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RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvido um método de extragdo miniaturizado,
empregando a extragdo em ponteira de pipeta dispersiva (Dispersive pipette
extraction, DPX). Foi utilizada montmorilonita modificada com liquido iénico (ionic
liquid intercalated in montmorillonite, IL-MMT) como fase sorvente para a extragcao
de 16 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) em amostras de agua
marinha, com posterior quantificacdo por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (gas chromatography-mass spectrometry, GC-MS). Para
o desenvolvimento do protocolo foram otimizados seis variaveis de extracdo, massa
de sorvente, volume de amostra, numero de ciclos de extracdo, numero de ciclos de
dessorcédo e solvente de dessorcdo, por meio de um planejamento fatorial
fracionario, seguido de um planejamento ortogonal composto central. Os parametros
o6timos de extragcdo obtidos pela combinagdo dos planejamentos fatoriais foram:
massa de sorvente de 15 mg; volume de amostra de 2,6 mL; numero de ciclos de
extracdo igual a 13; numero de ciclos de dessorcao igual a 10 e hexano como
solvente de dessorcdo. O método desenvolvido proporcionou limites de detecgao
(limits of detection, LOD) entre 0,03 e 0,15 ug L™ e limites de quantificagdo (limits of
quantification, LOQ) entre 0,10 e 0,50 pg L. No estudo da linearidade foram
determinados coeficientes de determinacdo entre 0,9749 e 0,9991. A exatidao e
precisdo do método foram avaliadas por meio de testes de recuperacéo e os valores
variaram entre 71% e 114% para os seguintes HPAs: naftaleno, acenaftileno,
acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno e fluoranteno, com incertezas n&o
maiores que 31%. De acordo com os paréametros de desempenho, o método
desenvolvido pode ser aplicado na extracdo e determinacdo de HPAs em matrizes
aquosas. Além disso, apresentou diversas vantagens como a redugdo no uso de
sorvente, volume de amostra e solventes organicos, numero de etapas no preparo
da amostra e utilizacdo de um eco-material como fase sorvente. Por fim, o método
desenvolvido foi aplicado em amostras de agua marinha.

Palavras-chave: HPA; DPX; IL-MMT; Agua marinha; Montmorilonita



ABSTRACT

A miniaturized extraction method based on the Disposable Pipette Extraction
(DPX) was developed in this work. For this purpose, an ionic liquid intercalated in
montmorillonite (IL-MMT) was used as sorptive phase for the extraction of 16
Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs) from seawater. The determination was
made by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). For the development of
the analytical protocol, the following six extraction parameters were optimized: mass
of sorbent, sample volume, extraction cycles, desorption cycles and desorption
solvent, using a fractional factorial design, followed by central composite orthogonal
design. The optimal extraction parameters were reached at: mass of sorbent of 15
mg; samples volume of 2.6 mL; 13 extraction cycles 13; 10 desorption cycles, and
hexane as the desorption solvent. Limits of detection (LOD) between 0.03 and 0.15
ug L™ as well as limits of quantification (LOQ) between 0.10 and 0.50 pg L™ were
achieved. Determination coefficients between 0.9749 and 0.9991 were found in the
linearity study. The accuracy and precision of the method were evaluated by
recoveries tests, indicating values from 71% to 114%, with uncertainties lower than
31%. According to the performance parameters, the developed protocol can be
applied in the extraction and determination of PAHs from seawater samples. In
addition, it presented several advantages such as the reduction of sorbent, sample
volume and organic solvents, sample preparation steps, as well as the use of an eco-
material as the sorbent phase. Finally, the developed method was applied to
seawater sample.

Keywords: PAH; DPX; IL-MMT; Seawater; Montmorillonite.
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1. INTRODUGAO

A industria do petr6leo € uma das mais relevantes mundialmente, sendo o
petréleo a principal fonte de combustivel da humanidade. No mercado brasileiro o
setor de gas e petrdleo esta entre as principais atividades econdmicas e € um dos
produtos mais exportados do pais. Porém, apesar da importancia econémica, nas
ultimas décadas se tem notado que a poluicdo causada pelo petrdleo e seus
derivados € um dos principais problemas relacionados ao meio ambiente. Um
grande problema ligado a isso € o aporte de 6leo em oceanos, que ocorre em
quantidade significativa (PINHATI et al., 2014; AHMED e FAKHRUDDIN, 2018;
DISNER; TORRES et al., 2020).

Um exemplo disso é o maior desastre ambiental provocado por vazamento de
petroleo na histéria do Brasil, que ocorreu na costa brasileira, especialmente no
Nordeste, em 2019. O acidente foi um dos mais extensos registrados no mundo e
apresentou enorme proporgao, atingindo 11 estados, 130 municipios e mais de 1000
localidades com manchas e residuos de 6leo. O prejuizo a fauna e as areas de
protecdo, em especial aquelas mais sensiveis, como mangues e recifes de corais,
calculou-se inestimavel (DISNER et al., 2020; PENA et al., 2020).

O petréleo é composto em sua maioria por hidrocarbonetos lipossoluveis.
Dentre estes compostos estdo os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromatico (HPAS),
que sao considerados poluentes organicos prioritarios em estudos ambientais e os
mais preocupantes compostos de petroleo para o ambiente aquatico (MEIRE et al.,
2007; SILVA et al., 2009; ANDRADE et al., 2010).

Os HPAs sao compostos organicos formados por dois ou mais anéis
aromaticos, possuindo exclusivamente carbono e hidrogénio. Ao entrar em contato
com o ambiente aquatico os HPAs podem existir em baixa concentracdao na forma
dissolvida, devido a sua baixa solubilidade em agua ou podem ser sorvidos pela
matéria organica particulada sendo, consequentemente, depositados nos
sedimentos ou permanecendo em suspensdes presentes na agua (LAWAL, 2017,
MOJIRI et al., 2019).

De modo geral, a determinagcdo de HPAs em agua é um desafio, devida a
ampla variedade de compostos com diferentes caracteristicas fisico-quimicas e suas

concentragbes muito baixas. Assim, muitas vezes se faz necessaria a pré-
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concentracdo dos HPAs utilizando eficientes métodos de preparo de amostras.
Dentre esses, é possivel destacar a extragcdo em ponteira de pipeta dispersiva
(Dispersive pipette extraction, DPX). Ela € uma versao miniaturizada da extracédo em
fase solida (Solid-phase extraction, SPE) que possui diversos atrativos: reduzida
massa de sorvente e baixos volumes de solventes e amostras, entre outros (ZHANG
et al., 2018; SAJID et al., 2021; SUN et al., 2021; CARASEK et al., 2022).

Um fator muito importante para a boa eficiéncia da DPX na extracao de HPA
€ a escolha da fase sortiva. Nesse sentido, a montmorilonita modificada com liquidos
idnicos (lonic liquids intercalated in montmorillonite, IL-MMT), um eco-material a
base de argilominerais, vem se mostrando uma fase sorvente atrativa para a
extragcdo de compostos organicos baixa polaridade. O aumento do espagamento
basal da argila melhora a atracdo de analitos organicos no material, podendo assim
ser aplicado na extragao de analitos orgéanicos (FISCAL-LADINO et al., 2017).

Baseado no potencial da DPX, utilizando a IL-MMT como sorvente para a
extracdo de poluentes orgénicos de baixa polaridade em agua, neste projeto
realizou-se o desenvolvimento de um método analitico voltado para a extragao e
pré-concentragdo de hidrocarbonetos de petroleo em amostras de agua do mar

através da DPX utilizando IL-MMT como sorvente.
1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um método de extracdo de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em amostras de agua marinha, por meio da
técnica de preparo de amostras denominada extracdo em ponteira de pipeta

dispersiva, utilizando montimorilonita modificada com liquido i6nico como fase

sortiva.

1.1.2 Objetivos especificos

i.  Adaptagdo de um método instrumental baseado no emprego da GC-MS para
quantificacdo de 16 HPAs;
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Avaliacdo da montmorilonita modificada com liquido iGnica na extragao de

HPA em matrizes aquosas;

Otimizacdo do meétodo de extracdo miniaturizado com a montmorilonita

modificada com liquido i6nico;
Avaliagado do procedimento em amostras sintéticas;

Aplicacao do procedimento em amostras ambientais.
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2.REVISAO DE LITERATURA

2.1 HIDROCARBONETOS POLICICLOS AROMATICOS

Os HPA sado um grande grupo de produtos quimicos com dois ou mais anéis
aromaticos fundidos em varias configuragdes estruturais, formados exclusivamente
por atomos de carbono e hidrogénio, ligados em uma estrutura de anéis simples a
complexos. Seus arranjos dos anéis benzénicos apresentam uma ampla diversidade
de caracteristicas fisicas, quimicas e toxicolégicas (MEIRE et al., 2007; KIM et al.,
2013; LAWAL, 2017).

Os HPA podem ser divididos em duas categorias: compostos de baixa massa
molar consistindo em menos de quatro anéis e outros de alta massa molar, que
contém quatro ou mais anéis (KIM et al., 2013). Os HPAs s&o poluentes orgéanicos
persistentes, sendo os HPAs mais pesados ainda mais prejudiciais ao meio
ambiente e a saude humana (LAWAL, 2017).

De acordo com a Agéncia de Protecao Ambiental dos Estados Unidos (U.S.
EPA — U.S. Environmental Protection Agency) 16 hidrocarbonetos poliaromaticos
sao considerados particularmente importantes no monitoramento ambiental de
poluentes orgénicos (EPA, 1986). Esses compostos, mostrados na Figura 1,
apresentam dois a seis anéis aromaticos fundidos entre si com massa molar entre
128 e 278 g/mol (MEIRE et al., 2007).
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FIGURA 1 — HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS (HPAS) PRIORITARIOS EM
ESTUDOS AMBIENTAIS DE ACORDO COM A U.S. EPA, 1987.
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Alguns dos HPA prioritarios sdo relatados como carcinégenos, mutagénicos e
teratdgenos e, portanto, representam uma séria ameaga a saude humana. De
acordko com a U.S. EPA, sete dos HPA prioritarios s&do possivelmente
carcinogénicos, incluindo: benz[alantraceno, benzo[a]pireno, benzo[b]fluoranteno,
benzo[k]fluoranteno, criseno, dibenz[a,h,Jantraceno e indeno[1,2,3-cd]pireno. As
ameacas a saude podem estar associadas a diversos efeitos a curto prazo, como
irritacdo nos olhos, nauseas, vomitos e diarreia e efeitos a longo prazo como

reducdo no numero de glébulos vermelhos, danos ao figado e rins e aumento do
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risco de cancer de pele, pulmédo, bexiga e intestino (KIM et al.,, 2013; AFSHAR-
MOHAJER et al., 2016; GAO et al., 2018).

Caracteristicas fisico-quimicas como solubilidade (S) e pressao de vapor (PV)
sdo importantes, dado que governam a distribuicdo desses contaminantes entre as
fases soluveis e particuladas em meio atmosférico, aquoso e bidtico. A Tabela 1
apresenta as propriedades fisico-quimicas dos 16 HPA prioritarios em estudos

ambientais.

TABELA 1 — PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DOS HPAS.

HPA N° de anéis MM S PV (Pa) LogK,.,
g mol™ mg L"

Naftaleno 2 128 32 10,4 3,37
Acenaftileno 3 152 16 0,89 4,07
Acenafteno 3 154 3,9 0,29 3,92
Fluoreno 3 166 2,0 9,0.10% 4,18
Fenantreno 3 178 1,3 1,6.10% 4,57
Antraceno 3 178 7,3.10% 8,0.10° 4,54
Fluoranteno 4 202 2,6.10" 1,2.10° 5,22
Pireno 4 202 1,3.10" 6,0.10™ 5,18
Criseno 4 228 2,0.10° 8,4.10° 5,91
Benz[a]antraceno 5 228 1,4.10* 2,8.10° 5,61
Benzo[b]fluoranteno 5 255 1,2.10° 6,7.10° 6,12
Benzo[k]fluoranteno 5 252 7,6.10" 1,3.10° 6,84
Benzo[a]pireno 5 252 3,8.10° 7,3.10" 6,50
Indeno[1,2,3- 6 276 6,2.10° 1,3.10° 6,58
cd]pireno

Dibenz[a,h]antraceno 5 278 2,6.10* 1,3.10° 6,50
Benzo[ghi]perileno 6 276 2,6.10" 1,4.10° 7,10

FONTE: adaptado de Behera et al., 2018.

LEGENDA: Nimero de anéis aromaticos; MM, massa molar (g mol™"); S, solubilidade em agua (mg L°
1); PV, pressao de vapor (Pa — Pascal) e LogK,,, coeficiente de particdo (octanol-agua).

Como pode ser verificado na Tabela 1, a massa molar esta inversamente
relacionada a solubilidade, que diminui com o0 aumento do numero de anéis. Esses
compostos apresentam caracteristicas bastante distintas, variando entre altamente
insoluveis e poucos soluveis em agua. A volatilidade dos HPA varia de acordo com o

numero de anéis, transitando entre compostos altamente volateis, como o naftaleno
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e compostos relativamente pouco volateis, como o dibenz[a,h]antraceno, sendo que
0os compostos de menor massa molar apresentam uma maior pressao de vapor e em
consequéncia ampla dispersao ambiental.

Os HPAs podem ser considerados de moderadamente a altamente
lipossoluveis, apresentando coeficientes de particdo octanol-agua (logKow) que
variam entre 3,37 e 6,75. Os altos valores de particdo entre solventes organicos e
agua mostram que eles podem passar por possivel processos cumulativos em
compartimentos, como sedimentos e solos (ricos em matéria organica adsorvida),
assim como na bioacumulacdo em sistemas biolégicos (MEIRE et al., 2007,
BEHERA et al., 2018).

Os HPAs sao amplamente distribuidos no ambiente e o seu transporte se da
principalmente por via atmosférica, associado ao material particulado fino. Uma vez
depositados na atmosfera, os HPAs podem ser depositados sob a forma seca (vapor
ou particulada) ou umida (precipitacdo sob a forma dissolvida ou particulada) sobre

sistemas aquaticos e terrestres (MEIRE et al., 2007).

