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RESUMO

Contaminantes emergentes sao substancias quimicas que podem causar
danos ao ambiente e, inclusive, a saude humana por serem suspeitos de atuar
como desreguladores enddcrinos. Essas substancias nédo estdo incluidas em
programas de monitoramento ambiental e podem ser encontradas em fontes de
abastecimento de 4gua, aguas subterraneas e até mesmo na agua potavel. Devido
a isso, estudos sobre a presencga dessas substancias, que sao encontradas em
baixas concentracdes em matrizes aquosas, se fazem cada vez mais necessarios.
Os amostradores passivos baseados na Difusdo em Filmes Finos por Gradiente de
Concentragao (DGT, do inglés Diffusive Gradients in Thin Films) tém ganhado
notoriedade na sor¢cdo de substancias organicas em matrizes aquosas, pois
permitem o processo de pré-concentragao, fornecem concentragdes integradas no
tempo e resolucéo espacial, além de se destacarem por ndo necessitarem de uma
calibrac&o prévia em laboratério. Portanto, o presente trabalho teve como objetivo
investigar a potencialidade de aplicagédo de biocarvbes como material sorvente em
amostradores passivos do tipo o-DGT. A quantificagdo das substancias estudadas
foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (gas
chromatography - mass spectrometry — GC-MS). Para o desenvolvimento do
estudo, alguns parametros que envolvem a eficiéncia da sor¢ao foram avaliados,
como porcentagem de carvao ativado utilizado na produgao das fases ligantes,
espessura da fase ligante, tempo de sonicagdo na etapa de dessorgcéo e
necessidade ou ndo de uma etapa de filtracdo. As melhores condigdes foram
obtidas ao utilizar 13 % (m/ v) de carvao ativado para a produgao das fases ligantes
de 0,8 mm de espessura, além de um tempo de sonicagao de 5 minutos na etapa
de dessorcdo. Os contaminantes emergentes estudados foram o ibuprofeno, 4-
octilfenol, 4-nonilfenal, triclosan, estrona, B-estradiol, estriol, colesterol, coprostanol
e estigmastanol. Os coeficientes de difusdo para cada um dos compostos no gel de
agarose foram determinados experimentalmente e, para a maioria deles, se
encontravam proximo dos relatados na literatura para essa classe de
contaminantes. Considerando esses aspectos, pode-se concluir que a metodologia
aqui empregada pode ser utilizada na determinagdo de alguns contaminantes
emergentes em matrizes aquosas.

Palavras-chave: Amostrador passivo. Carvao ativado. Contaminantes emergentes.
0-DGT. GC-MS.



ABSTRACT

Emerging contaminants are chemical substances that can cause harm to
the environment and even to human health because they are suspected of acting
as endocrine disruptors. These substances are not included in environmental
monitoring programs and can be found in water supplies, groundwater, and even
drinking water. Therefore, studies on the presence of these substances, which are
found in low concentrations in aqueous matrices, are increasingly necessary.
Passive samplers based on Diffusive Gradients in Thin Films (DGT) have gained
notoriety in the sorption of organic substances in aqueous matrices, as they allow
the pre-concentration process, provide concentrations integrated in time and spatial
resolution, and stand out for not requiring prior calibration in the laboratory.
Therefore, the present study aimed to investigate the potential application of
activated carbon as a sorbent material in passive samplers of the o-DGT type. The
quantification of the studied substances was performed by gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC-MS). For the development of the study, some
parameters involving the sorption efficiency were evaluated, such as the percentage
of activated carbon used in the production of the binding phases, thickness of the
binding phase, sonication time in the desorption step and the need or not for a
filtration step. The best conditions were obtained when using 13% (m/v) of activated
carbon for the production of the 0.8 mm thick binding phases, in addition to a
sonication time of 5 minutes in the desorption step. The emerging contaminants
studied were ibuprofen, 4-octylphenol, 4-nonylphenol, triclosan, estrone, e-estradiol,
estriol, cholesterol, coprostanol and stigmastanol. The diffusion coefficients for each
of the compounds in the agarose gel were determined experimentally and, for most
of them, were close to those reported in the literature for this class of contaminants.
Considering these aspects, it can be concluded that the methodology employed
here can be used in the determination of some emerging contaminants in aqueous
matrices.

Keywords: Passive sampler. Activated carbon. Emerging contaminants. o-
DGT. GC-MS.
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1. INTRODUGAO

Diariamente, inumeras substancias quimicas aportam no ambiente
aquatico, poluindo a agua e, consequentemente, diminuindo sua qualidade (Chopra
& Kumar, 2020). Devido as baixas concentragdes dessas substancias, que variam
de ng L' a pg L', muitas delas ndo sdo removidas pelos sistemas de tratamento
de agua utilizados no saneamento basico brasileiro, além de nao estarem incluidas
em programas de monitoramento ambiental (Gogoi et al.,, 2018). Essas
substancias, denominadas contaminantes emergentes segundo a Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA, do inglés United States
Environmental Protection Agency) incluem farmacos, hormoénios, produtos de
higiene pessoal, drogas ilicitas ou de abuso, pesticidas, retardantes de chama,
entre outros. O consumo diario dessas substancias, os rejeitos industriais e
urbanos, o desmonte de material contaminado e o esgoto lan¢ado diretamente nos
corpos hidricos estdo entre as principais fontes de contaminagcdo dos corpos
hidricos (Montagner et al., 2017; Taheran et al., 2018).

Para que seja realizado um monitoramento de qualidade da agua e
avaliacdo adequada dos riscos da contaminagcdo por essas substancias, €
necessario escolher um método que permita medidas em niveis de concentragdes
muito baixos, como por exemplo, ng L-'. Portanto, protocolos analiticos para
diferentes classes de contaminantes emergentes estdo sendo desenvolvidos com
o intuito de identifica-los e quantifica-los em corpos hidricos.

A amostragem passiva tem se tornado uma ferramenta bem estabelecida
para o monitoramento in situ de contaminantes em ambientes aquaticos, pois
fornece dados integrados no tempo, € menos morosa e de baixo custo quando
comparada aos métodos ativos, e permite uma pré-concentragao in situ dos
contaminantes, o que pode melhorar a detectabilidade (Chen et al., 2013; Gong et
al., 2018). Dentre os amostradores passivos utilizados, o amostrador baseado na
Difusdo em Filmes Finos por Gradiente de Concentragao (DGT, do inglés Diffusive
Gradients in Thin Films) se destaca por nao necessitar de uma calibragao prévia in
situ ou em laboratorio. Ao entrar em contato com o amostrador DGT, a matéria é
difundida em um hidrogel, composto por um material poroso, hidrofilico e de
natureza polimérica e, em seguida, acumulada em um agente ligante, composto

por um material sorvente imobilizado em um hidrogel. A natureza do agente ligante
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depende das espécies a serem investigadas por meio do uso do DGT (Zhang et al.,
1996).

Materiais sorventes a base de carvao ativado tém sido estudados como
uma alternativa sustentavel para o tratamento de aguas residuais, ja que sua
producao pode ser oriunda do aproveitamento de subprodutos e residuos agricolas
(Boraah et al., 2022). O carvao ativado possui elevada area superficial, rica em
poros e em grupamentos funcionais, que confere a ele grande capacidade de
sor¢cao, podendo ser empregado como material sorvente de contaminantes
ambientais (Liang et al., 2021).

O monitoramento ambiental de contaminantes emergentes em corpos
hidricos empregando-se amostradores passivos do tipo o-DGT contendo uma fase
ligante a base de carvao ativado, proposto neste projeto de pesquisa, pode se
tornar uma alternativa de custo reduzido para fornecer informagdes pertinentes
acerca da presenca dessas substancias em aguas naturais, podendo proporcionar
até mesmo futuras agdes voltadas ao desenvolvimento e aprimoramento da

legislagdo ambiental envolvendo estas classes de compostos.

1.1. OBJETIVOS

O principal objetivo desta tese de doutorado consiste em investigar a
potencialidade de aplicacdo de biocarvdes como material sorvente em

amostradores passivos do tipo o-DGT.

1.1.1 Objetivos especificos

e Aprimorar o método cromatografico para a determinacdo dos
contaminantes emergentes por GC-MS;

e Obter as fases ligantes a partir da imobilizacdo do sorvente no
hidrogel de agarose e avaliar sua eficiéncia;

e Estudar as propriedades sortivas e dessortivas das fases ligantes
frente aos contaminantes emergentes estudados e avaliar suas

aplicabilidades em amostradores o-DGT.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. CONTAMINANTES EMERGENTES

A agua € um recurso essencial para a vida e necessario para satisfazer as
necessidades basicas de todos os organismos. Porém, seja através das
necessidades pessoais ou industriais, muitas substancias utilizadas diariamente
aportam no ambiente aquatico, poluindo a agua e, consequentemente, diminuindo
sua qualidade (Chopra & Kumar, 2020). A grande maioria dessas substancias nao
estdo incluidas em programas de monitoramento e tampouco estdo inseridas em
normativas ou legislagdes de controle ambiental (Gogoi et al., 2018). Essas
substancias, denominadas contaminantes emergentes segundo a Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA, do inglés United States
Environmental Protection Agency) (US EPA, 2014) e a Agéncia de Pesquisas
Geologicas dos Estados Unidos (US GS, do inglés United States Geological
Survey) (US GS, 2014), incluem uma variedade de compostos derivados de
grandes classes (tabela 1) tais como farmacos, horménios, produtos de higiene
pessoal, drogas ilicitas ou drogas de abuso, pesticidas, retardantes de chama,
surfactantes e metabdlitos, aditivos industriais, aditivos de combustiveis

automotivos, entre outros (Gogoi et al., 2018; Taheran et al., 2018).

TABELA 1 - CLASSES DE SUBSTANCIAS DEFINIDAS COMO CONTAMINANTES

EMERGENTES.

Classe Substancia Quimica
Farmacos Ibuprofeno

Estrona
Hormoénios B-Estradiol

Estriol
Antissépticos Triclosan

4-Octilfenol
Surfactantes 4 Nonilfenol

FONTE: A AUTORA (2023).

O termo “emergente” se refere justamente a preocupagdo em adquirir
novos conhecimentos sobre essas substancias que, por nao terem seu

comportamento e efeitos ecotoxicolégicos bem definidos, podem causar efeitos
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adversos aos ecossistemas e a saude humana ao serem inseridas no ambiente
(Puri et al., 2023).

Uma das principais fontes de poluicdo das aguas por contaminantes
emergentes € o consumo diario dessas substancias, as quais sdo excretadas pelo
organismo, aportando no ambiente aquatico através do sistema de esgoto. Além
disso, rejeitos industriais e urbanos, desmonte de material contaminado e o esgoto
langado diretamente nos corpos hidricos também contribuem para o agravamento
dessa situagao (Montagner et al., 2017; Taheran et al., 2018).

Devido as baixas concentracdes desses compostos nos corpos aquaticos,
detectados na ordem de ng a pg L', a maioria dos contaminantes emergentes nao
€ removida nos processos de tratamento de agua utilizados no sistema de
saneamento basico brasileiro. Portanto, sdo frequentemente observados nas
estacdes de tratamento e, consequentemente, na agua potavel, além das aguas
superficiais que, pela lixiviagdo, podem atingir as aguas subterraneas (Montagner
et al., 2017).

Sendo assim, fica claro que a preocupagao quanto a contaminagao hidrica
pelas mais diversas substancias, principalmente aquelas que nao se conhece os
efeitos ecotoxicoldgicos, deve ser prevenida e/ou minimizada, em obediéncia ao
principio da precaugdo. As preocupagdes relacionadas a presenga dos
contaminantes emergentes no ambiente se devem ao fato de muitas dessas
substancias serem consideradas desreguladores enddcrinos.

Os desreguladores enddécrinos sédo responsaveis por processos fisioldgicos
anormais, comprometimento reprodutivo, aumento da incidéncia de alguns tipos de
cancer, além de desenvolvimento de bactérias resistentes a antibidticos, mesmo
em concentragdes muito baixas (Gogoi et al., 2018). E também relevante ressaltar
gque mesmo os contaminantes nao persistentes podem causar efeitos adversos
dependendo da concentracdo em que se encontram, uma vez que sua alta taxa de
transformacao e remocao pode ser compensada por sua continua introdugéo no
ambiente (ICPR, 2010).

