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Figura 5.8. Efeito da variagdo do pH da matriz na microextracdo dos quatro antidepressivos

estudados. Condi¢bes experimentais: microextra¢édo, 16 h (750 rpm); retroextracdo, MeOH (100
pL), 30 min sob ultrassons.
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De seguida, avaliou-se o efeito da forga i6nica da matriz por meio de
ensaios contendo percentagens de NaCl de 0, 5, 10 e 15% (m:v) em &gua. A
incorporacdo de um eletrélito na matriz pode favorecer a migracdo dos
compostos organicos em direcdo a fase sorvente devido ao efeito conhecido por
salting-out, uma vez este fendbmeno contribuir para o aumento da solubilidade
dos analitos no meio aquoso. Contudo, com o aumento da forca ionica,
observou-se a perda de recuperacao dos analitos (A.ll.2), sendo o uso de sal
descartado na presente metodologia.

Por fim, a polaridade da matriz foi igualmente estudada com a adi¢éo de
MeOH ao meio aquoso com a finalidade de anular ou diminuir o efeito designado
por wall-effect. O uso de um modificador organico pode, em algumas situacgoes,
aumentar a eficiéncia do processo de microextracao por reduzir a adsorcéo dos
compostos organicos as paredes dos frascos de amostragem. Porém, no caso
dos analitos em estudo, a adicdo de MeOH néo trouxe beneficios a metodologia,
conforme é apresentado na figura 5.9, tendo sido rejeitado para os ensaios

subsequentes.
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Figura 5.9. Efeito da variagdo da polaridade da matriz na microextracdo dos quatro
antidepressivos estudados. Condi¢gBes experimentais: microextracdo, 3 h (750 rpm), pH 5,5;
retroextracdo, MeOH (100 uL), 30 min sob ultrassons.
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5.2.4 Validagdo do método analitico

Apos otimizados os parametros capazes de afetar o desempenho
analitco da metodologia proposta, estabeleceram-se as condi¢cdes
experimentais O6timas para prosseguir para a validagdo do método;
microextracao: SX, 16 h (750 rpm), pH 5,5; retroextracdo: MeOH (100 uL), 30
min sob tratamento ultrassonico.

A fim de aumentar a sensibilidade do método, a validacdo analitica foi
realizada com recurso a um sistema LC-MS/MS. A partir de ensaios realizados
em 25 mL de agua ultrapura fortificada numa gama de concentracfes
compreendidas entre 160 e 2000 ng L nas condi¢Ges experimentais otimizadas,
obtiveram-se recuperacdes médias entre 67,8 £ 12,4% (BUP) e 88,3 + 12,1%
(CIT) e coeficientes de determinacgéo (r?) superiores a 0,9820. A sensibilidade do
método foi avaliada, tendo sido alcangados LODs e LOQs de 50 e 160 ng L,
calculados com recurso a razao S/N 3 e 10, respetivamente.

A tabela 5.2 resume todos os dados obtidos da validacdo do método,

relativamente a calibragdo, sensibilidade e eficiéncia, sob condi¢cdes

experimentais otimizadas.

Tabela 5.2. Recuperac¢des médias, LODs, LOQs, gama linear e coeficientes de determinacéo
para 0s quatro antidepressivos obtidos por BAUE(SX)-uLD/LC-MS/MS na validagdo do método
analitico, sob condi¢Bes experimentais otimizadas.

] ] Recuperacao LODs LOQs Gamalinear
Antidepressivos
(% £ RSD) (ngL?)  (ngLY) (ng LY)
BUP 67,8+12,4 0,9982
TRA 80,8 £ 13,6 0,9960
50 160 160-2000
CIT 88,3+12,1 0,9980
AMI 85,6 +14,4 0,9820

A figura 5.10 exemplifica um cromatograma obtido por BAPE(SX)-
MLD/LC-MS/MS no modo MRM para a analise dos quatro farmacos
antidepressivos numa amostra aquosa fortificada (1,0 ug L?), sob condicdes
experimentais otimizadas. De forma geral, a metodologia proposta demonstrou
excelente desepenho analitico na etapa de validacdo, com boa eficiéncia de

extracdo para 0s quatro compostos antidepressivos em estudo numa ampla
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gama linear, baixos LODs e LOQs, assim como linearidade apropriada. Além do
mais, 0s novos dispositivos BAUE foram combinados com um segundo sistema
intrumental, provando que a retroextracdo num sO passo é uma abordagem
compativel com amostradores automaticos convencionais de diferentes modelos
de instrumentacéo.
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240 > 18
1004 5.27 240 > 184

6894
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000 100 200 3.00 400 5.00 600 7.00 8.00 9.00 1000 1100 12.00 13.00 14.00
MRM of 2 Channels ES+
570 372> 1761
1007 6.71e4
=] TRA
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
-0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00
MR of 2 Channels ES+
593 325> 108.8
1007 4704
=] CIT
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
-0.00 1.00 200 200 400 500 6.00 7.00 800 9.00 1000 1100 1200 13.00 1400
MR of 2 Channels ES+
521 2781>908
1007 3 06e4
N AMI
0

©opo | 100 200 300 400 500 | 600 700 | 800 | 600 1000 1100 | 1200 1500 = 1400

Figura 5.10. Cromatogramas obtidos por BAME(SX)-uLD/LC-MS/MS no modo MRM para analise
dos quatro farmacos antidepressivos numa amostra aquosa fortificada (1,0 ug L!), sob condicdes
experimentais otimizadas.

De acordo com a literatura, ja foram propostas outras metodologias para
a analise de agentes antidepressivos, embora a maioria seja por SPE [12-14],
uma técnica que requer maiores volumes de amostra e de solventes organicos,
bem como de maior manipulacdo analitica quando comparada com a BALE.
Relativamente a outras abordagens de microextracdo, a SPME [15] e a SBSE
[16] apresentaram LODs (3 e 10 pg L%, respetivamente) superiores que a
metodologia proposta neste trabalho. Neste sentido, para além dos resultados
muito satisfatérios demonstrados pelas figuras de mérito do presente estudo, o
uso dos novos dispositivos BAUE permitiu a introducdo de um ciclo analitico
simplificado, conseguindo-se reduzir drasticamente a manipulacdo da amostra e
facilitando a combinag&o com os sistemas cromatogréficos convencionais para

uso em rotina.
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5.2.5 Aplicacao a matrizes reais

Para demonstrar a capacidade analitica da metodologia desenvolvida,
foram realizados ensaios em fluidos bioldgicos com recurso ao SAM para
minimizar possiveis efeitos de matriz. Amostras de plasma e urina foram
fortificadas para obter concentragées dos quatro antidepressivos entre 200 e
2000 ng mL* e 100 e 1000 ng mL, em quatro niveis, respetivamente. Foram
realizados ensaios em branco sem a adicao de padrdo para maior controlo do
processo.

A tabela 5.3 mostra os coeficientes de determinacdo (r?) obtidos nos
ensaios efetuados nos fluidos biol6gicos, na qual pode ser observada boa
linearidade. A excecdo do composto AMI, houve ligeira perda de sensibilidade
do método para aplicacdo em matrizes reais, que pode ser atribuida a presenca
de diversos interferentes nas amostras estudadas, como o teor de sal, alterando

a forca i6nica da matriz, como discutido anteriormente.

Tabela 5.3. Coeficientes de determinagdo (r?) obtidos para os quatro antidepressivos em
amostras de plasma e urina, sob condi¢cdes experimentais otimizadas.

r2 BUP TRA CIT AMI
Plasma 0,9928 0,9939 0,9997 0,9929
Urina 0,9844 0,9867 0,9891 0,9973

A metodologia proposta foi ainda aplicada na andlise duma amostra de
urina obtida de uma paciente sob tratamento com o medicamento contendo o
antidepressivo TRA, tendo o composto sido positivamente detetado com uma
concentracdo de 1028 + 92 ng mL™.

A figura 5.11 mostra os perfis cromatogréaficos obtidos a partir da anélise
da amostra de urina antes e depois da fortificacdo, sob condi¢cdes experimentais
otimizadas, confirmando a presenca do antidepressivo TRA. O resultado
encontra-se de acordo com os dados presentes na literatura, nos quais TRA é
vulgarmente quantificado com esta ordem de magnitude em amostras de urina
[17].

89



5. Nova geracéo de dispositivos BAUE - Aplicagdo para analise vestigial de farmacos antidepressivos em
fluidos biolégicos

mAU

801 TRA

60

40

Urina fortificada
20
0 T T T T .
5 10 15 min

Figura 5.11. Cromatogramas obtidos a partir da analise duma amostra de urina positiva para
TRA, sob condi¢bBes experimentais otimizadas.

5.3 Conclusdes

Neste trabalho, uma nova geracao de dispositivos BAUE foi desenvolvida
para introducdo de um ciclo analitico inovador e simples, constituido por uma
eficiente etapa de microextracdo, seguida da etapa de retroextracao realizada
num unico passo. Com este propésito, diversas etapas de manipulacdo da
amostra foram eliminadas, facilitando a combinacdo da BAUE com sistemas
instrumentais convencionais para 0 uso em rotina.

Para avaliar o desempenho analitico dos novos dispositivos BAUE, quatro
farmacos antidepressivos (bupropiona, trazodona, citalopram e amitriptilina)
foram selecionados como compostos modelo. A metodologia proposta foi
otimizada e validada, demonstrando excelente desempenho para a analise
vestigial desses compostos em meio aquoso. Sob condicbes experimentais
otimizadas, foram obtidas boas eficiéncias de extragdo para 0s quatro
antidepressivos, assim como baixos LODs e LOQs e linearidade adequada numa
gama linear alargada.

A fim de confirmar a aplicabilidade do método, os novos dispositivos BAUE
foram utilizados para a determinacdo dos analitos em estudo em fluidos
bioldgicos como plasma e urina, tendo os resultados sido muito satisfatérios com
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recurso ao método da adicdo de padrdo. A metodologia proposta deu iguamente

boa resposta na andlise de urina de paciente sob tratamento.

Além de todas as vantagens ja apresentadas pela BAPE, como a

possibilidade de escolher a fase sorvente mais adequada, a facil preparacéao dos

dispositivos analiticos, bem como o uso de volumes neglicenciaveis de solventes

organicos e a robustez, as inovagoes introduzidas neste trabalho fizeram desta

técnica uma alternativa ainda mais promissora para analise de tracos, sendo

uma aborgadem com boa relacdo custo-beneficio, amiga do ambiente e do

usuario e ideal para uso em rotina.
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6. Determinacéo de filtros UV hidrofilicos em amostras ambientais aquosas e cremes de protegao solar
por BAUE(PS-DVB)/HPLC-DAD

6.1 ConsideracOes gerais

Nos ultimos anos, o aumento dos problemas relacionados com a pele,
nomeadamente queimaduras, envelhecimento precoce e cancro, devido a
exposicgdo solar, fez com que a radiagao ultravioleta (UV) fosse considerada uma
ameaca a saude publica. A radiagcdo UV pode atingir a superficie terrestre em
forma de UVA (315-400 nm) ou UVB (280-315 nm), enquanto os raios UVC (200-
280 nm) sdo absorvidos pelo o0zono na estratosfera.

Os filtros UV s@o compostos capazes de oferecer protecdo a nossa pele
contra os raios UVA e UVB. Essas substancias podem ser tanto de natureza
organica quanto inorganica e a diferenca entre elas esta no mecanismo de acéo.
Os filtros UV organicos atuam absorvendo os raios UV na estrutura molecular
gue contem anéis aromaticos, enquanto os filtros inorganicos atuam dispersando
e refletindo-os. A variedade de produtos contendo filtros UV atualmente no
mercado € enorme, desde cremes de protecdo solar, maquilhagem, lo¢cdes
hidratantes, pds barba, protetores labiais, entre outros, sendo o0 uso
principalmente associado a atividades de recreacdo aquaticas, mas também a
crescente preocupacao com o cuidado da pele, e consequentemente, 0 aumento
do uso de produtos cosméticos.

Desta forma, esses compostos sao considerados poluentes emergentes,
uma vez serem muito consumidos por grande parte da populacdo e seus
residuos serem continuamente introduzidos no meio ambiente através de
atividades aquaticas, bem como por efluentes domésticos e industriais. Como
consequéncia, os filtros UV tém sido detetados ao nivel de tracos em diversas
matrizes ambientais, principalmente &aguas superficiais [1], maritimas [2] e
potaveis [3].

Os efeitos adversos face a presenca desses compostos no ambiente séo,
portanto, um assunto de grande importancia, sendo fundamental o
desenvolvimento de métodos analiticos para monitorizagdo de niveis de filtros
UV em diferentes tipos de matrizes. Na literatura, diversas metodologias s&o
utilizadas para a determinacdo de filtros UV lipofilicos por técnicas de
microextracdo em matrizes ambientais [4—7]. Contudo, poucos estudos estéo
relacionados com a analise de filtros UV hidrofilicos, para além dos existentes

serem quase todos baseados na utilizagéo da tradicional SPE [8,9].
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Neste contexto, a BAUE apresenta-se como uma técnica de microextragdo
sortiva alternativa [10-12], tendo vindo a demonstrar grande desempenho
analitico na determinacéo de diversas classes de compostos em varios tipos de
matrizes reais [13-17]. No entanto, apesar do potencial analitico da BAUE,
alguns aperfeicoamentos foram recentemente introduzidos [18], como o
desenvolvimento de uma nova geracao de dispositivos, permitindo a introducéao
de um ciclo analitico inovador, simples, bem como amigo do utilizador e do
ambiente, conforme discutido no Capitulo 5. O novo dispositivo BAUE, menor e
mais flexivel que a versdo original, permite a realizacdo da etapa de
retroextracdo num unico passo, que pode ser facilmente combinada com o uso
de amostradores automéaticos de sistemas instrumentais convencionais,
favorecendo a aplicagéo em rotina.

O presente estudo propde a aplicacdo de uma metodologia alternativa
para a monitorizacdo de dois filtros UV muito polares (acido 2-fenil-5-
benzemidazol sulfonico, PBS e &acido 5-benzoil-4-hidroxi-2-metoxi-benzeno
sulfénico, BZ4; tabela 6.1), a fim de demonstrar a abrangéncia da aplicabilidade
da nova geracdo de dispositivos BAUE, seguida de andlise por cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detecao por rede de diodos (BAUE-uLD/HPLC-
DAD). A otimizacao da metodologia proposta incluiu a comparacao de sorventes
e interagbes quimicas, assim como a influéncia de diversos parédmetros
experimentais nas etapas de extracao e retroextracdo. A validacao e a aplicacéo
do método para a determinacédo dos dois filtros UV hidrofilicos em amostras

aguosas ambientais e cremes de protecdo solar € igualmente discutida.

Tabela 6.1. Estruturas quimicas, log Kow € pKa dos filtros UV estudados.

Filtro UV Estrutura quimica Log Kow pKa

SO;H N
PBS U \>_@ -0,234 -0,87
N
OH o
BZ4 O O 0,993 -0,70
\0

SO;H
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6.2 Resultados e discussao

6.2.1 Otimizacao instrumental

A otimizacao instrumental teve inicio com a obtencdo dos parametros de
retencdo dos dois filtros UV utilizados como compostos modelo neste estudo,
PBS e BZ4. Para o efeito, foram inicialmente injetados padrdes individuais dos
analitos e, de seguida, padrdes contendo a mistura de ambos. De acordo com
0os dados obtidos, o comprimento de onda selecionado foi de 300 nm,
correspondendo ao maximo de absorcéo (Amax) dos filtros UV em estudo. Foi
utilizada uma fase movel constituida por tampéo acetato 20 mM (pH 4,75) e
MeOH no modo isocratico, numa proporcao 70:30. Uma vez os compostos alvo
serem demasiado polares e ionizaveis (tabela 6.1) e o equilibrio de ionizacéo ser
dependente da temperatura, a coluna foi mantida a 50 °C. Desta forma, foram
obtidos picos mais simétricos e com menor largura de base. Sob condicdes
instrumentais otimizadas, foram alcancadas boa seletividade e resolucdo num
tempo total de andlise de 11 min.