2.1.1 Fontes dos HPA

Os HPA podem existir no meio ambiente a partir de fontes naturais ou

relacionadas a atividades antropicas. As fontes naturais sdo poucas e se limitam a
queima espontanea de florestas e emissdes vulcanicas. As fontes decorrentes de
atividades humanas representam a fracdo mais significativa de origem dos
compostos. De acordo com a origem do processo de formacédo os HPAs podem ser
classificados entre petrogénicos, pirogénicos e biogénicos (SILVA, 2010;
PURCARO; MORET; CONTE, 2013; KIM et al., 2013).
HPAs de origem petrogénica estdo diretamente ligados ao petréleo e seus
derivados, podendo chegar ao meio ambiente principalmente através de
derramamentos de O6leos. Os de origem pirolitica sdo resultado da combustdo
incompleta de matéria organica ou combustiveis fosseis, que tem como fonte as
operagdes industriais, emissdes veiculares, incineragdo, combustdo doméstica de
carvao e fumaca de tabaco. Ja os de origem biogénica estdo relacionados com
processos bioldgicos naturais, como sintese por bactérias, plantas e fungos, além de
processos de combustao (SILVA, 2010; KIM et al., 2013, LAWAL, 2017).
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2.1.2 HPAs em agua

Nas ultimas décadas compostos organicos, incluindo os HPAs, tém sido
comumente encontrados em ambientes aquaticos, como afluentes e efluentes de
estacbes de tratamento de aguas residuais, aguas subterraneas, aguas superficiais
continentais e marinhas. As principais fontes de contaminacdo de ambientes
aquaticos por HPAs ocorrem por meio do solo, da descarga de residuos industriais e

domésticos e do derramamento de petréleo e seus derivados (MOJIRI et al., 2019).

A poluicido causada pelo petrdleo e seus derivados € um dos principais
problemas relacionados ao meio ambiente. Dentro os danos ambientais causados
pelo petroleo e seus derivados esta o aporte do 6leo no oceano, que ocorre em
quantidade significativa no mundo todo (SILVA et al., 2009; ANDRADE et al., 2010;
AHMED e FAKHRUDDIN, 2018; DISNER; TORRES et al., 2020).

Dentro os desastres ambientais causados pelo derramamento de 6leo no mair,
se destaca o maior desastre ambiental causado por vazamento de 6leo do Brasil e
um dos mais extensos registrados no mundo, que ocorreu especialmente no
nordeste, em 2019. Esse acidente apresentou enorme propor¢do, atingindo 11
estados, 130 municipios e mais de 1000 localidades com manchas e residuos de
oleo. O prejuizo a fauna e as areas de protecdo, em especial aquelas mais
sensiveis, como mangues e recifes de corais, calcula-se inestimavel (DISNER et al.,
2020; PENA et al., 2020).

De acordo com o IBAMA (2019), o 6leo que atingiu a costa € pesado e muito
intemperizado, o que significa que sofreu processos quimicos, fisicos e bioldgicos ao
longo do tempo. Suas principais propriedades sao alta viscosidade, densidade e
baixa concentracdao de compostos volateis. Com base nessas caracteristicas, sup0os-
se que os comportamentos esperados do 6leo no ambiente marinho seriam:
persisténcia no meio ambiente; densidade préxima a da agua do mar, podendo,
portando, afundar ao encontrar aguas salobras; baixos niveis de evaporagao e baixo
potencial de toxidade para os organismos marinhos, embora com potencial para
asfixia de organismos marinhos que entram em contato direto devido a alta
viscosidade e densidade (DISNER et al., 2020).

Em junho de 2021, quase dois anos apos o acontecimento, ainda foram

encontrados rastros do acidente. Foram encontradas manchas de 6leo no litoral da
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Bahia e especialistas do Instituto de Geociéncias da Universidade Federal da Bahia
(UFBA) chegaram a conclusdo de que € o mesmo material achado ao longo da
costa do litoral do Nordeste, em 2019 (LISBOA, 2021).

A Policia Federal, em dezembro de 2021, concluiu as investigacbes
realizadas em parceria com diversos 6rgaos e instituicdes nacionais e internacionais
sobre a origem do derramamento de 6leo. A partir das provas e demais elementos
de convicgao produzidos concluiu-se que um navio petroleiro de bandeira grega foi o
responsavel pelo desastre ambiental (Coordenacao-Geral de Comunicacado Social,
2021).

O petroleo € composto em maior parte por hidrocarbonetos lipossoluveis,
dentre eles estdao os HPAs, contribuindo significativamente para o aporte de HPAs
no meio aquatico. Ao entrar em contato com ambientes aquaticos os HPAs, devida
baixa solubilidade em agua, podem ser adsorvidos na matéria organica solida e
consequentemente, depositados nos sedimentos ou particulados em suspensdes
presentes na agua. Uma menor parte tende a se solubilizar, podendo entdo existir
em baixas concentragdes na forma dissolvida (Figura 2) (WIJAYARATNE E MEANS,
1984; LER; OLEJNIK, 2001; MOJIRI et al., 2019; ANGULO-CUERO et al., 2021).

FIGURA 2 - INTEMPERISMO DE OLEOS EM AMBIENTE MARINHO.
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No Brasil, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) por meio da

Resolugao n° 357, de 17 de marco de 2005, estabelece os limites de concentracao
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para alguns HPAs em aguas salinas (CONAMA, 2005). Para os compostos
Benz[alantraceno, Benzo[a]pireno, Benzo[b]fluoranteno, Benzol[k]fluoranteno,
Criseno, Dibenzo[a,h]antraceno e Indeno [1,2,3-cd]pireno a concentracdo maxima
em agua salina destinada a recreacdo de contato primario, protecdo das

comunidades aquaticas, aquicultura e atividade de pesca é de 0,018 g L,

2.2 TECNICAS ANALITICAS PARA QUANTIFICACAO DE HPAS

Estudos que visam determinar poluentes semivolateis persistentes, como os
HPAs, requerem métodos analiticos com elevada detectabilidade. As técnicas
analiticas mais comumente utilizadas na quantificacdo de HPAs sao técnicas
cromatograficas acopladas a variados detectores. A cromatografia liquida de alta
eficiéncia geralmente é utilizada acoplada a detectores por fluorescéncia (HPLC-
FLD), ultravioleta (HPLC-UV) ou espectrometria de massas (LC-MS). Ja a
cromatografia gasosa € comumente acoplada a detectores por ionizagdo em chama
(GC-FID) ou espectrometria de massas (GC-MS) (LAWAL, 2017; SOURSOU,;
CAMPO E PICO 2023).

GC-MS é um método analitico bastante versavel, principalmente devido a
caracteristicas como a sua robustez, excelente capacidade de separacéo,
seletividade, sensibilidade e reprodutibilidade. Uma grande vantagem do GC-MS é
que ele apresenta a capacidade de fornecer informacgdes sobre a identificagcao dos
compostos. Por esses motivos, segundo estudos recentes, para a deteccdo de
HPAs em amostras ambientais a melhor escolha entre os métodos analiticos
disponiveis é o0 GC-MS (BEALE et al., 2018; SOURSOU; CAMPO E PICO 2023).

2.3 EXTRAGCAO DE HPAs EM AGUA

A determinagdo de HPAs em agua é um desafio, devido sua baixa solubilidade,
0 que implica em baixas concentragdes que geralmente estdo abaixo dos limites de
deteccao dos equipamentos utilizados. Dessa forma, a pré-concentragao dos HPAs
a partir das amostras, utilizando técnicas eficientes de extragao, se faz necessaria
previamente a analise instrumental (SAJID et al., 2021; SOURSOU; CAMPO e
PICO, 2023).
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A etapa de preparo de amostras na determinacdo de HPAs apresenta uma
grande importancia. A extragéo liquido-liquido (Liquid-liquid extraction, LLE) € um
método de extragdo que ja foi amplamente utilizado na extracdo de HPAs em agua,
porém, estda em desuso devido a desvantagens como necessidade de grandes
volumes de amostra e amplo consumo de solventes orgéanicos (JALILI;
BARKHORDARI E GHIASVAND, 2020; SAJID et al., 2021; SOURSOU; CAMPO e
PICO, 2023).

O uso de sorventes soélidos vem sendo bastante utilizado na extragcdo de
HPAs em amostras de agua. Um exemplo é a extragcdo em fase sdlida (SPE, do
inglés, Solid Phase Extraction), em que a extragao e pré-concentracdao dos HPAs é
feita usando octadecilsilica ou outros derivados de silica e os compostos sao eluidos
da fase soélida com metanol (MeOH) ou diclorometano (DCM). O método apresenta
elevadas recuperagdes, mas diversas desvantagens, principalmente devido ao
numero de etapas e uso de insumos (SAJID et al., 2021; SOURSOU; CAMPO e
PICO, 2023).

A Tabela 2 apresenta alguns trabalhos utilizando LLE e SPE na extragao de

HPAs em agua, bem como seus limites de quantificacdo (LOQ) e recuperacoes.



27

TABELA 2 - TRABALHOS NA LITETURA USANDO LLE E SPE NA EXTRAGAO DE HPAS DE
AMOSTRAS DE AGUA

HPAs Amostra Método de extragdo Técnica LOQ Recuperacdo Referéncia
aquosa (%)
48 Costeirae LLE (pentanoato de GC-MS  50fg/uyL  60-157 (DOHMANN,
portuaria metila) THIANER E
ACHTEN,
2019)
14 Rio LLE (230 mL de HPLC- 0,11-0,43 80-106 (BRUM,
Hexano) FLD ng/L CASSELLA E
NETTO, 2008)
6 Superficial LLE (DCM) HPLC- 0,54 91-97 (SHABEER et
DAD? Mg/l al., 2013)
15 Mar SPE (dois cartuxos GC- 1,214- 60-94 (ZHANG et al.
C18°/DCM, hexano)  MS/MS 289,929 2021)
pg/L
14 Mar SPE  (Disco de HPLC- 0,22ng/L 70-116 (MATSUNAKA
extragdo C18/DCM)  FLD et al., 2022)
6 Costeira, SPE (silica HPLC- 0,09-2,4 50-160 (MAURI-
Rio e modificada com FL Mg/l AUCEJO et al.
Chuva ciclodextrina/Hexano, 2016)

MeOH, Acetonitrila)

a — HPLC-DAD: Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos; b - C18:
Octadecilsilano. LOQ...

Apesar de apresentar elevadas recuperacdoes, as técnicas LLE e SPE

apresentam diversas desvantagens, devido ao elevado numero de etapas, volumes

bastante elevados de amostra e solventes organicos. Assim, permanece o interesse

pelo desenvolvimento de novos métodos para a determinagcdo de HPAs em agua,

preferencialmente que sejam mais rapidos, com menor numero de etapas, que

utilizem menores volumes de solventes e menores quantidades de sorventes (SAJID
et al., 2021).
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2.4 EXTRAGAO EM PONTEIRAS DE PIPETA DISPERSIVA

Visando aumentar a seletividade e eficiéncia dos métodos analiticos a luz da
Quimica Analitica Verde, a miniaturizagao dos procedimentos analiticos vem sendo
bastante explorada nos ultimos anos. Uma versao miniaturizada da SPE, a DPX tem
se destacado, se mostrando um protocolo eficaz e promissor na extracao e pré-
concentracdo de diversos analitos. Além das vantagens da SPE, a extracdo em
ponteira de pipeta requer volumes menores de solventes e pequenas massas de
sorventes, geralmente entre 5-20 mg, enquanto em cartuxos SPE sdo necessarios,
em grande parte dos casos, entre 100-1000 mg. Sendo assim, € uma técnica de
extragao versatil, compacto e portatil (ZHANG et al.,, 2018; SUN et al., 2021;
CARASEK; MORES E HUELSMANN, 2022).

Os dispositivos DPX sdo bastante simples e geralmente consistem em uma
ponteira de pipeta de 1 ou 5 mL em que o sorvente € colocado entre dois filtros, um
colocado na extremidade inferior da ponteira e outro, que pode ser removido, na
extremidade superior (Figura 3) (ZHANG et al., 2018; CARASEK; MORES E
HUELSMANN, 2022).

FIGURA 3 — ESQUEMA DO DISPOSITIVO DE EXTRACAO PARA DPX.

| A PONTEIRA DE PIPETA DE 1mL ou 5mL
|
1 T‘f I Polipropileno I
FILTRO SUPERIOR }

|
Vidro sinterizado, polimero |

pecroso ou membrana semi- |
| /b SORVENTE (FASE EXTRATORA)
|
| |

permeavel

FILTRO INFERIOR

Vidro sinterizado, polimero
poroso ou |3 de vidro

Fonte: Adaptado de Carasek; Morés e Huelsmann (2022).
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O procedimento da DPX é semelhante ao do SPE tradicional, com algumas
modificagdes. A extragao ocorre pela interacao/afinidade dos analitos com o
sorvente e a dessorcao ocorre devido a interacao/afinidade dos analitos com o
solvente. Inicialmente, o dispositivo de extragdo € condicionado com a passagem de
um solvente orgéanico (ou uma mistura de solventes) adequado. Apds o descarte
deste solvente, se inicia a etapa de extragcdo, em que a amostra é aspirada pelo
dispositivo DPX e dispersada em consecutivos ciclos. Seguida da extragao, pode ser
aplicado um solvente para retirar as possiveis interferéncias que estavam presentes
na matriz e foram extraidas pelo material (esta etapa de limpeza néo é obrigatéria).
Finalmente, para etapa de dessorgédo, outro solvente orgénico € utilizado e o
procedimento ocorre da mesma forma que a extracdo. O eluato é colocado em um
frasco adequado para quantificacdo instrumental. Um esquema do procedimento
estd ilustrado na Figura 4 (ZHANG et al., 2018; CARASEK; MORES E
HUELSMANN, 2022).
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FIGURA 4 - |. PROCESSO DE ASPIRACAO E DISPERSAO NA DPX; Il. ETAPAS DO
PROCEDIMENTO DE EXTRACAO COM PONTEIRA DE PIPETA DISPERSIVA.
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Fonte: Adaptado de Carasek; Morés e Huelsmann (2022).

Na DPX, cada uma das etapas pode ser otimizada, ou seja, os parametros
podem ser avaliados para que se chegue as melhores condi¢gdes para se alcangar
resultados confiaveis, reprodutiveis e corretos. Os principais fatores que requerem
otimizagdo na DPX sao: (1) material sorvente; (2) solvente de dessorgéo; (3) numero
de ciclos para extragcdo/dessorgao; (4) volumes de amostra e solvente; (5) pH das
amostras; (6) efeito salting-out; (7) tempo de equilibrio (CARASEK; MORES E
HUELSMANN, 2022).