Entre as classes mais estudadas de contaminantes emergentes estéo os
farmacos, produtos de cuidado pessoal (PCPs, do inglés Personal Care Products)
e horménios, por serem capazes de induzir efeitos fisioldgicos em humanos mesmo
em baixas concentragbes. Uma revisdo sobre contaminantes emergentes

publicada na Quimica Nova por Montagner et al. (2017) resultou em um
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levantamento de 56 artigos publicados em 20 anos (1997-2016), os quais revelaram
a ocorréncia de cerca de 200 compostos em matrizes como aguas residuais,
superficiais e potavel em 11 dos 26 estados brasileiros, mais o Distrito Federal. A
figura 1 mostra, em cinza escuro, as regiodes e as respectivas matrizes estudadas.
A regiao Sudeste apresentou o maior numero de estudos publicados (62 %),

seguido da regiao sul (16 %).

FIGURA 1 - MAPA BRASILEIRO COM DESTAQUE, EM CINZA ESCURO, PARA AS REGIOES
ONDE FORAM ESTUDADAS (1997-2016) A PRESENCA DE CONTAMINANTES EMERGENTES
EM MATRIZES DE ESGOTO, AGUA SUPERFICIAL, AGUA SUBTERRANEA E AGUA TRATADA.
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FONTE: ADAPTADO DE MONTAGNER ET AL. (2017).
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A matriz mais estudada foi agua superficial, citada em 44 artigos, seguida
de agua tratada, citada em 16. No estado do Parana, até 2016, apenas duas
matrizes haviam sido estudadas, agua superficial e agua tratada, sendo esta ultima
citada em apenas um artigo publicado (Montagner et al., 2017).

Ja o Instituto Nacional de Ciéncias e Tecnologias Analiticas Avancadas
(INCTAA), do qual fazem parte integrantes do Grupo de Quimica Ambiental (GQA)
da Universidade Federal do Parana (UFPR), publicou em 2016 o primeiro estudo
em escala nacional abordando a presencga de contaminantes emergentes em aguas
superficiais e destinadas ao abastecimento publico. O estudo visou avaliar a
qualidade das aguas de 22 capitais brasileiras e os resultados mostraram a
presenca de cafeina, atrazina, triclosan e bisfenol A em pelo menos uma das
amostras coletadas durante as duas campanhas de coleta. Além disso, os

contaminantes mais frequentemente detectados nas amostras foram cafeina e
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atrazina, com concentragdes que variaram de 1,8 a 2000 ng L' e 2,0a 6,0 ng L™,
respectivamente, em amostras de agua destinadas ao abastecimento publico, 40 a
cerca de 19000 ng L' para a cafeina e de até 15 ng L' para a atrazina em amostras
coletadas em mananciais (Machado et al, 2016).

Os resultados dessas pesquisas mostram que a contaminagdo da agua
tratada por contaminantes emergentes € uma realidade brasileira e revelam a
deficiéncia nos processos realizados nas estagdes de tratamento de agua, os quais
sdo incapazes de remover essa classe de contaminantes (Machado et al, 2016).

Neste projeto de pesquisa, dez substancias classificadas como
contaminantes emergentes serédo estudadas, e um breve resumo sobre cada uma
delas estd apresentado a seguir. As propriedades fisico-quimicas dessas

substancias podem ser visualizadas ao final do resumo, na tabela 2.

(1) Ibuprofeno

O ibuprofeno (figura 2) é um farmaco derivado do acido propidnico e
pertence ao grupo dos antiinflamatérios nao esteroides, com efeitos anti-
inflamatorios, analgésicos e antipiréticos. Foi descoberto por Stewart Adams em
1961 e € um dos medicamentos mais prescritos da atualidade, além de ser um dos

mais vendidos sem receita no mundo (Chopra & Kumar, 2020; Oba et al., 2021).

FIGURA 2 - FORMULA ESTRUTRAL DO IBUPROFENO.
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CH3
OH
H3C

FONTE: A AUTORA (2023).

Estudos indicam que o ibuprofeno pode apresentar diferentes efeitos
adversos nos organismos, incluindo danos celulares e genéticos ao bivalve de agua
doce Dreissena polymorpha, danificando os hemacitos de Ruditapes philippinarum,
retardando a eclosao dos ovos de peixes de agua doce Oryzias latipes e claddceros
de agua doce Daphnia magna e Moina macrocopa, afetando o crescimento da

microalga de agua doce Scenedesmus rubescens e inibindo a fotossintese da
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diatomacea de agua doce Navicula sp. (Wu et al., 2018; Chopra & Kumar, 2020 e
Oba et al., 2021).

(2) Alquilfendis: 4-Octilfenol e 4-Nonilfenol

Alquilfendis sdo amplamente utilizadas como tensoativos industriais em sua
forma precursora de alquilfenois etoxilados. A degradag&o dessas substancias nos
compartimentos ambientais produz outras substancias de relevante preocupagao
ambiental, como o 4-octilfenol (figura 3) e 4-nonilfenol (figura 4), classificados como
desreguladores endocrinos, devido ao potencial estrogénico amplamente
reconhecido (De Almeida et al., 2023). Esses produtos de degradagdo s&o
persistentes, bioacumulativos e mais toxicos do que seus precursores, produzindo
efeitos adversos, sendo o 4-nonilfenol o metabdlito mais discutido devido a sua
ligacdo a doencas relacionadas a fertilidade e deficiéncia de crescimento (Wen et
al., 2020). Além disso, também podem induzir toxicidade aos sistemas nervoso e
imunoldgico e interromper a fungdo cognitiva, causando anemia e danos nos
tecidos (Kumaran et al., 2011; Acir & Guenther, 2018).

FIGURA 3 - FORMULA ESTRUTRAL DO 4-OCTILFENOL.

H3C/\/\/\/\©\
OH

FONTE: A AUTORA (2023).

FIGURA 4 - FORMULA ESTRUTURAL DO 4-NONILFENOL.

HsC\/\/\/\/\©\
OH

FONTE: A AUTORA (2023).
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(3) Triclosan

O triclosan (5-cloro-2-[2,4-dicloro-fenoxi]-fenol) (figura 5) € um agente
antibacteriano lipofilico amplamente utilizado em uma variedade de produtos de
consumo, como cremes dentais, sabonetes, xampus, cosméticos, bem como em
ambientes clinicos (antissépticos, desinfetantes) e dispositivos médicos (Chen et
al., 2023).

A exposicao ao triclosan pode contribuir para efeitos prejudiciais a saude,
como irritacao da pele, resisténcia a antibioticos, toxicidade hepatica e renal, além
de danos intestinais (Zhang et al., 2022; Nandikes et al., 2022).

FIGURA 5 - FORMULA ESTRUTURAL DO TRICLOSAN.

Cl OH

Cl Cl
Fonte: a autora (2023).

(4) Estrogénios: estrona, B-estradiol e estriol

Os estrogénios sao hormdnios biologicamente ativos e liberados pelo
cortex adrenal, testiculos, ovarios e placenta de humanos e animais. Se estiverem
presentes em excesso no corpo vivo, podem atuar como desreguladores
endocrinos (Cislak et al., 2023). Dentre os estrogénios naturais, destacam-se a
estrona (figura 6), B-estradiol (figura 7) e estriol (figura 8) que sao excretados
naturalmente, além de serem utilizados como hormdnios sintéticos em tratamentos
de saude.

FIGURA 6 - FORMULA ESTRUTURAL DA ESTRONA.

HO

FONTE: PUBCHEM (2023).
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FIGURA 7 - FORMULA ESTRUTURAL DO B-ESTRADIOL.

HO
FONTE: PUBCHEM (2023).

FIGURA 8 - FORMULA ESTRUTURAL DO ESTRIOL.

HO
FONTE: PUBCHEM (2023).

Estudos demonstraram que concentragdes elevadas de estrogénios
naturais e sintéticos feminizam peixes machos, além de reduzir o tamanho dos
testiculos, afetar a aptidao reprodutiva, diminuir a contagem de esperma e alterar

outras caracteristicas reprodutivas (Adeel et al., 2017 e Cislak et al., 2023).

(5) Esterois

Colesterol

O colesterol (5B-colestan-33-ol) (figura 9) é o esterol mais abundante no
ambiente. E biossintetizado por todas as células animais e esta distribuido nos
tecidos, especialmente no cérebro e medula espinhal, e nas gorduras e 6leos
animais. O colesterol também serve como um precursor para a biossintese de
horménios esterdides, vitamina D e acidos biliare9s (Simonen et al., 2023).

O bloqueio do fluxo sanguineo arterial é causado por niveis anormais de
colesterol no corpo, resultando em condi¢gdes clinicas como doenga arterial

coronariana, aterosclerose, infarto do miocardio e trombose cerebral. Portanto, a
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medi¢cdo dos niveis de colesterol € muito importante para o diagnostico clinico
(Simonen et al., 2023).

FIGURA 9 - FORMULA ESTRUTURAL DO COLESTEROL.

FONTE: PUBCHEM (2023).

Coprostanol

O coprostanol (5pB-cholestan-3p-ol) (figura 10), € um esterol utilizado como
biomarcador para a presenga de matéria fecal humana, podendo avaliar e monitorar
a poluicdo por efluentes domésticos em ambientes aquaticos. E formado pela
hidrogenacgao bacteriana do colesterol no intestino de animais superiores (Carreira
et al., 2001).

FIGURA 10 - FORMULA ESTRUTURAL DO COPROSTANOL.

(:3H3 CH3
CHj

FONTE: PUBCHEM (2023).

Estigmastanol
O estigmastanol (24-etil-5a-colest-22-en-3B-ol) (figura 11) € um farmaco
esteroide anticolesterémico e um metabdlito vegetal. E um membro dos fitoesterdis,

substancias presentes em diversos vegetais, castanhas, legumes e graos
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(PubChem, 2023). No geral, é indicado para reduzir a absorgdo do colesterol e
ajudar a manter a saude do coragdo em adultos. Porém, se absorvido em excesso,
pode agir da mesma forma que o colesterol LDL, induzindo a formagao de placas

NOS vasos sanguineos.

FIGURA 11 - FORMULA ESTRUTURAL DO ESTIGMASTANOL.

HO

H
FONTE: PUBCHEM (2023).

TABELA 2 - PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DOS COMPOSTOS EM ESTUDO.

Composto MM (g mol')  |PE (°C) LLog Kow |PKa S (mg L") 25 °C
Ibuprofeno 206,3 320 3,97 4,9 21,0
4-Octilfenol 206,3 315 5,50 10,4 3,1
4-Nonilfenol 220,3 317 5,76 10,7 1,6
Triclosan 289,5 345 4,76 7.9 4,6
Estrona 270,4 445 3,13 10,3 30,0
B-Estradiol 272,4 446 4,01 10,4 3,9
Estriol 288,4 469 2,45 10,3 27,3
Coprostanol 388,7 454 8,82 15,1 300
Colesterol 386,7 360 8,74 15,0 0,095*
Estigmastanol 116,7 471 6,90 15,1 **

LEGENDA: MM = MASSA MOLAR; PE = PONTO DE EBULIGAO; LOG KOW = LOGARITMO DO
COEFICIENTE DE PARTICAO OCTANOL/AGUA; PKA = COLOGARITMO DA CONSTANTE DE
ACIDEZ; S = SOLUBILIDADE EM AGUA. * = A 30 °C; ** = NAO ENCONTRADO.
FONTE: PUBCHEM (2023).

O pré-requisito para uma avaliagao adequada dos riscos e monitoramento
da qualidade de agua é a escolha de um método que permita medidas em niveis
de concentragbes muito baixos, como por exemplo, ng L. Portanto, protocolos
analiticos para diferentes classes de contaminantes emergentes estdo sendo
desenvolvidos com o intuito de identifica-los e quantifica-los em efluentes de
estacdes de tratamento, aguas subterréaneas, aguas de rios e mananciais usados
como suprimento de agua potavel para a populagéo, resultando no aumento de

métodos reportados na literatura (Menya et al., 2023).
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2.2. DETERMINACAO ANALITICA DOS CONTAMINANTES EMERGENTES

As técnicas mais comumente utilizadas em analises ambientais para a
quantificacdo de contaminantes emergentes sdo a cromatografia gasosa (do inglés
Gas Chromatography - GC) e a cromatografia liquida (do inglés Liquid
Chromatography - LC) (MacKeown et al., 2022). Dentre essas, os detectores mais
empregados para a determinagao dos contaminantes emergentes no Brasil incluem
a espectrometria de massas (do inglés, MS — Mass Spectrometry), o detector por
captura de elétrons (do inglés, ECD — Electron Capture Detection), o detector por
arranjo de diodos (DAD) e o detector por fluorescéncia (do inglés, FLD —
Fluorescence Detection). Com o avango da espectrometria de massas sequencial
e seu acoplamento com cromatografia liquida, o LC-MS e o LC-MS/MS, juntamente
com o GC-MS e o GC-MS/MS, consolidaram-se como as melhores ferramentas
analiticas para a determinagdo dos contaminantes emergentes em concentracdes
tracos (Montagner et al., 2017).