Posteriormente, a sensibilidade instrumental foi determinada por
intermédio dos LODs e LOQs, através da injecdo sucessiva de padrdes de
calibracéo dos filtros UV diluidos, calculados com recurso a razdo S/N 3 e 10,
respetivamente. Neste sentido, obtiveram-se valores de LODs de 20 e 100 pg L
1 e de LOQs de 60 e 300 ug L para o PBS e para o BZ4, respetivamente. De
seguida, a calibracdo instrumental foi efetuada através da injecédo de padrdes de
calibracdo constituidos pelos analitos em estudo abrangendo concentracdes
desde 60 a 10.000 ug L para o PBS e 300 a 25.000 pg L para o BZ4, num total
de seis niveis de concentracdo. Na gama de concentracdes estudada,
obtiveram-se boas linearidades para ambos os filtros UV, com coeficientes de
determinacao (r?) de 0,9982 para o PBS e 0,9996 para o BZ4.
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6.2.2 Otimizagdo do método analitico
6.2.2.1 Selecao da fase sorvente

Uma das principais vantagens da BAUE consiste na possibilidade de
utilizar a fase sorvente mais adequada para cada aplicacdo em particular, de
acordo com as caracteristicas dos analitos, de forma a obter maxima seletividade
no processo de microextracdo. Neste sentido, a capacidade sortiva de dois
polimeros (HLB e PS-DVB) e dois carvfes ativados (CA1 e CN1) foi avaliada,
sendo os resultados apresentados na figura 6.1, na qual se observa que a fase

polimérica PS-DVB apresentou o maior valor de recuperacdo média.
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Figura 6.1. Efeito da variacdo da fase sorvente na microextracdo dos dois filtros UV estudados.
Condicdes experimentais: microextragcdo, 16 h (1000 rpm), pH 2,0; retroextracdo, fase movel
(100 pL), 30 min sob ultrassons.

Os ACs sao materiais solidos porosos retendo os analitos por meio de
interacOes eletrostéaticas e/ou dispersivas de acordo com propriedades texturais,
nomeadamente area superficial e dimenséo dos poros. As interagdes entre 0s
ACs e os analitos sao fortemente influenciadas pelo pH do meio. Quando o pH
da matriz é igual ao pHpzc, a superficie do AC encontra-se neutra. Se o pH for
menor que 0 pHpzc, ocorrera a formacao de cargas positivas e, em contrario, a

superficie do AC ficara carregada negativamente. Portanto, a pH 2,0, 0os grupos
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sulfénicos dos filtros UV encontram-se desprotonados (pKa < 1), enquanto o
carvao CAl ficara neutro e o CN1, carregado positivamente, podendo ocorrer
interacOes eletrostaticas entre os compostos alvo e o segundo sorvente. No
entanto, em alguns casos, as interacdes podem ser tao intensas que os analitos
continuam retidos nos poros do sorvente mesmo apos a etapa de retroextragao,
levando consequentemente a baixos valores de recuperacéo.

Por outro lado, os Ps testados séo do tipo fase reversa, retendo os analitos
de acordo com o tamanho de particula, area superficial e mecanismos
envolvidos. Desta forma, a presenca de anéis aromaticos tanto na estrutura
polimérica quanto nas moléculas dos analitos alvos parece favorecer interacdes
do tipo Tr-17, dipolo-dipolo e/ou liga¢des hidrogénio entre elas. Além disso, a fase
PS-DVB provavelmente apresentou melhor eficiéncia na microextracdo dos
filtros UV em estudo devido a sua maior area superficial (1200 m? g*) quando
comparada com a fase HLB (810 m? g), tendo sido selecionada como fase

sorvente para os estudos seguintes.

6.2.2.2 Etapa de retroextracao

A retroextracao foi desde sempre a etapa mais limitativa na BAUE, uma
vez requerer diversos passos de manipulacdo da amostra (ex. remover o
dispositivo analitico do frasco de amostragem, transferi-lo para um vial contendo
solvente organico para LD, tratamento ultrassénico, remocdo do dispositivo
BAUE, evaporacao do solvente, troca de solventes, etc). Contudo, no capitulo 5,
propds-se uma nova geracao de dispositivos BAUE, permitindo a introducéo de
um ciclo analitico inovador, cuja etapa de retroextracdo era realizada num Unico
passo, para além de diversas vantagens analiticas evidenciadas.

Desta forma, no presente estudo, utilizou-se a tecnologia proposta no
capitulo anterior para a analise dos filtros UV. Neste contexto, apos a etapa de
microextracdo, o novo dispositivo analitico foi transferido do frasco de
amostragem para um vial contendo um insert e 100 pyL da fase movel. O vial foi
selado, submetido ao tratamento ultrassénico por determinado tempo, ficando
de imediato disponivel para analise instrumental por HPLC-DAD. Foram
avaliados diferentes tempos de ultrassons (10, 15, 30 e 60 min), tendo os
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resultados obtidos (A.11.3) mostrados que 10 min eram suficientes para dessorver
os analitos da fase PS-DVB.

A LD realizada num Unico passo demonstrou ser uma abordagem muito
amiga do usuario e simples do ponto de vista pratico, facilitando ainda mais o
uso da técnica BAUE. Uma vez os novos dispositivos analiticos apresentarem
dimensdes pequenas (7,5 * 10 mm) e grande flexibilidade, a operacéo de injecéo
ocorreu sem riscos de dano para a agulha, ndo se tendo observado qualquer tipo
de problema técnico. Os novos dispositivos sdo, portanto, totalmente
compativeis com autosamplers convencionais de LC, comprovando-se

novamente serem uma excelente alternativa para uso em rotina.

6.2.2.3 Etapa de microextragdo

O processo de microxtracdo, que opera sob a tecnologia de amostragem
por flutuacdo, é conduzido por diversos fatores que podem afetar a afinidade dos
analitos com a fase sorvente. Neste sentido, 0s principais parametros que podem
influenciar essa etapa, incluindo os cinéticos (tempo de extracdo e velocidade de
agitacdo) e os termodinamicos (pH, forca idnica e polaridade da matriz), foram
otimizados para maximizar a eficiéncia do método.

Uma vez os dois filtros UV em estudo serem compostos extremamente
hidrofilicos, observou-se desde o inicio que o pH poderia ser um parametro
determinante na microextracdo desses analitos. Assim, foram estudados valores
de pH compreendidos entre 1,0 e 8,0. Os resultados obtidos e apresentados na
figura 6.2 mostraram que houve acentuado decréscimo dos niveis de
recuperacdo com o aumento do pH, tendo sido selecionado o pH 2,0 para os
estudos posteriores.

De seguida, os parametros cinéticos como tempo de extracdo e
velocidade de agitacdo foram avaliados. O tempo de extracdo, fator que pode
limitar a distribuicdo dos analitos entre a matriz e a fase sorvente, foi estudado
entre 1 e 16 h de extracdo. Na figura 6.3, € observado que o processo apresenta
uma cinética lenta, sendo necessarias 16 h para atingir os maiores valores de
recuperacédo. Por outro lado, foram realizados ensaios de velocidade de agitacao
(750, 1000 e 1250 rpm), a partir dos quais foram notados melhores resultados
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para velocidades mais baixas (A.1l.4), uma vez oferecerem maior estabilidade ao

dispositivo BAUE.
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Figura 6.2. Efeito da variacdo do pH da matriz na microextragdo dos dois filtros UV estudados.
Condi¢bes experimentais: microextracdo, 16 h (1000 rpm); retroextracao, fase movel (100 L),

10 min sob ultrassons.
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Figura 6.3. Efeito da variacdo do tempo de equilibrio na microextragdo dos dois filtros UV
estudados. CondigBes experimentais: microextracdo, 1000 rpm, pH 2,0; retroextracdo, fase
mével (100 pL), 10 min sob ultrassons.
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A forcga ionica foi igualmente estudada, com recurso a adicdo de NacCl (5,
10, 15, 20 e 30 %, m:v) a matriz. A adicao de um eletrélito ao meio contribui para
a reducao da solubilidade dos analitos, fundamentalmente para compostos mais
polares, como € o caso dos filtros UV em estudo, forcando-os a migrar em
direcdo a fase extrativa e, consequentemente, aumentando o0s niveis de
recuperacdo. Como mostrado na figura 6.4, o aumento da concentracédo de NaCl
do meio ocasionou substancial incremento da recuperacdo para 0 composto
PBS (= 20 %) e ligeira perda de eficiéncia na extragéo do BZ4 (= 5 %). Contudo,
uma vez o beneficio para o primeiro composto ser muito superior a desvantagem
para o segundo, optou-se por utilizar a concentracdo de 20% de NaCl na matriz

para os ensaios de validacdo do método.
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Figura 6.4. Efeito da variacdo da forca idnica da matriz na microextracdo dos dois filtros UV
estudados. Condi¢des experimentais: microextracdo, 16 h (750 rpm), pH 2,0; retroextracéo, fase
movel (100 pL), 10 min sob ultrassons.

Por ultimo, a modificagdo da polaridade da matriz foi testada com adi¢éo
de MeOH (5, 10 e 15%, v:v) ao meio de extracdo. No entanto, a partir dos
resultados obtidos, apresentados na figura 6.5, a adicdo do modificador organico
a matriz influenciou negativamente o0 processo de microextracao,
comprometendo os niveis de recuperacdo, uma vez o MeOH provavelmente ter

contribuido para o aumento da solubilidade dos filtros UV em meio aquoso.
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Figura 6.5. Efeito da variacdo da polaridade da matriz na microextracdo dos dois filtros UV
estudados. Condicdes experimentais: microextracdo, 16 h (750 rpm), pH 2,0; retroextracéo, fase
movel (100 pL), 10 min sob ultrassons.

6.2.3 Validacdo do método analitico

Depois de otimizados 0s principais parametros que poderiam afetar os
processos de microextracdo e retroextracdo, por forma a maximizar o
desempenho analitico da metodologia BAuE(PS-DVB)-uLD/HPLC-DAD,
estabeleceram-se as condi¢cdes experimentais para prosseguir para a validacéo
do método; microextracao: PS-DVB, 16 h (750 rpm), pH 2,0 e 20 % de NacCl;
retroextracao: fase movel (100 pL), 10 min sob ultrassons.

Para avaliar a eficiéncia da metodologia proposta, foram realizados
ensaios em 25 mL de 4gua ultrapura fortificada com os analitos alvos, tendo as
concentragdes variando entre 0,16 - 16,00 ug L para o PBS e 0,80 - 80,00 g
L para o BZ4. A sensibilidade foi ainda avaliada por intermédio do célculo dos
LODs e LOQs obtidos da razdo S/N a 3 e 10, respetivamente.

A tabela 6.2 resume todos os dados alcangados na validacdo do método,
nomeadamente recuperactes medias (61,8 + 9,1 % para o PBS e 69,5 £ 4,8 %
para o BZ4), LODs (0,04 ug L para o PBS e 0,20 yg L para o BZ4), LOQs
(0,16 pg L for PBS and 0,80 ug L for BZ4) e coeficientes de determinacéo (r?
= 0,9985 para o PBS e 0,9993 para o BZ4), sob condicbes experimentais
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otimizadas. A partir dos resultados obtidos, foi observado bom desempenho

analitico para a analise de ambos os filtros UV em matriz aquosa.

Tabela 6.2. Recuperagdes médias, LODs, LOQs, gama linear dindmica e coeficientes de
determinacéo para os dois filtros UV obtidos por BAUE(PS-DVB)-uLD/HPLC-DAD na validacéo
do método analitico, sob condi¢des experimentais otimizadas.

. Recuperagéo LOD LOQ Gama linear dindmica
Filtro UV r?
(%) (MgL™)  (ngLY) (Mg L)
PBS 61,8+9,1 0,04 0,16 0,16-16,0 0,9985
Bz4 69,5+4,8 0,20 0,80 0,80-80,0 0,9993

A presenca dos grupos sulfénicos nas estruturas quimicas de ambos os
filtros UV faz com que as moléculas sejam muito sollveis em agua, dificultando
0 processo de extracdo. Como consequéncia, poucos estudos sdo encontrados
na literatura relacionados com a determinacdo destes analitos, sendo que a
grande maioria utiliza SPE como método de preparacdo da amostra, uma técnica
com custo elevado e pouco amiga do ambiente, se comparada com métodos de
microextracdo mais modernos. A Unica metodologia reportada na literatura
baseada em microextracdo passiva para determinacao de filtros UV hidrofilicos,
stir bar sorptive-dispersive microextraction (SBSDME, recuperacfes médias de
58+2 e 55+5 % e LODs de 2,8 yg L* e 1,6 yg L para o PBS e o Bz4,
respetivamente) [19], apresentou valores de recuperacdo menores e LODs mais
elevados que o presente estudo.

Neste sentido, a BAPE(PS-DVB)-uLD/HPLC-DAD provou ser uma
excelente alternativa para a monitorizagéo destes tipos de filtros UV em amostras
aguosas, sendo uma abordagem com 6tima relacéo custo-beneficio, simples do

ponto de vista pratico, amiga do ambiente e compativel com 0 uso em rotina.
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6.2.4 Aplicacao a matrizes reais

Para demonstrar a capacidade analitica da metodologia proposta, aplicou-
se a BAUE(PS-DVB)-uLD/HPLC-DAD na monitorizagédo dos dois filtros UV em
diversas matrizes reais, como agua potavel, maritima, estuarina e efluentes de
ETAR, bem como amostras de creme de protecao solar. Uma vez as amostras
apresentarem elevada complexidade, o SAM foi utilizado para quantificacao, no
sentido de minimizar os possiveis efeitos de matriz. Assim, as amostras foram
fortificadas com solugcdes padrbes dos analitos por forma a se obter
concentracdes finais compreendidas entre 0,4 e 8,0 yg Lt parao PBS e 2,0 a
40,0 ug L para o BZ4, em quatro niveis. Ensaios em branco, sem fortificacéao,
foram realizados em simultédneo para 0 maximo controlo do processo.

Dos resultados obtidos, os filtros UV estudados nao foram detetados nas
matrizes ambientais. Por outro lado, o creme de protecdo solar analisado
apresentou uma concentracdo de 5 % (49,8 + 8,3 mg g!) do composto PBS,
estando de acordo com o Regulamento (CE) N° 1223/2009 do Parlamento
Europeu e do Conselho, de 30 de Novembro de 2009, relativo aos produtos
cosmeéticos, o qual permite um nivel maximo de concentracdo de 8 % deste
composto.

Conforme reportado na literatura [19], alguns efeitos de matriz foram
observados durante o estudo das amostras reais, embora boa linearidade tenha
sido alcancada, com coeficientes de determinacdo superiores a 0,9940 (BZ4,
efluente de ETAR), obtidos das curvas calibracédo (tabela 6.3). Face a elevada
hidrofilicidade dos analitos, quanto mais complexa a matriz, maior a perda de
sensibilidade analitica do método. Neste contexto, as amostras de agua
estuarina e maritima apresentaram cerca de trés quartos da recuperacéo
alcancada em agua ultrapura, enquanto o efluente, cerca de um terco.

A figura 6.6 apresenta perfis cromatograficos relativos aos ensaios
realizados em amostras de agua ultrapura (a), potavel (b), maritima (c), estuarina
(d) e efluente de ETAR (e), assim como de creme de protecdo solar, sob
condicbes experimentais otimizadas, nos quais pode ser observada boa

seletividade e sensibilidade adequada.
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Tabela 6.3. Coeficientes de determinacéo e concentracdo detetada para os dois filtros UV obtidos
por BAUE(PS-DVB)-uLD/HPLC-DAD nas matrizes reais analisadas, sob condicdes
experimentais otimizadas.