Na extracdo de HPAs em diferentes matrizes, a DPX vem sendo utilizada com
uma grande variedade de materiais sorventes. A Tabela 3 mostra alguns trabalhos

encontrados  na literatura para  extracdo de HPAs por DPX.
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Como se pode observar na Tabela 3, a DPX vem sendo utilizada para
extracdo de HPAs em diferentes matrizes, utilizando diferentes sorventes. A técnica
de preparo de amostras ainda foi pouco explorada na extragdo de HPAs em
matrizes aquosas, ndo sendo encontrado nenhum trabalho em aguas marinhas,

porém apresenta grande potencial (SUN et al., 2021).

Assim como na SPE, para a DPX, a escolha do sorvente adequado tem uma
grande importancia na boa seletividade do método. Diferentes materiais vém sendo
testados como sorventes para a pré-concentragado ou extracdo de HPAs em diversas
matrizes, como: materiais a base de carbono, estruturas organometalicas, polimeros,
liquidos ibnicos, silica e outros sorventes hidrofébicos, entre outros (ZHANG et al.,
2018; SAJID et al. 2021; SUN et al., 2021).

2.5 MONTMORILONITA

Pensando na necessidade de desenvolvimento de novos sorventes para
técnicas de microextracao, diferentes materiais a base de argilas tém sido propostos
para a extracdo de poluentes ambientais, esses materiais apresentam um bom

desempenho na retengéo de espécies quimicas (FISCAL-LADINO et al. 2017).

Dentre os materiais a base de argila proposto para a extragdo de poluentes
ambientais se destaca a montmorilonita (MMT). A montmorilonita (Figura 5) € um
argilomineral pertencente ao grupo das esmectitas, do tipo 2:1 que apresenta
estrutura lamelar composta por duas folhas tetaédricas de silaxano fundidas que
envolvem uma folha central octaédrica, que contém cargas negativas que sao
contrabalanceados por cations inorganicos. As lamelas apresentam capacidade de
extracdo e dessa forma, o espacamento interlamelar do material pode ser
aumentado, o que aumenta sua reatividade (FISCAL-LADINO et al. 2017; BEE et al.
2018).
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FIGURA 5 - ESTRUTURA DA MONTMORILONITA.
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Fonte: Adaptado de Olad (2011).

Devido suas caracteristicas estruturais a MMT é um eficiente sorvente para
contaminantes catibnicos, como espécies metalicas, corantes, surfactantes e
mondmeros (FISCAL-LADINO et al. 2017).

No ambito do Grupo de Quimica Ambiental — UFPR, Santos, Grassi e Abate
(2015) utilizaram a MMT na sorg&o de Hg(ll) em meio aquoso, o material apresentou
eficiéncia na sor¢cao da espécie metalica, apresentando valores de sorcdo >60%.
Frois et al., (2011) utilizaram a MMT na pré-concentragéo de Cr(lll) e analise de
especiagado de cromo, o processo de sorgado apresentou valores proximos de 100%,
0 que mostra que a MMT é um bom material na pré-concentragdo do metal, e os
valores de recuperacgao foram préximos de 89%. Anjos et al., (2014) avaliaram a
utilizacdo da MMT como adsorvente na separacdo e pré-concentragao de As, Ba,
Cu, Cd, Co, Cr, Mn, Ni, Pb, Sr, V e Zn, o material apresentou excelentes
propriedades de sorgdo, com valores médios de dessorcao de 82%. Anjos, Abate e
Grassi (2016) utilizaram a MMT como fase ligante empregando difusdo em filmes
finos por gradiente de concentragdo (DGT) para determinar a labilidade de
elementos-traco em aguas naturais, o argilomineral se mostrou eficiente

apresentando recuperacdes entre 83 e 110%.
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Apesar da grande eficiéncia na sor¢gao de contaminantes catiénicos, a MMT
nao sorve compostos organicos. Pensando nisso, MMTs modificadas com diferentes
materiais tém sido propostas como sorventes potenciais para sorcdo de poluentes
organicos de baixa polaridade (FISCAL-LADINO et al. 2017).

2.5.1 Montmorilonita modificada com liquidos i6nicos

A forca de ligacao entre os cations presentes na MMT e as camadas do
argilomineral é relativamente fraca. Portanto, isso possibilita que esses cations
sejam substituidos por outros cations (organicos ou inorganicos). Quando a
modificagdo das argilas € realizada com ions catibnicos organicos, o espaco
interlamelar da MMT pode mudar de hidrofilico para hidrofébico, o aumento do
espacamento basal da argila melhora a atracdo dos analitos orgénicos na argila,
assim o material resultante se torna um eficiente sorvente para extragdo de
contaminantes organicos hidrofébicos (WU et al. 2014; FISCAL-LADINO et al. 2017).

Dentre os materiais utilizados na modificacdo de argilominerais, se destacam
os liquidos iénicos (lonic liquids, IL). Os ILs sdo sais que séao liquidos a temperatura
ambiente, constituidos por cations orgénicos e anions inorganicos. Devido suas
caracteristicas como: baixa volatilidade, ndo inflamabilidade, alta estabilidade
térmica (até 400 °C), alta condutividade idnica e facilidade de sintese eles podem ser
usados para diversas aplicagbes (ALEKSEEVA et al. 2019; SAJID et al., 2021).

Os ILs podem ser produzidos com uma variedade de cations e anions. Para a
modificagdo da MMT a maioria dos usados é baseada em ions imidazélio, piridinio e
pirrolidinio. A presencga de ILs na estrutura da MMT aumenta a hidrofobicidade do
material e torna possivel a absor¢do de substancias organicas na argila, a Figura 6
mostra a MMT modificada com ILs (ALEKSEEVA et al. 2019).
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FIGURA 6 — AUMENTO DO ESPACAMENTO BASAL NA MMT MODIFICADA COM LiQUIDO
IONICO.

L W W L R R e

e e e N e i

o g ¥ oTr AT JL A7 20 SaaGInmleh o aty

- -

{ T =gl T iag )
- =& ‘h#l‘h."-h lf-' *‘.“ I.-q_ ‘13"" -Ihn_‘.‘ L ‘.!l

L
- .

Fonte: Wu et al. (2014).

Fiscal-Ladino et al. (2017) propuseram um novo eco-material baseado em
argilas montmorilonita modificadas com liquido iénico, no caso o brometo de 1-
hexadecil-3-metilimidazdlio para a extracdo de bifenilas policloradas (PCBs) em
amostras de agua residuais pela técnica de Microextragdo Sortiva de Disco Rotativo
(Rotating-disk sorptive extraction, RDSE). A analise foi realizada por GC. A técnica
apresentou um bom desempenho analitico, o que indica que pode ser aplicada para
a extracao de outros analitos organicos de baixa polaridade.

Sanchez-Duque et al. (2022) utilizaram a montmorilonita modificada com
brometo de 1-hexadecil-3-metilimidazélio como sorvente na determinacdao de
poluente organoclorados através de microextragdo por fase sélida (Solid-phase
microextraction, SPME). As andlises foram realizadas por Cromatografia Gasosa
acoplada a detector de captura de elétrons (GC-ECD), apresentando limites

quantificagcdo menores que 9,9 ng mL" e RSD < 8%.

Baseado no trabalho de Fiscal-Ladino et al. (2017) e Sanchez-Duque et al.
(2022), a montmorilonita modificada com liquido ibénico apresentou um bom
desempenho na extracdo de compostos organicos de baixa polaridade. Dessa
forma, a montimorilonita modificada com liquido iénico apresenta grande potencial

para ser utilizada como sorvente para a extragao de HPAs em agua.
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A DPX é uma metodologia de preparo de amostras que vem sendo
amplamente utilizada na determinacao de diversos analitos em diferentes amostras.
Apesar de ja ter sido usada na determinagdo de HPAs em amostras aquosas,
nenhum trabalho encontrado na literatura utilizou a técnica para extracdo de HPAs
em aguas marinhas. Diversos materiais tém sido estudados como fase extratora na
DPX, a IL-MMT é um eco-material que nunca foi explorado na extracdo em ponteira
de pipetas e apresenta grande potencial na extragdo de analitos organicos de baixa
polaridade. Assim, neste trabalho, tem-se como objetivo, pela primeira vez, utilizar a

IL-MMT como fase sorvente para DPX na extracdo de HPAs em aguas marinhas.
3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Reagentes

Todos os solventes utilizados no preparo dos padrbes e amostras (hexano,
acetonitrila e acetona) foram de grau HPLC da marca J. T. Baker (Cidade do México,
MEXICO). A agua (resistividade 18,2 MQ cm™) utilizada para a elaboragdo das
solugdes foi obtida em sistema de osmose reversa Permution (Curitiba, BRASIL)
seguida por purificagdo no sistema Milipore UV Simplicity (Molsheim, FRANCA).

Os experimentos foram realizados a partir de padrbes analiticos contendo a
mistura dos 16 HPAs: Naftaleno (Naf), Acenaftileno (Acy), Acenafteno (Ace),
Fluoreno (Flu), Fenantreno (Phe), Antraceno (Ant), Fluoranteno (Fla), Pireno (Pyr),
Benz[alantraceno  (BaA), Criseno  (Cris), Benzo[k]fluoranteno  (BkF),
Benzo[b]fluoranteno (BbF), Benzo[a]pireno (BaP), Indeno[1,2,3-cd]pireno (Ind),
Benzo[ghiJantraceno (BghiP) e Dibenzo[a,h]antraceno (DahA); um padrao contendo
5 HPAs deuterados utilizados como sub-rogados: Naftaleno-d8 (Naf[*Hg]),
Acenafteno-d10 (Ace[?H1o]), Fenantreno-d10 (Phe[?H1q]), Criseno-d12 (Cris[?H12]) e
Perileno-d12 (Per[?H12]) e um padrio contendo p-Terfenil-d14 (p-Ter[?H14]), utilizado
como padrao interno, todos da marca Sigma-Aldrich preparados em hexano em
concentragao de 80 mg L. Todas as solugdes foram mantidas em freezer (-18 °C).

A MMT foi previamente modificada de acordo com o trabalho de Fiscal-

Ladino et al. (2017). Um grama do material foi disperso em 3,0 g de solugdo do
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liquido i6nico, o brometo de 1-hexadecil-3-metilimidazdlio (Figura 7), em metanol
13% vlv, a dispersao foi rigorosamente agitada por 1 hora em temperatura ambiente.
A mistura foi filtrada e o material solido foi lavado 3 vezes com metanol (20 mL em
cada lavagem) para remogédo do excesso do liquido ibnico e 3 vezes com agua
destilada. O sdlido foi mantido em uma estufa a 105°C para secagem por 24 horas.
Para verificar a intercalagdo do liquido idnico foi realizada a analise de
infravermelho do material utilizando um Espectrdbmetro de Infravermelhos (FTIR),
modelo Vertex 70, Bruker (Billerica, EUA) na faixa espectral de 4000 a 400 cm-".

FIGURA 7 — BROMETO DE 1-HEXADECIL-3-METILIMIDAZOLIO.
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Fonte: A autora (2022).
3.1.2 Equipamentos

As determinagbes dos HPAs foram realizadas em um cromatdgrafo a gas
Shimadzu QP2010 acoplado a um espectrometro de massas TQ8040 (Kyoto,
JAPAQ) e um amostrador automatico CTC Combi Palm Shimadzu modelo AOC-
5000 Plus. A coluna utilizada foi uma Phenomenex ZB-5ms (Torrence, EUA) com
dimensdes 30 m x 0,25 mm x 0,25 ym.

A pesagem do material foi feita em uma balanga analitica (x 0,00001 g)
Mettler Toledo (Sdo Bernardo do Campo, BRASIL).
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3.2 METODOS
3.2.1 Condi¢des cromatograficas

As condigbes cromatograficas empregadas foram determinadas mediante
adaptacdes de trabalhos pretéritos do Grupo de Quimica Ambiental da UFPR
(ANGULO-CUERO et al., 2021; FERNANDEZ et al., 2022). Foram injetados 1 pL
dos padrdes analiticos e amostras, modo splitless, com injetor a 270°C, sem pulso
de pressao e tempo de amostragem de 4 minutos. A coluna cromatografica foi
inicialmente mantida a 40°C por 2 minutos, seguida de aquecimento de 50°C min” a
80°C, gradiente de 10°C min™ a 240°C mantida por 2 minutos, aquecimento de 2°C
min™ a 260°C por 5 minutos e finalmente rampa de 20°C min™' a 300°C, mantida por
5 minutos. A linha de transferéncia e a fonte de ions foram operadas a 280 e 230°C,
respectivamente. O sistema GC-MS foi operado com Hélio analitico de alta pureza
(99,999%) a uma vazao de 1,56 mL min™'. O software usado na aquisicdo dos dados
foi o LabSolutions.

Para uma avaliacdo inicial da separacdo e identificacdo dos analitos
inicialmente foi injetada no CG-MS uma solug¢ao contendo os 16 HPAs prioritarios, p-
Terfenil-d14 e os HPAs deuterados todos em concentragdo 1 mg L. O
espectrometro de massas foi operado no modo de varredura total (Full Scan), com
uma faixa de aquisicdo dos ions variando entre uma razdo massa-carga (m/z) de
100 — 300. Com objetivo de aumentar a seletividade e detectabilidade do método,
através do cromatograma obtido no modo Full Scan, foi estabelecido um método

cromatografico de monitoramento seletivo de ions (SIM).
3.2.2 Preparo das solug¢des padréao

O preparo das solugdes intermediarias para realizagao dos experimentos foi
feito a partir das solugdes estoque de 80 mg L. Foram preparadas duas solugdes
intermediarias em meio de acetona: a primeira composta pelos 16 HPAs; a segunda
contendo os 5 HPAs deuterados, ambos em concentragbes de 5 mg L' e uma
solugdo intermediaria em meio de hexano do padrdo interno p-Terfenil-d14 em

concentragdo de 1 mg L™
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Para otimizacdo do método de extracao foi preparada uma solugdo aquosa
em concentragao 1 ug L™ contendo o mix de 16 HPAs e os cinco HPAs deuterados.
A solugéo foi preparada a partir da solugdo padrao de 5 mg L' do mix de HPAs e

mix de HPAs deuterados e agua ultrapura em um baldo volumétrico de 100 mL.