Compostos orgénicos volateis e termicamente estaveis sao
frequentemente separados por GC. Os compostos que ndo apresentam essas
caracteristicas necessitam passar por uma etapa de derivatizacédo para tal, com o
intuito de promover uma melhora no comportamento cromatografico dos analitos,
aumentando a sensibilidade e seletividade da técnica. Nessa etapa, o grupo
hidroxila €& frequentemente derivatizado com BSTFA (bis-trimetil silil
trifluoroacetamida) para substituir o hidrogénio ativo pelo grupo trimetilsilil (TMS).
Quando a molécula possui mais de um hidrogénio ativo, pode ocorrer a substituigao
de mais de um grupamento silano, gerando, por exemplo, estruturas bi ou
trissubstituidas, com incrementos de razdo massa/carga - m/z = 73, correspondente
ao fragmento trimetilsilano (-Si(CHs)3). A figura 12 ilustra uma reagdo de

derivatizacao genérica.

FIGURA 12 - REACAO DE DERIVATIZAGAO GENERICA ENTRE O COMPOSTO COM
HIDROGENIO ATIVO E UM REAGENTE SILILANTE.

R3Si— X + Y—H —» R3Si— Y + H—X
Reagente Composto Composto H com o grupo
sililante com H ativo sililado de saidado

reagente

FONTE: A autora (2023).
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Tanto na determinag&o de contaminantes emergentes em agua quanto em
qualquer outra analise quimica quantitativa, a etapa de amostragem pode ser
considerada uma das principais e mais importantes etapas de um processo
analitico. A confiabilidade nos resultados obtidos pode aumentar significativamente

quando uma técnica adequada de coleta da amostra é utilizada.

2.3. AMOSTRAGEM PASSIVA

A amostragem passiva tem se tornado uma ferramenta bem estabelecida
para o monitoramento in situ de contaminantes organicos, inorganicos, bem como
nanoparticulas em ambientes aquaticos pois fornece dados integrados no tempo, é
menos morosa e de baixo custo quando comparada aos métodos ativos (Chen et
al., 2013; Gong et al., 2018).

Os amostradores passivos sdo, geralmente, implantados na agua por dias
ou até semanas, permitindo uma pré-concentracao in situ dos contaminantes, o que
pode melhorar a detectabilidade (MacKeown et al., 2022). Além disso, no caso de
amostradores integrativos, as implantagbes relativamente longas permitem uma
estimativa das concentracdes médias ponderadas no tempo, bastante uteis para a
avaliagcao da qualidade da agua. O principio operacional da amostragem passiva
baseia-se na difusdo do contaminante de um meio (a agua) para uma fase
receptora (o amostrador) resultante da diferenca na atividade quimica do
contaminante nos dois compartimentos (Allan et al., 2009). A taxa de absorgéo dos
analitos em um amostrador depende do projeto do amostrador, das propriedades
fisico-quimicas dos analitos e das variaveis ambientais (Godlewska et al., 2021).

Dentre os amostradores passivos utilizados, incluem-se os dispositivos
baseados em Membranas Semipermeaveis (SPMD, do inglés Semipermeable
Membrane Devices) utilizados na determinagcdo de compostos organicos apolares
e Amostradores Integrados para Compostos Organicos Polares (POCIS, do inglés
Polar Organic Chemical Integrative Sampler). Contudo, esses amostradores sao
altamente dependentes de condi¢des hidrodindamicas, como a vazao da agua, o
que se torna uma desvantagem tendo em vista a necessidade de calibragao prévia
(Chen et al., 2013).

O amostrador passivo baseado na Difusdo em Filmes Finos por Gradiente

de Concentragdo (DGT, do inglés Diffusive Gradients in Thin Films), tem se
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destacado nos ultimos anos por justamente ndo necessitar de uma calibragédo

prévia in situ ou em laboratério.

2.4. AMOSTRADOR PASSIVO BASEADO NA DIFUSAO EM FILMES FINOS
POR GRADIENTE DE CONCENTRAGAO (DGT)

O dispositivo DGT foi desenvolvido por Zhang & Davison (1995) para
analises de especiacdo dindmica de metais em sistemas aquaticos, porém,
recentemente esse dispositivo também tem se mostrado promissor na sor¢ao de
compostos orgénicos (Gong et al., 2018).

O funcionamento do DGT baseia-se na Primeira Lei de Fick, que descreve
a difusdo da matéria em um meio no qual, inicialmente, ndo ha equilibrio quimico.
Sendo assim, um gradiente de concentracao é estabelecido, produzindo um fluxo
de matéria que tendem a homogeneizar a solugéo e uniformizar a concentragao
(Zhang et al., 1996). A matéria é difundida em um hidrogel, composto por um
material poroso, hidrofilico e de natureza polimérica e, em seguida, acumulada em
um agente ligante, o qual é composto por um material sorvente imobilizado em um
hidrogel. A natureza do agente ligante depende das espécies a serem investigadas
por meio do uso do DGT.

O dispositivo DGT ¢€é composto por uma base (pistdo) de,
aproximadamente, 2,5 cm de didmetro e uma tampa contendo um orificio (janela)
de, aproximadamente, 2,0 cm de diametro, ambas feitas de acrilonitrilo butadieno
estireno (ABS). Internamente, o dispositivo € composto por um hidrogel impregnado
com um material sorvente (chamado de fase ligante), uma camada de hidrogel
(chamada de fase difusiva) de espessura que pode variar de 0,4 a 2 mm e pode,
ou nao, conter uma membrana filtrante. Um modelo esquematico do dispositivo

DGT esta apresentado na figura 13.
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FIGURA 13 - ESQUEMA DEMONSTRATIVO DO DISPOSITIVO DGT.
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FONTE: ADAPTADO DE GGONTIJO ET AL. (2017).

Quando imerso no ambiente aquatico, o analito presente na matriz entra no
dispositivo pelo orificio presente na tampa, se difunde através da fase difusiva, até
ser acumulado na fase ligante (Gontijo et al., 2017). A massa (M) do analito

acumulada na fase ligante pode ser expressa pela equagéao (1) (Zhang et al., 1996)

_ Do CpAt
T Ag+6 ( )’

onde De € o coeficiente de difusdo do analito, Cv € a concentragao do analito
na matriz, A € a area do dispositivo, t € o tempo de exposi¢ao, Ag é a expessura da
camada de difusdo no DGT e 6 a espessura da camada limitrofe de difusao. Deste
modo, a concentragdo do analito na matriz pode ser obtida a partir do rearranjo da

equacao (1) para (2):

M (Ag + &)
Cp = —Deg“ (2)

Diante do sucesso no uso do DGT como amostrador passivo para sorgao
de espécies inorganicas, Chen, Zhang e Jones (2012), foram os pioneiros a avaliar
0 uso desse dispositivo para sor¢ao de espécies organicas polares (denominado o-
DGT). No estudo, a resina XAD18 imobilizada no gel de agarose foi usada como

fase ligante e o dispositivo foi utilizado para avaliar a presenga do antibiético
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sulfametoxazol (SMX) nas aguas do rio Aire, localizado no Reino Unido. A massa
do SMX aumentou ao longo do tempo de exposi¢cao (2 semanas), além de se
mostrar independente do pH (6 a 9), da forga iénica (0,001 a 0,1 mol L") e ndo ser
afetada pela vazdo sob condicbes nao estaticas, evidenciando o uso do o-DGT
como uma ferramenta de amostragem quantitativa promissora para contaminantes
organicos polares em sistemas aquaticos naturais.

Um estudo realizado por Challis et al. (2018) comparou o uso do dispositivo
0-DGT (utilizando uma resina Oasis HLB imobilizada no gel de agarose como fase
ligante) com POCIS na sor¢gdo de um conjunto abrangente de produtos
farmacéuticos e pesticidas em aguas superficiais da fronteira dos Estados Unidos
com o Canada. Os resultados obtidos mostraram que o o-DGT, além de ser uma
ferramenta robusta e sensivel de amostragem passiva para poluentes organicos,
parece ser preferivel ao amostrador POCIS para aplicacbes em ambientes
complexos por apresentar maior precisao.

Em um artigo publicado na Analytical Chemistry, Wang e colaboradores
(2019) mencionaram que existem mais de 800 artigos revisados por pares sobre
desenvolvimento e aplicagdes da técnica DGT para metais e nutrientes em aguas,
solos e sedimentos desde sua introducdo. Por outro lado, pesquisas envolvendo
dispositivos 0-DGT s6 comecaram em 2012 e tem despertado um interesse
consideravel, além de estar se desenvolvendo rapidamente. Até a publicagdo do
artigo, o desenvolvimento de o-DGT para sor¢gao de 136 compostos orgéanicos
foram relatados na literatura.

A grande maioria das pesquisas publicadas fazem o uso de sorventes
comerciais como HLB Oasis, XAD-1, XAD-18, ZT Sepra e Strata-X (Chen et al.,
2013; Challis et al., 2016; Guibal et al., 2017; Xie et al., 2017; Guan et al., 2018;
Stroski et al., 2018; Xie et al., 2018; Mechelke et al., 2019). Apesar de se mostrarem
altamente eficientes, estes sorventes apresentam alto custo de aquisicdo e, nesse
sentido, a utilizacdo de materiais de baixo custo e que podem ser sintetizados em
laboratérios de pesquisa torna-se uma alternativa atraente aos sorventes
comerciais. Além disso, até o momento, as pesquisas envolvendo o uso do o-DGT
tém se concentrado mais no desenvolvimento analitico e ensaios laboratoriais,
sendo as avaliagcbes de campo, principalmente em aguas residuais brutas ou

tratadas, ainda pouco exploradas (Challis et al., 2018).
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2.5. SORVENTES A BASE DE CARVAO ATIVADO

Nos ultimos anos tem ganhado notoriedade o aproveitamento de
subprodutos e residuos agricolas como uma alternativa sustentavel para o
tratamento de aguas residuais, fornecendo uma variedade de fontes renovaveis
para a producao de carvao ativado (Boraah et al., 2022).

A ativacéo do carvao pode ser realizada de duas maneiras: (a) queima da
matéria-prima em ambiente anaerdbio ou de oxigénio controlado ou (b) ativacéo
quimica ou fisica, sob temperaturas que variam em torno de 600 a 1200 °C. A
ativacao fisica ocorre na presencga de gases oxidantes, como dioxido de carbono e
ar. Ja a ativagao quimica faz o uso de substancias quimicas, como ZnClz, KOH,
HsPO4 e K2COs, que atuam como agente ativador (Qian et al., 2015).

No geral, o carvdo ativado possui uma elevada area de superficie
especifica, rica em poros e em grupamentos funcionais que variam conforme a
matéria-prima e o método de ativacdo utilizados, conferindo a ele grande
capacidade de sorgao, podendo ser empregado como material sorvente de
contaminantes ambientais (Liang et al., 2021). Conforme a IUPAC, os carvoes
contém poros de tamanhos diferentes que podem ser classificados em microporos
(até 20 A), mesoporos (de 20 a 500 A) e macroporos (acima de 500 A). Na estrutura
do carvao ativado, os microporos sao os mais abundantes, sendo responsaveis
pela elevada area superficial especifica e alta capacidade sortiva (Majumder et al.,
2023). O carvao ativado derivado da biomassa vegetal, por exemplo, tem a
tendéncia de formar estruturas mais porosas devido a presenca de celulose e
lignina, que podem influenciar na sor¢cdo de contaminantes por meio do
preenchimento desses poros (Shaheen et al., 2022).