_ Agua Agua do Agua Efluente Creme de
Filtro UV ) .
potavel mar estuarina de ETAR protecao solar
r2
PBS 0,9999 0,9998 0,9975 0,9942 0,9983
Bz4 0,9998 0,9998 0,9994 0,9940 0,9988
Concentracdo (mg g?)
PBS <LOD <LOD <LOD <LOD 49,848,3
BZ4 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
mAU mAU
1 PBS 10— PBS
b BZ4 °1
HL ]L 4] BZ4
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Figura 6.6. Cromatogramas obtidos por BAUE(PS-DVB)-uLD/HPLC na andlise dos dois filtros UV
nas amostras de agua ultrapura (a), agua potavel (b), 4gua do mar (c), 4gua estuarina (d) e
efluente de ETAR (e), bem como em creme de protecéo solar (f), sob condicbes experimentais

otimizadas.
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6.3 Conclusdes

Uma metodologia inovadora utilizando a nova geracdo de dispositivos
BAUE foi desenvolvida para a monitorizagao de dois filtros UV hidrofilicos (PBS
e BZ4) em matrizes aquosas ambientais e cremes de protecdo solar. Sob
condicbes experimentais otimizadas, o método proposto apresentou boas
recuperacbes para ambos os filtros UV, assim como limiares analiticos
adequados e excelente linearidade numa ampla gama de trabalho.

Do ponto de vista pratico, para além de todas as vantagens ja
apresentadas, o uso dos novos dispositivos BAUE possibilitou a utilizagdo de um
ciclo analitico simples, amigo do utilizador e do ambiente e com excelente
relacdo custo-beneficio, fazendo desta abordagem uma 6tima alternativa para a
analise dos filtros UV hidrofilicos em matrizes aquosas, quando comparada a

outras técnicas de enriqguecimento de amostras.
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7.1 Consideragdes gerais

Nas ultimas décadas, as técnicas de microextracdo tém evidenciado
grande desenvolvimento e demonstraram ser uma opgado efetiva para a
determinacgao vestigial de compostos prioritarios em diferentes tipos de matrizes.
As abordagens de microextragdo estatica apresentam diversas vantagens
quando comparadas com as técnicas de extragao dinamica, incluindo o uso de
dispositivos analiticos miniaturizados e de facil manipulacéo, baixo consumo de
solventes organicos téxicos, bem como elevada seletividade e sensibilidade,
ideais para serem combinados com a grande capacidade da instrumentagao
analitica atual.

Neste contexto, a SPME [2], a SBSE [3] e, mais recentemente, a BAuUE
[4] constituem técnicas sortivas alternativas introduzidas como etapa de
enriquecimento de amostra previamente a analise cromatografica.
Complementarmente, abordagens baseadas em liquidos, como a SDME [5], HF-
LPME [6] e DLLME [7] tém vindo a ser igualmente propostas. Em geral, as
técnicas de microextragao com solventes apresentam cinética rapida, requerem
materiais simples e possuem bom custo-beneficio. Contudo, ndo sao
consideradas amigas do usuario devido a dificuldade de manipulagéo. Por outro
lado, as técnicas baseadas em solidos sé&o consideradas mais amigas do
ambiente, faceis de manusear e mais simples de se automatizar. Porém, essas
abordagens requerem sempre a etapa de retroextragao, efetuada por meio de
TD ou LD, dependendo dos analitos e da instrumentagdo envolvida. Embora a
LD seja mais abrangente, normalmente envolve diversos passos de
manipulacédo, dificultando o uso em rotina [8]. Apesar de todas as técnicas de
microextragao citadas apresentarem vantagens e limitagoes, é dificil selecionar
uma delas como sendo uma abordagem universal, devendo-se levar em conta
as caracteristicas dos analitos, bem como das amostras, para cada aplicacéo
em particular. Assim, €& imperativo o desenvolvimento de novos métodos
analiticos, fundamentalmente envolvendo uma estratégia amiga do usuario e do
ambiente, com boa relagao custo-beneficio e dedicada ao uso em rotina.

O presente estudo tem como foco a introducdo de uma nova técnica
hibrida, a microextracdo em fibra oca (HFuE - hollow fiber microextraction), para

a analise vestigial de compostos organicos em matrizes reais. Esta abordagem
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€ considerada hibrida uma vez reunir as principais vantagens das técnicas
descritas anteriormente, em particular a SDME, a HF-LPME e a BAJE, a fim de
superar diversas limitagdes.

Na HFupE, a etapa de microextragdo € realizada com um dispositivo
analitico constituido por uma membrana oca de PP [conhecida por hollow fiber
(HF), com 10 mm de comprimento e 0,6 mm de didmetro interno, um material de
baixo custo utilizado em HF-LPME], embebida com um solvente organico
adequado (apresentando uma cinética rapida como em SDME) e operando sob
a tecnologia de amostragem por flutuagéo (demonstrando a robustez da BAuE).
A etapa de retroextracao é realizada num unico passo e todo o processo analitico
€ muito simplificado, compativel com sistemas instrumentais convencionais e
dedicado ao trabalho de rotina.

Para demonstrar o desempenho analitico da HFuE, 18 PAHs foram
selecionados como compostos modelo. Os PAHs séo, por definicdo, compostos
organicos binarios formados por atomos de carbono e hidrogénio numa estrutura
que consiste em 2 ou mais anéis aromaticos, de 5 ou 6 atomos de carbono
condensados. Os PAHs sao formados a partir da queima incompleta da matéria
organica, podendo ser emitidos por fontes naturais ou antropogénicas. A
contribuigdo das fontes naturais € muito limitada, restringindo-se aos processos
biolégicos como queima espontanea de florestas e atividade vulcanica. Por outro
lado, a atividade humana representa a principal fonte de produg¢ao de PAHSs, que
sdo gerados na queima de combustiveis fosseis para producdo de energia,
incineracao doméstica e industrial, fumo do tabaco, pirdlise da madeira para
producado de carvao, incéndios, entre outras operagbes. Neste contexto, os
PAHs sao dispersos pelo ar e distribuem-se para os ecossistemas terrestres e
aquaticos por diversos mecanismos, sendo a presenga desses compostos no
meio ambiente ubiqua. A exposi¢cdo aos PAHs ocorre por inalagéo, ingestao ou
contato com a pele, sendo esses poluentes considerados compostos de alta
toxicidade, interferindo nas fungbes das membranas celulares. Estudos
realizados provaram que os PAHs podem ser carcinogénicos e mutagénicos e
potentes imunodepressores.

Embora existam na literatura diversos métodos analiticos para a
determinacao de PAHs, como SPME [9], SBSE [10], SDME [11], DLLME [7] e

HF-LPME [12], todos eles apresentam limitagdes principalmente no que diz
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respeito a manipulacéo e ao custo associado a analise. Neste sentido, a HFuUE
vem a ser uma técnica de microextracdo estatica inovadora e alternativa para
monitorizacdo de analitos com caracteristicas mais apolares em matrizes reais

e dedicada ao trabalho de rotina.

O O oY

Naftaleno 1-Metilnaftaleno 2-Metilnaftaleno
Fenantreno
‘ ‘ Fluoreno Antraceno
Acenaftileno Acenafteno
‘

Fluoranteno Pireno

Benzo[a]antraceno I ll I

Benzo[a]pireno

Benzo[a]fluoranteno Benzo[k]fluoranteno .

Indeno[1,2,3-cd]pireno Benzo[g,h,iperileno

%

Dibenzol[a,h]lantraceno

e

Figura 7.1. Estruturas quimicas dos 18 PAHs estudados.
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7.2 Resultados e discussao

7.2.1 Otimizagao instrumental

De forma a obter as melhores condi¢gdes de operacio instrumental para a
analise dos 18 PAHs em estudo, o primeiro passo consistiu na injecdo de uma
solugao padrao mistura contendo todos os analitos no sistema GC-MS operando
no modo varrimento continuo (full-scan). A partir dos dados obtidos, o padréo de
fragmentagcao de cada PAH foi avaliado, tendo sido selecionado o ido alvo (pico
base) e os principais fragmentos (tabela 7.1), com a finalidade de alcancgar o

compromisso entre a seletividade e a sensibilidade, para posterior operagao no

modo SIM.

Tabela 7.1. Coeficientes de particdo octanol-agua (log Kow), tempos de retengcédo e ides

selecionados para a analise dos 18 PAHs por GC-MS(SIM).

PAH
Naftaleno
1-Metilnaftaleno
2-Metilnaftaleno
Acenaftileno
Acenafteno
Fluoreno
Fenantreno
Antraceno
Fluoranteno
Pireno
Benzo[a]antraceno
Criseno
Benzo[a]fluoranteno
Benzo[k]fluoranteno
Benzo[a]pireno
Indeno[1,2,3-cd]pireno
Dibenzo[a,h]antraceno
Benzol[g,h,i]perileno

a8 Célculos efetuados
(http://www.chemaxon.com)

Log Komw?

3,30
3,87
3,86
3,93
3,92
4,18
4,46
4,45
5,16
4,88
5,76
5,73
6,11
6,11
6,13
6,70
6,50
6,63

utilizando o

tr (min)
6,80
7,96
8,14
9,51
9,83
10,72
12,38
12,46
14,48
14,80
16,97
17,04
19,10
19,15
19,86
23,26
23,31
24,20

software

Marvin

Grupo
1

6.2.2,

b |6es de quantificagdo (sublinhados) e iGes qualificadores (fragmentos).
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2014,

lao (m/z)°
127, 128, 129
115, 141, 142
115, 141, 142
151, 152, 153
152, 153, 154
165, 166, 167
176, 178, 179
89, 178, 179
201, 202, 203
201, 202, 203
114, 228, 229
114, 228, 229
126, 252, 253
125, 252, 253
126, 252, 253
138, 276, 227
139, 278, 279
138, 276, 277

ChemAxon
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Operando nestas condigdes instrumentais, a monitorizacdo dos ides
selecionados mostrou resposta instrumental adequada para cada analito, assim
como picos simétricos, em tempo analitico adequado (< 27 min). De seguida, foi
avaliada a sensibilidade instrumental por intermédio dos LODs e LOQs,
determinados pela injecdo sucessiva de padrbes de calibragdo diluidos,
calculados com recurso a razdo S/N 3 e 10, respetivamente. Neste sentido,
obtiveram-se valores compreendidos entre 1,0 e 3,0 ug L' para os LODs, e de
5,0 a 10,0 ug L' para os LOQs. A calibragdo instrumental foi efetuada com
recurso a injecdo de padrbées dos analitos abrangendo concentragdes
compreendidas entre 10,0 e 500,0 ug L', para nove niveis. Nesta gama de
trabalho foram obtidas boas linearidades para todos os PAHs, com coeficientes

de determinacéo (r?) superiores a 0,999.

7.2.2 Implementagao de um novo ciclo analitico

A HFuE pode ser entendida como uma abordagem hibrida uma vez reunir
as principais vantagens de algumas importantes técnicas de microextragéo
estatica, nomeadamente a HF-LPME, a SDME e a BAPE. Os métodos analiticos
de microextracao usando HFs presentes na literatura [13,14] envolvem sempre
diversos passos de manipulagdo da amostra (como por exemplo a utilizagao de
microseringas para inserir o solvente no lumen da HF, selar as pontas da
membrana para a etapa de microextracdo, cortar umas das extermidades
seladas para retirar alguns uL do solvente para inje¢ao intrumental), ndo sendo
praticos nem convenientes para o0 uso em rotina.

Neste contexto, o presente trabalho propde um novo modo de utilizagao
das HFs (figura 7.2), com dimensdes de 10 mm em comprimento e 0,6 mm em
diametro interno. O ciclo analitico proposto para a HFUE, conforme ilustrado na
figura 7.3, é composto por uma etapa de microextragao efetiva e a retroextragao
realizada num unico passo. Esta abordagem €, neste sentido, semelhante as
apresentadas nos capitulos 5 e 6, embora recomendada para a analise de

compostos semi-volateis a volateis (apolares).
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\0.6 mm

Afﬂ

Figura 7.2. Dispositivo HFE.

Desta forma, para a microextracdo, efetuada sob a tecnologia de
amostragem por flutuagdo, a HF é imersa durante alguns segundos num solvente
organico adequado, para que o0 mesmo migre por capilaridade para os poros da
membrana. De seguida, a HF é imediatamente inserida no frasco de amostragem
contendo 25 mL de amostra e uma barra comum de agitagdo magnética e o
frasco € vedado. Face a elevada capacidade de particdo dos analitos para o
solvente, a cinética da etapa de microextragcao € muito rapida, sendo esta uma
vantagem sobre os métodos de preparacdo de amostra baseados em solidos.
Apoés atingido o equilibrio, o dispositivo analitico € removido do frasco de
amostragem e inserido num vial contendo um insert e 100 yL do mesmo solvente
utilizado na microextracao. O vial é selado, submetido ao tratamento ultrassonico
por alguns minutos, ficando disponivel para a analise por GC-MS.

Devido as reduzidas dimensdes da HF, a retroextragcado pode ser realizada
num unico passo sem a necessidade de remoc¢ao do dispositivo, havendo
espaco suficiente para a operagao de inje¢cao. Desta forma, a HFuE pode ser
facilmente combinada com o uso dum amostrador automatico convencional de
sistemas cromatograficos presentes em laboratorios de quimica analitica, sendo

uma abordagem abrangente e dedicada ao uso em rotina.
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Tecnologia de amostragem por flutuagdo

MICROEXTRAGAO . ' RETROEXTRAGAQ
( @ﬁ@ﬂ@ MFME l Apenas um passo na LD
1 ’ »
Um dispositivo por amostra ‘ =

ANALISE POR GC-MS

Conveniente para analise de rotina

Figura 7.3. Procedimento experimental proposto no ciclo HFpE.

7.2.3 Otimizagcao do método analitico

7.2.3.1 Selegao do solvente organico

O solvente organico utilizado para preencher as paredes das HFs
determina a afinidade dos analitos da amostra com a fase extratora, por isso o
mesmo deve ser cuidadosamente selecionado, devendo-se levar em conta duas
caracteristicas fisicas fundamentais, a volatilidade e a respetiva solubilidade em
agua. Depois de impregnadas com o solvente, as HFs s&o inseridas no frasco
de amostragem. Portanto, o solvente selecionado necessita de apresentar ponto
de ebulicdo elevado o suficiente para ndo haver perdas por evaporagao nesta
etapa. Por outro lado, a solubilidade em agua é outro fator importante, uma vez
qgue se o solvente for muito miscivel com a agua, poderao ocorrer perdas para o
seio da matriz durante a etapa de microextragao, prejudicando a eficiéncia do
processo. Neste sentido, foram avaliados sete diferentes solventes organicos
(DCM, EtAc, MTBE, Tol, n-C7, n-C8 e n-C9) sob condi¢cdes experimentais
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padrées (microextragdo: 1 h (1000 rpm), pH 5,5; retroextragdo: 5 min sob
tratamento ultrassénico), a fim de maximizar a seletividade do método.

As figuras 7.4a e b mostram os resultados obtidos para a microextragao
dos 18 PAHs com os diversos solventes, observando-se que as HFs
impregnadas com Tol, n-C7, n-C8 e n-C9 apresentaram eficiéncias de extragcao
muito superiores as obtidas com DCM, EtAc e MTBE. Conforme esperado, os
solventes com menor miscibilidade em agua e pontos de ebulicdo mais elevados
(tabela 7.2) demonstraram vantagens como fase extrativas na HFuE. A partir
desses ensaios preliminares, o n-C9 foi o solvente que forneceu os melhores
resultados de recuperagdes, sendo portanto selecionado para os estudos

seguintes de otimizagdo do método.