3.2.3 Curvas analiticas instrumentais

A fim de avaliar a sensibilidade e repetibilidade do sistema cromatografico e
adequacgao do método instrumental foi preparada uma curva analitica em 9 niveis de

concentracao, em triplicata, utilizando hexano como solvente.

Para realizagdo das curvas analiticas utilizou-se um padrao contendo um mix
de 16 HPAs prioritarios, um mix contendo 5 HPAs deuterados e uma solugao
contendo p-Terfenil-d14, todas as solugbes estavam na concentracdo inicial de 5 mg
L' e em meio de hexano. A partir das solucdes 5 mg L' dos HPAs prioritarios e
deuterados foi preparado um padrao intermediario em hexano de concentragao 500

Mg L™ contendo todos os 22 compostos.

A faixa de concentracao utilizada para constru¢cao da curva de foi de 2,5 a 490
Mg L™ do mix de 16 HPAs e dos compostos deuterados. O p-Terfenil-d14 foi utilizado
como padrao interno e em todos os pontos da curva estava na concentracdo de 100
Mg L. O parametro avaliado para uma boa linearidade da curva foi o coeficiente de
determinagao (R?). A Tabela 4 mostra o volume de cada padréo e solvente utilizado

na curva analitica.
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TABELA 4 — CQNCENTRAQOES E VOLUMES DE SOLUGOES UTILIZADAS NO PREPARO DAS
CURVAS ANALITICAS.

Concentragdo (ug L")  Mix HPAs + subrrogados (L) Padrao interno (uL) Hexano (pL)

2,5 5 20 975
5 10 20 970
10 20 20 960
25 50 20 930
50 100 20 880
75 150 20 830
125 250 20 730
250 500 20 480
490 980 20 0

3.2.4 Preparo dos dispositivos de extracdo

O preparo do dispositivo de extragao foi feito utilizando duas ponteiras de
pipeta, com capacidades de 1250 e 200 uL respectivamente, 1a de vidro calcinada e
a IL-MMT. Inicialmente, cortou-se 2 cm da parte inferior da ponteira de 1250 uL, em
seguida colocou-se 0,5 cm de |& de vidro na parte inferior da ponteira, em cima da 1a
foi colocado a IL-MMT, sendo a massa de sorvente um parametro a ser otimizado
posteriormente, por ultimo, acima do sorvente colocou-se 0,5 cm de |a de vidro. A
ponteira de 200 uL foi colocada na parte inferior da ponteira de 1250 uL cortada. A

Figura 7 mostra o dispositivo de extragao.
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FIGURA 8 — DISPOSITIVO PARA EXTRAGAO EM PONTEIRA DE PIPETA.
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Fonte: A autora (2022).

3.2.5 Extracédo em ponteira de pipeta descartaveis

A extracdo dos 16 HPAs foi realizada empregando a DPX, utilizando

montmorilonita modificada com liquido ibnico como material sorvente.

Inicialmente o dispositivo de extracao, descrito no item 3.2.4, foi condicionado
aspirando e descartando 1 mL de solvente e 1 mL de agua ultrapura. Em seguida foi
realizada a extragdo em uma amostra aquosa (10 mL) contida em um vial de 20 mL.
Essa solugao, utilizando o dispositivo descrito no item 3.2.4 e uma micropipeta de 1
mL, foi submetida a consecutivos ciclos de aspiracao/dispersdo, em que a amostra
era dispensada novamente no vial apds aspiragao, permitindo que os analitos sejam
suficientemente sorvidos na IL-MMT. Os analitos sorvidos na IL-MMT foram
repetidamente eluidos com solvente em consecutivos ciclos de aspiracao/dispersao.
Finalmente, 135 pL do extrato obtido foi levado a um vial com insert contendo 15 pL
da solugcdo 1 mg L™ do padrao interno e posteriormente quantificado por GC-MS. Um
esquema do procedimento esta ilustrado na Figura 9. Os dados foram tratados no

software Excel e processados no software Origin 2021.
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FIGURA 9 - DIAGRAMA ESQUEMATICO DO PROTOCOLO EXTRAGAO EM PONTEIRA DE
PIPETA.
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Fonte: A autora (2022).

3.2.6 Avaliacao da eficiéncia da IL-MMT como sorvente

Primeiramente, para avaliar a eficiéncia da IL-MMT na extragdo foram
realizados dois ensaios em triplicata do método de extragdo utilizando IL-MMT e
C18, retirado de cartuxos de SPE da marca Phenomenex (Torrance, EUA) como
sorventes.

Para realizacdo do teste foi utilizado condi¢des fixas, baseadas no trabalho
de Zhang et al., (2018). Utilizou-se 20 mg do sorvente, um volume de amostra de 10
mL, 10 ciclos de extracdo e 3 ciclos de dessorcdo com 500 pyL de hexano. A
resposta analitica para o experimento foi a razdo da area de pico pela area do

padrao inteiro para cada um dos HPAs.

3.2.7 Avaliacéo inicial da reprodutibilidade da extracao
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Para avaliagcédo inicial da reprodutibilidade do método de extragdo foram
realizadas cinco réplicas da extracdo em ponteira de pipeta utilizando IL-MMT como
sorvente, adaptados do trabalho de ZHANG et al., (2018). Utilizou-se 20 mg do
sorvente, um volume de amostra de 10 mL, 10 ciclos de extracdo e 3 ciclos de
dessorcdo com 500 pyL de hexano. O desempenho foi avaliado por meio da
estimativa de desvio padrdo (s) e desvio padrao relativo (RSD %), calculado por
meio da Equacgao 1, da raz&o da area de pico dos 16 HPAs estudados pelo padréo

interno (PI).

EQUAGAO 1 — DESVIO PADRAO RELATIVO.
S
média area HPA/PI

RSD (%) = ( ) x 100

3.2.8 Selecéao das condi¢des de extracao

Para a selecao das melhores condicbes do método de extragao foi utilizada
uma solugdo aquosa de concentragdo 1 pg L' contendo os 16 HPAs e os
compostos deuterados. Foram avaliadas de modo univariado as condigdes dos
seguintes parametros de extragcdo: massa de sorvente, solvente de dessorgao,
volume de solvente, numero de ciclos de dessor¢do, volume de amostra e numero
de ciclos de extracédo. As condi¢cdes avaliadas estdo apresentadas na Tabela 5. Para
0s ensaios utilizando acetona e acetonitrila, volume solvente de 1000 uL e volumes
de amostra 2,5 e 5 mL as amostras foram levadas ao evaporador rotativo a vacuo
RVC 2-18 CDPlus, marca Martin Christ (Osterode am Harz, ALEMANHA) até
completa evaporagdo do solvente e ressolubilizados em hexano. As condi¢des
avaliadas foram baseadas nos trabalhos de Zhang et al., (2018); Nascimento et al.,
(2019) e Llasera et al., (2021).

A resposta analitica em todos os experimentos foi a razdo da area de pico dos
16 HPAs estudados pela area do PIl. Todos os ensaios foram conduzidos em

triplicata.

TABELA 5 — CONDIGCOES AVALIADAS PARA OTIMIZAGAO DOS PARAMETROS DE EXTRAGAO.

Variavel Condigoes avaliadas
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Massa de sorvente (mg)
Solvente

Volume de solvente (uL)
Ndmero de ciclos de dessorgao
Volume de amostra (mL)

Nudmero de ciclos de extracao

5,10,15e 20

Acetona, hexano e acetonitrila
250, 500 e 1000

1,3,10,15e 20

2,5;5e10

5,10, 15e 20

3.2.9 Otimizagao multivariada do método de extragao

A condig¢ao 6tima da extragao foi estudada empregando planejamento fatorial
de experimentos. Neste estudo foi utilizada uma solugdo aquosa contendo 16 HPAs
e 5 compostos deuterados na concentracdo 1 pg L. Os parametros de extracdo
avaliados na otimizacdo foram: massa de sorvente, solvente, volume de solvente,

numero de ciclos de dessorc¢ao, volume de amostra e numero de ciclos de extragao.

3.2.9.1 Planejamento fatorial fracionario

Os seis parametros de extragdo avaliados por meio do estudo univariado
(massa de sorvente, solvente, volume de solvente, numero de ciclos de dessorgéo,
volume de amostra e numero de ciclos de extragdo) foram estudados via
planejamento fatorial fracionario 262 (niveis: +1 e -1). Todos os experimentos foram
realizados em duplicata. As tabelas 6 e 7 mostram as variaveis e os coeficientes de
contraste utilizados para o preparo dos ensaios, respectivamente. A resposta
analitica em todos os experimentos foi a area de pico dos 16 HPAs estudados, a
partir dela foi possivel fazer o calculo da desejabilidade para cada experimento,
utilizando o software MODDE.

TABELA 6 — NIVEIS E VARIAVEIS DO PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONARIO.

Variavel -1 +1
Massa do sorvente (mg) 15 20
Solvente Acetona Hexano
Volume de solvente (uL) 250 500
Numero de ciclos de dessorg¢ao 10 15
Volume de amostra (mL) 2,5 5

Numero de ciclos de extragéo 10 15
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TABELA 7 - COEFICIENTES DE CONTRASTE PARA O PLANEJAMENTO FATORIAL
FRACIONARIO.

Experimento 1 2 3 4 5=234 6=1234

1 T 1 1
2 1 1 1 A -1 -1
3 A4 1 A 1 -1
4 1 1 1 - 1 1
5 N 1 -1
6 1 1 1 A 1 1
7 4 1 1 A -1 1
8 1 1 1 A -1 A
9 A4 1 1 -1
10 1 1 11 1 1
11 A4 1 11 -1 1
12 1 1 1 1 -1 -1
13 A4 1 11 -1 1
14 1 1 1 1 -1 -1
15 4 1 1 1 1 -1
16 1 1 1 1 1 1

3.2.9.2 Planejamento ortogonal composto central

Para determinacdo da melhor condicdo de extracdo foi utilizado um
planejamento ortogonal composto central com dois fatores, cinco niveis (-a, -1, 0, +1,

+a) e ponto central em ftriplicata, com o total de 11 experimentos, as variaveis a
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serem otimizadas foram: volume de amostra e ciclos de extragdo. As demais
variaveis foram mantidas fixas nos seguintes valores: massa de sorvente — 15 mg;
tipo de solvente — hexano; volume de solvente — 250 yL e numero de ciclos de
dessorcdo — 10. Este tipo de planejamento ja foi relatado na literatura para a
otimizagao de variaveis em extracdo de pesticidas (GONCALVES et al., 2006;
RIZZETTI et al., 2016). As variaveis e faixas de trabalho e experimentos para o
planejamento ortogonal composto central estdo nas Tabelas 8 e 9 respectivamente.

Os dados foram tratados no software MODDE.

TABELA 8 — VARIAVEIS E FAIXA DE TRABALHO PARA O PLANEJAMENTO FATORIAL
COMPOSTO CENTRAL.

Variavel Faixa de trabalho
Volume de amostra (mL) 25-75
Ciclos de extracao 12-18

TABELA 9 — EXPERIMENTOS PARA O PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO.

Experimento Ciclos de extragdo  Vol. Amostra (mL)
1 13 25
2 18 25
3 13 7,5
4 18 7,5
5 12 5
6 19 5
7 15 2,1
8 15 7,8
9 15 5
10 15 5
11 15 5

3.2.10 Avaliacao do efeito da salinidade na extragao

Para avaliar o efeito da salinidade na eficiéncia da extracdo se utilizou de
solugdes aquosas 1 ug L™ contendo os 16 HPAs prioritarios e 5 HPAs deuterados
em que a concentragao de cloreto de sodio (NaCl) foi variada entre os valores: 0%,

0,5%, 2% e 3,5% (m/v), em que o valor 3,5% € o valor de referéncia de sal na agua
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do mar (MILLERO et al., 2008). Para completa solubilizagdo do sal na solugao, as

solugdes foram levadas ao banho ultrassénico USO 2800, Unique por 30 segundos.

A extracao foi realizada através do procedimento de extragdo em ponteira de
pipeta utilizando as variaveis otimizadas através do planejamento fatorial (volume de
amostra — 2,6 mL; solvente — hexano; volume de solvente — 250 uL; numero de
ciclos de dessor¢cédo — 10; numero de ciclos de extracdo — 14) e os experimentos
foram conduzidos em triplicata. A resposta analitica para o experimento foi a razédo

da area de pico pela area do padrao inteiro para cada um dos HPAs.

3.2.11 Parametros analiticos de mérito

Os parametros analiticos de mérito avaliados foram linearidade, limites de
determinacao (Limit of detection, LOD), Ilimite de quantificacdo (Limit of
quantification, LOQ), exatidao e preciséo.

Para a realizagdo dos ensaios as amostras submetidas ao procedimento de
extracdo com as condi¢gbes oOtimas previamente estabelecidas pelo planejamento
fatorial (volume de amostra — 2,6 mL; solvente — hexano; volume de solvente — 250
ML; numero de ciclos de dessorgéo — 10; numero de ciclos de extracado — 14). Apos a
extracdo 117 uL do extrato obtido foi levado a um vial com insert contendo 13 pL de
uma solugado 1 mg L™ de p-terfenil-d14, para posterior analise do GC-MS. Todos os

experimentos foram realizados em quintuplicata.

3.2.111 Linearidade, LOD e LOQ

Para avaliacao da linearidade, LOD e LOQ do método analitico otimizado
foram construidas curvas analiticas utilizando o método DPX.

Inicialmente foi preparada uma solu¢do aquosa de concentragédo 5 ug L™ dos
16 HPAs prioritarios e 5 HPAs deuterados a partir de solugdes 5 mg L dos
compostos em acetona e agua ultrapura em um baldo volumétrico de 100 mL.

A partir da solugdo intermediaria de 5 pg L™ foram preparadas solugcdes com
concentragdes entre 0,1 e 3,0 ug L™ em baldes volumétricos de 25 mL. Todas as
solugbes foram preparadas com 3,5% (m/v) de NaCl e levadas ao banho

ultrassénico por 30 s. A Tabela 10 mostra os pontos utilizados na construgdo da
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curva e volume de solugdo intermediaria para cada um deles. Em todos os pontos

da curva a concentracao do Pl foi de 100 ug L,

TABELA 10 — CURVA ANALITICA PARA AVALIAGAO DA LINEARIDADE, LOD E LOQ DO METODO
PROPOSTO.