Os mecanismos de sor¢cdo dos contaminantes emergentes incluem
fisissor¢ao e quimissorgédo. Geralmente, seguem mecanismos como interagao Tr-T,
interacdo de ligacdo de hidrogénio e grupos funcionais, interacao hidrofébica,
interacdo eletrostatica, troca i6nica e preenchimento de poros, conforme

apresentado na figura 14 (Boraah et al., 2022).
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FIGURA 14 - MECANISMOS DE SORGAO DOS CONTAMINANTES EMERGENTES

FONTE: ADAPTADO DE BORAAH ET AL. (2022).

No que diz respeito a utilizacdo de sorventes alternativos em o-DGT, Zheng
e colaboradores, em 2015, utilizaram carvao ativado na construgdo da fase ligante
para remogao de bisfenol em aguas naturais. O desempenho da fase ligante ndo
se deteriorou com o tempo, até 254 dias apds sua produgdo. Além disso, as
concentracdes medidas de bisfenol utilizando dispositivos o-DGT contendo a fase
ligante alternativa in situ por 7 dias, foram comparaveis as concentracdes medidas
por um método de amostragem ativo, o que demonstra que o o-DGT contendo a
fase ligante a base de carvao ativado pode ser uma ferramenta eficaz para o

monitoramento in situ de bisfenol em aguas naturais (Zheng et al., 2015).



32

No Brasil, os residuos agroindustriais representam recursos n&o utilizados,
sendo amplamente disponiveis e ambientalmente amigaveis, de modo que
apresentam um grande potencial para serem utilizados como sorventes.
Recentemente, estudos vém sendo realizados com diferentes espécies de carvoes
ativados obtidos a partir de residuos de diversas matérias-primas no intuito de
remover e / ou auxiliar na investigagao da presenga de contaminantes emergentes
em corpos aquaticos (Zheng et al., 2014). Os residuos usados com sucesso para
fabricar carvao ativado incluem cascas de cacau, biomassa de madeira, carogo de
péssego, casca de arroz, mistura de borra de café, serragem de eucalipto, hidroxido
de calcio e 6leo de soja, entre outros (Ribas et al., 2014; Rovani et al., 2014; Thue
et al., 2017; Alvarez-Torrellas et al., 2017; Li et al., 2019; Hagemann et al., 2020).

O monitoramento ambiental de contaminantes emergentes em corpos
hidricos empregando-se amostradores passivos do tipo o-DGT e sorventes
alternativos, proposto neste projeto de pesquisa, pode se tornar uma alternativa de
custo reduzido para fornecer informagdes pertinentes acerca da presenca dessas
substancias em aguas naturais, podendo proporcionar até mesmo futuras acoes
voltadas ao desenvolvimento e aprimoramento da legislacdo ambiental envolvendo
estas classes de compostos.

Nos ultimos anos, pesquisas relacionadas ao uso de dispositivos DGT
modificados com materiais alternativos tém sido desenvolvidas no &mbito do GQA-
UFPR. Chostak et al. (2015c investigaram o uso de Montmorilonita MT-K10
imobilizada em agarose como uma fase ligante alternativa em dispositivos DGT
para a determinacdo de espécies metalicas labeis como Zn?*: Cu?*, Cr3*, Mn?*,
Cd?*, Pb%* e Ni?*. Ledao et al. (2022) publicaram uma revisdo sobre os
desenvolvimentos recentes em amostradores passivos, do tipo DGT, que tém suas
configuragbes modificadas usando nanomateriais como agente ligante para
aplicacdo em sistemas aquosos. Ja Hara (2018) desenvolveu e otimizou um
protocolo analitico para determinar, por GC-MS, alguns tipos de contaminantes
emergentes em aguas superficiais, utilizando dispositivos o-DGT contendo
diferentes fases sorventes (materiais alternativos carbonizados). Essas pesquisas
proporcionam conhecimento e experiéncia relacionada ao tema deste trabalho,
além da infraestrutura necessaria para o desenvolvimento da proposta aqui

apresentada.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. REAGENTES, SOLUCOES E LIMPEZA DE VIDRARIAS

Os onze contaminantes emergentes em estudo sado o ibuprofeno, 4-
octilfenol, 4-nonilfenol, triclosan, bisfenol A, estrona, B-estradiol, estriol, coprostanol,
colesterol e estigmastanol.

Foi preparada uma solugdo mix contendo os padrées de contaminantes
emergentes (todos da marca Sigma-Aldrich) na concentragdo de 2 mg L' e,
também, uma solug¢do contendo o padrao interno atrazina deuterada (marca Sigma-
Aldrich), na concentragdo de 1 mg L. As solugbes foram preparadas em metanol
grau HPLC (marca Merck) e armazenadas em congelador (-6 °C). O agente
derivatizante  N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida com trimetiltriclorosilano
(BSTFA + TMCS 99:1) (figura 15) também foi adquirido da Sigma-Aldrich.

FIGURA 15 - ESTRUTURA DO BSTFA + TMCS (99:1).
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FONTE: SIGMA-ALDRICH (2023).

O sorvente utilizado na confecgéo das fases ligantes do dispositivo o-DGT,
o carvao ativado comercial, foi adquirido da empresa Synth. Segundo o laudo do
revendedor, o material foi ativado por processo fisico a elevada temperatura (700°
C) e possui granulometria inferior a 50 mesh ou 0,297 mm. A agarose utilizada tanto
na confecgao das fases ligantes quanto das fases difusivas é a K9-9100 (pureza =
98,9%) da marca Kasvi. A base e tampa dos dispositivos comerciais o-DGT
utilizados sao feitos de ABS.

Para evitar possiveis contaminacodes, todas as vidrarias e outros materiais

utilizados nos experimentos passaram, previamente, por um procedimento de
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limpeza, conforme o tipo de vidraria (volumétrica ou ndo volumétrica). A vidraria
nao volumétrica foi lavada com detergente (Extran® 2 % v / v), enxaguada em agua
corrente e, posteriormente, colocada em banho ultrassénico (USC 2800, Unique)
por 10 min. A vidraria foi enxaguada trés vezes com agua tipo Ill produzida por
osmose reversa a 1,3 uS cm™' (Evolution RO 0510, Permution) e, mais uma vez,
colocada em banho ultrassénico por 10 min. Numa terceira etapa, a vidraria foi
lavada mais trés vezes com agua ultrapura (tipo 1) com resistividade 18,2 MQ cm™"
(Milli-Q Plus, Millipore) e colocada em banho ultrassénico por mais 10 min.
Finalmente, a vidraria foi enxaguada com agua Milli-Q e seca em estufa a 70 °C. A
fim de eliminar possiveis residuos organicos, a vidraria foi colocada em forno mufla
a 400 °C por 4 h. Apos o resfriamento, a vidraria foi protegida com papel aluminio
e armazenada em caixa de polipropileno com tampa, protegida da poeira e
umidade, até a sua utilizacao.

Para a vidraria volumétrica, o procedimento de limpeza consistiu das
mesmas etapas de lavagem descritas no paragrafo anterior. Ao final da terceira
etapa de lavagem, o material foi rinsado duas vezes com aliquotas de metanol grau
HPLC, seco a temperatura ambiente e armazenado em caixa de polipropileno com

tampa, protegida da poeira e umidade, até a sua utilizagao.

3.2. INSTRUMENTOS UTILIZADOS

Foram utilizados cromatografo a gas (modelo GC2010 Plus) acoplado a um
espectrdmetro de massas em tandem com analisador de massas do tipo triplo
quadrupolo (modelo TQ8040) da marca Shimadzu, balanga analitica (marca Mattler
Toledo, modelo XS205DU), agitador magnético com aquecimento (marca
Precintch, modelo VarioMag Electronicruhrer), banho ultrassénico (marca Unique,
modelo USC-1800?) com frequéncia ultrassénica de 40 kHz e poténcia ultrassénica
de 132 Watts, evaporador rotativo a vacuo (marca Christ, modelo RVC 2-18 CD
Plus), centrifuga de bancada (marca Solab, modelo SL-700), medidor de pH (marca
Thermo Scientific, modelo Orio Star) com eletrodo de vidro combinado com
referéncia interna de Ag/AgCl, forno micro-ondas doméstico (marca Electrolux,
modelo ME850) e incubadora shaker (marca Solab, modelo SL — 222).
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3.3. CARACTERIZACAO DO CARVAO ATIVADO COMERCIAL POR
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A fim de caracterizar a morfologia da superficie do carvao ativado
comercial, foi realizada a microscopia eletrénica de varredura (MEV) em uma
amostra do agente ligante. O MEV foi realizado pelo Centro de Microscopia
Eletronica (CME) da Universidade Federal do Parana (UFPR), em um microscépio
eletrénico de varredura, modelo JEOL JSM 6360-LV.

3.4. CONFECCAO DAS FASES DIFUSIVAS E LIGANTES DO O-DGT

3.4.1 Confeccédo das fases difusivas constituidas de gel de agarose

O preparo das fases difusivas constituidas de gel de agarose foi realizado
conforme os procedimentos descritos por Chen et al. (2012a) e outros trabalhos ja
realizados no @mbito do GQA da UFPR (Wacheski et al., 2021).

Resumidamente, 0,45 g de agarose foi dissolvida em 30 mL de agua
ultrapura sob agitagdo e aquecimento (80 °C) até a solugao ficar translucida. A
solucao foi imediatamente vertida entre duas placas de vidro (11 cm x 11 cm e 11
cm x 10 cm) previamente aquecidas e separadas por um espagador de 0,8 mm, e
mantidas em repouso em temperatura ambiente até o resfriamento para a formacéao
do gel. Apds o resfriamento, o gel foi seccionado em forma de discos com diametro

médio de 2,4 cm e armazenados em solugéo de NaCl 0,01 mol L' sob refrigeracao.

3.4.2 Confeccéao das fases ligantes de carvao ativado imobilizado em gel

de agarose

As fases ligantes de carvao ativado imobilizadas em gel de agarose foram
preparadas de maneira similar ao procedimento proposto por Chostak et al. (2015).
Para a confecgao das fases ligantes de carvao ativado 10 % m v-!, uma massa igual
a 3 g de carvao ativado foi adicionada a um béquer contendo uma solugao de
agarose 1,5 % m v'! sob agitacdo até a obtengdo de uma mistura. Essa mistura foi
vertida, ainda quente, entre duas placas de vidro (11 cm x 11 cme 11 cm x 10 cm)

previamente aquecidas e separadas por um espacgador de 0,5 mm de didmetro. As
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placas foram mantidas em repouso em temperatura ambiente até o resfriamento
para formagédo do gel. Apos o resfriamento, o gel foi seccionado e armazenado
conforme descrito no item anterior.

A confecgao das fases ligantes de 13 % m v’ se deu de maneira similar ao

descrito acima, porém, utilizando uma massa de 3,9 g de carvao ativado.

3.5. ESTUDO DA SORGAO DAS FASES LIGANTES DE CARVAO ATIVADO
IMOBILIZADO EM GEL DE AGAROSE

Fases ligantes contendo o carvao ativado (10 e 13 %) imobilizado em gel
de agarose foram expostas a quatro diferentes concentragbes de uma solugao
aquosa contendo um mix dos padroes de contaminantes emergentes em estudo
(2,5, 5,0, 15,0 e 25,0 ug L"). As fases ligantes foram imersas em frascos de vidro
de 50 mL contendo 10,00 mL de cada uma das solugdes (uma fase por frasco de
vidro, pH 6,0+0,1 e forga idnica de 0,01 mol L' NaCl). Os frascos foram mantidos
sob agitagao a 100 rpm e 25 °C em uma incubadora shaker por 72h. A capacidade
de sorgao das fases ligantes foi avaliada em triplicata. Apos esse periodo, as fases

foram retiradas dos frascos e submetidas a etapa de dessorcgao.

3.6. DESSORCAO DOS CONTAMINANTES EMERGENTES DA FASE
LIGANTE

Ap06s o periodo de imerséo, as fases ligantes foram transferidas para tubos
de vidro de 10 mL, e a dessorgao foi realizada da seguinte forma: aos tubos de
vidro contendo as fases ligantes, foram adicionados 3 mL do solvente extrator, o
metanol. Em seguida, os tubos foram submetidos a uma etapa de sonicagédo em
banho ultrassdnico por cinco minutos e o eluato foi transferido para outro tubo de
ensaio. Este procedimento foi repetido por mais duas vezes, totalizando um volume
final de 9 mL de eluato. Posteriormente, esse eluato foi seco em evaporador rotativo

a vacuo a 60 °C e 80 rpm e submetido a etapa de derivatizacao.

