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Impacto potencial desta pesquisa

A aplicacdo da abordagem desenvolvida neste estudo pode contribuir
para 0 avanco de meétodos analiticos sustentaveis para quantificar os
contaminantes em amostras ambientais, como lodo, usando HDES como
extratores. Além do desenvolvimento de novos HDES para monitorar diferentes
contaminantes, melhorando praticas de gestdo ambiental, inserindo abordagens

inovadoras que atendam as demandas da quimica analitica verde.

Potencial impact of this research

The application of the approach developed in this study can contribute to
the advancement of sustainable analytical methods for quantifying contaminants
in environmental samples, such as sludge, using HDES as extractors. In addition
to developing new HDES for monitoring various contaminants, it improves
environmental management practices by incorporating innovative approaches

that meet the demands of green analytical chemistry.
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Resumo

A presenca de contaminantes emergentes (CEs) foi o foco de discussfes, devido
a preocupacado com 0s riscos que esses compostos representavam para a salde
humana e ao meio ambiente. Nesse contexto, a busca por métodos analiticos
ambientalmente sustentaveis era considerada essencial. Uma resposta a essa
demanda foi a geracao recente de solventes, incluindo os solventes eutéticos
profundos hidrofébicos (HDES), que foram preparados pela combinacao de dois
ou trés precursores, estabelecendo ligacdes de hidrogénio intermoleculares
entre uma espécie doadora (HBD) e uma espécie receptora (HBA). Deste modo,
0 objetivo principal do estudo desenvolvido foi contribuir para o avanco de
meétodos analiticos sustentaveis, fornecendo uma abordagem eficiente para a
deteccao e quantificacdo de CEs em amostras ambientais, como lodo, utilizando
os HDES como solventes extratores. A caracterizacdo desses solventes
envolveu a avaliagdo de parametros como densidade e viscosidade, além do uso
da espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). A
preparacao dos HDES a partir de precursores como o DL-mentol (HBA) e acidos
organicos (decandico, dodecandico, acético), atuando como HBDs, foi rpida e
simples, com aquecimento da mistura a 60 °C por 20 minutos, seguido de
resfriamento & temperatura ambiente. Todos os HDES eram limpidos, com
excecao do acido dodecandico, que apresentava coloracdo amarelada devido
ao precursor usado. Apesar de terem densidade menor que a agua, facilitando
a coleta da fase organica para analises, os HDES possuiam viscosidade maior
em comparacdo com a agua. A caracterizacdo por FTIR e analises
termoanaliticas confirmaram a formacéo do solvente, evidenciada pela presenca
da banda de absorcao referente a hidroxila (O—H) e eventos endotérmicos
indicando pontos de fusao inferiores dos HDES em comparacdo com seus
precursores puros. O planejamento fatorial analisou temperatura, tempo e
volume de amostra para aplicacdo na determinacdo de metilparabeno (MeP),
propilparabeno (PrP), butilparabeno (BuP) e bisfenol A (BPA). Ferramentas
guimiométricas indicaram que a resposta analitica era diretamente proporcional
ao aumento do volume de injecdo, sendo o valor ideal de 20 pL. Na
microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME), as condi¢cdes 6timas foram
300 pL de HDES, 350 pyL de ACN como solvente dispersor, pH igual a 10, diluicao
do lodo em 50 vezes e 27% m/v de NaCl. A avaliacdo das figuras de mérito
indicou recuperacgao superior a 90 %, precisdes intra e inter dia inferiores a 15
%, e o limite de detecgao (LOD) foi estabelecido em um intervalo de 25 a 50 g
L-1. O méetodo demonstrou seletividade, evitando interferentes na resposta
analitica. A aplicagdo dos HDES em matrizes ambientais permitiu a
determinacao de contaminantes emergentes, seguindo 0s principios da quimica
analitica sustentavel, o que foi confirmado aplicando o sistema métrico de
avaliacdo AGREE, no qual apresentou valores de 0,72 e 0,76 correspondentes
ao meétodo utilizado e o preparo de amostra.