7.2.3.2 Etapa de retroextracao

Para a etapa de retroextragao, € proposta uma abordagem muito simples,
na qual a LD é realizada num unico passo. Neste sentido, apds alcangado o
equilibrio na etapa de microextracao, o dispositivo analitico foi cuidadosamente
removido do frasco de amostragem e inserido num vial contendo um insert e 100
ML do mesmo solvente organico utilizado para a microextragao, ou seja, n-C9. O
conjunto foi selado e submetido ao tratamento ultrassoénico, estando de seguida
preparado para a analise por GC-MS(SIM). Para alcangar o melhor desempenho
na etapa de retroextragao, diferentes tempos de ultrassons (2, 5 e 15 min) foram
avaliados. De acordo com os resultados obtidos (A.II.5), foram suficientes 2 min
para dessorver os PAHs da HF.

Do ponto de vista pratico, a operagao de retroextragao, além de muito
eficiente, € amiga do ambiente, uma vez requerer apenas 100 uL de solvente
organico, muito simples e com pouca manipulag¢ao, sendo ainda compativel com

sistemas instrumentais convencionais para uso em rotina.
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Figura 7.4. Efeito da variagdo do solvente organico na microextragdo dos 18 PAHs estudados.

Condigbes experimentais: microextragdo, 1 h (1000 rpm), pH 5,5: retroextragdo, 5 min sob
ultrassons.
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7.2.3.3 Etapa de microextragao

A HFpE, assim como a BAPE, operam sob a tecnologia de amostragem
por flutuacdo e, neste sentido, parametros que influenciam a cinética do
processo, como o tempo de extragcdo e a velocidade de agitagdo, devem ser
avaliados, uma vez poderem afetar a transferéncia de massa e/ou difusdo dos
analitos entre a amostra e a fase extratora. Assim, o tempo de equilibrio foi
avaliado entre 30 e 120 min. A partir dos resultados obtidos apresentados na
figura 7.5, 60 min de microextragdo foram suficientes para se obter boas
recuperagcoes médias para a maioria dos PAHSs.

No que diz respeito a velocidade de agitagédo, foram realizados ensaios
sob 500, 700 e 1000 rpm, sendo que rotacdes superiores foram evitadas, uma
vez desestabilizarem o dispositivo analitico. Por outro lado, uma baixa
velocidade de agitagdo (500 rpm) pareceu n&o ser suficiente para promover a
difusdo dos analitos em direcdo a HF, sendo obtidas baixas eficiéncias de
extragao, conforme observado na figura 7.6. Desta forma, optou-se por adotar
700 rpm para os ensaios subsequentes de otimizagdo do método.

De seguida, as caracteristicas da matriz, como pH, for¢ca ibnica e
modificador organico, foram igualmente avaliadas. O pH é um parametro que
exerce importante efeito na extracdo de compostos ionizaveis, podendo
influenciar os niveis de recuperagdao de acordo com a forma sob a qual a
molécula se encontra. Contudo, para o caso dos PAHs, compostos nao
ionizaveis, ensaios realizados sob diferentes valores de pH (3,0; 5,5 e 10,0) n&o
apresentaram diferencas relevantes (A.ll.6), conforme ja esperado, tendo sido
mantido o pH 5,5 para os estudos subsequentes.

Os efeitos da forca idnica e da polaridade foram estudados por meio da
adicao de NaCl e MeOH a matriz, respetivamente. De acordo com a literatura, a
adicdo de um eletrélito a amostra pode reduzir a solubilidade dos analitos,
forcando-os a migrarem para a fase extratora (salting-out effect). Por este motivo,
o efeito da adigédo de sal (de 0 a 10%, m:v) foi avaliado, tendo-se observado que
o0 aumento da forga idnica prejudicava a extragdo dos PAHs, conforme mostrado
na figura 7.7. Esse resultado pode ter ocorrido devido a diminuicdo da
solubilidade dos PAHs no meio aquoso e pelo fato de o NaCl contribuir para a

migragcédo dos analitos em diregdo a superficie (oil-effect), reduzindo o contato
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com o dispositivo analitico. Uma vez a presenga de NaCl influenciar
negativamente a microextracdo dos PAHSs, a sua utilizagdo foi rejeitada nos

estudos posteriores.

Tabela 7.2. Pontos de ebulicdo e solubilidade em agua dos solventes avaliados como fase
extratora para HFpE.

Solvente Ponto de Solubilidade em
organico ebulicao (°C) agua (mg L")
DCM 39,6 13000
MTBE 55,2 51000
EtAc 77,1 64000
Tol 110,6 526
n-C7 98,4 3,40
n-C8 125,0 0,66
n-C9 151,0 0,22
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Figura 7.5. Efeito da variagao do tempo de equilibrio na microextragao dos 18 PAHs estudados.
Condigbes experimentais: microextragao, 1000 rpm, pH 5,5; retroextragédo, 5 min sob ultrassons.
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Figura 7.7. Efeito da variacao da forca idnica da matriz na microextragao dos 18 PAHs estudados.
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A adsorcdo dos analitos nas paredes dos vidros dos frascos de
amostragem (wall-effect) € um fenbmeno que pode ocorrer principalmente
quando os compostos em estudo apresentam caracteristicas mais apolares,
como sao o caso dos PAHs, comprometendo a eficiéncia do processo de
extragdo, especialmente na analise de tragos. Contudo, esse efeito pode ser
minimizado por meio da adigdo de um modificador organico no meio aquoso,
tendo como obijetivo reduzir a polaridade da matriz. Desta forma, concentragdes
de MeOH variando entre 0 e 15% (v:v) foram testadas, tendo-se observado que
a presenca deste solvente polar traz vantagens para a microextragao dos PAHs
mais hidrofdbicos. Porém, concentragdes mais elevadas de MeOH reduziram os
niveis de recuperacdo dos PAHs menos hidrofébicos, como apresentado na
figura 7.8. Assim, concluiu-se que, quando o alvo da analise sdo os PAHs mais
hidrofébicos, o uso do modificador organico é recomendado, sendo seu contrario

desprezivel.
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Figura 7.8. Efeito da variagédo da polaridade da matriz na microextragao dos 18 PAHs estudados.
Condigbes experimentais: microextragdo 1 h (700 rm), pH 5,5; retroextragdo, 5 min sob
ultrassons.
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7.2.4 Validagao do método analitico

Apos determinadas as condicdes 6timas para a analise dos 18 PAHSs, a
etapa seguinte consistiu na validagao da metodologia proposta. Para o efeito, os
ensaios foram realizados em 25 mL de agua ultrapura sob as condi¢des
experimentais otimizadas; microextragdo: n-C9, 60 min (700 rpm), pH 5,5;
retroextragao: n-C9 (100 pL), 2 min de tratamento ultrassénico. As amostras
foram fortificadas com solugcdes padrdes dos analitos por forma a obter
concentragdes finais compreendidas entre 20,0 e 2000,0 ng L. A figura 7.9
exemplifica um cromatograma referente a um ensaio realizado em agua
ultrapura fortificada (1,0 ug L") obtido por HFUE(n-C9)-uLD/GC-MS(SIM), sob
condi¢des experimentas otimizadas, no qual sdo observadas boa seletividade e

sensibilidade
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Figura 7.9. Cromatograma obtido por HFuE(n-C9)-uLD/GC-MS(SIM) na andlise dos 18 PAHs
numa amostra aquosa fortificada (1,0 yg L") sob condigbes experimentais otimizadas. 1,
naftaleno; 2, 2-metilnaftaleno; 3, 2-metilnaftaleno; 4, acenaftileno; 5, acenafteno; 6, fluoreno; 7,
fenantreno; 8, antraceno; 9, fluoranteno; 10, pireno; 11, benzo[a]antraceno; 12, criseno; 13,
benzol[a]fluoranteno; 14,benzolk]fluoranteno; 15, benzo[a]pireno; 16, indeno[1,2,3-cd]pireno; 17,
dibenzo[a,h]antraceno e 18, benzo[g,h,iJperileno.
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A sensibilidade foi averiguada através da determinagdo dos limiares
analiticos, tendo os LODs e LOQs sido calculados com recurso a razao S/N 3 e
10, respetivamente. A metodologia proposta foi igualmente avaliada em relagao
a repetibilidade, por meio de ensaios no mesmo dia (cinco replicados) e em dias
diferentes (trés replicados em trés dias consecutivos), tendo sido obtidos desvios
padrao relativos inferiores a 15 %.

A tabela 7.3 apresenta todos os resultados obtidos na validacao do
método. As recuperagdes médias variaram entre 14,5+ 8,2 % a 90,4 + 8,4 %, os
LODs entre 2,5 e 6,0 ng L' e os LOQs entre 10,0 e 20,0 ng L', numa ampla
gama linear (20,0 e 2000,0 ng L") com coeficientes de determinag&o superiores
a 0,9905.

Tabela 7.3. Recuperagcées médias, LODs, LOQs, gama linear dindmica e coeficientes de
determinagdo para os 18 PAHs obtidos por HFUE(n-C9)-uLD/GC-MS(SIM) na validagdo do
método analitico, sob condi¢des experimentais otimizadas.

Recuperacgao LOD LoQ Gama linear
PAHs r2
(% + RSD) (ngL" | (ngL")  dinamica (ng L")
Naftaleno 63,3+6,9 0,9979
1-Metilnaftaleno 73,5+ 10,5 0,9986
2-Metilnaftaleno 75,5+ 10,0 0,9984
Acenaftileno 69,2 + 8,6 0,9989
Acenafteno 76,6 £9,4 0,9997
2,50 10,00
Fluoreno 79,9 +10,9 0,9979
Fenantreno 81,7+ 10,6 0,9978
Antraceno 81,5+9.3 0,9968
Fluoranteno 84,6 £ 10,7 0,9979
20,00 - 2000,00
Pireno 85,0+ 9,1 0,9987
Benzo[a]antraceno 90,4+8,4 0,9955
Criseno 73,6 £5,0 0,9987
Benzola]fluoranteno 84275 5,00 15,00 0,9905
BenzolKk]fluoranteno 48,8+49 0,9956
Benzo[a]pireno 56,9+54 0,9965
Indeno[1,2,3-cd]pireno 37,1157 0,9995
Dibenzo[a,h]antraceno 14,5+ 8,2 6,00 20,00 0,9993
Benzo[g,h,i]perileno 15,7 £ 3,2 0,9984
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Conforme discutido anteriormente, a recuperacdo dos PAHs mais
hidrofébicos foi influenciada positivamente pela adicdo de um modificador
organico, como o MeOH, a matriz, reduzindo o fenbmeno do wall-effect. No
entanto, como a recuperagao da grande maioria dos PAHs nao foi afetada por
esse parametro, a validagdo do método foi realizada na auséncia de MeOH.

A metodologia proposta demonstrou excelente desempenho analitico na
determinacao vestigial dos 18 PAHs em meio aquoso, além de ser uma
abordagem muito simples do ponto de vista pratico. O ciclo analitico proposto
apresenta facil manipulagao e é totalmente compativel com sistemas de GC-MS

convencionais, sendo amplamente recomendado para o uso de rotina.

7.2.5 Comparagcao com outras técnicas de microextragao

O desempenho analitico da metodologia proposta foi comparado com
algumas técnicas de microextragdo mais recorrentes para a analise de tragos de
PAHSs reportadas na literatura, como SPME [9], SBSE [10], SDME [11], HL-LPME
[12] e DLLME [7] (tabela 7.4), em combinagdo com sistemas instrumentais

similares.

Tabela 7.4. Comparagao entre as técnicas de microextragcdo mais utilizadas para a analise de
PAHs.

SPME SBSE SDME DLLME HF-LPME HFpE
Tempo de Alguns
70 min 4 h 30 min 30 min 1h
equilibrio segundos
LODs (ng L") 0,1-0,8 2,0-10,0  10,0-30,0 7,0-30,0 6,0-10,0 2,5-6,0
Recuperagao (%) 17,5-65,7 19-108 36-152 60,3-111,3  10,2-18,9 14,5-90,4
Observagoes®
Amiga do usuario + + - - - +
Amiga do ambiente + + + - + +
Custo-beneficio - - - + + +
Uso em rotina + + + + - +
Este
Referéncia [9] [10] [11] [71 [12]
trabalho

2 O sinal + significa que a técnica possui a caracteristica ou é adequada e o sinal - significa que

a técnica ndo possui a caracteristica ou ndo é adequada.
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A SPME, utilizando fibras cobertas com PDMS, apresentou LODs mais
baixos (0,1 - 0,8 ng L") e recuperagbes médias similares (17,5 - 65,7 %), no
entanto a aplicagcao desta metodologia implica a aquisicdo de um dispendioso
modulo combi-PAL. Na SBSE(PDMS), sensibilidades (2,0 < LOD < 10,0 ng L)
e recuperagdes médias (19 - 108 %) comparaveis foram alcangadas, embora um
tempo de equilibrio muito superior (4 h) tenha sido necessario para alcangar a
maxima eficiéncia do método. Na abordagem usando SDME, o tempo de
extragdo foi menor que na HFuUE, embora os LODs obtidos tenham sido
superiores (10,0 a 30,0 ng L"), assim como no método por DLLME (tempo de
equilibrio de apenas alguns segundos e LODs de 7,0 a 30,0 ng L-"). Apesar de
a HF-LPME ter apresentado cinética mais rapida (30 min), evidenciou
recuperacdes médias muito inferiores (10,2 - 18,9 %).

Neste contexto, além da excelente performance analitica demonstrada
pela HFYE quando comparada com outras técnicas de microextragédo estatica, a
presente metodologia pode ser considerada amiga do usuario e do ambiente,
apresenta boa relacdo custo-beneficio e é apropriada para o uso em rotina,
utilizando instrumentagao convencional de laboratoérios de quimica analitica. Por
outro lado, apesar de a SPME e a SBSE serem igualmente amigas do usuario e
do ambiente, apresentam custos mais elevados por utilizarem dispositivos
analiticos comerciais. As demais abordagens, baseadas em liquidos, ndo podem
ser consideradas como técnicas amigas do usuario, uma vez requerem
demasiada manipulagdo da amostra. A SDME tem como principal desvantagem
a instabilidade da gota e, para uso de rotina, exige a aquisicdo de um maddulo
especifico para automatizacdo. A DLLME, apesar de ser entre as demais a
técnica com a cinética mais rapida, requer apos a etapa de microextragao
diversos passos para a separagao do extrato, como centrifugagdo, além de
utilizar maior volume de solvente orgénico (1 mL) quando comparada com as
outras abordagens. Finalmente, a HF-LPME, embora tenha superado o
problema da instabilidade da gota de solvente por meio da sua imobilizagao
numa membrana, requer a manipulagdo do mesmo com o uso de microseringas,
ndo sendo definitivamente uma abordagem amiga do usuario, especialmente

para o uso em rotina.

127



7. Microextragdo em fibra oca (HFPE) - Aplicacdo para analise vestigial de hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos em matrizes reais

7.2.6 Aplicagao a matrizes reais

Para demonstrar a capacidade analitica da nova metodologia proposta, a
HFUE(n-C9)/GC-MS(SIM) foi aplicada para a monitorizacdo dos 18 PAHs em
diversos tipos de matrizes reais, nomeadamente agua superficial, efluentes,
solo, cha e figado de peixe. O SAM foi utilizado para fins de quantificacéo para
evitar possiveis efeitos de matriz, causados por potenciais interferentes nas
amostras. Assim, as amostras foram fortificadas com solugdes padrao contendo
os analitos por forma a obter concentragdes finais compreendidas entre 0,08 e
2,00 ug L™ para a agua superficial e o efluente, 0,01 e 0,10 ug g™ para o solo e
cha e 0,07 e 0,70 ug g para o figado de peixe. Ensaios em branco, sem
fortificagao foram igualmente realizados para maior controlo do processo.