Concentragao Volume solugao intermediaria Agua Massa de NaCl
Mg L" mL mL mg

0,1 0,5 24,5 87,5

0,5 25 22,5 87,5

1,0 5 20 87,5

1,5 7,5 17,5 87,5

2,0 10 15 87,5

2,5 12,5 12,5 87,5

3,0 15 10 87,5

Para avaliagao da linearidade a resposta analitica foi o R? para cada uma das
curvas. Os limites de quantificacdo (LOQs) foram determinados a partir do primeiro
ponto da curva analitica, ja os limites de determinagéo foram calculados a partir do

LOQ, como mostra a Equagéao 2.

EQUAGCAO 2 — LIMITE DE DETECGAO (LOD).

LOQ

LOD =
3,3

3.2.11.2 Exatidao e precisao

A exatiddo e precisdo do método analitico foram avaliadas através de
ensaios de recuperagao. Para realizagdo do ensaio uma amostra de agua do mar foi
fortificada com os 16 HPAs prioritarios e os 5 HPAs deuterados em trés niveis de
concentragdo (0,50 ug L'; 1,40 ug L™ e 2,75 ug L™) e as amostras foram submetidas
ao procedimento de extragcdo. Todas as extracbes foram realizadas em

quintuplicatas.
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Como pré-tratamento da amostra, a agua do mar foi filtrada a vacuo em
sistema de filtragdo em vidro utilizando uma membrana filtrante em nitrato de
celulose com porosidade de 0,45 ym da marca Unifil e bomba de vacuo isenta de
oleo TE-0581, da marca Tecnal (Piracicaba, BRASIL).

Para a avaliagcdo da exatiddo a resposta analitica foi a recuperacgao,
calculada através da Equacéao 3. As incertezas foram obtidas com base nos valores
de RSD.

EQUACAO 3 - RECUPERACAO.

C
Recuperacio (%) = (C_l) 100
2

Onde: ¢4 é a concentragcédo do analito na amostra fortificada, ¢, € concentragdo do analito adicionada
na amostra.

3.2.12 Aplicagdo do método de extragdo em amostras ambientais

Para a aplicacdo do método proposto uma amostra de agua do mar coletada
pelo Centro de Aquicultura Marinha e Repovoamento (CAMAR, UFPR) em Praia de
Leste, Pontal do Parana — PR, foi submetida ao procedimento de extragcao otimizado
e validado. Para avaliar a eficiéncia da extracao a amostra foi fortificada com os 5
HPAs deuterados na concentragéo 1,5 ug L.

Como pré-tratamento da amostra, a agua do mar foi filtrada a vacuo.
4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERIZACAO DA IL-MMT

A caracterizagao da montmorilonita modificada com o brometo de 1-hexadecil-
3-metilimidazodlio foi feita utilizando-se a técnica de espectroscopia na regido do
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), na faixa espectral de 4000 a 400
cm™, de maneira semelhante ao realizado por Fiscal-Ladino e colaboradores (2017).
A Figura 10 mostra a comparagédo do espectro de infravermelho (IR) da

montmorilonita sem modificagdo (linha cinza) e com modificagéo (linha preta) feita no
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trabalho de Fiscal-Ladino et al. (2017) e a Figura 11 se refere ao espectro de IR

realizado neste trabalho.

FIGURA 10 — COMPARACAO DO ESPECTRO DE IR DA MONTMORILONITA (CINZA) E
MONTMORILONITA MODIFICADA COM BROMETO DE 1-HEXADECIL-3-METILIMIDAZOLIO.
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Fonte: Adaptado de Fiscal-Ladino et al. (2017).
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FIGURA 11 — ESPECTRO DE IR DA MONTMORILONITA MODIFICADA COM BROMETO DE 1-
HEXADECIL-3-METILIMIDAZOLIO.
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Quando se compara o espectro da MMT modificada e sem modificagao (Figura
10) observa-se que a modificada apresenta um sinal na regido de 3000 cm™. Esse
sinal indica que provavelmente a argila foi modificada pelo liquido i6nico, que
intercalou na estrutura polar da MMT. As bandas podem ser atribuidas ao
estiramento de CH presentes na longa cadeia carbénica do liquido iénico. Observa-
se também sinais referentes ao grupo imidazol entre 1000 e 1600 cm™; os picos
resultam da ocorréncia de ligagbes carbono-carbono e carbono-nitrogénio (FISCAL-
LADINO et al, 2017; KIM et al., 2006). Ao comparar os espectros da IL-MMT da
literatura (Figura 10) e deste trabalho (Figura 11), observa-se que o comportamento

€ similar, em que estao presentes bandas na regiao de 3000 cm™, referente ao
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estiramento CH e sinais entre 1000 a 1600 cm-1 resultante de ligagdes carbono-
carbono e carbono-hidrogénio. O mesmo comportamento também havia sido
observado no trabalho de Kim et al. (2006), quando a MMT foi modificada com os
seguintes liquidos ibnicos: brometo de 1-etil 3-metilimidazdlio, cloreto de 1-hexil 3-
metilimidazdlio e tetrafluoroborato de N-etil piridinio.

Relacionando o espectro obtido neste trabalho (Figura 11), com trabalhos da
literatura (KIM et al., 2006; FISCAL-LADINO et al., 2017) conclui-se que ouve a
intercalacdo do brometo de 1-hexadecil-3-metilimidazdlio no argilomineral.

4.2 ADEQUACAO DO METODO INSTRUMENTAL

Uma solucao padrao contendo os 16 HPAs prioritarios, 5 HPAs deuterados e p-
Terfenil-d14 de concentragdo 1mg L™ foi injetada no GC-MS no modo full scan
conforme o método descrito no item 3.2.1 a fim de se obter a janela de tempo de
retencdo e os ions de quantificacdo e confirmacao de cada um dos compostos, que
foram identificados com o auxilio da Biblioteca do Espectro de Massas da NIST
(National Institute of Standards and Technology — USA) para a construgdo do

meétodo SIM, apresentados na Tabela 11.

TABELA 11 — COMPOSTOS, JANELA DE TEMPO DE RETENGAO E iONS (M/Z) PARA O METODO
SIM NO GC-MS.

Composto Janela tempo de retengao (min) lon (m/z)*
Naftaleno[“Hg] 6,50 — 10,78 136; 137; 108
Naftaleno 6,50 -10,78 128; 127; 129
Acenaftileno 10,78 — 13,57 152; 151; 150
Acenafteno[ZHm] 10,78 — 13,57 162; 164; 160
Acenafteno 10,78 — 13,57 153; 154; 152
Fluoreno 13,57 — 15,29 166; 165; 164
Fenantreno[*H1o] 15,29 — 17,98 188; 187; 184
Fenantreno 15,29 - 17,98 178; 176; 152
Antraceno 15,29 — 17,98 178; 176; 179
Fluoranteno 17,98 — 22,52 202; 200; 203
Pireno 17,98 — 22,52 202; 200; 201
p-Terfenil[*H 4] 17,98 — 22,52 244; 243; 245
Benz[a]lantraceno 22,52 — 27,52 228; 226; 241
Criseno[*H13] 22,52 - 27,52 240; 236; 241
Criseno 22,52 - 27,52 228; 226; 229




Benzo[b]fluoranteno
Benzo[k]fluoranteno
Benzol[a]pireno
Perileno[*H,]
Indeno[1,2,3-cd]pireno
Dibenzo[a,h]antraceno

Benzol[ghi]perileno

27,25 -30,93
27,25 -30,93
30,93 — 33,95
30,93 — 33,95
33,95 - 39,80
33,95 -39,80
33,95 - 39,80

252; 250; 253
252; 250; 253
252; 250; 253
264; 260; 265
276; 277, 274
278; 279; 276
276; 277; 274

*m/z de quantificagao em italico.
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Ap6s a criacdo do método no modo SIM, o padrdo de concentragdo 1 mg L™

contendo os compostos da Tabela 11, foi injetado novamente no GC-MS para
avaliar se todos os compostos foram devidamente identificados no modo criado. O

cromatograma obtido esta apresentado na Figura 12, os picos correspondentes a

cada um dos compostos estao identificados na mesma figura.

FIGURA 12 — CROMATOGRAMA OBTIDO NA INJEC:&O DOS 16 HPAS DEUTERADOS, 5 HPAS
DEUTERADOS E P-TERFENIL-D4 NA CONCENTRAGCAO 1 mg L' NO MODO SIM.

(x1.000.000)

6.5
6.0
5.5

504

Acy
Flu

4.5
4.0
3.59 1-2
3.0
2.5
204 34
153
1.0

0.5

—

1011

; Bah

BbF

BkF
]
o

DahD

:

0.0 L

0.5

14-15

Ace[?Hip]

5
>
>:

.
=

he[*Hun] ¢

Phe & = 4
Ant ~

o
P
o 1
@
r
o

4.3 CURVAS ANALITICAS INSTRUMENTAIS

p-Ter?Hia] ~

r
g
5

= Chr
& =

<]

o

is[PHi] -

=]
[
2
[
1|
=
[
=

BaP
Per[2Hia] |

o
=

* Ind
BohiP

s
m

]
o
3

o



54

A fim de avaliar a sensibilidade e repetibilidade do sistema cromatografico e o
empregando o método SIM foi construida uma curva analitica instrumental em 9
niveis, em triplicata. A faixa de trabalho utilizada na constru¢do das curvas analiticas
foi de 2,5 a 490 ug L 1. As inclinacdes, interceptos, e coeficientes de determinagdo
(R?), RSD (%), limites de detecgao (LOD) e limites de quantificagao (LOQ) para cada

um dos HPAs estido apresentados na Tabela 12.

TABELA 12 — INCLINAGAO, INTERCEPTO E COEFICIENTE DE DETERMINAGAO PARA OS 16
HPAS ESTUDADOS.

HPA Inclinacdo Intercepto R? RSD (%) LOD LOQ
(gL’  (ugL’)
Naftaleno 0,0198 -0,0589 0,9991 12,60 6,92 20,97
Acenaftileno 0,0196 -0,0655 0,9992 15,47 6,60 20,02
Acenafteno 0,0142 -0,0584 0,9991 16,43 6,60 20,02
Fluoreno 0,0142 -0,0581 0,9990 16,80 7,56 22,92
Fenantreno 0,0199 -0,0877 0,9989 12,15 7,96 2413
Antraceno 0,0196 -0,1062 0,9983 12,04 9,85 29,85
Fluoranteno 0,0182 -0,0741 0,9986 18,76 8,74 26,50
Pireno 0,0192 -0,0966 0,9981 15,44 8,74 26,50
Criseno 0,0152 -0,1044 0,9965 14,30 13,91 42,16
Benz[a]antraceno 0,0179 -0,1059 0,9979 23,01 10,86 32,91
Benzo[b]fluoranteno 0,0161 -0,1424 0,9945 12,53 17,52 53,11
Benzo[k]fluoranteno 0,0186 -0,1477 0,9962 17,02 14,48 43,90
Benzo[a]pireno 0,0157 -0,2846 0,9958 16,04 20,34 61,63
Indenol[1,2,3-cd]pireno  0,0117 -0,1396 0,9868 21,56 27,22 82,50
Dibenz[a,h]antraceno 0,0125 -0,1468 0,9907 25,71 22,78 69,03
Benzo[ghi]perileno 0,0167 -0,1694 0,9926 26,53 20,35 61,69

Por meio dos resultados obtidos (Tabela 12) observa-se que os R?2
apresentaram valores entre 0,9868 e 0,9992, indicando linearidade em toda a faixa
de trabalho para todos os analitos. Cabe ressaltar que as curvas analiticas foram
empregadas nos estudos para avaliagdo das variaveis de extracdo do protocolo

analitico.
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4.4 AVALIAGAO DA EFICIENCIA DA IL-MMT COMO SORVENTE

Incialmente foi investigada a viabilidade da IL-MMT como sorvente no método
DPX. Para tal, o protocolo foi aplicado em um padrdo aquoso dos analitos em
concentragao de 1 ug L seguido de determinagéao via GC-MS. Para demonstrar o
desempenho da DPX com IL-MMT o resultado foi comparado ao cromatograma
obtido apdés a injecdo direta de uma solugcdo dos mesmos compostos em
concentracdo de 2,5 pg L' e em meio de hexano. Os cromatogramas s&o

apresentados na Figura 13 e na Tabela 13 os dados de areas correspondentes.

FIGURA 13 — COMPARACAO CROMATOGRAMAS UM PADRAO AQUOSO DE 1 uG L ™' APOS A
EXTRACAO (A) E UM PADRAO DE MIX HPAS DE 2,5 pg L' (B).
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TABELA 13 — COMPARAS)AO AREA OBTIDAS PARA UM PADRAO AQUOSO DE 1 pg L ™' APOS A
EXTRACAO E UM PADRAO DE MIX HPAS DE 2,5 ug L™.

HPA Area de pico (UA)®
Padrao 2,5 ug L™ Padrao 1,0 ug L™ apds extragio
Naftaleno 5425 33776
Acenaftileno 5107 26744
Acenafteno 3484 21900
Fluoreno 4310 16467
Fenantreno 6249 18764
Antraceno 5901 13154
Fluoranteno 7030 15238

Pireno 7415 16462
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Criseno 6585 12657
Benz[a]antraceno 8836 58391
Benzo[b]fluoranteno 7354 30195
Benzo[k]fluoranteno 7755 47953
Benzol[a]pireno 7135 4678
Indeno[1,2,3-cd]pireno 9028 19532
Dibenz[a,h]antraceno 8949 26433
Benzo[ghi]perileno 10091 42843

Legenda: a - UA, unidades de area.

Observa-se a partir da Figura 13 e na Tabela 13 que o padrdo de menor
concentracdo submetido a DPX com IL-MMT apresentou areas de pico mais
intensas para a maioria dos analitos, frente ao padrdo de 2,5 pL™". Por meio destes
resultados € possivel concluir que o protocolo analitico utilizando IL-MMT como

sorvente exibia potencial para extracao de HPAs em agua.