3.7. DERIVATIZACAO
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Aos vials contendo o eluato seco foram adicionados 20 pL do derivatizante
BSTFA + TMCS 99:1. Em seguida, os vials foram vedados e levados ao forno micro-
ondas doméstico na poténcia de 840 W por 5 minutos para a reacdo de
derivatizagao (Hara et al., 2021). Por fim, o volume final de cada vial foi ajustado a

1 mL em hexano para analise cromatografica por GC-MS.

3.8. AVALIACAO DAS FASES LIGANTES DE 10 % E 13 % DE CARVAO
ATIVADO COMERCIAL IMOBILIZADO EM GEL DE AGAROSE NA ETAPA
DE DESSORCAO

A producao das fases ligantes se deu conforme mencionado no item 3.4.2
e o experimento foi realizado conforme descrito a seguir:

Os dispositivos foram preparados com uma fase ligante de 0,8 mm de
espessura e uma fase difusiva de mesma espessura. Fios de nylon foram
amarrados na tampa dos dispositivos e eles foram imersos em um béquer contendo
2 L de agua ultrapura com forga iénica 0,01 mol L' de NaCl e pH 6,0. Com o auxilio
de uma fita adesiva, os fios de nylon foram fixados nas paredes do béquer para que
nao entrassem em contato com a barra magnética de agitacdo. Em seguida, uma
aliquota do mix dos padrdes de contaminantes emergentes de concentragao igual
a 250 ug L foi adicionada a agua. O béquer foi vedado e o experimento mantido
em agitacdo durante um periodo de imersao de 7 dias.

A Figura 16 apresenta, a esquerda, um dispositivo o-DGT contendo as
fases difusiva e ligante e, a direita, o aparato instrumental contendo os dispositivos

o- DGT imersos em agua ultrapura sob agitacao.

FIGURA 16 — A ESQUERDA: DISPOSITIVO O-DGT CONTENDO AS FASES DIFUSIVA E
LIGANTE. A DIREITA: APARATO INSTRUMENTAL CONTENDO OS DISPOSITIVOS O-DGT
IMERSOS EM AGUA ULTRAPURA SOB AGITACAO.

FONTE: A AUTORA (2022).
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Apo6s o periodo de imersado, foram realizadas as etapas de dessorgao e
derivatizacao, descritas nos itens 3.6 e 3.7, respectivamente, para posterior analise
por GC-MS.

Um branco também foi avaliado da mesma forma descrita acima, exceto

pela adigcdo do mix dos padrbdes de contaminantes em agua ultrapura.

3.9. ESTIMATIVA DO FATOR DE ELUIGAO DAS SUBSTANCIAS SORVIDAS
PELA FASE LIGANTE

Fases ligantes contendo o carvéo ativado (13 %) imobilizado em gel de
agarose foram expostas a uma solugéo aquosa contendo um mix dos padrdes de
contaminantes emergentes em estudo (25,0 ug L'). As fases ligantes foram
imersas em frascos de vidro de 50 mL contendo 10,00 mL da solugéo (pH 6,0+0,1
e forga idnica de 0,01 mol L-" NaCl). Os frascos foram mantidos sob agitagéo a 100
rom e 25 °C em uma incubadora shaker por 18h.

Apoés o periodo de imersao, foram realizadas as etapas de dessorgao e
derivatizacao, descritas nos itens 3.6 e 3.7, respectivamente, para posterior analise
por GC-MS.

3.10. DETERMINACAO DO COEFICIENTE DE DIFUSAO APARENTE DOS
CONTAMINANTES EMERGENTES

Amostradores contendo a fase ligante de carvao ativado (13 % m/v)
imobilizada em gel de agarose (0,8 mm) e a fase difusiva de gel de agarose (0,8
mm) foram mantidos em uma solug¢ao aquosa (pH 6,0£0,1 e forga ibnica de 0,01
mol L' NaCl) contendo um mix dos contaminantes emergentes (20 ug L").

Ap0ds intervalos de tempo de até 72 h, os amostradores foram retirados da
solugao para posterior dessorg¢ao e derivatizacdo dos compostos retidos na fase
ligante, conforme descrito nos itens 3.6 e 3.7, respectivamente, para posterior

analise por GC-MS.

3.11.DETERMINACAO CROMATOGRAFICA
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A determinac&o dos contaminantes emergentes em estudo foi realizada em
um cromatégrafo a gas acoplado a um espectrometro de massas em tandem com
analisador de massas do tipo triplo quadrupolo. A injecdo dos compostos foi
realizada por meio de um amostrador automatico, modelo AOC-5000 Plus
(Shimadzu) e a separagao cromatografica foi realizada em uma coluna SH-Rtx-5MS
(Shimadzu) com dimensdes de 30 m x 0,25 mm x 0,25 ym, sendo hélio 5.0 o gas
de arraste. As demais condigdes cromatograficas empregadas foram escolhidas
com base em trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa e podem ser

visualizadas na tabela 3.

TABELA 3 - PARAMETROS INSTRUMENTAIS EMPREGADOS NA DETERMINAGAO DE
CONTAMINANTES EMERGENTES POR GC-MS.

Temperatura do injetor 250 °C
Modo de injegéo Splitless (3 min)
Volume de injecao 1L

Cromatografo a gas Vazao do gas de arraste 1,0 mL min-"
Programa de aquecimentoT =100 ° C; 12 ° C min' até 280 ° C; 280 ° C por

da coluna 10 min.
Tempo de corrida 26,50 min
remberuade ime e 2g0-¢
Tempe[atura da fonte de 250 °C
Espectrometro de  lonizacao
massas Energia de ionizagéo 70 Ev
Analisador de massas Triplo quadrupolo
Modo de aquisi¢ao SIM
Faixa de aquisi¢ao m/z 60 a 550

Para avaliar a separagao e identificacdo dos compostos com base nas
condicdes cromatograficas utilizadas, inicialmente o espectrémetro de massas foi
operado no modo de varredura completa (SCAN), com uma faixa de aquisicao dos
ions variando de m/z 45 a 500. Por fim, o modo de monitoramento seletivo de ions
(SIM, do inglés,Selective lon Monitoring) foi criado a fim de analisar os ions
caracteristicos de cada um dos compostos, tornando a seletividade do MS ainda

maior.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. ESTABELECIMENTO DAS CONDICOES CROMATOGRAFIC AS

Uma solugédo mix contendo os dez padrdes de contaminantes emergentes
mais o padréo interno atrazina deuterada, todos na concentragéo de 1,0 mg L, foi
preparada e derivatizada para inje¢ao no GC-MS, no modo de varredura SCAN, a
fim de avaliar a separacdo dos compostos em estudo e sua posterior identificacao
através dos respectivos espectros de massa. O cromatograma obtido esta

apresentado na figura 17.

FIGURA 17 - CROMATOGRAMA OBTIDO VIA GC-MS, NO MODO SCAN, DOS PADROES DE
CONTAMINANTES EMERGENTES E DO PADRAO INTERNO, NAS CONCENTRAGCOES DE
1 MG L.
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LEGENDA: 1. IBUPROFENO; 2. ATRAZINA DEUTERADA,; 3. 4-OCTILFENOL; 4. 4-
NONILFENOL; 5. TRICLOSAN; 6. ESTRONA; 7. ESTRADIOL; 8. ESTRIOL; 9. COPROSTANOL;
10. COLESTEROL; 11. ESTIGMASTANOL.

FONTE: A AUTORA (2023).
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Ao observar o cromatograma obtido, pode-se concluir que os parametros
instrumentais empregados proporcionaram uma separacao satisfatéria para todos
os compostos, os quais foram identificados com o auxilio da Biblioteca do Espectro
de Massas da NIST (National Institute of Standards and Technology — USA).

Para a implementacdo do modo de varredura SIM, os mesmos parametros
do modo SCAN foram utilizados e valores de m/z foram estabelecidos para os ions
de quantificacdo (IQ) e de confirmagdo (IC) de cada um dos compostos.
Geralmente, o ion de m/z mais intenso é selecionado como o IQ de uma substancia,

enquanto o segundo (e terceiro, quando couber) de maior intensidade é
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selecionado como o IC. A estabilidade do ion também deve ser levada em
consideragao para que nao haja problemas com a reprodutibilidade do sinal.

Como mencionado na sessao 2.2, os compostos que sofrem uma etapa de
derivatizacao tém sua massa molar aumentada e, consequentemente, a razao m/z
do respectivo ion molecular também aumenta. Ao utilizar o BSTFA:TMCS (99:1)
como agente derivatizante, ha substituicdo de um hidrogénio ativo (m / z = 1), por
um grupamento trimetilsilil (m / z = 73), conferindo um aumento de m / z = 72
unidades na massa molar do composto inicial. Quando ha mais de um hidrogénio
ativo na molécula, mais de uma substituicido pode ocorrer, acarretando num
aumento de multiplos de m / z = 72 unidades na massa molar do composto inicial.
A estrona, por exemplo, possui massa molar igual a 270 g mol' e, apds a
derivatizagao, apresentou um sinal de maior intensidade em m / z = 342. Isso
ocorreu devido a substituicdo de um hidrogénio ativo por um grupamento
trimetilsilano em sua estrutura

Além disso, o emprego do catalisador TMCS foi fundamental para evitar
que ocorresse a formagdo de multiplas espécies derivatizadas no caso dos
compostos com mais de um hidrogénio ativo, o que acarretaria em diferentes picos
cromatograficos para o mesmo composto, dificultando a analise qualitativa e
quantitativa dos mesmos. Nestes casos, o uso do catalisador TMCS foi fundamental
para promover a substituicdo de forma seletiva, ndo sendo evidenciada a formagéao
de multiplos derivados, com obtencdo do produto mais substituido, para um mesmo
analito (Orata, 2012).

A tabela 4 apresenta os IQ e IC de cada um dos compostos, além dos seus
respectivos tempos de retengdo (trR). Pode-se observar que o mesmo IC foi
escolhido para o 4-octilfenol e o 4-nonilfenol, porém, isso s6 & viavel quando as
substancias ndo coeluem. Caso ocorra a coeluigdo, ndo ha como distinguir a partir

de qual substancia o ion de quantificagao esta sendo gerado.

TABELA 4 - TEMPOS DE RETENGAO (Tr), IONS DE QUANTIFICAGAO (IQ) E DE
CONFIRMAGCAO (IC) DE CADA UM DOS CONTAMINANTES EMERGENTES E DO PADRAO
INTERNO ATRAZINA DEUTERADA, NA CONCENTRACAO DE 1,0 MG L.

continua
Composto tr(min) 1Q (m/z) IC (m/z)
Ibuprofeno 7,995 278 234, 263
Atrazina Deuterada 9,170 205 220,178
4-Octilfenol 9,820 179 278
4-Nonilfenol 10,680 179 292

Triclosan 12,380 200 347, 362
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Estrona 16,000 342 257,218
B-Estradiol 16,200 285 416, 328
Estriol 17,445 311 345, 386
Coprostanol 18,860 370 355, 215
Colesterol 19,735 329 368, 353
Estigmastanol 22,240 215 383, 473

A Figura 18 mostra o cromatograma obtido a partir do modo de varredura

SIM, contendo os IQ e IC de cada um dos compostos estudados.

FIGURA 18 — CROMATOGRAMA OBTIDO VIA GC-MS, NO MODO SIM, DOS PADROES DE
CONTAMINANTES EMERGENTES E DO PADRAO INTERNO, NAS CONCENTRAGCOES DE

1 MG L.
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10. COLESTEROL; 11. ESTIGMASTANOL.

FONTE: A AUTORA (2022).

4.2. CURVAS ANALITICAS INSTRUMENTAIS

Solugdes de concentragdes iguais a 5,0; 10,0; 20,0; 40,0; 60,0; 80,0; 120,0
e 160,0 ug L' de padrées dos contaminantes emergentes foram preparadas,
inicialmente, a fim de avaliar a linearidade das respostas instrumentais para os
compostos em estudo, por meio da construgao da curva analitica pelo método de
padronizagao interna. Nesse meétodo, a razao entre a concentragao do analito e do
padrao interno é plotada contra a razao das suas respectivas areas de pico, com o
intuito de minimizar os desvios nas respostas obtidas e melhorar a quantificacédo
dos compostos, compensando a variagao do sistema cromatografico. Uma solugéo
contendo o padrao interno atrazina deuterada na concentracao fixa de 100,0 pug L
' foi utilizada para este fim.