De modo geral, os resultados obtidos demonstraram boa performance
analitica para todos os tipos de matrizes, com coeficientes de determinagao entre
0,9820 (solo) e 0,9999 (agua superficial), ndo sendo os PAHs detetados em
nenhuma das amostras (< LOD). No entanto, observou-se ligeira perda de
sensibilidade do método para a determinagao dos compostos mais hidrofébicos,
principalmente nas matrizes mais complexas.

A figura 7.10 exemplifica perfis cromatograficos obtidos a partir dos
ensaios realizados em amostras de efluente (a), solo (b), cha (c), bem como
figado de peixe (d) por HFUE(n-C9)/GC-MS(SIM), sob condi¢cdes experimentais
otimizadas, na qual sdo observadas boa seletividade e sensibilidade.

7.3 Conclusoes

No presente trabalho, uma nova técnica hibrida foi proposta, HFuE,
combinando as principais vantagens de algumas das abordagens modernas
para microextracao estatica. A metodologia proposta foi otimizada, validada e
aplicada a diversas matrizes reais, nomeadamente agua superficial, efluentes,
solo, cha e figado de peixe, utilizando 18 PAHs como compostos modelo. A partir
dos resultados obtidos, sob condicbes experimentais otimizadas, observou-se
boa resposta analitica, com eficiéncias de extragao satisfatérias, LODs da ordem

de ng L' e linearidades convenientes numa alargada gama de trabalho.
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Além disso, o ciclo analitico adotado é muito simplificado do ponto de vista
pratico, os dispositivos analiticos utilizados apresentam baixo custo e o volume
de solventes organicos requeridos € minimo, de acordo com 0s principios da
GAC. Desta forma, esta nova técnica apresenta boa relagao custo-beneficio, é
amiga do usuario e do meio ambiente, podendo ser facilmente conciliada com o
uso de rotina, sendo uma excelente alternativa analitica quando comparada a

outras técnicas bem estabelecidas para enriquecimento de amostras.
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Figura 7.10. Cromatogramas obtidos por HFUE(n-C9)/GC-MS(SIM) na analise dos 18 PAHs em
amostras de efluente (a), solo (b), cha (c) e figado de peixe, sob condi¢des experimentais
otimizadas. 1, naftaleno; 2, 2-metilnaftaleno; 3, 2-metilnaftaleno; 4, acenaftileno; 5, acenafteno;
6, fluoreno; 7, fenantreno; 8, antraceno; 9, fluoranteno; 10, pireno; 11, benzo[a]antraceno; 12,
criseno; 13, benzo[a]fluoranteno; 14,benzo[Kk]fluoranteno; 15, benzo[a]pireno; 16, indeno[1,2,3-
cd]pireno; 17, dibenzo[a,h]antraceno e 18, benzo[g,h,i]perileno.
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8.1 Consideracdes gerais

Os pesticidas constituem um grupo de substancias quimicas utilizadas
para matar, repelir ou controlar pragas na agropecuaria e na saude publica,
sendo genericamente conhecidos por herbicidas, inseticidas, fungicidas,
bactericidas ou rodenticidas, de acordo com seu uso em particular. Os pesticidas
sdo geralmente formulados para afetar o sistema fisiolégico dos organismos
alvo, levando-os a disfuncédo e morte.

Embora o controlo quimico de pragas tenha contribuido para o
crescimento da agricultura e reducao de casos de doengas em humanos e
animais, com o uso desmedido dos pesticidas na producgéo alimentar, estamos
continuadamente a ser expostos aos residuos desses compostos em diversos
alimentos consumidos diariamente [1]. Além disso, a aplicagao de pesticidas nos
cultivos agricolas € uma grande fonte de contaminagao dos ecossistemas, uma
vez esses agentes poderem atingir o solo, sendo depois percolados para as
aguas subterrdneas ou, ainda, lixiviados pela agdo das chuvas alcangando
aguas superficiais e podendo posteriormente chegar ao mar [2].

Entre os pesticidas mais utilizados encontram-se o0s pesticidas
organoclorados (OCPs - organochlorine pesticides), compostos com estruturas
quimicas relacionadas, formados por anéis alifaticos ou aromaticos substituidos
por atomos de cloro, conforme mostrado na figura 8.1. Devido as suas
semelhangas estruturais, estes compostos partiiham algumas caracteristicas
fisico-quimicas como hidrofobicidade, persisténcia, bioacumulagio, assim como
elevada toxicidade [3]. Os OCPs foram amplamente utilizados durante e apds a
Segunda Guerra Mundial com o objetivo de combater vetores de doengas como
a malaria, tendo sido posteriormente banidos em muitos paises, face aos riscos
que causam a saude. Atualmente, diversos OCPs tém o uso controlado pela
Convencao de Estocolmo (1972) sobre ‘Poluentes Orgénicos Persistentes’,
embora ainda sejam muito utilizados em paises em desenvolvimento,
principalmente na Asia, face ao baixo custo e eficiéncia de curto prazo.

A exposigédo aguda e crénica dos humanos aos pesticidas esta associada
a casos de cancro, desregulacdo hormonal, diabetes, bem como doencas
neuroldgicas e respiratorias [4]. Assim, dado ao elevado potencial de toxicidade

desses compostos, aliado ao fato de que muitos produtos consumidos no mundo
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serem oriundos de paises como China e india, é relevante o desenvolvimento de
métodos analiticos capazes de monitorizar diversos OCPs em diferentes tipos
de matrizes.

Neste sentido, o presente estudo tem como objetivo aplicar a inovadora
técnica HFE [5], proposta e descrita no capitulo 7, na analise vestigial de 17
OCPs (figura 8.1) como compostos modelo, a fim de demonstrar a ampla
capacidade analitica e ainda introduzir avangos como o uso simultaneo de dois
dispositivos por amostra para aumento da sensibilidade e seletividade. Neste
sentido, a metodologia proposta foi desenvolvida, otimizada e validada, assim

como aplicada a diversas matrizes reais das areas ambiental e alimentar.
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Figura 8.1. Estruturas quimicas dos 17 OPCs estudados.
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8.2 Resultados e discussao

8.2.1 Otimizagao instrumental

Com a finalidade de se obter as melhores condicdes de operacao
instrumental para a analise dos 17 OCPs, comegou por se injetar uma solugao
padrao mistura contendo todos os analitos no sistema GC-MS operando no
modo varrimento continuo (full-scan). Desta forma, avaliou-se o padrao de
fragmentagao de cada OCP, tendo sido selecionado o ido alvo (pico base) e os
principais fragmentos (tabela 8.1), com o objetivo de se atingir maxima

seletividade e sensibilidade para posterior operagdo no modo SIM.

Tabela 8.1. Coeficientes de particdo octanol-agua (log Kow), tempos de retengédo e ides
selecionados para a analise dos 17 OCPs por GC-MS(SIM).

OoCP Log Kow? tl_? Grupo lao (m/z)P
(min)

a-BHC 3,99 10,43 111, 181, 219
y-BHC 3,99 11,08 1 109, 183, 219
B-BHC 3,99 11.23 111, 181, 219
Heptacloro 5,46 13,02 100, 272, 274
Aldrina 5,32 13,93 2 66, 263, 265
Heptacloro epoxido 5,47 14,97 81, 263, 353
y-Clordano 5,57 15,59 237,272 373
a-Clordano 5,57 15,93 237,272, 373
a-Endosulfao 3,13 15,99 3 195, 241, 265
4,4-DDE 6,37 16,51 176, 246, 318
Dieldrina 4,88 16,61 79, 263, 277
Endrina 4,88 17,15 243, 263, 281
B-Endosulféo 3,13 17,38 4 159, 195, 237
4,4-DDD 5,39 17,55 165, 235, 237
Endrina aldeido 2,76 17,83 67, 250, 345
4,4-DDT 5,92 18,38 165, 235, 237
Metoxicloro 4,56 19,58 ° 152, 227, 212

@ Calculos efetuados utilizando o software Marvin 6.2.2, 2014, ChemAxon
(http://www.chemaxon.com).
b 16es de quantificagdo (sublinhados) e ibes qualificadores (fragmentos).
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Posteriormente, recorreu-se a inje¢ao de grandes volumes (LVI) operando
no modo solvent vent por GC-MS(SIM) para o aumento da sensibilidade, tendo
sido selecionado um volume de injecéo de 10 uL. Operando nestas condi¢des
intrumentais, a monitorizagao dos ides selecionados demonstrou boa resposta
para cada analito, assim como picos simétricos em tempo analitico adequado (<
25 min). De seguida, a sensibilidade instrumental foi avaliada por intermédio dos
LODs e LOQs, calculados com recurso a razdo S/N 3 e 10, respetivamente,
gerando valores compreendidos entre 6,0 e 12,0 ug L' e 20,0 e 40,0 yg L". A
calibragdo instrumental foi efetuada com recurso a injecdo de padrées dos
analitos abrangendo concentragdes compreendidas entre 40,0 a 1000,0 ug L.
Nesta gama de trabalho, foram ainda obtidas boas linearidades para todos os

OCPs, com coeficientes de determinagéo (r?) superiores a 0,999.

8.2.2 Otimizagao do método analitico

8.2.2.1 Selegao do solvente organico

O solvente organico a ser imobilizado nas paredes porosas das HFs
exerce um papel fundamental no processo de enriquecimento por HFUE, uma
vez determinar a afinidade dos analitos da amostra com o dispositivo analitico.
Conforme descrito com detalhe no capitulo anterior, o solvente deve ser
criteriosamente selecionado, sendo que idealmente deve apresentar ponto de
ebulicdo elevado e baixa solubilidade em agua. Neste sentido, cinco solventes
organicos (Clor, Tol, n-C6, n-C7 e n-C8) foram testados para maximizar a
seletividade do método proposto.

A figura 8.2 mostra os resultados obtidos para a microextragdo dos 17
OCPs utilizando os diversos solventes organicos. Apesar do Clor parecer uma
opgao promissora por apresentar atomos de Cl na sua estrutura, semelhante aos
analitos em estudo, este € um solvente com elevada densidade, agregando peso
a HF. Desta forma, o dispositivo analitico deixava de flutuar na amostra,
comprometendo a eficiéncia do processo. O Tol, um solvente com ponto de
ebulicdo elevado e baixa solubilidade em agua, extraiu com boa eficiéncia

apenas os pesticidas menos volateis, como é o caso dos BHCs. Por outro lado,
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para a grande maioria dos analitos alvo, o n-C7 forneceu as maiores

recuperacoes e portanto foi o solvente selecionado para os ensaios posteriores.
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Figura 8.2. Efeito da variagao do solvente organico na microextragéo dos 17 OCPs estudados.
Condicbes experimentais: microextragdo 1 h (1000 rpm), pH 5,5: retroextracdo, 5 min sob
ultrassons.

8.2.2.2 Etapa de retroextragao

Conforme proposto no Capitulo 7, a etapa de retroextragao consiste numa
estratégia muito simples na qual a LD é realizada num unico passo [5]. Desta
forma, no final de cada ensaio de microextracdo, o dispositivo analitico foi
cuidadosamente removido do frasco de amostragem e inserido num vial
contendo um insert e 100 yL do mesmo solvente organico utilizado na etapa de
microextragdo, ou seja, n-C7. O conjunto foi selado e submetido a tratamento
ultrassoénico, estando de seguida disponivel para a analise por GC-MS(SIM).
Com o objetivo de se conseguir o melhor desempenho na etapa de retroextracao,

diferentes tempos de ultrassons (2, 5 e 10 min) foram testados (figura 8.3). De
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acordo com os dados obtidos, 5 min demonstraram serem suficientes para
dessorver os analitos da HF.

A operacdo envolvida na etapa de retroextragdo € muito simples, com
reduzida manipulagao, requer um volume negligenciavel de solventes organicos
e €& completamente compativel com sistemas instrumentais convencionais,

facilitando a aplicagcao para uso de rotina.
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Figura 8.3. Efeito da variagdo do tempo de tratamento ultrassénico na retroextragéo dos 17 OCPs
estudados. Condigbes experimentais: microextragdo 1 h (1000 rpm), pH 5,5.

8.2.2.3 Etapa de microextragao

Uma vez a HFYE operar sob a tecnologia de amostragem por flutuagéo, a
semelhangca da BAJE [6,7], parédmetros cinéticos que podem afetar a
transferéncia de massa e/ou difusdo dos analitos entre o seio da amostra e o
dispositivo analitico, como tempo de extragao e velocidade de agitacdo, devem
ser cuidadosamente estudados. Neste sentido, foram realizados ensaios

considerando tempos de extragdao compreendidos entre 1 e 4 h, tendo sido
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observado (figura 8.4) que o processo alcanga o equilibrio ao fim de 3 h para
praticamente todos os OCPs em estudo. Para o caso especifico dos BHCs, a
eficiéncia de extracdo diminui com o aumento do tempo, porém, como para a
maioria dos compostos as maiores recuperagdes foram alcangadas ao fim de 3

h, tendo sido o tempo adotado para os estudos posteriores.
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Figura 8.4. Efeito da variagdo do tempo de equilibrio na microextragdo dos 17 OCPs estudados.
Condigdes experimentais: microextragao, 1000 rpm, pH 5,5; retroextragdo, 5 min sob ultrassons.

De seguida, foram avaliadas diferentes velocidades de agitagdo da
amostra (800, 1000 e 1200 rpm), tendo sido observado (figura 8.5) que a
microextracdo de todos os OCPs foi muito favorecida com o aumento da
velocidade de agitacdo. Neste sentido, a velocidade maxima que manteve a
estabilidade do dispositivo analitico, 1200 rpm, foi selecionada para os ensaios

subsequentes.
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Figura 8.5. Efeito da variacdo da velocidade de agitagdo na microextracdo dos 17 OCPs
estudados. Condigdes experimentais: microextragdo, 3 h, pH 5,5; retroextragdo, 5 min sob
ultrassons.

As caracteristicas da matriz, como pH, forga idnica e polaridade exercem
grande influéncia na termodinamica do processo de microextracdo, conforme
concluido anteriormente [8,9], tendo sido igualmente estudadas. O pH tem efeito
sobretudo na extracdo de compostos ionizaveis, uma vez poder afetar os niveis
de recuperacao de acordo com a forma sob a qual os analitos se encontram.
Dado que os OCPs consistem em compostos nao ionizaveis, a alteragao do pH
da matriz nao refletiu em resultados relevantes (A.ll.7), tendo sido mantido o pH
5,5 para os estudos seguintes.

Para os estudos dos efeitos da forca idnica e da polaridade da matriz,
foram realizados ensaios na presenga de NaCl e MeOH, respetivamente. A
adicdo de um eletrdlito a amostra pode contribuir para a redugao da solubilidade
dos analitos no meio, forcando-os a migrar para a fase extratora (salting-out
effect). Desta forma, foram adicionadas concentragcbes de sal até 10 % (m:v),
tendo-se observado um decréscimo da recuperacgao de todos os pesticidas com

0 aumento da concentragao de sal no meio (figura 8.6), que pode estar associado
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a ocorréncia do oil-effect, ou seja, a migracdo dos analitos em direcédo a
superficie face a diminuicdo da solubilidade no meio.

Durante a extracdo de compostos apolares pode ocorrer adsor¢cao dos
analitos as paredes dos materiais de vidro utilizados (wall-effect),
comprometendo os niveis de recuperacédo dos compostos alvos. Este efeito pode
ser reduzido adicionando-se um modificador organico ao meio aquoso, com a
finalidade de se reduzir a polaridade da matriz. Neste sentido, foram realizados
ensaios contendo MeOH até 10 % (v:v) no meio aquoso. Contudo, por
observacdo dos resultados obtidos, o aumento da concentragdo deste
modificador resultou em perdas significativas de eficiéncia de extragao (A.11.8).