Os resultados obtidos neste trabalho correspondem com os encontrados na
literatura, em que a IL-MMT ja havia sido avaliada em outros estudos para a
extragdo de compostos de baixa polaridade. Fiscal-Ladino et al. (2017) utilizaram a
IL-MMT na extracédo de PCBs por RDSE, obtendo recuperagbes acima de 80%. Em
outro trabalho utilizando IL-MMT como sorvente em RDSE Vieira et al. (2018)
avaliaram a eficiéncia do material na extracdo de parabenos, as recuperacdes
obtidas variaram entre 80-119,9%. Ja no ambito do nosso grupo de pesquisa a IL-
MMT foi utilizada como fase sorvente em dois trabalhos visando a extracdo de
HPAs, Camargo (2019) utilizou o material na extragdo de HPAs em tecido de peixe
por Dispersdo da Matriz em Fase Sdlida e obteve recuperagdes entre 70 € 92% e
RSD < 16% para todos os compostos e Angulo-Cuero et al. (2021) utilizou a IL-MTT
para avaliar a presenga dos contaminantes em sedimento e organismos aquaticos
do tipo bivalves em manguezais da costa do pacifico Colombiano.

Adicionalmente, a eficiéncia da IL-MMT como sorvente na extracdo em
ponteira de pipeta foi avaliada comparativamente a outra fase sortiva C18,
amplamente utilizado na literatura na extracdo de HPAs (POJANA; MARCOMINI,
2007; MI¢ et al., 2020). Os ensaios foram realizados em triplicata e para os dois

materiais as condi¢des de extragao utilizadas foram as mesmas: 20 mg do sorvente,
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volume de amostra de 10 mL, 10 ciclos de extracao e 3 ciclos de dessorcao com 500

ML de hexano. Os resultados obtidos estao apresentados na Figura 14.

FIGURA 14 — AREA DE PICO DOS 16 HPAS UTILIZANDO IL-MMT E C18 COMO FASES
SORVENTES. CONDICOES DE EXTRAGAO: MASSA DE SORVENTE - 20 mg; VOLUME DE
AMOSTRA - 10 mL; CICLOS DE EXTRAGCAO - 10; CICLOS DE DESSORGAO - 3; SOLVENTE -
HEXANO; VOLUME DE SOLVENTE - 500 pL.
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Na Figura 14 é possivel verificar que as areas para a maioria dos HPAs
estudados sdo similares para os dois sorventes avaliados, sendo que para alguns

HPAs a IL-MMT, em média, apresenta areas superiores a C18.

A montmorilonita modificada com brometo de 1-hexadecil-3-metilimidazélio se
mostrou uma excelente fase sortiva para extracdo de HPAs por extragdo em
ponteira de pipeta. A intercalacdo do brometo de 1-hexadecil-3-metilidazélio no

argilomineral faz com que haja um aumento no espagamento basal, assim as longas
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cadeias de carbono intercaladas na argila proporcionaram uma grande capacidade
sortiva ao material. Os HPAs sao principalmente dissolvidos no liquido iénico e a
argila age apenas como um suporte para a fase extrativa. O material estudado
apresenta grande capacidade de extracdo dos compostos de interesse,
apresentando resultados comparaveis ao adsorvente comercial C18 (FISCAL-
LADINO et al. 2017; VIEIRA et al. 2018).

4.5 AVALIACAO INICIAL DA REPETIBILIDADE DA EXTRACAO

A repetibilidade e a eficiéncia do protocolo foram avaliadas utilizando um
ensaio em quintuplicata utilizando um padrao aquoso de 1 ug L™ e os resultados s&o

apresentados na Figura 16.

FIGURA 15 — AVALIACAO DA REPETIBILIDADE DA EXTRACAO DE PADRAO AQUOSO 1 ug L™
HPAS POR DPX. CONDIGOES DE EXTRAGAO: MASSA DE SORVENTE - 20 mg; VOLUME DE
AMOSTRA - 10 mL; CICLOS DE EXTRAGCAO - 10; CICLOS DE DESSORGAO - 3; SOLVENTE —
HEXANO; VOLUME DE SOLVENTE - 500 pL.
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As incertezas obtidas mediante o ensaio (Figura 16) se mostraram

DahA
BghiP

satisfatorias, com valores de RSD variando entre 5,6 — 33,6%.
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Segundo o INMETRO (2020), o valor de maximo aceito de RSD para uma
amostra de concentracdo 1 ug L™ é 30 %. O valor maximo de RSD apresentado foi
33,6% para o Criseno, acima do limite proposto pelo INMETRO. Se trata da extracao
de 16 compostos com comportamentos bastante distintos e apenas um dele
apresentou um RSD (%) acima do indicado pelo INMETRO, dessa forma a

repetitividade do método pode ser verificada.

4.6 SELECAO DAS CONDICOES DE EXTRACAO

4.6.1 Massa do sorvente

A massa de IL-MMT é o primeiro dos fatores a serem avaliados na otimizacao
do método. Foram testadas massas entre 5 e 20 mg, sendo 20 mg a maior massa
que se consegue trabalhar no dispositivo. Ao adicionar massas superiores a 20 mg,
a amostra e solvente ndo conseguem passar pela ponteira, pois a camada de
sorvente € muito espessa, impedindo o liquido de percolar totalmente no sdélido. Na

Figura 17 s&o apresentados os resultados para estudo dessa variavel.

FIGURA 16 — EFEITO DA MASSA DE SORVENTE NA EXTRACAO DE PADRAO AQUOSO 1 ug L
HPAS POR DPX. CONDICOES DE EXTRACAO: VOLUME DE AMOSTRA - 10 mL; CICLOS DE
EXTRAGAO — 10; CICLOS DE DESSORCAO — 3; SOLVENTE — HEXANO; VOLUME DE SOLVENTE
- 500 L.
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De acordo com a Figura 17 é possivel verificar que os experimentos
realizados com 20 mg de IL-MMT, proporcionam em média aumento da extragdo dos
HPAs mais leves (Nap — Phe). Por outro lado, para os HPAs mais pesados, a massa
de 5 mg mostrou melhores resultados, porém com maiores incertezas. Esse
comportamento ja foi observado no trabalho de Zhang et al. (2018), que utilizou
oxido de grafeno funcionalizado com ferrita liquida iénica tridimensional na extragéao

de HPAs de amostras de sangue.

Esse fendbmeno pode ser explicado pela combinacdo dos processos de
extracdo e dessorcdo. Na etapa de extracdo, espera-se que o0 aumento da
quantidade de sorvente gere um aumento na quantidade de analito retido na IL-
MMT. Ja na etapa de dessor¢ao, quanto mais sorvente estiver envolvido na
extragdo, maior a interacdo dos analitos com o material e dessa forma, maior a
dificuldade de dessorcao dos analitos pelo solvente. Observa-se a partir dos dados
obtidos que para os HPAs mais pesados, quanto maior a massa utilizada, maior a
interagéo entre o sorvente e os HPAs e consequentemente maior € a dificuldade de
os compostos serem eluidos. Conforme relatado na literatura (FISCAL-LADINO et al.
2017), o material proposto para a extracdo possui grande afinidade com compostos

de baixa polaridade. Ja os HPAs mais leves, que apresentam uma maior polaridade,
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tém uma retencdo relativamente mais fraca no material, sendo assim, mais
facilmente eluidos pelo solvente (ZHENG et al., 2016; ZHANG et al., 2018).

Os HPAs mais leves (2 a 4 anéis) sdo mais soluveis em agua e tem origem
petrogénica, sendo, dessa forma, de maior importancia para o estudo em questao.
Ainda, ao analisar os resultados (Figura 17), observa-se que diferengas bastante
significativas de area sao obtidas para 20 mg nos primeiros HPAs. J& para os
demais as areas obtidas sdo similares, além disso, para menores massas foram
constatadas maiores incertezas. Levando em consideragao os fatores avaliados a
massa de IL-MMT escolhida para dar continuidade aos estudos foi de 20 mg
(FONTENELLE, 2018).

4.6.2 Solvente de dessorgao

A escolha do solvente de dessorgcao deve levar em consideracao a afinidade
dos compostos estudados com o solvente e a compatibilidade com a técnica
analitica na detecgdo. O solvente a ser usado na dessorgdo deve apresentar
polaridade necessaria para a eluicdo dos analitos do sorvente. Nesse caso, como 0s
analitos foram sorvidos em um material ndo polar (IL-MMT) eles podem ser
dessorvidos com solventes organicos como acetonitrila, hexano, diclorometano,
metanol, acetona, 2-propanol, acetato de etila e suas misturas (NASCIMENTO et al.,
2019). A partir de estudos relatados na literatura os solventes escolhidos foram:
hexano, acetona e acetonitrila. A acetonitrila ndo é compativel com GC-MS, mas que
ja demonstrou bons resultados na eluicdo de HPAs por DPX, dessa forma foi
avaliada no estudo (ZHANG et al, 2018; LLASERA et al., 2021). Os solventes foram
avaliados de acordo com o seu desempenho na eluicdo dos analitos. Na Figura 18

sao apresentados resultados referentes ao efeito do tipo de solvente de dessorgao.

FIGURA 17 — EFEITO DO TIPO DE SOLVENTE DE DESSORGAO NA EXTRAGAO DE PADRAO
AQUOSO 1 pg L HPAS POR DPX. CONDICOES DE EXTRACAO: VOLUME DE AMOSTRA - 10
mL; CICLOS DE EXTRAGCAO - 10; CICLOS DE DESSORGAO - 3; MASSA DE SORVENTE - 20
MG; VOLUME DE SOLVENTE - 500 pL.
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Para grande parte dos analitos as areas médias sdo comparaveis, porém
entre Phe-Chr o hexano apresentou um melhor desempenho na extracdo, ja a
acetonitrila para grande parte dos HPAs demonstrou maiores incertezas. Os
resultados foram similares aos observados no trabalho de Zhang et al. (2018) que
mostrou que para grande parte dos HPAs o hexano apresenta melhores resultados

que a acetona na eluigao.

A acetonitrila ndo é um solvente compativel com cromatografia gasosa, dessa
forma, o seu uso incorre em uma etapa a mais no processo de extragao, que € a
evaporagao da mesma no evaporador rotativo a vacuo. Essa etapa, além de tornar o
procedimento mais longo, faz com que possa ocorrer perda por evaporacao dos
analitos, principalmente os mais volateis. Para a acetona, outra dificuldade foi
encontrada. Apesar de ser eficiente na eluicdo de HPAs, ela solubiliza a IL-MMT,
havendo assim a necessidade da evaporacéao total do solvente e nova solubilizagao
em hexano antes da injecdo. Além de mostrar maior eficiéncia na eluicdo para a
maioria dos HPAs, o hexano exclui a necessidade da etapa de evaporacgao,
tornando o processo de extracdo mais simples e evitando a perda dos analitos por

evaporacao. Assim, o hexano foi selecionado como solvente de dessorgao.

4.6.3 Volume de solvente
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Outro fator que deve ser avaliado para otimizagdo do método de extragao € o
volume de solvente utilizado na dessor¢cao dos analitos. Um dos objetivos da
extragdo em ponteira de pipeta € a miniaturizagdo dos protocolos analiticos e isso
implica na redug&o do uso dos insumos, principalmente solventes organicos (SAJID
et al., 2021). Por esse motivo e pela capacidade do dispositivo de extragao, volumes

entre 250 e 1000 uL foram avaliados. A Figura 19 mostra os dados obtidos para a

avaliacao do volume do solvente.

FIGURA 18 — EFEITO DO VOLUME DE SOLVENTE PARA EXTRACAO DE PADRAO AQUOSO 1 g
L HPAS POR DPX. CONDICOES DE EXTRACAO: VOLUME DE AMOSTRA — 10mL; CICLOS DE
EXTRACAO — 10; CICLOS DE DESSORCAO - 3; MASSA DE SORVENTE — 20 mg; SOLVENTE -

HEXANO.
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E possivel constatar por meio da Figura 19 que para o Nap e entre Flu e BaP
o volume de 500 pL exibiu maiores valores de area, ja para o restante dos HPAs os
valores de 250 e 500 uL apresentaram valores comparaveis, com excecao do Fla e

Pyr, em que as areas obtidas para 500 pyL e 1000 uL foram similares.

O uso de 1000 yL de hexano na eluicdo dos analitos implica na adicao de
uma etapa no processo de extragdo, a secagem total do solvente no evaporador
rotativo e a ressolubilizagdo com um volume menor de hexano. A etapa é necessaria
pois 0 uso de uma maior quantidade de solvente na eluicdo gera um extrato mais

diluido, abaixo dos limites de deteccdo do método de analise. Pode-se observar
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(Figura 19) que para esse volume ocorre uma perda bastante significativa dos
analitos entre Nap-Flu, isso ocorre porque eles s&do mais volateis e a adicdo da

etapa de evaporacao faz com que ocorra a perda desses analitos por volatilizagao.

Ao comparar os resultados obtidos para 250 e 500 yL observa-se (Figura 19)
que o volume de 500 uL apresentou maiores valores de area para os analitos,
principalmente quando se trata dos mais leves (Nap-Flu). Levando em consideragao
os resultados apresentados o volume de 500 pL foi fixado para realizagdo dos

proximos estudos.

4.6.4 Numero de ciclos de dessorcao

O numero de vezes em que o solvente passa pelo material sorvente em que
os analitos estdo retidos pode influenciar diretamente na quantidade em que os
analitos sdo dessorvidos na extracdo. Dessa forma, para o estudo do efeito dessa
variavel na extracdo foram realizados ensaios do numero ideal de ciclos de
dessorcéo. Os valores avaliados variaram entre 5 e 20 ciclos. A Figura 20 mostra os

resultados obtidos para os 16 HPAs estudados.

FIGURA 19 — EFEITO DO NUMERO DE CICLOS DE DESSORGCAO NA EXTRAGAO DE PADRAO
AQUOSO 1 pg L HPAS POR DPX. CONDICOES DE EXTRACAO: VOLUME DE AMOSTRA - 10
mL; CICLOS DE EXTRAGAO - 10; VOLUME DE SOLVENTE - 500 pL; MASSA DE SORVENTE - 20
mg; SOLVENTE - HEXANO.
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Observa-se que entre 10 e 20 ciclos as razbes de areas obtidas para os
analitos de interesse sdo semelhantes, ja a partir de 15 ciclos de dessorgao, para
alguns dos HPAs ocorre uma diminuigdo na area de pico. Esse comportamento ja
havia sido observado anteriormente por Zhang et al. (2018), onde o equilibrio

aparente foi alcangado entre 10 e 20 ciclos.