Solugdes para cada concentracdo estudada foram injetadas em triplicata
no GC-MS e, com o auxilio do software GCMS Solution e do programa Excel, foram
obtidas as curvas analiticas para cada um dos onze compostos em estudo, as quais

podem ser visualizadas na figura 19.



43

FIGURA 19 — CURVAS ANALITICAS OBTIDAS PARA OS CONTAMINANTES EMERGENTES
ESTUDADOS, EM SETE NIVEIS DE CONCENTRAGCAO (N=3).
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A linearidade da curva analitica foi verificada por meio dos dados de
regressao linear e coeficiente de correlagéo (r). A faixa linear demonstra a faixa em
que a resposta obtida pelo instrumento de analise é proporcional a concentragao
ou massa do composto de interesse, quanto o coeficiente de correlagdo demonstra
se as repostas apresentadas na faixa linear séo significativas. Quanto mais proximo
de 1 for o valor do coeficiente de correlagdo, menor sera a dispersdo do conjunto
de niveis experimentais que envolvem a curva analitica e, com isso, menor sera a
incerteza dos coeficientes estimados (ANVISA, 2017). Os coeficientes de
correlagao obtidos (tabela 5) estdo acima de 0,990, valor este recomendando pela
ANVISA (2017), mostrando que o modelo de regressao linear proposto € adequado

para a determinagao quantitativa dos compostos em estudo.

TABELA 5 - COEFICIENTES DE CORRELAGAO (R) PARA CADA UM DOS COMPOSTOS EM

ESTUDO.

Composto r

Ibuprofeno 0,9998
Octilfenol 0,9997
Nonilfenol 0,9996
Triclosan 0,9996
Estrona 0,9992
B-Estradiol 0,9985
Estriol 0,9980
Coprostanol 0,9992
Colesterol 0,9980

Estigmastanol 00,9984

Os limites de detecgdo (LOD) e limites de quantificacdo (LOQ) foram
calculados como 3,3 vezes e 10 vezes, respectivamente, o desvio padrdao do
intercepto com o eixo Y de 3 curvas analiticas construidas, dividido pela inclinagcéo
meédia dessas curvas (ANVISA, 2017). Os valores de LOD e LOQ instrumentais
estimados para cada um dos compostos em estudo estdo apresentados na tabela

5 e variam de 2,84 a 11,34 ug L' e de 8,61 a 34,37 ug L, respectivamente.

TABELA 6 - LIMITES DE DETECCAO E DE QUANTIFICACAO INSTRUMENTAIS PARA CADA
UM DOS COMPOSTOS EM ESTUDO, EM uG L.
Continua

Composto LOD LOQ
Ibuprofeno 4,69 14,22
Octilfenol 3,73 11,31
Nonilfenol 2,84 8,61

Triclosan 3,35 10,14
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Estrona 5,13 15,54
B-Estradiol 5,64 17,09
Estriol 11,14 33,77
Coprostanol 11,34 34,37
Colesterol 5,01 15,17
Estigmastanol 7,61 23,06

4.3. CARACTERIZACAO DO CARVAO ATIVADO COMERCIAL POR
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A andlise por MEV produz imagens de alta resolugdo e amplificagdo com
uma aparéncia tridimensional, as quais sao utilizadas para caracterizar a estrutura
superficial de uma determinada amostra. Na figura 20, estdo apresentadas as
micrografias obtidas por MEV do carvao ativado, magnificadas em 150 e 1250 x.

O laudo fornecido pela empresa que comercializou o carvao ativado
comercial informa que o material foi obtido através da pirdlise de biomassa vegetal
a 700 °C. Porém, a constituicdo da matéria-prima n&o é precisa, além de nao haver
a indicacao do tempo necessario para a finalizagcao do processo ou se foi utilizado

algum tipo de ativador quimico.

FIGURA 20 — MICROGRAFIA DO CARVAO ATIVADO COMERCIAL COM MAGNIFICAGAO DE:
A ESQUERDA, 150 X; A DIREITA, 1250 X.

SEM HV: 15.0 kV Hri - | SEM Hv: 15.0 kV 'WD: 7.81 mm | VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 150 x 500 pm SEM MAG: 1.25 kx Det: SE | 50 pm

View fleld: 1.85 mm Date(m/dly): 04/10/23 CME-UFPR View field: 222 ym  Date(midly): 04/10/23 CME-UFPR

FONTE: CME UFPR (2023).




46

Nas micrografias € possivel observar uma morfologia de superficie
heterogénea, de granulometria irregular e estrutura porosa, com cavidades dos
poros de formato arredondado e de diferentes tamanhos.

A granulometria irregular se deve as mudancas na estrutura da biomassa,
além da degradacdo de sua superficie que ocorrem, sobretudo, devido as altas
temperaturas no processo pirdlise. A estrutura porosa de cavidades irregulares é
formada pela eliminacdo de compostos volateis que estdo presentes na estrutura
da biomassa, causando uma maior desintegracao nas particulas do carvao. Isso
confere ao carvao ativado a sua alta capacidade de sorgdo, além de uma area de

superficie maior (Liang et al., 2021).

4.4. PREPARO DAS FASES DIFUSIVAS E LIGANTES

A agarose € amplamente utilizada na confecg&o do hidrogel que atua como
fase difusiva. Conforme Guibal et al. (2019), 80 % dos estudos publicados na
literatura utilizam hidrogéis de agarose para controle de transferéncia de massa em
amostradores, devido ao fato de ndo haver sor¢éo do analito no gel difusivo e aos
maiores coeficientes de difusdo obtidos.

Baseando-se em trabalhos previamente publicados na literatura (Chen et
al., 2012; Zheng et al., 2015; Xie et al., 2018; Wacheski et al., 2021), optou-se por
trabalhar com o gel de agarose a 1,5 % (m v'') para a confecgéo das fases difusivas.
Um cuidado necessario nessa etapa € quanto ao aspecto dos discos de gel de
agarose: eles tém de ser transparentes, indicando uma completa homogeneizagéo
da agarose em agua e nao conter bolhas de ar, pois essas bolhas podem interferir
no processo de difusdo do analito, o que influenciaria diretamente no coeficiente de
difuséo.

Para garantir a completa homogeneizagcédo da agarose em agua (figura 21),
a temperatura foi controlada a 80 °C durante todo o processo de agitagdo, com o
auxilio de um vidro de reldgio, que foi disposto sobre o béquer para evitar uma

maior perda de calor.
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FIGURA 21 — SOLUGAO DE AGAROSE EM AGUA.

FONTE: A AUTORA (2022).

As placas de vidro também foram aquecidas a mesma temperatura e a
solugao foi vertida ainda quente entre as placas. Observou-se que, se as placas de
vidro nao estivessem suficientemente quentes (T < 80 °C), a solugao borbulhava
ao ser vertida entre as placas, ndo deixando os discos de gel homogéneos devido
a presenca das bolhas. Portanto, o controle de temperatura das placas de vidro
também é necessario para obtencao de discos homogéneos. A figura 22 mostra o
gel de agarose vertido entre duas placas de vidro (imagem a esquerda) e um disco

de gel de agarose ja seccionado (imagem a direita).

FIGURA 22 - A ESQUERDA: APARATO INSTRUMENTAL UTILIZADO PARA A PRODUGAO DO

GEL DE AGAROSE, CONSTITUIDO DE DUAS PLACAS DE VIDRO (11 CM X 11 CM E 11 CM X

10 CM), COM ESPAGCADORES DE 0,8 MM; A DIREITA: FASE DIFUSIVA CONSTITUIDA DE GEL
DE AGAROSE SECCIONADA EM 2,4 CM DE DIAMETRO.

FONTE: A AUTORA (2022).
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Ja para o preparo das fases ligantes, descrito no item 3.4.2, optou-se,
inicialmente, por trabalhar com agarose a 1,5 % (m v') e carvao ativado comercial
a 10 % (m v'"). Como o carvao ativado comercial é constituido de um p6 muito fino,
uma grande quantidade de carvdo foi necessaria para esse fim. Portanto, a
homogeneizagdo do carvdo em agua tem de ser feita lentamente e sob constante
agitagao. As placas de vidro precisam estar quentes (entre 70 e 80 °C) quando for
necessario verter a solugdo homogeneizada entre elas, garantindo assim uma
melhor disperséo da solugao e consequente homogeneizagao das fases ligantes.

Ao utilizar espacadores de 0,5 mm de espessura para confecgao das fases
ligantes, notou-se uma maior dificuldade em deixar essas fases homogéneas. Pelo
fato da solugdo homogeneizada ser mais espessa, a distancia entre as placas de
vidro ser muito pequena e a perda de calor dessas placas ocorrer de forma rapida
apos serem retiradas da estufa, o gel formado apds o periodo de resfriamento ndo
apresentava um aspecto uniforme. Algumas regides do gel ficaram com uma
concentragdo maior de carvao ativado do que outras, o que pode ser mais bem

visualizado ao observar as placas contra a luz, conforme mostrado na figura 23.

FIGURA 23 — ASPECTO DO CARVAO ATIVADO COMERCIAL IMOBILIZADO NO GEL DE
AGAROSE VERTIDO ENTRE DUAS PLACAS DE VIDRO SEPARADAS POR UM ESPACADOR
DE 0,5 MM.

FONTE: A AUTORA (2022).

Maneiras diferentes de preparo envolvendo a temperatura das placas de
vidro e temperatura da solucao de agarose foram avaliadas a fim de se obter um
gel homogéneo, porém, nenhuma delas foi eficiente. Como uma fase nao

homogénea pode comprometer a sor¢éao dos contaminantes emergentes e afetar
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reprodutibilidade experimental, optou-se por ndo trabalhar com fases ligantes de
0,5 mm.

A homogeneidade das fases ligantes de 0,8 mm de espessura também foi
avaliada. Para isso, o preparo das fases se deu conforme mencionado no item
3.4.2, porém, utilizando espacadores de 0,8 mm entre as placas de vidro. Ao
observar as placas contendo o carvéo ativado imobilizado no gel de agarose contra
a luz, verificou-se que o gel estava homogéneo, sendo ele utilizado como fase

ligante. A figura 24 apresenta as fases ja seccionadas num diametro de 2,4 cm.

FIGURA 24 — FASES LIGANTES DE CARVAO ATIVADO IMOBILIZADO NO GEL DE AGAROSE
DE 0,8 MM DE ESPESSURA E SECCIONADAS EM 2,4 CM DE DIAMETRO.

.'f;

FONTE: A AUTORA (2022).

4.5. AVALIAGAO DA CAPACIDADE DE SORGCAO DAS FASES LIGANTES DE
10 % DE CARVCAO ATIVADO

A solubilidade dos compostos em agua foi levada em consideragao para a
avaliacao da capacidade de sorgéo das fases ligantes. Conforme apresentado na
tabela 2, o colesterol apresenta a menor e o coprostanol apresenta a maior
solubilidade entre as espécies de interesse. Com isso, optou-se por avaliar a
capacidade sortiva das fases ligantes em quatro faixas diferentes de concentragao
dos contaminantes emergentes em solugéo aquosa: 2,5, 5,0, 15,0e 25,0 ug L-'. O
experimento se deu conforme descrito no item 3.5 e a dessorgao e derivatizagcao
dos compostos em estudo ocorreram conforme descrito nos itens 3.6 e 3.7,
respectivamente. A figura 25 apresenta a massa acumulada em fungao do aumento
da concentracdo dos compostos em solugdo aquosa. As barras verticais
representam os desvios-padrao relativos (RSD, do inglés Relative Standard

Deviation) das medidas, realizadas em triplicata.
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FIGURA 25 - MASSA (MG) EXTRAIDA DAS FASES LIGANTES (10 % DE CARVAO ATIVADO)
EXPOSTAS A DIFERENTES CONCENTRAG(:)ES DOS PADROES DE CONTAMINANTES
EMERGENTES, EM PH 6,0, FORCA IONICA 0,01 MOL L' E T = 72H (N=3).
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Sabendo-se que a solubilidade dos contaminantes emergentes em agua é
muito baixa e que uma das vantagens dos dispositivos 0-DGT € a pré-concentragao
das espécies de interesse, esperava-se um comportamento linear e ascendente da
massa acumulada em fungao do aumento da concentragdo dos compostos. Porém,
nota-se que, conforme a concentragcdo aumenta, a massa acumulada da maioria
dos compostos diminui. Ao analisar os valores obtidos de RSD em cada uma das
réplicas, péde-se perceber que variaram muito, numa faixa de 5,5 a 89,7% na
concentragdo de 2,5 ug L', 31,0a 105,2 % em 5,0 yg L', 24,9 a 128,4 % em 15 ug
L' e 6,8 a 69,7 % em 25 ug L. Isso mostra que houve uma aleatoriedade
expressiva na massa acumulada em cada uma das fases do conjunto de réplicas.
Porém, o valor de RSD referente ao padréo interno também se manteve alto, sendo
34,3 %, 12,8 %, 73,5 % e 40,6 % para as concentracdes de 2,5, 5,0, 15,0 e 25,0 ug
L', respectivamente. Na etapa de dessorgdo, durante a sonicagdo das fases
ligantes em metanol, as fases contidas nos frascos correspondentes a
concentragdo de 25 upg L' se desintegraram consideravelmente, conforme

mostrado na figura 26.