Nesta perspetiva, o método proposto foi otimizado na auséncia de NaCl e MeOH.
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Figura 8.6. Efeito da variagdo da forga i6nica da matriz na microextracdo dos 17 OCPs
estudados. Condigdes experimentais: microextragcdo, 3 h (1200 rpm), pH 5,5; retroextracédo, 5

min sob ultrassons.
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8.2.3 Modificagées na HFuE

Com a finalidade de tentar reduzir o tempo de equilibrio da etapa de
microextragao, decidiu-se explorar o uso simultaneo de duas HFs por amostra.
Neste sentido, foram realizados ensaios, sob condi¢gdes otimizadas, utilizando
duas HFs contendo ambas o solvente n-C7, a fim de aumentar a cinética do
processo. A partir dos resultados obtidos (figura 8.7a), observou-se que com esta
estratégia foi possivel reduzir o tempo de equilibrio de 3 para 2 h com ganho de
recuperacao de todos os analitos em estudo.

Contudo, uma vez o Tol ter apresentado boa resposta na microextracao
dos BHCs, decidiu-se realizar um ensaio utilizando duas HFs com solventes
diferentes, sendo que a primeira continha n-C7 e a segunda, Tol, para aumentar
a seletividade do método. A retroextracao foi realizada com uma mistura (1:1;
v:v) de ambos os solventes. Desta forma, conforme apresentado na figura 8.7b,
obteve-se aumento da recuperagdo dos BHCs, sem comprometer a

microextracdo dos demais analitos.

8.2.4 Validagao do método analitico

Com as condi¢des o6timas definidas para a analise dos 17 OCPs, a
metodologia proposta foi validada com a realizagdo de ensaios em 25 mL de
agua ultrapura sob as seguintes condigdes experimentais otimizadas;
microextragao: duas HFs, n-C7+Tol, 2 h (1200 rpm), pH 5,5; retroextracéo: n-
C7+Tol (100 mL; 1:1) 5 min tratamento ultrassonico. As amostras foram
fortificadas com solugcbes padrbes dos analitos por forma a se obter
concentragdes finais compreendidas entre 0,07 e 10,0 ug L™'. A sensibilidade do
método foi igualmente avaliada por meio dos LODs e LOQs, sendo calculada
com recurso a razao S/N 3 e 10, respetivamente. A figura 8.9 exemplifica um
cromatograma referente a um ensaio realizado em agua ultrapura fortificada (5,0
ug L") obtido por HFYE(n-C7+Tol)-uLD/LVI-GC-MS(SIM), sob condigbes

experimentais otimizadas, no qual se observa boa seletividade e sensibilidade.
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Figura 8.7. Efeito do uso de duas HFs (n-C7) no tempo (a) e na eficiéncia (n-C7+Tol) de
microextragao dos 17 OCPs estudados. Condigbes experimentais: microextragdo, 1200 rpm, pH
5,5; retroextragéo, 5 min sob ultrasons.
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Figura 8.8. Cromatograma obtido por dual-HFuE(n-C7+Tol)-uLD/LVI-GC-MS(SIM) na analise
dos 17 OCPs numa amostra aquosa fortificada (5,0 yg L), sob cndigbes experimentais
otimizadas. 1, a-BHC; 2, y-BHC; 3, B-BHC; 4, heptacloro; 5, aldrina; 6, heptacloro epodxido; 7, y-
clordano; 8, a-clordano, 9, a-endosulfao; 10, 4,4-DDE; 11, dieldrina; 12, endrina; 13, -
endosulfao; 14, 4,4’-DDD; 15, endrina aldeido; 16, 4,4’-DDT e 17, metoxicloro.

A tabela 8.2 resume todos os resultados obtidos na validacido do método.
As recuperagdes médias variaram entre 40,6+6,8 e 101,7+8,0 ug L™, os LODs
entre 0,01 e 0,02 ug L' e os LOQs entre 0,05 e 0,07 ug L', numa ampla gama
linear (0,07 a 10,0 ug L") com coeficientes de determinag&o superiores a 0,9941.
Relativamente a repetibilidade, foram conduzidos ensaios no mesmo dia (cinco
replicados) e em dias diferentes (trés replicados em trés dias consecutivos),
gerando desvios padrdes relativos sempre inferiores a 16 %.

Além das vantagens da HFuUE ja demonstradas, as modificagcoes
introduzidas, possibilitando o uso simultdneo de duas fibras com solventes
diferentes contribuiram para o aumento da seletividade do método, assim como

a reducao do tempo de analise, sem comprometer o ciclo analitico envolvido.
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Tabela 8.2. Recuperagbées médias, LODs, LOQs, gama linear dindmica e coeficientes de
determinagao para os 17 OCPs obtidos por HFUE(n-C7+Tol)-uLD/LVI-GC-MS(SIM) na validagao
do método analitico, sob condi¢des experimentais otimizadas.

OCPs Recuperagao LOD LoQ Gama linear 2
(% £ RSD) (ugL"  (ugL")  dinamica (ug L")

o-BHC 47,8+8,5 0,02 0,07 0,9982
y-BHC 46,8 +9,8 0,02 0,07 0,9944
B-BHC 48,7+7,3 0,02 0,07 0,9962
Heptacloro 58,8 £ 9,1 0,02 0,07 0,9990
Aldrina 49,7 +9,8 0,02 0,07 0,9979
Heptacloro epoxido 59,6 £5,9 0,02 0,07 0,9996
y-Clordano 48,9+6,3 0,02 0,07 0,9985
a-Endosulfao 95,1+9,0 0,02 0,07 0,9966
a-Clordano 50,9+9,5 0,02 0,07 0,07-10,0 0,9997
4,4-DDE 40,6 + 6,8 0,01 0,05 0,9955
Dieldrina 68,9+3,5 0,02 0,07 0,9996
Endrina 91,279 0,02 0,07 0,9987
B-Endosulfégo 101,7 £ 8,0 0,02 0,07 0,9964
4,4-DDD 51,7+9,3 0,01 0,05 0,9992
Endrina aldeido 48,8 +3,7 0,02 0,07 0,9993
4,4-DDT 42,2+8.3 0,01 0,05 0,9982
Metoxicloro 741 +9,1 0,01 0,05 0,9941

A metodologia proposta neste estudo demonstrou desempenho analitico
adequado, num curto tempo de analise, para a determinagéo vestigial dos 17
OCPs em meio aquoso, provando que a HFUE é uma técnica de microextracao
estatica promissora para a analise de compostos apolares.

Quando comparada com outras técnicas para determinagcdo de OCPs
presentes na literatura, a HFUE destaca-se por apresentar boa relacdo custo-
beneficio, ser amiga do usuario e do ambiente e totalmente compativel com
sistemas instrumentais correntes para o uso em rotina. Os métodos
convencionais mais utilizados nesta aplicacdo, como a LLE e SPE, exigem
grandes quantidades de solventes orgéanicos, em discordancia com os principios
da GAC, assim como elevado volume de amostra, além do tempo e trabalho

despendidos na analise serem muito superiores.
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Com relacdo as técnicas de microextragao baseadas em sélidos, a SPME
e a SBSE, quando combinadas com TD, requerem um médulo especifico para o
sistema de GC. Gutiérrez-Serpa [10] usou a SPME para a monitorizagao de 14
OCPs em matrizes ambientais e obteve LODs superiores (0,13 a 0,20 ug L")
que a presente metodologia. Por outro lado, Pérez-Carrera [11], utilizando SBSE,
alcangou LODs da ordem ng L' de para a andlise de 16 OCPs, tendo, contudo,
o tempo de equilibrio sido de 14 h, ou seja, muito superior ao tempo de extragéo
obtido por HFuE.

Relativamente as abordagens miniaturizadas baseadas em liquidos, Liu
[12] desenvolveu uma metodologia para a determinacdo de 12 OCPs por
microextragdo por gota diretamente suspensa (DSDME - directly suspended
droplet microextraction), uma variante da SDME, tendo alcangado LODs
compreendidos entre 0,01 e 1,00 ug L. Apesar da simplicidade da técnica, o
fato do solvente organico ficar suspenso gera instabilidade da fase extratora
durante o processo de microextragcao e ainda dificulta o uso em rotina. Basheer
[13] utilizou a HF-LPME para a analise de 12 OCPs em matrizes aquosas
ambientais, tendo obtido LODs similares aos do presente estudo (0,013 a 0,059
ug L"), sendo, contudo, o uso de microseringas uma desvantagem desta técnica.

Neste contexto, a metodologia proposta, HFUE(n-C7+Tol)-uLD/LVI-GC-
MS(SIM), pode ser considerada uma excelente alternativa para a monitorizagao
de OCPs em matrizes reais, utilizando materiais simples e de baixo custo,
volumes negligenciaveis de solventes orgéanicos, assim como envolvendo

reduzida manipulagao.

8.2.5 Aplicagcao a matrizes reais

Para demonstrar o desempenho analitico da metodologia proposta, foram
realizados ensaios com recurso ao SAM em diversas matrizes reais das areas
ambiental e alimentar, nomeadamente, agua potavel, efluente, solo, cha e
tomate. As amostras aquosas foram fortificadas no sentido de se obter
concentragdes finais em OCPs compreendidas entre 0,10 e 10,00 ug L e, as

amostras solidas, entre 0,02 e 2,00 yg g, em quatro niveis. Foram ainda
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realizados ensaios em branco sem a adi¢gao de padrao para maior controlo do
processo.

De forma geral, os resultados obtidos demonstraram boa capacidade
analitica para todos os tipos de matrizes, com coeficientes de determinacao
compreendidos entre 0,9887 (solo) e 0,9996 (agua potavel). Nos ensaios
efetuados ndo foram detetados OCPs (< LOD) em nenhuma das matrizes
analisadas, circunstancia que se justifica uma vez estes pesticidas terem sido
banidos da Unido Europeia.

A figura 8.9 exemplifica perfis cromatograficos obtidos a partir de ensaios
realizados em amostras de efluente (a), solo (b), cha (c) e tomate (d), sob
condigbes experimentais otimizadas, na qual podem observadas excelentes

seletividade e sensibilidade.

8.3 Conclusoes

No presente estudo, a técnica hibrida proposta no capitulo 7, HFUE, foi
aplicada na determinagéo vestigial de 17 OCPs em diversos tipos de matrizes
reais, com a finalidade de demonstrar sua capacidade analitica para uma ampla
gama de analitos e amostras. A metodologia proposta, HFYE(n-C7+Tol)-
MLD/LVI-GC-MS(SIM), foi otimizada e validada, tendo fornecido resultados muito
satisfatorios, com eficiéncias de extracado e sensibilidades convenientes.

O presente estudo introduziu ainda uma melhoria na HFYE, pelo uso de
duas HFs por amostra contendo solventes diferentes, no sentido de aumentar a
seletividade da extragao e reduzir o tempo de equilibrio envolvido. Por outro lado,
o uso de dois dispositivos analiticos ndo condicionou o ciclo analitico.

As vantagens praticas ja observadas anteriormente, como a simplicidade,
o custo-beneficio, a reduzida manipulagdo e consumo negligenciavel de
solventes organicos, assim como a compatibilidade com instrumentagao
analitica convencional, foram uma vez mais confirmadas, fazendo desta nova
abordagem uma excelente técnica alternativa para a monitorizagao vestigial de

compostos apolares em matrizes reais com origem diversa.
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Figura 8.9. Cromatogramas obtidos por dual-HFuE(n-C7+Tol)-uLD/LVI-GC-MS(SIM) na analise dos 17 OCPs em amostras fortificadas de efluente (a), solo (b),
cha (c) e tomate, sob cndigbes experimentais otimizadas. 1, a-BHC; 2, y-BHC; 3, B-BHC; 4, heptacloro; 5, aldrina; 6, heptacloro epdxido; 7, y-clordano; 8, a-
clordano, 9, a-endosulfédo; 10, 4,4’-DDE; 11, dieldrina; 12, endrina; 13, B-endosulfao; 14, 4,4’-DDD; 15, endrina aldeido; 16, 4,4’-DDT e 17, metoxicloro.
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9.1 Conclusdes finais

A presente dissertacdo propde o desenvolvimento e a aplicacdo de
metodologias inovadoras para a andlise vestigial de compostos prioritarios,
nomeadamente antibioticos, antidepressivos, filtros UV, hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos e pesticidas organoclorados, em diversos tipos de
matrizes reais com reconhecida importancia.

Numa primeira fase, demonstrou-se o0 potencial da microextracao
adsortiva em barra (BAUE), uma técnica sortiva estatica que opera sob a
tecnologia de amostragem por flutuacéo e apresenta como principal vantagem a
possibilidade de selecionar o melhor sorvente de acordo com as caracteristicas
dos analitos para cada aplicacdo particular. A BAUE, seguida de pLD e
combinada com HPLC-DAD, foi aplicada na analise vestigial de antibioticos
(sulfatiazol, sulfametoxazol, sulfadimetoxina e trimetoprim) em matrizes
ambientais aquosas. A metodologia proposta provou excelente desempenho
analitico, demonstrando ser uma alternativa a outras técnicas de microextracao
bem estabelecidas.

Apesar de todas as vantagens apresentadas pela BAUE, a etapa de
retroextracdo tornava esta técnica limitativa, uma vez incluir diversos passos
nem amigos do usuario, nem compativeis com trabalho de rotina. Neste sentido,
foi desenvolvida uma nova geracdo de dispositivos BAUE, permitindo a
introducé@o de um ciclo analitico inovador, simples e com vantagens efetivas. Os
novos dispositivos sdo menores e mais flexiveis que os originais, podendo a LD
ser realizada num dnico passo, sendo compativel com amostradores
automaticos de sistemas cromatograficos convencionais.

Para avaliar o desempenho analitico desses avanc¢os propostos, 0 novo
dispositivo BAUE, combinado com sistemas de LC, foi utilizado na determinagao
de quatro farmacos antidepressivos (bupropiona, trazodona, citalopram e
amitriptilina) em fluidos biolégicos e dois filtros UV hidrofilicos (acido 2-fenil-5-
benzemidazol sulfénico e acido 5-benzoil-4-hidroxi-2-metdxi-benzeno sulfénico)
em matrizes aquosas ambientais e cremes de protecdo solar. Os resultados
obtidos em ambas as metodologias desenvolvidas demonstraram excelente
desempenho analitico, indicando que a reducdo da quantidade de sorvente

usada ndo comprometia a eficiéncia do processo de microextracdo. Do ponto de
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vista pratico, as inovac¢des introduzidas simplificaram ainda mais a técnica BAUE,
com a eliminacgéo de diversos passos de manipulagéo da amostra, fazendo desta
abordagem uma alternativa notadvel para a monitorizacdo de compostos
prioritarios em matrizes reais para uso em rotina.

Uma nova técnica hibrida de microextracdo estatica foi igualmente
proposta, a microextracdo em fibra oca (HFUE), uma abordagem baseada em
liguidos e desenvolvida para a extracdo de compostos mais apolares. O
dispositivo analitico consiste numa membrana contendo solvente organico
imobilizado nas suas paredes porosas, que opera por flutuacdo. Ao contrario de
outros métodos anteriormente propostos utilizando fibras ocas, a HFUE opera
num ciclo analitico simples, com reduzida manipulacéo, sendo facilmente
combinada com sistemas instrumentais convencionais para trabalho de rotina.
Foram ainda introduzidas melhorias a HFUE com o uso simultédneo de duas fibras
por amostra com diferentes solventes a fim de aumentar a seletividade do
método, assim como a cinética de microextracdo, sem comprometer o ciclo
analitico envolvido.