O equilibrio de adsorgcdo € um processo dependente do tempo e pode ser
alcangado apds certos ciclos de extragdo/dessor¢ao (ZHANG et al.,, 2018). A
dessorcao alcangou aparentemente equilibrio entre 10 e 20 ciclos, mostrando
resultados melhores para alguns dos analitos em 20 ciclos, e apds 15 ciclos diminui
significativamente para alguns HPAs, a partir do BKF. Assim, visando o melhor
desempenho da extragdao e menores incertezas, 20 ciclos de dessorcdo foram

selecionados para dar continuidade aos estudos.

4.6.5 Volume de amostra
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O volume de amostra influencia no percentual de amostra que estara em
contato com o material sorvente e dessa forma pode apresentar um grande efeito na
eficiéncia da extracdo. Para avaliacdo dessa variavel foram estudados os volumes

de amostra de 2,5; 5 e 10 mL, sendo os resultados apresentados na Figura 21.

FIGURA 20 — EFEITO DO VOLUME DE AMOSTRA NA EXTRAGAO DE PADRAO AQUOSO 1 ug L™
HPAS POR DPX. CONDICOES DE EXTRACAO: CICLOS DE DESSORCAO - 15; CICLOS DE
EXTRACAO - 10; VOLUME DE SOLVENTE — 500 pL; MASSA DE SORVENTE — 20 mg; SOLVENTE
- HEXANO.
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Por meio dos resultados obtidos (Figura 21) consegue-se avaliar que para
grande parte dos HPAs (Phe-BghiP) menores volumes de amostra favorecem a
extragao dos analitos. Para a maior parte dos HPAs a area de pico aumenta com a
diminuicdo do volume de amostra, apresentando menores valores para 10 mL,

intermediarios para 5 mL e maiores areas para 2,5 mL.

Ao utilizar volume menores de amostra, uma maior parte da solugéo entra em
contato com a fase extratora, aumentando assim o tempo de contato dos analitos
com a fase, o que consequentemente aumenta a eficiéncia da extragcdo. Mediante os
fatores avaliados foi possivel definir 2,5 mL como volume de amostra para dar

continuidade aos estudos.

4.6.6 Numero de ciclos de extracao
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A ultima variavel a ser avaliada foi o numero de ciclos de extragdo, que assim
como o numero de ciclos de dessorgao é uma variavel que apresenta bastante
importancia na otimizacdo do processo de extracio, pois representa o numero de
vezes em que a amostra estara em contato com o material sorvente (Zhang et al.,
2018). Nesse ensaio o tempo de equilibrio de sorgao foi testado, usando valores de

ciclos de extracdo entre 5 — 20. O estudo do numero de ciclos de extracao €&

apresentado na Figura 22.

FIGURA 21 — EFEITO DO NUMERO DE CICLOS DE EXTRAGAO NA EXTRAGAO DE PADRAO
AQUOSO 1 g L HPAS POR DPX. CONDICOES DE EXTRAGAO: CICLOS DE DESSORGAO - 15;
VOLUME DE AMOSTRA - 2,5 mL; VOLUME DE SOLVENTE - 500 pL; MASSA DE SORVENTE - 20

mg; SOLVENTE - HEXANO.
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Por meio dos resultados obtidos (Figura 22) observa-se uma tendéncia de
aumento da area de 5 até 20 ciclos, alcangando aparente equilibrio entre 10-15 e um

aumento nas areas para 20 ciclos de extragao.

De acordo com a literatura, assim como o numero de ciclos de dessorcéo, o
numero de ciclos de extracdo também & um fator que repercute na eficiéncia da
extragao. O equilibrio de sorgéo entre os analitos e o material sorvente depende do

tempo de contato entre a amostra e a fase sortiva (ZHANG, et al. 2018). De acordo
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com o que foi visto no estudo em questdo, quanto maior o tempo de contato da
amostra com o material sorvente, maior a eficiéncia da extragao, ou seja, uma maior
parte dos analitos sdo sorvidos na IL-MMT. Em vista das maiores areas constatadas

para 20 ciclos, esse valor foi a condicdo selecionada para os ensaios subsequentes.

4.6.7 Melhor condigao para a extragdo de HPAs por DPX definida através do

planejamento univariado

Mediante o estudo univariado foi possivel estabelecer as melhores condi¢des

de extracdo para os 16 HPAs (Tabela 14).

TABELA 14 — CONDICOES DE COMPROMISSO DA EXTRAGAO DE HPAS POR DPX.

Variavel Valor definido
Massa de sorvente 20 mg
Tipo de solvente Hexano
Volume de solvente 500 uL
Numero de ciclos de dessorgao 20
Volume de amostra 2,5mL
Ndmero de ciclos de extracao 20

De posse das condi¢des da extracao definidas na Tabela 14, foi realizado um
ensaio em triplicada de uma solugdo 1 pg L' dos HPAs para avaliacdo dos
resultados. A Figura 23 mostra as areas obtidas para os 16 HPAs nas condi¢cdes

6timas da extracgao definidas pela estratégia univariada.

FIGURA 22 — AREA DE PICO OS 16 HPAS ESTUDADOS NA MELHOR CONDIGAO DO
PROCEDIMENTO EXTRACAO EM PONTEIRA DE PIPETA (n=3).
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4.7 OTIMIZAGAO MULTIVARIADA
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Ao realizar o planejamento univariado das variaveis de extragdao, alguns
problemas foram encontrando, principalmente relacionado a diminuicdo de area de
pico para alguns compostos ao longo da da otimizagao. Planejamentos multivariados
sdo a melhor estratégia para identificar o efeito das variaveis individualmente e das
interacdes entre as variaveis simultaneamente, realizando-se um numero reduzido
de experimentos, facilitando a coleta da grande quantidade de dados, economizando
assim tempo e insumos (CANDIOTTI et al. 2014; EBRAHIMI-NAJAFABADI et al.,
2014). Como alternativa para resolugdo dos problemas encontrados durante o
estudo univariado das variaveis de extragdo optou-se por utilizar de estratégias

multivariadas para otimizagao das variaveis para o método proposto.

Inicialmente foram definidas as variaveis a serem avaliadas no planejamento
fatorial, com base nos experimentos feitos anteriormente, para em seguida escolher
qual tipo de planejamento traria as melhores repostas na otimizagdo do método de
extragdo em ponteira de pipeta. Estas variaveis foram: (/) massa de sorvente; (ii) tipo
de solvente; (iii) volume de solvente; (iv) numero de ciclos de extragdo; (v) volume de

amostra e (vi) numero de ciclos de dessorgao.
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4.7 1 Planejamento fatorial fracionario (2°?)

Primeiramente, foi realizada uma etapa de triagem dos parédmetros da
extragdo, estudando todas as seis variaveis simultaneamente, para assim definir
quais sao as variaveis significativas para a extragdo. A realizagdo de um
planejamento fatorial completo para as seis variaveis avaliadas na presente etapa
(planejamento 2°) iria necessitar de 64 experimentos, que se fossem realizados em
duplicata seriam 128. Para uma triagem inicial, esse € um numero elevado de
experimentos. Dessa forma, optou-se pela realizagdo de um planejamento fatorial
fracionario 2°2, realizado em dois niveis (-1, +1), com 16 experimentos realizados
em duplicata, tendo assim um total de 32 experimentos. variaveis faixa de trabalho
para cada uma das variaveis foi escolhida com base nos estudos prévios,
univariados. Na realizagdo do experimento foram utilizadas diferentes volumes de
amostra e solvente, assim, para que as respostas pudessem ser comparadas
calculou-se quantas vezes a amostra foi concentrada até chegar ao extrato final.
Esse valor foi multiplicado pela area de pico de cada um dos HPAs estudados,

sendo assim, essa a resposta analitica do planejamento fatorial fracionario.

Como se trata de 16 analitos, cada um dos experimentos realizados teve 16
respostas e como os HPAs apresentam caracteristicas fisico-quimicas bastante

distintas entre si, as respostas entre eles foram bastante diversas.

Quando um processo de otimizacdo envolve muitas respostas, ndo é
possivel encontrar a melhor condicao individual, pois 0 numero de solugdes ¢ igual
as variaveis de estudo. Para contornar este problema, uma alternativa a isso é

transformar as multiplas respostas em apenas uma (CANDIOTI et al. 2014).

Nesse sentido, utilizando o software MODDE, calculou-se a funcgao
desejabilidade para cada um dos experimentos do planejamento fatorial fracionario.
O objetivo da funcdo € encontrar condicbes experimentais que garantam o
cumprimento dos critérios de todas as respostas envolvidas e, ao mesmo tempo,
proporcionar o melhor valor na resposta conjunta desejavel. A desejabilidade
sempre considera valores entre 0 e 1, em que 0 € uma resposta indesejavel e 1
representa um valor completamente desejavel, ou seja, a resposta ideal. Valores

intermediarios indicam uma resposta mais ou menos desejavel, dependendo do
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valor (CANDIOTTI et al. 2014). Na Tabela 15 sdo apresentados os valores de

desejabilidade para os experimentos do planejamento fatorial fracionario.

TABELA 15 - VALOR DE DESEJABILIDADE OS EXPERIMENTOS DO
PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONARIO.

Experimento Desejabilidade
1 0,650330
2 0,558753
3 0,448275
4 0,608404
5 0,516838
6 0,623308
7 0,765594
8 0,665695
9 0,526748

10 0,635169
11 0,777510
12 0,666607
13 0,739950
14 0,664422
15 0,563070
16 0,692958

Mediante os valores de desejabilidade de cada um dos experimentos (Tabela
15) foi possivel avaliar os dados do planejamento fatorial e definir quais séo as
variaveis mais significativas para a extracdo. Assim, utilizando os dados de

desejabilidade obteve-se o grafico de coeficientes (Figura 23).

FIGURA 23 — COEFICIENTES PARA A FUNCAO DESEJABILIDADE DO PLANEJAMENTO
FATORIAL FRACIONARIO.
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Por meio da Figura 23 foi possivel decidir quais das variaveis seriam
estudadas na etapa seguinte da otimizacdo do método. Ao analisar o grafico,
observa-se que as variaveis que trouxeram uma maior variagdo da desejabilidade
foram o volume de amostra (VolA) e o numero de ciclos de extracdo (CicE). As
demais variaveis geram uma menor variagdo na desejabilidade, podendo ser

mantidas fixas na etapa seguinte.

4.7.2 Planejamento ortogonal composto central

Apds serem determinadas as variaveis mais significativas da extragao através
dos resultados do planejamento fatorial fracionario, um novo planejamento com dois
fatores, (-a, -1, 0, +1, +a) e ponto central em triplicata, com o total de 11
experimentos, foi construido a fim de otimizar as variaveis: volume de amostra e
ciclos de extragcao. As demais variaveis foram mantidas fixas nos seguintes valores:
massa de sorvente — 15 mg; tipo de solvente — hexano; volume de solvente — 250 pL
e numero de ciclos de dessor¢cdo — 10. O tipo de planeamento escolhido para a

realizacao desta etapa foi Planejamento ortogonal composto central.

Para avaliagdo do modelo foram calculados para as areas de pico a média,
desvio padrdao e RSD (%) do ponto central realizado em triplicata, os resultados

estdo apresentados na Tabela 16.
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TABELA 16 — MEDIA, ESTIMATIVA DO DESVIO PADRAO E RSD PARA A AREA DE PICO DO
PONTO CENTRAL DO PLANEJAMENTO ORTOGONAL COMPOSTO CENTRAL.

HPA Média Desvio padréao RSD (%)
Naftaleno 48.39.439 484.729 10,2
Acenaftileno 3.033.096 43.691 1,4
Acenafteno 2.027.931 14.934 1,1
Fluoreno 2.001.082 17.527 1,2
Fenantreno 3.188.071 252.978 8,6
Antraceno 2.355.434 197.888 8,9
Fluoranteno 2.875.299 507.504 18,8
Pireno 3.391.653 574.732 17,2
Criseno 1.176.922 171.821 15,3
Benz[a]antraceno 1.308.620 126.695 10,3
Benzo[b]fluorateno 1.031.163 29.687 3,0
Benzo[k]fluoranteno 1.504.783 85.690 6,7
Benzo[a]pireno 1.019.148 128.854 13,8
Indeno[1,2,3-cd]pireno 674.496 19.034 3.1
Dibenz[a,h]antraceno 1.228.560 12.991 1,0
Benzo[ghi]perileno 1.957.063 452.667 23,1

A partir dos resultados (Tabela 16) observa-se que os RSDs variaram entre
1% e 23%, estando acima de 20% apenas para um dos analitos, o
benzo[ghi]perileno. Dessa forma, pode-se afirmar que o ponto central mostrou

desvios satisfatorios.

Por meio dos resultados obtidos nos experimentos do planejamento foi
possivel calcular novamente a fungcdo desejabilidade para cada um dos

experimentos. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 24.

FIGURA 24 — DESEJABILIDADE PARA OS EXPERIMENTOS DO PLANEJAMENTO ORTOGONAL
COMPOSTO CENTRAL.
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A partir dos resultados (Figura 24) observa-se que os valores de desejabilidade
variaram entre 0,8 e 1,0. Uma maior variagdo na desejabilidade apresentou um
menor valor para o experimento 3, proximo de 0,80. Os experimentos 2 e 8
apresentaram valores entre 0,80 e 0,90. Ja a triplicata do ponto central (9, 10 e 11) e
os experimentos 4 e 6 apresentaram valores acima de 0,90. Para o restante dos
experimentos (1, 5 e 7) os valores foram préximos de 1. Como ja comentado
anteriormente, os valores de desejabilidade proximos a 1 sdo almejaveis
(CANDIOTTI et al. 2014). Desta forma, a partir dos dados obtidos, foi possivel obter

os graficos da Figura 25 para avaliar a influéncia das variaveis na otimizagao.

FIGURA 25 — COEFICIENTES PARA A FUNGAO DESEJABILIDADE DO PLANEJAMENTO
COMPOSTO CENTRAL.
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O grafico de coeficientes (Figura 25) mostra quais sdo os fatores mais
significativos na otimizagdo da extracdo. Ao analisar os resultados observa-se que
os fatores que mais influenciam a variagdo da desejabilidade sdo o volume de
amostra (Vol) e a combinac&o dos fatores numero de ciclos de extracédo e volume de

amostra (Cic*Vol).