FIGURA 26 — DESINTEGRAQAQ PARCIAL DE UMA DAS FASES LIGANTES DE CARVAO
ATIVADO, CORRESPONDENTE A CONCENTRACAO DE 25 MG L', EM 3 ML DE METANOL,
APOS UM CICLO DE DESSORGCAO DE 5 MIN EM BANHO ULTRASSONICO.

By
FONTE: A AUTORA (2022).

Isso pode ter contribuido para a readsor¢ado dos compostos pelo carvao
ativado presente no eluato, o que poderia explicar a diminuicdo da massa sorvida

pelas fases ligantes nessa concentragao. Outros fatores podem ser responsaveis
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pela variagdo apresentada, como a falta de homogeneidade das fases, o que as
tornariam nao-reprodutiveis, o tempo de sonicagdo empregado, que contribui para
a desintegragao parcial das fases e a etapa de derivatizagao, ja que os valores de
RSD para o padrao interno também se mostraram altos. Além disso, o equipamento
multiusuario utilizado, devido a sua alta demanda, nem sempre se apresenta em

suas melhores condigdes.

4.6. AVALIACAO DA ETAPA DE DESSORGAO

4.7.1 Solvente extrator empregado

Os contaminantes emergentes sorvidos nas fases ligantes pertencem a
diferentes classes (hormoénios, plastificantes, farmacos, entre outros) e, portanto,
possuem propriedades fisico-quimicas distintas, conforme apresentado na tabela
2. Devido a outros trabalhos ja realizados no ambito do GQA, optou-se por utilizar
0 metanol como solvente na etapa de dessorgéo dos analitos.

O metanol € um solvente polar protico capaz de formar ligagdo de
hidrogénio com outras substancias que apresentam pelo menos um grupo funcional
com a mesma caracteristica, possibilitando a eluicdo dos compostos em estudo
(Chen et al., 2012).

4.7.2 Volume de solvente utilizado e numero de ciclos de extracao

O volume de solvente empregado na etapa de dessorgcdo tem de ser
suficiente para cobrir toda a fase ligante dentro do tubo de vidro para que, assim,
haja uma melhor eficiéncia na dessorgédo dos compostos durante a sonicagao.
Portanto, optou-se por trabalhar com um volume de solvente de 3 mL.

O numero de ciclos de extracao foi fixado em 3 pois um numero maior de
ciclos resultaria em um volume maior de solvente e, consequentemente, um tempo
maior na etapa de secagem. Além disso, os tubos utilizados no concentrador tém

capacidade de 10 mL, sendo inviavel operar com volumes maiores de solvente.

4.7.3 Tempo de dessorgdo em cada ciclo
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Ap06s cada ciclo de dessorgéo de 5 minutos dos contaminantes emergentes
das fases ligantes, observava-se uma desintegragcéo parcial de algumas fases no
eluato, conforme mostrado no item 4.5. Essa desintegracdo pode comprometer a
sor¢dao dos compostos pela fase ligante, pois o carvao ativado desintegrado no
eluato pode readsorver as espécies e, consequentemente, uma massa menor de
contaminantes acaba sendo extraida pelo solvente. Além disso, houve a
necessidade de realizar uma etapa adicional de filtracdo no eluato obtido. O eluato
foi, entéo, transferido para uma seringa de polipropileno e filtrado com o auxilio de
um filtro de seringa de politetrafluoroetileno (PTFE) (marca Chromastore, poro 0,45
MM e & membrana 13 mm), para posterior secagem do solvente, derivatizagao e
injecado no sistema cromatografico.

Porém, como os filtros sdo caros e ndo podem ser reutilizados, optou-se
por avaliar o uso da centrifuga a fim de separar o eluato da fase ligante parcialmente
desintegrada. Diante disso, os tubos contendo os 9 mL de eluato foram inseridos
na centrifuga a 4500 rpm por 10 minutos. Apds a centrifugacao, percebeu-se que,
como os tubos tem capacidade de 10 mL, parte do eluato foi perdida durante o
processo, ja que foram inseridos abertos no equipamento. Houve, entéo, tentativas
de vedar os tubos com papel aluminio, mas, com a velocidade de centrifugacéo, o
papel aluminio utilizado acabava se soltando dos tubos. Velocidades de
centrifugacdo menores foram avaliadas, mas o problema persistia. E, como os
tubos acabam se dilatando devido ao calor gerado no processo de centrifugagéo,
nao adiantava tampa-los com as tampas especificas, pois elas também se soltavam
durante o processo. Ainda, no fim de cada uma dessas tentativas, ao retirar os
tubos da centrifuga, parte do solido do carvao ativado que se encontrava no fundo
dos tubos acabava se dispersando novamente no eluato, como pode ser observado
na figura 27. Portanto, essa etapa foi descartada e optou-se por manter a etapa de

filtragéo.
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FIGURA 27 - ASPECTO DA SEPARAGCAO ENTRE O CARVAO ATIVADO PARCIALMENTE
DESINTEGRADO DA FASE LIGANTE E O METANOL, APOS ETAPA DE CENTRIFUGACAO A
4500 RPM POR 10 MIN.

FONTE: A AUTORA (2022).

Como houve uma desintegracao parcial das fases ligantes num tempo de
5 minutos, aumentar o tempo de dessorcdo sé evidenciaria ainda mais essa
problematica. Com isso, optou-se por avaliar o tempo de ciclos de dessorgao de 2
minutos. Wackeski e colaboradores (2021) realizaram um estudo para
determinacao de quatro contaminantes emergentes em agua (bisfenol A, triclosan,
octilfenol e nonilfenol) empregando o o-DGT. A fase ligante utilizada no dispositivo
foi produzida através de um sorvente comercial (Oasis HLB) imobilizado no gel de
agarose, e uma das variaveis estudadas foi o tempo de dessor¢cdao dos
contaminantes da fase ligante em uma mistura de acetonitrila/metanol 2:1 (v/v). Os
autores concluiram que uma maior média de massa dessorvida foi obtida utilizando
um tempo de dessor¢do em banho ultrassénico igual a dois minutos, além de
observarem a desintegracao de algumas fases e, consequentemente, maiores
valores de desvios-padrao em tempos maiores de sonicagao.

A produgéo das fases difusivas e ligantes, a montagem dos dispositivos o-
DGT e imersdo em solugdo aquosa contendo o mix de padrées de contaminantes
emergentes, a dessorgéo e a derivatizagdo ocorreram conforme descrito nos itens
3.4, 3.8, 3.6 e 3.7, respectivamente. A figura 28 mostra os valores médios das areas

de pico obtidas para cada um dos compostos ao utilizar tempos de dois e cinco
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minutos nos ciclos de dessor¢ao. As barras verticais representam os RSD das

medidas, realizadas em quadruplicata.

FIGURA 28 - VALORES MEDIOS DAS AREAS~ DE PICO (N=4) DE CADA SUBSTANCIA
DESSORVIDA DAS FASES LIGANTES DE CARVAO ATIVADO EM CINCO MINUTOS (AZUL) E
DOIS MINUTOS (LARANJA) DE DURACAO DOS CICLOS DE DESSORCAO.
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Observando a figura 28, pode-se perceber que, em ciclos de 5 minutos de
dessorgéo, as massas acumuladas pelas fases ligantes s&o relativamente maiores
do que em ciclos de dois minutos. Apesar dos valores de RSD serem expressivos,
indicando uma menor precisao entre as réplicas, no tempo igual a dois minutos, as
areas obtidas foram muito pequenas, indicando que, com esse tempo, ndo houve
uma dessorcao eficiente dos compostos. Com isso, optou-se por continuar
trabalhando com tempos de dessorgao igual a cinco minutos.

Como um tempo de dessor¢ao maior acarreta maior desintegracdo das
fases ligantes no eluato, a porcentagem de carvao ativado imobilizado no gel de
agarose para a produgao dessas fases também foi avaliada, com o intuito de
verificar se, ao utilizar uma porcentagem maior de carvao, as fases ficariam mais
compactas e, consequentemente, desintegrariam menos durante os ciclos de
dessorg¢ao no banho ultrassénico.

Para isso, fases ligantes contendo 13 % de carvado ativado foram
produzidas conforme descrito no item 3.4.2 e a imersdo das fases em solucéo
aquosa contendo o mix de padrées de contaminantes emergentes ocorreu

conforme descrito no item 3.8. Ao manusear as fases ligantes contendo 13 % de
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carvao ativado, percebeu-se que sdo menos maleaveis, o que facilitou a retirada
delas dos dispositivos 0-DGT, assim como a transferéncia para os tubos de vidro.
Durante essa transferéncia, as fases contendo 10 % tendem a danificar com
facilidade. Ja na etapa de dessorcdo, apds o primeiro ciclo de sonicacdo de 5
minutos, percebeu-se que as fases de 13 % se desintegram menos, contaminando
menos o eluato com carvao ativado. A figura 29 apresenta o eluato proveniente do
primeiro ciclo de sonicagao de 5 minutos das fases ligantes contendo 13 % (tubo a

esquerda) e 10 % (tubo a direita) de carvao ativado imobilizado no gel de agarose.

FIGURA 29 — ELUATO PROVENIENTE DO PRIMEIRO CICLO DE SONICAGAO DE 5 MINUTOS
DAS FASES LIGANTES CONTENDO 13 % (LADO ESQUERDO) E 10 % (LADO DIREITO) DE
CARVAO ATIVADO IMOBILIZADO NO GEL DE AGAROSE.

FONTE: A AUTORA (2023).

Porém, ao analisar os resultados de area de pico obtido para cada um dos
compostos em estudo, percebeu-se que as fases ligantes contendo 13 % de carvao
ativado imobilizado no gel de agarose apresentam valores menores da razdo da
area de pico pela area do padrao interno, além de desvios maiores para a maioria
dos compostos. A figura 30 compara os valores médios das areas de pico de cada
uma das substancias dessorvidas das fases ligantes contendo 10 % e 13 % de
carvao ativado imobilizado no gel de agarose. As barras verticais apresentam os
desvios-padrao das medidas, realizadas em quadruplicata.

Apesar das fases de 13 % de carvao ativado se desintegrarem menos na

etapa de dessorgéo, os resultados obtidos foram menos satisfatérios que os



57

resultados utilizando fases de 10 %. Os resultados indicam que as fases, tanto de
10 % quanto de 13 % nao ficam tdo homogéneas quanto aparentam, nao
apresentando a mesma eficiéncia de sorcao entre si, afetando, assim, a precisao

das medidas.

FIGURA 30 - VALORES MEDIOS DAS AREAS DE PICO (N=4) DE CADA SUBSTANCIA
DESSORVIDA DAS FASES LIGANTES DE CARVAO ATIVADO A 10 % (AZUL) E 13 %
(LARANJA).
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Ainda, percebeu-se que os compostos de maior massa molar - coprostanol,
colesterol e estigmastanol - nem sempre sdo detectaveis pelo GC-MS, por mais
que a concentracgao final dos compostos injetada tenha sido maior que o limite de
detecgdo instrumental dos mesmos. Quando houve possibilidade, esses picos
foram integrados manualmente, o que nao pode ser feito com o estigmastanol

devido ao ruido apresentado nos cromatogramas obtidos.