Com a finalidade de demonstrar o desempenho analitico da nova técnica,
a HFYE combinada com GC-MS foi utilizada para a determinagéo vestigial de 18
PAHs e 17 OCPs em diversos tipos de matrizes reais das areas ambiental e
alimentar, nomeadamente aguas potaveis e superficiais, efluentes, solo, cha,
tomate e figado de peixe. Os dados obtidos foram muito satisfatérios, com baixos
limiares analiticos, assim como recuperacdes e precisdes adequadas. Para além
do notavel desempenho analitico, a cinética de microextracdo € muito rapida,
face a elevada capacidade de particdo dos analitos para o solvente e a
simplicidade da operacéo laboratorial.

Em resumo, os métodos desenvolvidos na pressente dissertacdo
apresentam elevada simplicidade e custo-beneficio, sdo amigos do usuario e do
ambiente, podendo ser facilmente combinados com instrumentacdo corrente
para o uso em rotina. Face ao baixo custo de todos os aparatus envolvidos, 0s
materiais sao utilizados apenas uma vez por amostra, evitando problemas de
contaminacgdo. Por fim, a BAUE e a HFUE provaram ser alternativas analiticas
crediveis para a microextracao vestigial de compostos prioritarios, quer polares,
quer apolares, em matrizes reais com grande complexidade e origem diversa,

tendo os objetivos propostos neste trabalho sido claramente alcancados.
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9.2 Perspetivas futuras

Como perspetivas futuras, propdem-se a aplicacdo das tecnologias
propostas a outras classes de compostos emergentes e em diferentes matrizes
reais, com a finalidade de expandir ainda mais a area de atuacao.

Sugere-se ainda para a BAUE, testar novas fases sorventes, com
caracteristicas fisico-quimicas distintas, assim como materiais resultantes da
modificacdo quimica com propriedades superficiais e texturais inovadoras para
aumento da seletividade e/ou sensibilidade. Outra vertente que pode ser
estudada diz respeito a reducao do tempo de equilibrio com o aumento da area
de contato entre o sorvente e a matriz.

Sendo a HFPE uma nova abordagem, muitas possibilidades podem ainda
ser exploradas, como por exemplo a utilizacdo de outros solventes organicos, o
uso do dispositivo no modo HS e a reducdo do tamanho da HF para uma
diminui¢do ainda maior do volume de solvente usado na LD, com consequente
aumento do fator de concentracéo e da sensibilidade do método.

Por fim, a combinacédo das técnicas propostas com sistemas hifenados
e/ou tandem, ou mesmo com instrumentacdo de alta resolucdo, é uma
possibilidade que deve ser considerada no sentido de incrementar a seletividade
e a sensibilidade, fundamentalmente na identificacdo de analitos desconhecidos

em matrizes com elevada complexidade.
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Anexo | - Técnicas cromatograficas e hifenadas

As técnicas cromatogréaficas constituem um importante conjunto de
métodos de separacdo com grande aplicacdo em diversas areas da ciéncia.
Face aos avancos desenvolvidos nas ultimas décadas, essas técnicas sao
amplamente utilizadas para a separacdo de componentes em matrizes de

elevada complexidade.

A.1 Breve nota histérica

Os métodos de separcao tém sido amplamente utilizados durante quase
toda a histéria da humanidade, em operacdes como filtracdo, destilacéo,
extracdo com solvente e amalgamacdo. Em meados do século XIX, alguns
cientistas ja usavam soélidos para filtracdo e fracionamento de liquidos e
separacdes em papel com o desenvolvimento em modo circular e ascendente.
No final do século XIX, cientistas utilizaram solidos dispostos em colunas para
fracionar petroleo. Apesar de todos esses processos de separacdo terem
ocorrido face a um mecanismo hoje consagrado em cromatografia, naquela
epoca o fendmeno nado foi propriamente reconhecido nos experimentos
realizados [1].

Esse reconhecimento aconteceu somente no inicio do século XX, quando
0 botéanico russo Michael Tswett identificou 0 mecanismo do seu processo de
separacao como o de adsorc¢ao e introduziu a palavra cromatografia. Tswett usou
a técnica para separar diversos pigmentos de plantas, como clorofilas e
xantofilas, dissolvidos em éter de petréleo, através de uma coluna empacotada
com carbonato de sédio. As espécies separadas apareciam como bandas
coradas na coluna resultando assim o termo “cromatografia” escolhido para o
método (do grego chroma que significa cor e graphein que significa escrita) [1—
2].

Alguns anos mais tarde surgiram novos desenvolvimentos, quando
Izmailov e Schraiber introduziram a cromatografia em camada fina (1938), sendo
mais tarde melhorada por Stahl em 1958. Martin e Synge desenvolveram a

cromatografia em fase gasosa (GC) de particdo em 1941, tendo ganho o prémio
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Nobel em 1957. Inicialmente a cromatografia liquida (LC) era realizada em
colunas de vidro com diametro alargado e operando a pressao atmosférica sob
gravidade, sendo a andlise lenta e o procedimento laborioso. A partir do final da
década de 60, ocorreu maior desenvolvimento da LC, como técnica
complementar ao GC, surgindo entdo a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC).

Com o intenso avancgo tecnolégico em instrumentacéo para GC e HPLC,
estas técnicas apresentam elevado potencial ao nivel das separacoes finas. Nos
dias atuais ainda se encontram sob constante desenvolvimento, sendo técnicas
utilizadas em rotina em diversas areas, como quimica, biologia, medicina,

farmacéutica, ambiental, controlo de qualidade, entre outras.

A.2 Conceitos tedricos fundamentais

A cromatografia abrange uma série de técnicas de separa¢do nas quais
0s constituintes da amostra a serem separados sao distribuidos entre uma fase
estaciondria, que encontra-se suportada numa coluna e pode ser liquida, sélida
ou um gel e e uma fase movel, que pode ser gasosa, liquida ou um fluido
supercritico e é imiscivel com a fase estacionaria. Desta forma, numa separacéo
cromatografica, a amostra introduzida na coluna é transportada pela fase mével,
interatuando com a fase estacionaria ao ser forcada a passar pela mesma. A
eluicdo de cada componente da mistura injetada é alcancada por meio da
otimizacdo da velocidade de fluxo da fase movel, a qual realiza o transporte e
proporciona a interacdo dos componentes da amostra com a fase estacionaria
[3-4].

Uma vez a separacdo na coluna cromatografica depender do grau de
interacdo do analito com ambas as fases, as concentracgdes relativas de um
componente na fase estacionaria (cs) e na fase movel (cv) relacionam-se por

meio do coeficiente de distribuicdo (K), dado pela equagéo 1:

K== (1)

(974
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Desta forma, quanto maior o valor de cs, mais elevado sera o valor de K,
significando que maior sera a interagdo com a fase estacionaria. Os
componentes com um valor de K elevado movem-se mais lentamente ao longo
da coluna, podendo assim ser separados dos componentes com um valor de K
menor. Uma separacdo ndo pode ser efetuada se ndo houver diferencas na
distribuicdo entre os componentes. A migragao diferencial dependera, portanto,
das variaveis experimentais que afetam a distribuicdo, isto €, das caracteristicas
das fases movel e estacionaria envolvidas, assim como de outros fatores
experimentais.

Outro parametro com grande importancia em cromatografia € o tempo de
retencdo (tr), definido como o tempo que um dado analito necessita para
percorrer todo o trajeto da coluna desde a injecao até ser detetado. Por outro
lado, o tempo morto (tm) consiste no tempo que uma espécie demora a percorrer
a fase moével ndo apresentando qualquer tipo de interacdo com a fase
estacionaria e o tempo de retencdo ajustado (tr), 0 tempo que um analito
despende apenas na fase estacionaria, conforme ilustrado na figura A.l.1.

< tr Y

£\

|

Resposta do [
detetor ‘.'I a
[
pl tM '\E/ tR' JIII\E II",

Tempo

Figura A.l.1. llustragdo do tempo morto (tm), retencao ajustado (tr") e do tempo de retencéo (tr)

num cromatograma tipico.

Assim, componentes muito retidos, ou seja, com elevada interagdo com a
fase estacionaria, deslocam-se mais lentamente com o fluxo da fase movel e
apresentam um tr mais elevado. Por outro lado, componentes pouco retidos, ou
com pouca interacdo com a fase estacionaria, deslocam-se rapidamente com a

fase movel e apresentam tr mais baixo.
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Neste sentido, a velocidade de migracdo de um analito num sistema
cromatografico pode ser definida por outro pardmetro denominado fator de
capacidade (k") ou fator de retencdo ajustado, que pode ser definido pela

expressao 2:

k' = tr—tm — ti (2)

tm tm

Uma vez este parametro relacionar o tr” com o tm, ele nos indica se anélise
€ lenta ou rapida. Assim, para valores reduzidos de k', os componentes séo
pouco retidos na fase estacionaria, enquanto que para valores elevados de k',
0Ss componentes da mistura sao fortemente retidos, originando tempos de
andlise elevados.

Outro parametro importante consiste na seletividade (a), que esta
relacionada com a fase estacionaria e as condicdes de operacao, traduzindo-se
pela razao entre os fatores de capacidade de dois compostos adjacentes 1 e 2,

conforme a equacéo 3 indica:

a= 2 3)

Considerando que o analito 1 € o mais fortemente retido na fase
estacionaria, a ira sempre possuir um valor superior ou igual a unidade.

Sendo a cromatografia um fenémeno de transferéncia de massa, a
eficiéncia de uma coluna cromatogréfica pode ser expressa pelo nimero de
pratos tedricos (N) e correspondente altura equivalente (H). Prato tedrico pode
ser definido como o segmento de coluna onde € atingido, a cada instante, o
equilibrio do analito a ser analisado entre as fases movel e estacionaria. Assim,

a eficiéncia pode ser calculada pela expresséo 4:
tr 2
N =16x () (4)

na qual N representa o nimero de pratos tedricos, tr 0 tempo de retencédo e W

a respetiva largura na base do pico simeétrico.
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Assim, quanto maior for o nimero de pratos tedricos, maior sera a
eficiéncia e, portanto, o potencial para separar dois solutos. O nimero de pratos
tedricos depende do comprimento da coluna e de H, podendo entender-se este
altimo parametro como o segmento da coluna no qual o soluto alcanca o
equilibrio termodinamico entre as fases mével e estacionaria.

A teoria dos pratos tedricos possibilita uma descricdo aproximada da
separacao cromatografica. Contudo, na pratica, pode ocorrer o alargamento dos
picos ou bandas devido a diversos processos de transporte de massa, 0s quais
alteram a velocidade de migracdo das moléculas dos compostos no interior da
coluna cromatografica. Assim, a equacdo de “Van Deemter’ resume o0s

fendmenos que ocorrem na coluna e que contribuem para a dispersao da banda:
B
H=A + u_ + Cux (5)

Na equacdo acima, o termo A esta relacionado com as diferentes vias
migratérias que um analito pode percorrer ao atravessar o empacotamento da
fase estacionaria, sendo significativo quando se usam colunas empacotadas e
desprezivel quando se usam colunas capilares abertas. A razao B/ux resulta da
difusdo molecular longitudinal, ou seja, da dispersdo do soluto ao longo do
comprimento da coluna — maioritariamente por difusdo na fase mével, sendo
inversamente proporcional a velocidade linear. O termo Cux consiste no tempo
necessario para o equilibrio eluicdo/retencéo do soluto entre as fases movel e a
estacionaria, sendo diretamente proporcional a velocidade linear ou ao fluxo.

Por fim, o objetivo das técnicas cromatogréficas reside na separacdo de
todos os componentes duma amostra, sendo a medida de separacdo completa
entre dois picos adjacentes designada por resolucéo (Rs). Desta forma, pode se
recorrer a uma expressao que exprime a Rs em termos dos trés fatores
fundamentais, a seletividade (a), o fator de capacidade (k') e a eficiéncia (N),

como representado na equacao 6:

e T
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Para que ocorram separacdes completas entre dois picos adjacentes, a
Rs deve ser superior a 1,5. A Rs pode ser incrementada por alteracdo da
seletividade da coluna e/ou de parametros operacionais. No entanto, se a
eficiéncia da coluna for constante, a Rs sO é incrementada com o aumento do
comprimento da coluna alargando, consequentemente, o tempo de andlise.

De forma geral, os processos de separac¢des cromatogréficas podem ser
classificados tendo em consideracédo trés critérios, nomeadamente, a natureza
fisica da fase movel, o suporte da fase estacionaria e a natureza do mecanismo
de separacdo. A figura A.l.2 resume a classificacdo dos métodos

cromatograficos mais comumente utilizados em quimica analitica.

[ Mecanismo de ] Tipo de fase Suporte da fase | Método
separagao movel estacionaria cromatografico
_ Cromatografia gas-

kadil) Coluna solido (GSC)

Cromatografia
Adsorgao ] Coluna b Cromatografia

liquido-sélido (LSC)

Liquido F-i
:_ _________________ Planar eeeeeeemmmeemeeeememe.  Cromatografia em
camada fina (TLC)
P _ Cromatografia gas-
Gas Coluna liquido (GLC)
Cromat_ot_:!rafla Cromatografia
Partigéo et Coluna liquido-liquido
. i (LLC)
Liquido [
| Planar Cromatografiaem

Cromatografia P
Troca idnica Liquido Coluna

Cromatografia R
Exclusdo Liquido Coluna

Figura A.1.2. Classificacdo dos principais métodos cromatograficos.

papel (PC)

Cromatografia de
troca iénica (IEC)

Cromatografia de

- exclusdo molecular
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A.3 Cromatografia liguida de alta eficiéncia (HPLC)

Em LC, a fase mdvel utilizada consiste num liquido, tendo sido sua
primeira aplicacdo realizada em forma de coluna classica, na qual o eluente
percorria a mesma por acado da gravidade, sendo uma separacdo lenta e
trabalhosa. No entanto, com recurso a moderna instrumentacdo cromatografica,
a HPLC permite alcancar melhor resolucéo e andlises mais rapidas.

A instrumentacao utilizada em HPLC consiste num conjunto de modulos
com caracteristicas proprias e necessarios para a execugcao da técnica, como
representado na figura A.l.3. Os principais componentes deste sistema sdo um
reservatério que contém a fase moével ou eluente, uma bomba que impulsiona a
fase mével dos reservatérios na direcdo da coluna, um sistema de injecdo para
a introducdo da amostra, uma coluna na qual ocorre a separacéo e um detetor,

controlados por um software para aquisicdo e tratamento dos dados analiticos.

Coluna
WA ————————

Injetor

o————

Reservatorio -

da fase movel Amostra

|:

Sistema de aquisigao de dados

Bomba Detetor

Residuo

Figura A.1.3. Esquema simplificado de um sistema de HPLC convencional.

Na HPLC, o(s) reservatorio(s) para a fase movel devem ser o mais inertes
possiveis, tendo nas extremidades dos tubos imersos em cada frasco um filtro
poroso de modo a evitar que particulas solidas entrem no sistema de HPLC. De
seguida, a fase movel atravessa uma unidade de desgaseificacdo, uma vez a
analise ser prejudicada pela presenca de gases dissolvidos. As separacdes
cromatograficas por HPLC podem ser efetuadas mantendo a composicao da
fase mdvel constante ou variavel, designando-se por eluicdo isocratica ou por
gradiente, respetivamente. A fase movel é impulsionada por bombas, podendo

o sistema de funcionamento ser isocratico, binario ou até mesmo quaternario.
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No sistema de injecdo, a amostra é introduzida com o auxilio de uma
seringa convencional e valvulas especiais que permitem grande precisdo e
exatidao. Existem dois modos de injecéo, na injecao stop-flow o fluxo de solvente
€ parado por momentos e s6 depois dum ajuste da coluna a amostra é injetada
para a mesma. O modo de inje¢cdo mais usado em HPLC consiste no sistema de
loops, que atualmente se encontra perfeitamente automatizado.