Abstract

The presence of emerging contaminants (ECs) has been the subject of
discussions due to concerns about the risks these compounds pose to human
health and the environment. In this context, the pursuit of environmentally
sustainable analytical methods has been considered essential. One response to
this demand has been the recent generation of solvents, including hydrophobic
deep eutectic solvents (HDES), which have been prepared by combining two or
three precursors, establishing intermolecular hydrogen bonds between a donor
species (HBD) and an acceptor species (HBA). Thus, the main objective of the
study was to contribute to the advancement of sustainable analytical methods,
providing an efficient approach for the detection and quantification of ECs in
environmental samples, such as sludge, using HDES as extracting solvents. The
characterization of these solvents involved the evaluation of parameters such as
density and viscosity, as well as the use of Fourier-transform infrared
spectroscopy (FTIR). The preparation of HDES from precursors such as DL-
menthol (HBA) and organic acids (decanoic, dodecanoic, acetic), acting as
HBDs, was quick and simple, involving heating the mixture at 60°C for 20 minutes
followed by cooling to room temperature. All HDES were clear, except for
dodecanoic acid, which exhibited a yellowish color due to the precursor used.
Despite having a density lower than water, facilitating the collection of the organic
phase for analysis, HDES had higher viscosity compared to water.
Characterization by FTIR and thermoanalytical analyses confirmed the formation
of the solvent, evidenced by the presence of the hydroxyl (O—H) absorption band
and endothermic events indicating lower melting points of HDES compared to
their pure precursors. Factorial design analyzed temperature, time, and sample
volume for application in the determination of methylparaben (MeP),
propylparaben (PrP), butylparaben (BuP), and bisphenol A (BPA). Chemometric
tools indicated that the analytical response was directly proportional to the
increase in injection volume, with the ideal value being 20 pL. In dispersive liquid-
liquid microextraction (DLLME), the optimal conditions were 300 uL of HDES, 350
ML of ACN as a dispersing solvent, pH equal to 10, sludge dilution by 50 times,
and 27% m/v of NaCl. Evaluation of the figures of merit indicated a recovery rate
exceeding 90%, intra- and inter-day precisions below 15%, and the limit of
detection (LOD) established in the range of 25 to 50 ug L. The method
demonstrated selectivity, avoiding interferents in the analytical response. The
application of HDES in environmental matrices allowed the determination of
emerging contaminants, following the principles of sustainable analytical
chemistry, which was confirmed by applying the AGREE evaluation metric
system, resulting in values of 0.72 and 0.76 corresponding to the method used
and sample preparation.
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1. INTRODUGAO

1.1. Contaminantes emergentes

No decorrer dos anos, inimeras atividades humanas vém sendo
responsaveis pela introducdo de contaminantes no ecossistema. O surgimento
do termo contaminantes emergentes (CEs) tornou-se alvo de estudos relevantes
na ultima década, motivados principalmente, pela preocupacéao global acerca da
elevada demanda de agua limpa. Com o aumento da populagédo global, essa
tendéncia tem se acentuado, resultando também no aumento da quantidade de
residuos domésticos, industriais e agricolas despejados frequentemente nos
recursos hidricos. A categoria, na qual os CEs estdo inseridos, refere-se a
qualquer substancia quimica identificada no ciclo da agua que ainda néo havia
sido detectada anteriormente, e que, portanto, ainda ndo € regulamentado por
uma agéncia. Essas substancias frequentemente apresentam-se em niveis de
concentragdo de de ug Lt ang L? [1], [2].

Compostos quimicos denominados desreguladores enddcrinos (EDCs) sédo
um grupo importante de CEs, pois afetam de maneira negativa a saude dos seres
vivos e do meio ambiente. Estes EDCs sdo produtos quimicos exégenos que
tém a capacidade de imitar ou retardar os processos naturais dos sistemas
enddcrinos em humanos e animais. Os EDCs sdo encontrados principalmente
em produtos manufaturados, como brinquedos infantis, garrafas plasticas, tubos
de policloreto de vinila, detergentes, pasta de dente e cosméticos [1], [3].

O sistema enddcrino desempenha um papel crucial na sintese e liberagao
de substancias quimicas no organismo, as quais séo transportadas para locais
receptores onde interagem com alvos especificos. Deste modo, o sistema é
responsavel por regular fungbes essenciais, como metabolismo, homeostase,
comportamento, desenvolvimento e reproducao. O sistema enddécrino pode
sofrer algumas alteragbes e perturbagdes em sua fungédo devido a agéo dos
EDCs, que se conectam a diversos tipos de receptores. Essa interacao resulta
na inibicdo de atividades hormonais e outros mecanismos bioldgicos [3].

Os CEs sao compostos encontrados em diversas matrizes ambientais, tais
como a agua, solo e ar, sendo oriundos de acgdo antropica ou natural. Os

processos comuns aplicados nas estagdes de tratamento de esgoto (ETEs) ndo
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sé&o eficientes de retira-los da agua, portanto, os efeitos nocivos, a curto e longo
prazo, para a saude humana e aos demais seres vivos sdo eminentes. Apenas
uma pequena parcela dessas substancias possui uma legislagdo vigente, e
embora estejam em faixa de concentragéo reduzida, os efeitos ecotoxicologicos
ainda ocorrem.

O efeito antrépico, ou seja, a agdo humana sobre o meio ambiente, pode
ocorrer de varias formas pelo uso de produtos que contenham contaminantes.
Os seus residuos podem ser encontrados em efluentes domeésticos,
hospitalares, industriais, além do uso de certos produtos na agricultura e na
pecuaria. Na Figura 1 € possivel observar os principais contaminantes e suas

classes advindos de atividades humanas [4], [5].

Figura 1. Contaminantes emergentes mais comuns vindos das atividades antrépicas.
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Fonte: Adaptado de MAHUGO-SANTANA, C. et al. Application of new approaches to liquid-phase
microextraction for the determination of emerging pollutants. Trends in Analytical Chemistry, v. 30, p. 731-
748, 2011 [6].