4.7. AVALIAGAO DA CAPACIDADE DE SORCAO DAS FASES LIGANTES
CONTENDO 13 % DE CARVAO ATIVADO

A capacidade de sor¢ao das fases ligantes contendo 13 % de carvao
ativado também foi avaliada em quatro faixas diferentes de concentragdo dos
contaminantes emergentes em solugdo aquosa: 2,5, 5,0, 15,0 e 25,0 uyg L. O

experimento se deu conforme descrito no item 3.5 e a dessorcéo e derivatizacao
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dos compostos em estudo ocorreram conforme descrito nos itens 3.6 e 3.7,
respectivamente. A figura 31 apresenta a massa acumulada em fungao do aumento
da concentragdo dos compostos em solugdo aquosa. As barras verticais
representam os desvios-padrao relativos (RSD, do inglés Relative Standard
Deviation) das medidas, realizadas em triplicata.

Observa-se um comportamento linear e ascendente da massa acumulada
em funcdo do aumento da concentracdo dos compostos. Os valores obtidos de
RSD em cada uma das réplicas variaram menos do que aqueles obtidos ao utilizar
fases ligantes contendo 10 % de carvéao ativado, o que pode ser devido ao fato das
fases de 13 % se desintegrarem menos na etapa de dessorc¢do. Os valores obtidos
estdo entre 6,8 e 45,1 % na concentragdo de 2,5 ug L', 7,0 € 36,3 % em 5,0 ug L-
1,9,4e103,0% em 15 ug L' e 9,3 e 135,6 % em 25 ug L-'. Os altos valores de
RSD para as concentragdes de 15 e 25 ug L' podem ser explicados pelo fato de
algumas réplicas terem se desintegrado mais do que outras na etapa de dessorgao,

mais precisamente durante a sonicagao das fases ligantes em metanol.

FIGURA 31 - MASSA (MG) EXTRAIDA DAS FASES LIGANTES (13 % DE CARVAO ATIVADO)
EXPOSTAS A DIFERENTES CONCENTRAC(:)ES DOS PADROES DE CONTAMINANTES
EMERGENTES, EM PH 6,0, FORCA IONICA 0,01 MOL L-'E T = 72H (N=3).
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FIGURA 31 - MASSA (MG) EXTRAIDA DAS FASES LIGANTES (13 % DE CARVAO ATIVADO)

EXPOSTAS A DIFERENTES CONCENTRAQQES DOS PADROES DE CONTAMINANTES
EMERGENTES, EM PH 6,0, FORCA IONICA 0,01 MOL L' E T = 72H (N=3).
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4.8. ESTIMATIVA DO FATOR DE ELUICAO DAS SUBSTANCIAS SORVIDAS

O fator de eluigao (fe) pode ser compreendido como a taxa de recuperagao

do analito a partir do processo de eluicao da fase ligante (Zhang et al. (2018). Esse

dado €& importante para evitar uma subestimativa ou superestimativa da

concentracdo determinada apds a amostragem utilizando dispositivos o-DGT.

Considerando uma sorgao de 100 % do analito pela fase ligante contendo 13 % de
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carvao ativado e, na etapa de dessorgao, utilizando 3 mL de metanol em 3 ciclos
de sonicacao de 5 minutos cada, foi possivel calcular os valores de f. para cada
analito estudado, apds o estudo realizado conforme descrito no item 3.9. Os valores
estdo apresentados na tabela 7.

Os baixos valores de fe podem estar associados a desintegracéo das fases
ligantes durante a sonicagdo, na etapa de dessorgdo, como ja mencionado em
resultados anteriores. Esses valores devem ser levados em consideracdo para

realizar o calculo do coeficiente de difusao aparente.

TABELA 7 - FATOR DE ELUIGAO DOS COMPOSTOS EM ESTUDO APOS EXPERIMENTO DE
72H DE APLICACAO (PH 6 E FORCA IONICA 0,01 MOL L).

Analito fe

Ibuprofeno 1,19
4-octilfenol 0,03
4-nonilfenol 0,07
Triclosan 0,23
Estrona 0,08
[B-estradiol 2,00
Estriol 0,14
Coprostanol 0,50
Colesterol 0,61
Estigmastanol 0,37

4.9. DETERMINAGAO DO COEFICIENTE DE DIFUSAO APARENTE DOS
CONTAMINANTES EMERGENTES NO GEL DE AGAROSE

Um dos primeiros trabalhos publicados que propds o uso de amostradores
0-DGT para determinagao de contaminantes emergentes em aguas utilizava, além
das fases ligante e difusiva, uma membrana filtrante de polietersulfona (PES)
(Chen, C. E. etal.,, 2013 e Chen et al., 2012c).

Porém, Challis, Hanson e Wong (2016), utilizaram amostradores o-DGT
sem a membrana filtrante para determinar farmacos e pesticidas em aguas
residuais. Os autores concluiram que a membrana filtrante poderia ser capaz de
sorver parte das substancias em estudo, o que influenciaria de forma negativa na
obtencao dos resultados. Em linhas gerais, compostos moderadamente polares
(valores maiores de Kow) tendem a ficar retidos na membrana de PES, o que nao
ocorre com compostos mais polares, como é o caso dos antibidticos estudados nos

primeiros trabalhos sobre o0 o-DGT.
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Diante disso, para a determinagao do coeficiente de difusdo aparente (D’)
dos contaminantes emergentes em estudo, optou-se por utilizar dispositivos o-DGT
sem a membrana filtrante. O termo ‘aparente’ deve-se ao fato de nao ser utilizada
uma célula de difusdo para determinacdo dessa constante para cada um dos
compostos, e sim um aparato instrumental onde os amostradores s&o aplicados em
diferentes tempos de exposi¢cédo para determinar a massa dos analitos difundidos
pelo gel de agarose. O experimento foi conduzido conforme descrito na se¢éo 3.10

e a figura 32 apresenta o aparato instrumental utilizado.

FIGURA 32 - APARATO INSTRUMENTAL UTILIZADO NO EXPERIMENTO PARA A
DETERMINACAO DO COEFICIENTE DE DIFUSAO APARENTE (N=3, T=72H,PH=6 E
FORGCA IONICA 0,01 MOL L™).

FONTE: A AUTORA (2024).

Para calcular a massa de cada substancia difundida pelo gel de agarose,
utilizou-se a equacao (3), onde Ce representa a concentragao do analito eluido da
fase ligante, Ve € o volume final do solvente no vial e fe 0 fator de eluicdo de cada

analito apresentado no item anterior.

_CeVe
M= A (3)

Como sao conhecidas a concentragao de cada substancia na solucéao teste
(C), além do Ag e do A serem constantes, € possivel rearranjar a equacao (1) para
a equacao (4), onde k é o coeficiente angular obtido da correlacao linear entre a
massa difundida do analito (M) e o tempo de aplicacdo do amostrador (t), como

mostrado na figura 33.
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FIGURA 33 — OBTENGAO DO COEFICIENTE ANGULAR POR MEIO DA CORRELAGAO LINEAR
ENTRE A MASSA DA SUBSTANCIA DIFUNDIDA PELO GEL E O TEMPO DE EXPOSICAO DO
AMOSTRADOR O-DGT (T = 25°C, PH 6,0 E FORCA IONICA 0,001 MOL L.
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Desta forma, é possivel calcular o coeficiente de difusdo aparente para

cada substancia em estudo. O coeficiente de difusdo é dependente da temperatura
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e, tendo o valor dessa grandeza a 25 °C (D2s), pode-se calcular o valor
correspondente a quaisquer outras temperaturas, langando mao da equagéo (5)
(Chen et al., 2012a).

1,37023 (T—25) + 8,35x10~% (T—25)? Dys (273 +T
1094 T 298

Os resultados obtidos para os valores dos coeficientes de difusdo aparente

de cada um dos compostos em estudo estdo apresentados na tabela 8.

TABELA 8 - VALORES DE D’ PARA A FASES LIGANTE CONTENDO 13 % DE CARVAO
ATIVADO COMERCIAL NA TEMPERATURADE 25+ 1 ° C.

Composto D' /x106cm? s
Ibuprofeno 1,86
4-octilfenol 1,77
4-nonilfenol 1,21
Triclosan 1,18
Estrona 1,40
B-Estradiol 0,307
Estriol 1,15
Coprostanol 0,077
Colesterol 0,092
Estigmastanol 0,061

Vale a pena ressaltar que esses valores sao estimados, ja que foram
obtidos a partir de um aparato instrumental que permitiu determinar a massa dos
analitos difundidos pelo gel de agarose em fungdo do tempo de exposi¢do, e ndo
de uma célula de difuséo.

Wacheski e colaboradores (2021) determinaram valores de coeficiente de
difusdo aparente que variaram de 0,750 a 4,69x10% cm? s™' para 4-octilfenol, 4-
nonilfenol, triclosan e bisfenol A. Chen e colaboradores (2018), utilizaram uma
célula de difusdo para determinar o coeficiente de difusdo de uma série de
desreguladores enddcrinos, incluindo estrona, B-estradiol e estriol, e os valores
obtidos variaram de 3,39 a 4,55x10°cm? s a 25 °C.

Para o ibuprofeno, o coeficiente de difusdo obtido ficou dentro do
observado para a faixa de contaminantes emergentes. Ja para os compostos
coprostanol, colesterol e estigmastanol, ndo foram encontrados dados de

coeficiente de difusao na literatura.
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5. CONCLUSAO E CONSIDERAGOES FINAIS

O método cromatografico empregado para a determinacdo dos
contaminantes emergentes proporciona uma separacgao satisfatéria para todos os
compostos, sendo seletivo para quase todos os compostos inicialmente propostos.

Estudos mencionados ao longo da revisao bibliografica indicam que fases
ligantes contendo carvao ativado como material sorvente séo eficientes na sorgéo
de contaminantes emergentes, portanto, foram avaliadas fases ligantes contento
10 % de carvao ativado imobilizado no gel de agarose em duas espessuras
diferentes, 0,5 e 0,8 mm. O estudo mostrou que, para ambas as espessuras, as
fases nao trazem dados reprodutiveis, seja no manuseio ou durante os ciclos de
sonicagao na etapa de dessorgao. Nesta ultima, a desintegracéo parcial das fases
pode contribuir para a readsor¢do dos compostos, além de ser necessario uma
etapa adicional de filtragdo do eluato antes da inje¢cédo no sistema cromatografico.

Fases ligantes contendo 13 % de carvéo ativado comercial impregnado no
hidrogel de agarose também foram avaliadas. Essas fases mostraram-se mais
estaveis quando manuseadas, além de desintegrarem menos nos ciclos de
sonicacgao, produzindo resultados mais satisfatorios do que os obtidos ao utilizar
fases contendo 10 % de carvao ativado.

Quanto a dessorgdo, as massas acumuladas pelas fases ligantes
produzidas séo relativamente maiores quando submetidas a ciclos de 5 minutos de
sonicagao, quando comparadas com os ciclos de dois minutos.

Para a maioria das substancias estudadas, a sorgéo pelas fases ligantes
contendo 13 % de carvao ativado apresenta um comportamento linear e
ascendente da massa acumulada em fungao do aumento da concentracéao.

O gel de agarose foi utilizado como fase difusiva nos dispositivos o-DGT e,
com isso, foi possivel calcular o coeficiente de difusdo aparente de cada uma das
substancias estudadas. Os valores obtidos para as substancias 4-octilfenol, 4-
nonilfenol e triclosan foram proximos dos relatados na literatura, enquanto que, para
as outras substancias, nao foram encontrados valores para comparacgao.

Diante disso, os amostradores o-DTG desenvolvidos nessa pesquisa
apresentam os principios necessarios requeridos pela técnica DGT, podendo ser
utilizados para a determinagdo alguns compostos organicos, pertencente a classe

dos contaminantes emergentes em matrizes aquosas.
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Desempenho académico nas disciplinas cursadas durante o curso de doutorado.

Disciplina Créditos | Semestre/Ano | Conceito

Calibragao Multivariada em Quimica Analitica 4 2/ 2019 A
Topicos Especiais em Quimica | - Riscologia

Quimica e Boas Praticas Laboratoriais : 212019 A

Seminarios D1 1 2/2019 A

Quimica Ambiental 4 1/2020 A

Métodos Analiticos de Separacao 4 1/2020 A

Seminarios D2 1 2/2021 A

Pratica de Docéncia em Quimica 1 2/ 2022 A