Na coluna cromatografica ocorre a separacdo dos analitos presentes na
amostra, sendo normalmente em acgo inoxidavel e desenvolvidas para suportar
pressbes elevadas. As colunas possuem geralmente um comprimento
compreendido entre 5 e 25 cm, sendo o tamanho mais usual de 10 a 15 cm. O
didmetro interno comum estd compreendido entre 2 a 5 mm, com tamanhos de
particulas entre 2 e 5 um. O uso de pré-colunas, colocadas antes da coluna
analitica, tem como finalidade aumentar o tempo de vida da mesma, retendo
purezas indesejadas. A coluna pode ainda estar inserida num compartimento
com terméstato ou forno para controlo da temperatura de operacgdo. O tipo de
recheio a ser utilizado numa coluna para HPLC dependera principalmente do tipo
de substancias a serem introduzidas no sistema, sendo chamadas de fase
normal quando apresentam caracteristicas polares e fase reversa no caso de
caracteristicas ndo polares. A separacédo por fase reversa € das mais usadas em
HPLC, sendo as colunas geralmente constituidas por metil, octil e octadecilsilica.

Os compostos separados na coluna cromatografica sdo posteriormente
detetados por um dispositivo que converte uma mudanca de concentragao na
fase movel num sinal, sendo registado por um processador de dados com
recurso a um software. A interpretacdo destes dados produz resultados
qualitativos e quantitativos sobre os componentes de uma amostra. O detetor a
ser usado deve ser selecionado levando-se em conta a hatureza das substancias
a serem analisadas. Existem disponiveis comercialmente diversos tipos de
detetores para HPLC, sendo os mais utilizados o detetor de ultravioleta-visivel
(UV/Vis) que pode operar com comprimento de onda variavel ou multiplo e o de
rede de diodos (DAD) com varrimento espectral simultaneo. Outros detetores
podem ser de fluorescéncia, eletroquimicos, condutividade, disperséo de luz e

ainda por hifenacao a espectrometria de massa (MS) [3—6].
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A.4 Cromatografia em fase gasosa (GC)

Em GC, a fase mdvel consiste num gas inerte que transporta a amostra
através da coluna contendo a fase estacionaria sem interagir com a mesma,
sendo os gases normalmente utilizados o hélio, o azoto e o hidrogénio. Um
sistema de GC é basicamente constituido por um injetor, uma coluna
cromatografica inserida num forno e um detetor, controlados por software
adequado. A figura A.l.4 ilustra um esquema simplificado dos componentes

béasicos de um sistema de GC.

Detetor

Injetor

ol

Coluna capilar

Sistema de aquisigao de dados

Forno
Garrafa do gas de arraste

Figura A.l.4. Esquema simplificado de um sistema de GC convencional.

Para a introducdo da amostra em GC existem diferentes tipos de sistemas
de injecdo. Numa injecdo tipica, a amostra liquida, ao ser introduzida no injetor,
€ vaporizada e misturada com o gas de arraste, empurrando os componentes da
mistura para a coluna. Entre os modos de inje¢cdo, os mais usados sdo 0s
sistemas por temperatura constante (isotérmica), com (split) ou sem (splitless)
reparticdo da amostra e o modo de vaporizacdo com temperatura programada
(PTV). No modo split, por intermédio dum sistema de valvulas, somente uma
parte da amostra € introduzida na coluna, sendo a forma como a amostra €
dividida determinada por meio da relagcédo entre a quantidade de gas de arraste
gue deixa o injetor pela valvula de split e o fluxo na coluna (razé&o de split). No
modo splitless, toda a amostra injetada € arrastada para a coluna, tornando-a
apropriada para andlise vestigial de amostras complexas. O volume de injecao

usado no injetor split/splitless € normalmente compreendido entre 0,2 e 2,0 pL.
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Por outro lado, o modo de injecdo PTV oferece uma maior sensibilidade analitica
devido a possibilidade de injecdo de grandes volumes (LVI - large volume
injection) de amostra (geralmente até 100 yL), sendo uma ferramenta importante
em analise vestigial. Na injecdo no modo PTV, a amostra € introduzida no injetor
frio (normalmente 10-40 °C, abaixo do ponto de ebulicdo do solvente), sendo o
arrefecimento realizado por ar comprimido ou azoto liquido. Apds a injecéo e
evaporacdo do solvente, a camara do injetor é subitamente aquecida a
temperaturas elevadas e os analitos da amostra transferidos quantitativamente
para a coluna, na qual ocorre a separacdo dos componentes da amostra.

Relativamente as colunas para GC, existem dois tipos, as de
empacotamento e as capilares, sendo que as capilares vem substituindo as
colunas de empacotamento face a elevada eficiéncia e resolugdo. As colunas
capilares sao constituidas por um tubo de silica fundida, com revestimento
exterior em polimida e a fase estaciondria a revestir a parede interna. As fases
estaciondrias liquidas mais utilizadas sao baseadas em polisiloxano, sendo que
o tipo e a percentagem de grupos substituintes diferenciam cada fase e ditam as
caracteristicas de polaridade. O polidimetilsiloxano (PDMS), com caracteristicas
apolares, consiste na fase estacionaria mais comum. As colunas capilares
disponiveis comercialmente tém cerca de 5 a 60 m em comprimento, com
didmetros internos compreendidos entre 0,10 e 0,75 mm. Uma vez as interagdes
dos analitos com a fase estacionaria serem dependentes da temperatura, a
coluna encontra-se localizada dentro dum forno com temperatura programavel,
podendo operar no modo isotérmico ou em gradiente de temperaturas. O modo
de operacdo mais utilizado € com rampas de temperatura, no qual ocorre
aumento térmico progressivo constante ou a diferentes velocidades e tempos
distintos com possibilidade de etapas isotérmicas no inicio, meio ou no fim da
andlise.

O ultimo componente essencial para operagdo do sistema de GC é o
detetor, que é responsavel pela emissdo do sinal, traduzindo a variacdo da
resposta em funcdo da composicdo e/ou propriedades dos componentes
eluidos. Atualmente, uma ampla gama de detetores esta disponivel conforme as
necessidades de aplicacbes pretendidas, destacando-se o0s detetores de
ionizacdo de chama, de condutividade térmica, de captura eletronica, de azoto-

fésforo e ainda o detetor de massa (MS) [7-8].
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A.5. Espectrometria de massa (MS)

A cromatografia é uma técnica importante para a separacdo de
constituintes de misturas, permitindo a identificacdo e/ou quantificacdo desses
componentes, conforme ja referido. A identificacdo € dada com base nos tr
apresentados por cada composto, em condi¢cdes experimentais otimizadas. No
entanto, este parametro nem sempre é suficiente para permitir uma identificacéo
inequivoca, devido a possibilidade de mais do que um analito apresentar a
mesma retencdo. Por outro lado, a MS fornece informacdo estrutural dos
compostos, além de elevada sensibilidade. Neste sentido, apesar de diversos
detetores convencionais terem sido indicados anteriormente para ambas as
técnicas, quer de HPLC quer de GC, o acoplamento das técnicas
cromatograficas com a MS permite a obtencdo de informacdo quantitativa em
analise vestigial com elevada seletividade, precisao e exatidao.

Os sistemas de MS sdo basicamente constituidos por sistema de
introducdo de amostra (inlet), interface/fonte de ifes, analisador de massa,
detetor de ibes e sistema para controlo e aquisicdo de dados, conforme mostrado
na figura A.1l.5. A interface pode estar antes ou apos a fonte de ibes, dependendo

se os sistemas séo desenvolvidos para GC ou LC [9].

Sistema de Sistema de
injegao aquisicao de
dados
Interface / :D Analisador de ::;
‘ Fonte de ides ( massa W ‘ Detetor ‘

************************ SOb VACUD [~

Figura A.l.5. Diagrama simplificado com os principais componentes de um espectrometro de
massa.
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A.5.1 lonizagéo

No processo de ionizacao, o analito € convertido numa espécie carregada,
sob condi¢cdes adequadas estabelecidas na fonte de ibes. Os principais fatores
a ter em conta na escolha do processo de ionizagcdo sdo a energia interna
transferida durante o processo e as propriedades fisico-quimicas do analito que
pode ser ionizado.

A ionizacéo eletrénica (EIl) € o método normalmente utilizado em GC-MS
para a formacédo de ibes positivos do composto a ser analisado. Esta fonte
consiste num filamento aquecido que emite eletrdes, os quais sdo acelerados
em direcdo ao anodo e colidem com as moléculas gasosas da amostra
analisada. Neste processo ocorre a ionizacdo das moléculas com consequente
quebra de ligacdes quimicas e formacao de fragmentos idnicos caracteristicos
[7-8].

Em LC, o modo de ionizagdo mais comumente usado é a ionizacdo por
electrospray (ESI). De forma geral, os analitos em solu¢cdo que saem da coluna
sao pressurizados em um capilar metalico, no qual € aplicada uma voltagem. O
liquido sai do capilar na forma de um spray de gotas carregadas. No processo
de ionizagdo em modo positivo, € aplicada ao capilar uma voltagem positiva, da
ordem de 0.5 - 4 kV, que tem como objetivo neutralizar os contra-ibes negativos.
Como resultado, ao fim do capilar sdo geradas pequenas gotas que contém além
da fase movel, ibes carregados positivamente em excesso. De seguida, é
aplicado um gas (gas de dessolvatacao), normalmente N2, em elevado fluxo e
temperatura, para eliminar as moléculas de solvente, sendo entdo ejetadas
cargas positivas das gotas, levando a formacéo dos ides positivos de interesse

gue entram no espectrometro de massa [10].

A.5.2 Analisador de massa

Em MS, depois que os ides sdo formados, a separagcdo com base na razao
massa/carga (m/z) é efetuada pelo analisador de massa, sendo alguns exemplos
os analisadores de sector magnético, tempo de voo, quadrupdlo e armadilha de

ides. O quadrupdlo é o analisador de massa mais usado em andlise quantitativa,
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face ao baixo custo, robustez, versatilidade e grande simplicidade, operando no
entanto a baixa resolucdo. O quadrupdlo consiste basicamente de quatro barras
paralelas, sendo as barras opostas conectadas ao mesmo potencial elétrico. A
essas barras paralelas sdo aplicadas dois tipos de voltagens diferentes,
causando uma transmissédo seletiva dos i6es de acordo com a m/z. Essas
voltagens podem ser ajustadas para serem varridas, de modo a se obter um
espectro de massas (modo varrimento continuo ou full-scan) ou para
transmisséo de somente um ido de interesse (modo SIM - single ion monitoring).

No modo full-scan, o espectrémetro de massa analisa todos os i6es com
uma gama abrangente de m/z, detetados e registados. Este modo de operacao
€ genericamente usado na analise de amostras desconhecidas, para
identificacdo dos analitos e caracterizagdo das mesmas, recorrendo-se
normalmente a bibliotecas espectrais de referéncia (Wiley Mass Spectral Library,
NIST, etc.). No modo de operacdo SIM, de acordo com a informacao espectral
prévia e caracteristica de cada composto, sdo selecionados até trés ides
caracteristicos para cada analito, baseados na sua abundancia e especificidade.
No modo SIM, o ganho em sensibilidade e seletividade é maior, uma vez o
espectrometro de massa monitorizar somente os ides pré-selecionados dentro
dum intervalo de tempo previamente estabelecido e de acordo com o tempo de
retencdo de cada analito. Este modo € especialmente util na analise quantitativa
de analitos alvo em concentracdes vestigiais, dado os baixos limiares analiticos

alcancados, obtendo-se ganho em sensibilidade e seletividade.

A.5.3 Detetor

O detetor de ides mais comumente usado em MS € o multiplicador de
eletrbes, que apresenta um tempo de resposta rapido (da ordem dos
nanosegundos), capaz de adquirir elevadas correntes, utilizando uma tensao de
aceleragdo a fim de transformar a corrente iGnica numa corrente eletronica
suscetivel de ser medida, originando um grafico (espetro) da abundancia em

funcao da m/z.
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A.6 Espectrometria de massa tandem (MS/MS)

A espectrometria de massa sequencial (MS/MS), conhecida também
como tandem MS consiste numa sequéncia de analise envolvendo trés estagios.
No primeiro ocorre a sele¢cdo de um ido precursor, no segundo este i&o precursor
sera rompido para gerar ides-fragmentos. O terceiro estagio compreende a
analise e detecao destes fragmentos formados. As configuracdes mais comuns
sao os triplo quadrupdlos, equipamentos que apresentam trés componentes em
sequéncia, sendo dois analisadores separados por uma camara de
fragmentacao. Para fins quantitativos, € utilizado o modo de aquisi¢éo conhecido
como Monitorizagdo de Reacdes Multiplas (MRM - multiple reaction monitoring),
no qual ambos os quadrupolos operam no modo mais sensivel (selecéo) [11].

No desenvolvimento de um método por MRM, inicia-se com a
determinacdo das melhores condi¢cbes de analise dos compostos alvo com
recurso a infusdo do padrao de interesse no MS. De seguida, sdo determinadas
as massas dos fragmentos e as condicbes que maximizem o sinal. Geralmente
sao monitorados dois fragmentos por analito para maior confiabilidade na

identificagdo do composto.
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Anexo Il — Gréficos suplementares de otimizagcdo dos métodos
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Figura A.ll.1. Efeito da variacdo da velocidade de agitagdo na microextracdo dos quatro
antidepressivos estudados. Condicdes experimentais: microextracao, 3 h, pH 5,5; retroextracao,
MeOH (100 pL), 30 min sob ultrassons.
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Figura A.Il.2. Efeito da variacdo da forga i6nica da matriz na microextragdo dos quatro
antidepressivos estudados. Condi¢cdes experimentais: microextracdo, 3 h (750 rpm), pH 5,5;
retroextracdo, MeOH (100 pL), 30 min sob ultrassons.
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Figura A.ll.3. Efeito da variagdo do tempo de tratamento ultrassonico na retroextracéo dos dois
filtros UV estudados. Condicdes experimentais: microextracdo, 16 h (1000 rpm), pH 2,0;
retroextracao, fase mével (100 uL).
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Figura A.1l.4. Efeito da variacdo da velocidade de agitagdo na microextracdo dos dois filtros UV
estudados. Condi¢des experimentais: microextragcao, 16 h, pH 2,0; retroextragdo, fase movel
(100 pL), 10 min sob ultrassons.

175



Anexos

1997 B 2 in 5 min [ ]15 min
90 -
80
70
60 -

50 -

40

Recuperagéo (%)

30 -

20 -

o0
ad ma ﬁa@%\ 3“‘3\;‘“" g\é‘ar‘éﬁ’a \ﬁ‘;\w% ‘?“é‘%c‘é‘@’“
] el e q.wu ﬁ}‘?\ ‘;\W E’:B“l d@p g

Figura A.Il.5. Efeito da variacdo do tempo de tratamento ultrassonico na retroextracao dos 18
PAHSs estudados. Condi¢des experimentais: microextracdo, 1 h (1000 rpm), pH 5,5.
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Figura A.lIl.6. Efeito da variagdo pH na microextracdo dos 18 PAHs estudados. Condicdes
experimentais: microextracéo, 1 h (700 rpm); retroextragdo, 2 min sob ultrassons.
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Figura A.Il.7. Efeito da variacdo pH na microextracdo dos 17 OCPs estudados. Condi¢des
experimentais: microextracdo, 3 h (1200 rpm); retroextracdo, 2 min sob ultrassons.
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Figura A.1l.8. Efeito da variacdo da polaridade da matriz na microextracdo dos 17 OCPs
estudados. Condi¢gbes experimentais: microextracdo, 3 h (1200 rpm), pH 5,5; retroextracéo, 2
min sob ultrassons.
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