Ainda fazendo uso dos valores obtidos para a desejabilidade foi possivel
gerar o grafico de superficie de resposta (Figura 26) e dessa forma avaliar qual a

melhor condi¢ao para a realizagao da extracao.

FIGURA 26 — SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA O PLANEJAMENTO ORTOGONAL COMPOSTO
CENTRAL.
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Por meio da superficie de resposta (Figura 26) é possivel definir a condigao
6tima para a extragcao. Observa-se que as desejabilidades variaram entre 0,82 e 1,0,
sendo valores préximos a 1 os mais desejaveis para realizagdo da extragcédo. Para
desejabilidades proximas de 1, valores de ciclos de extragdo de 13 e de volume de

amostra de 2,6 mL sdo encontrados.

4.7.3 Condigao 6tima da extragcéo
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A partir da condicao dos dois planejamentos fatoriais (tépicos 3.4.1 e 3.42) foi
possivel definir a condi¢ao 6tima para a extragcao de HPAs por extragdo em ponteira
de pipeta utilizando IL-MMT como sorvente. Os valores definidos para cada uma das

variaveis estao apresentados na Tabela 17.

TABELA 17 — CONDIGOES DE COMPROMISSO OBTIDAS COM BASE EM PLANEJAMENTOS
MULTIVARIADO E UNIVARIADO PARA EXTRAGCAO DE HPAS POR DPX.

Variavel Multivariado Univariado
Massa de sorvente 15 mg 20 mg

Tipo de solvente Hexano Hexano
Volume de solvente 250 uL 500 uL
Numero de ciclos de dessorgao 10 20

Volume de amostra 2,6 mL 2,5mL
Numero de ciclos de extragao 13 20

4.8 AVALIACAO DO EFEITO DA SALIDADE NA EXTRACAO

Depois de otimizados os parametros da extragdo, foi avaliado o efeito da
salinidade na extragcdao de HPAs utilizando IL-MMT por DPX. Avaliar o efeito da
salinidade é de extrema importancia no presente trabalho, pois as amostras reais a
serem estudadas sao amostras de agua do mar. A agua do mar possui diversos
componentes em sua composicao, entre eles estdo os sais. A salinidade média da
agua do mar é de 3,5% (m/v) (FOFONOFF, 1985).

Para avaliar o efeito da salinidade na extracdo foram preparadas solucdes
aquosas contendo os 16 HPAs prioritarios e 5 HPAs deuterados todos na
concentragcao 1 ug L"ea concentracao de NaCl foi variada em 0%; 0,5%; 2,0% e
3,5% (m/v). As solugdes preparadas foram submetidas ao procedimento de extragao

em desenvolvimento. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 27.
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FIGURA 27 — EFEITO DA SALINIDADE NA EXTRAGAO DE HPAS UTILIZANDO IL-MMT PARA
DPX. CONDIGOES DE EXTRACAO: MASSA DO SORVENTE - 15 mg; VOLUME DE AMOSTRA —
2,6 mL; NUMERO DE CICLOS DE EXTRAGAO — 10; SOLVENTE - HEXANO; VOLUME DE
SOLVENTE - 250 uL E NUMERO DE CICLOS DE DESSORGAO — 13.
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Observa-se a partir da Figura 27 que entre o Nap-Pyr quanto maior a
salinidade da solugao, maior a razao area HPA/PI, ja partir do BaA os resultados sao
comparaveis para todas as concentragdes de sal.

Esse comportamento pode ser explicado devido ao efeito salting out. O
aumento da salinidade afeta a solubilidade dos produtos quimicos em &agua,
portanto, o coeficiente de particdo octanol-agua. A maior concentragao de sal resulta
em uma menor solubilidade dos HPAs na amostra, promovendo a sua migragao com

mais facilidade para o material sorvente. O efeito se evidéncia nos HPAs que
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apresentam uma maior solubilidade, como pode ser observado na Figura 27 (OH et
al., 2017; LOPEZ-LOPEZ et al., 2017).

4.9 PARAMETROS ANALITICOS DE MERITO
4.9.1 LINEARIDADE, LOD E LOQ

A linearidade, LOD e LOQ para o método proposto foram avaliados a partir da
construcado de curvas analiticas aplicando o método de extracido otimizado. A faixa
linear utilizada na curva analitica foi de 0,1 ug L' a 3,0 Mg L ! para os compostos
naftaleno-d8, naftaleno, acenaftileno, acenafteno-d8, acenafteno, fluoreno,
fenantreno-d8, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, criseno, criseno-d12,
benzo[a]lantraceno, benzo[a]pireno, perileno-d12, dibenz[a,h]antraceno, ja para os
compostos benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, indeno[1,2,3-cd]pireno e
benzo[ghi]perileno foi de 0,5 ug L™ a 3,0 pg L ' e os ensaios foram realizados em
quintuplicata. A inclinagao, intercepto, R?, RSD, LOD e LOQ estédo apresentados na
Tabela 18.

TABELA 18 — INCLINAGAO, INTERCEPTO, R? RSD DO PRIMEIRO NIVEL DAS CURVAS
ANALITICAS, LOD E LOQ PARA CADA UM DOS HPAS NO METODO PROPOSTO.

HPA Inclinagdo Intercepto R? RSD(%) LOD(ugL”") LOQ (ugL”)
Naftaleno 0,0227 0,0057 0,9911 8,99 0,03 0,10
Acenaftileno 0,0283 -0,0018 0,9923 7,54 0,03 0,10
Acenafteno 0,0175 -0,0006 0,9955 10,00 0,03 0,10
Fluoreno 0,0209 -0,0011 0,9978 10,90 0,03 0,10
Fenantreno 0,0321 0,00007 0,9904 11,10 0,03 0,10
Antraceno 0,0279 -0,0021 0,9912 14,70 0,03 0,10
Fluoranteno 0,0347 -0,0017 0,9969 11,51 0,03 0,10
Pireno 0,0378 -0,0021 0,9967 8,71 0,03 0,10
Benz[a]antraceno 0,0094 0,0035 0,9840 10,16 0,03 0,10
Criseno 0,0095 0,0022 0,9919 2,64 0,03 0,10
Benzo[b]fluoranteno 0,0057 0,0016 0,9832 13,93 0,15 0,50
Benzo[k]fluoranteno 0,0071 -0,0003 0,9749 18,29 0,15 0,50
Benzo[a]pireno 0,0055 0,0010 0,9917 12,47 0,03 0,10
Indeno[1,2,3-cd]pireno  0,0011 0,0003 0,9986 21,33 0,15 0,50
Dibenzo[a,h]antraceno 00,0021 0,0014 0,9825 18,20 0,03 0,10
Benzo[ghi]perileno 0,0040 0,0009 0,9865 17,39 0,15 0,50

Através dos resultados apresentados na Tabela 18 € possivel observar que
os R? variaram entre 0,9749 e 0,9991. Grande parte dos compostos apresentou R?

préximo a 0,99, indicando correlacéo linear satisfatoria na faixa estudada.
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O LOQ para cada um dos compostos foi determinado a partir do primeiro nivel
da curva analitica, ja o LOD foi calculado através do valor de LOQ/3,3. Para as
concentragdes de 0,1 e 0,5 pg L™ os picos dos HPAs foram obtidos com resolugéo e
repetibilidade (n=5) adequadas e seus cromatogramas s&o apresentados na Figura
28.

FIGURA 28 - CROMATOGRAMA DE CONCENTRACAO (a) 0,1 e (b) 0,5 pg L' APOS
PROCEDIMENTO DPX.
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4.9.2 EXATIDAO E PRECISAO

Os ensaios de exatidao e precisao foram feitos através da fortificacdo de
amostras de agua do mar em trés niveis de concentracdo (0,6; 1,4 e 2,75 ug L-"). A
exatidao foi avaliada através da recuperacao relativa dos analitos, ja a preciséo

através das incertezas. Os resultados obtidos estao apresentados na Tabela 19.

TABELA 19 — VALORES DE RECUPERAGCAO E RSD PARA AVALIACAO DA EXATIDAO E
PRECISAO DO METODO DE EXTRAGAO DE HPAS UTILIZANDO IL-MMT COMO SORVENTE
PARA DPX.

HPA Recuperacgao (%)
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0,6 ug L™ RSD 1,4 g L™’ RSD 2,75 ug L™ RSD

Naftaleno 78 14 123 3 101 18
Acenaftileno 91 31 103 18 91 9
Acenafteno 86 25 95 22 92 13
Fluoreno 100 21 110 26 95 13
Fenantreno 114 24 95 21 78 8
Antraceno 82 14 114 22 97 14
Fluoranteno 97 24 93 20 76 4
Pireno 108 13 85 24 71

Com base nos dados contidos na Tabela 19 pode-se observar que os valores
de recuperagdo variaram entre 71% e 114%, que estdo dentro do critério de
aceitacdo do INMETRO (2020); para concentracdes abaixo de 10 pg L™ a faixa de
aceitacdo da recuperacado é de 60% a 115%. As incertezas variaram entre 3% e
31%.

Por meio dos ensaios de recuperagao nao foi possivel detectar os compostos:
benz[a]antraceno, criseno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno,
indeno[1,2,3-cd]pireno, dibenzo[a,h]antraceno e benzo[ghi]perileno em todas as
concentracdes em que a amostra foi fortificada.

Os cromatogramas para os ensaios de recuperagao se mostraram bastante
ruidosos apo6s o pico do padrao interno p-terfeil-d14, em aproximadamente 21 min,
além de terem apresentado elevagao da linha base (Figura 29), ndo sendo possivel

assim detectar os analitos.

FIGURA 29 - CROMATOGRAMA DA AMOSTRA FORTIFICADA COM OS HPAs PRIORITARIOS EM
CONCENTRAGAO DE 2,75 ug L™

(x10,000)
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Este comportamento pode ser devido a dois fatores principais: queda de
detectabilidade no equipamento de analise, por se tratar de concentracdes bastante
baixas, assim como do efeito de matriz, por se tratar de uma amostra de agua do
mar, em que ha presenca de matéria organica e alta concentracdo de sais. A
presenca de sal diminui significativamente a solubilidade dos HPAs de maiores
massas molares, fazendo com que a eficiéncia da extracdo destes compostos
diminua (FERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2007).

4.10 APLICACAO EM AMOSTRAS DE AGUA MARINHA

Por fim, o método validade foi aplicado em amostra de agua do mar. A
Tabela 20 mostra os HPAs encontrados na amostra de agua do mar coletada pelo
Centro de Aquicultura Marinha e Repovoamento (CAMAR, UFPR) em Praia de

Leste, Pontal do Parana — PR

TABELA 20 — CONCENTRACOES DE HPAS ENCONTRADAS NA AMOSTRA DE AGUA DO MAR
ANALISADA.

HPA Concentragio (ug L™)
Naftaleno 0,31+ 0,04
Acenafteno <0,10
Fluoreno 0,14 £ 0,03
Antraceno 0,13 £ 0,009
Fluoranteno 0,14 + 0,02
Pireno 0,16 + 0,01

Como se pode observar na Tabela 20 a amostra de agua do mar analisada
evidenciou a presenga de HPAs. O acenafteno apresentou picos com valores
inferiores ao LOQ do método. Foi possivel quantificar na amostra os compostos
naftaleno, fluoreno, antraceno, fluoranteno e pireno, em concentragdes que variaram
de 0,13 — 0,31 ug L-1, todas acima do limite proposto pelo CONAMA em aguas
marinhas que é de 0,018 g L™,

Para confirmacao da extragao, foi realizada a adicdo de uma concentracao
conhecida (1,50 ug L'1) dos HPAs deuterados. A recuperagao para esses compostos

variou entre 89,7 — 119,7%, apresentando valores aceitaveis.
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5. CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS

Por meio dos estudos realizados pode-se concluir que a IL-MMT & um
material eficiente na extracdo de HPAs em amostras de agua do mar, mostrando-se
uma fase sortiva adequada para a técnica de preparo de amostras quando se
trabalha com a DPX.

Ao longo dos estudos univariados foi possivel investigar os parametros de
extragdo e a partir dos resultados obtidos, definir as faixas de trabalho para a
realizagao dos estudos multivariados. O planejamento fatorial fracionario se mostrou
uma otima ferramenta para explorar as variaveis de extragao e definir quais as mais
significativas na extragdo, que no método desenvolvido foram: volume de amostra e
numero de ciclos de extragdo. Através do planejamento ortogonal composto central
foi possivel se obter uma superficie de resposta e otimizar as variaveis mais
significativas da extragao.

A linearidade, LOD e LOQ foram avaliadas através das curvas analiticas, e
os coeficientes de determinagao 0,9749 e 0,9991 sugerem linearidade do método
proposto, ja os LODs variaram entre 0,03 a 0,15 ug L™ e os LOQs entre 0,10 e 0,50
ug L. A exatiddo e precisdo foram avaliadas através de ensaios de recuperacéo,
em amostra de agua do mar, em que os valores de recuperagéo variaram entre 71 —
114% e as incertezas entre 3 — 32%.

O método proposto foi aplicado em amostras de agua do mar, sendo
determinados naftaleno, fluoreno, antraceno, fluoranteno e pireno, em
concentragdes que variaram entre 0,13 — 0,31 pug L' e o acenafteno em
concentracdo menor do que LOQ do método.

A DPX utilizando IL-MMT se mostrou uma alternativa atrativa para a
determinacdo de HPAs em matrizes aquosas, apresentando diversas vantagens
frente aos métodos tradicionais de preparo de amostras. Dentre elas podem ser
destacadas o emprego de um eco-material em pequenas quantidades de (10 mg),
baixos volumes de solventes orgénicos (250 uL) e amostra (2,5 mL). As extracdes
sao realizadas somente em duas etapas que envolve os ciclos para extragao e apos
a etapa de dessorgao, nao requerendo etapas adicionais de agitacao, centrifugagao
e evaporacao de solvente. De acordo com os resultados obtidos o método
apresentou eficiéncia satisfatéria na extracdo de HPAs. Ainda que, ao realizar

ensaios de recuperacao nao foi possivel a deteccao de todos os 16 HPAs para qual
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o método foi otimizado, possivelmente devido a queda de detectabilidade do
equipamento cromatografico e efeito de matriz. Apesar disso, o propocolo apresenta
resultados comparaveis com outros protocolos similares na literatura, podendo ser

considerado simples, rapido e eficiente.
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