Embora estejam presentes nos efluentes em concentragcdes muito baixas,

a incidéncia dos EDCs esta cada vez maior. Na Tabela 1, € possivel observar
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alguns dados acerca dos valores de concentracdo encontrados em matrizes
aguaticas, tanto para o metil, propil, butilparabeno (MeP, PrP e BuP) como para

o bisfenol A (BPA), que foram estudados neste estudo.

Tabela 1. Determinacéo dos CEs em amostras de 4guas residuarias em diferentes

regioes.
Concentragdo (ug L)
Localizacdo

MeP PrP BuP BPA Ref
Brasil 171 0,01 - 3,59 -- 0,0560 - 0,309 | [7][8][9]
Brasil 8,00 13,1 15,1 - [10]
Brasil 0,0480 - 0,265 | 0,00320 - 0,486 | 0,00690 - 0,133 -- [11]
Brasil 0,0017 - 2,87 0,0017 - 0,486 0,0020 - 0,286 -- [12]
China 0,0190- 0,154 | 0,001 - 0,00218 0.990 -- [13]
Sérvia -- - -- 0,00680 [1]
Grécia 0,600 0,600 0,600 -- [1]

Fonte: Elaborado pela autora

O monitoramento dos CEs nos recursos hidricos €& necessario,
principalmente, para avaliacdo da qualidade da &4gua, uma vez que a incidéncia
de diversos problemas de salde estd relacionada a presenca desses
contaminantes. Por serem bioacumulaveis, os contaminantes emergentes
podem afetar toda a cadeia alimentar, gerando uma série de problemas para o
meio ambiente [14].

Segundo a Agéncia Nacional das Aguas (ANA) [14], o monitoramento das
caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas das aguas superficiais e
subterraneas sao fundamentais para a sociedade, ao passo que contribuem para
a determinacédo da qualidade da agua, além de possibilitar propostas alternativas
para resolver problemas. O monitoramento permite determinar os impactos das
atividades industriais, agricolas e domésticas, e a partir desses dados, propor
acOes mitigatorias.

Para que houvesse planejamento e gestdo do setor de saneamento
bésico no Brasil foi criado o Sistema Nacional de Informacdes sobre Saneamento
(SNIS), administrado pela Secretaria Nacional de Saneamento do Ministério do
Desenvolvimento Regional (SNS/MDR). Esse sistema permite o levantamento
e coleta de dados da maioria dos municipios brasileiros, por se tratar de um

sistema ancorado em plataformas digitais (SNIS Web e SNIS-AP), norteando a
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“formulagéo de politicas publicas e de programas, a definicdo e monitoramento
de metas e a atividade de regulagao e fiscalizagao dos servigos.” [15].

Como forma de apresentar as principais caracteristicas, informacdes e
andlises da prestacdo de servicos no territorio brasileiro, o SNIS publica um
conjunto de quatro diagndsticos tematicos em cada médulo, sendo o de Agua e
Esgoto, Residuos Solidos e Aguas Pluviais, respectivamente.

De acordo com o documento, a atualizacdo da Lei n° 11.445/2007 pela
Lei n° 14.026/2020 define o saneamento basico como “o conjunto de servigos
publicos, infraestruturas e instalagfes operacionais de abastecimento de agua
potavel, de esgotamento sanitario, de limpeza urbana e manejo de residuos
sélidos e de drenagem e manejo das aguas pluviais urbanas.” [15].

Dessa forma, busca-se a melhoria continua da qualidade de vida da
populacdo pela visdo integrada dos componentes (Agua e Esgoto, Residuos
Solidos e Aguas Pluviais), como fatores determinantes para o desenvolvimento
urbano e regional, por meio de politicas de habitacdo, protecdo ambiental,
combate a pobreza, entre outros.

Referindo-se ao sistema de esgotamento sanitario, que se constitui da
“disponibilizacdo e manutencado de infraestruturas e instalagdes operacionais
necessarias a coleta, ao transporte, ao tratamento e a disposicéo final adequada
dos esgotos sanitarios” [15], se faz importante monitorar a qualidade dos
residuos para que seja possivel produzir agua de reuso ou lancar de forma
adequada o produto deste processo ao meio ambiente.

De acordo com o Diagndstico Tematico publicado em 2022, 93,5% dos
brasileiros que vivem em areas urbanas possuem o atendimento das redes
publicas de abastecimento de agua.

O tratamento de agua para abastecimento das areas urbanas segue um
processo especifico das EstacBes de Tratamento de Agua (ETA), de aguas
captadas em mananciais hidricos, superficiais e/ou subterraneos,
respectivamente. Porém, ndo existe tecnologia para o0 monitoramento dos
parabenos e bisfenol A, durante o processo, 0 que torna ainda mais necessario
o desenvolvimento de novos métodos analiticos.

O processo que ocorre dentro das ETAs tem como objetivo a remocgéao de
impurezas e microorganismos que possam afetar a qualidade da agua, por meio

de processos fisicos e quimicos, refletindo sobre a saude publica.
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Esse sistema conta com os procedimentos de coagulacao e floculacao,
decantacéo, filtracdo, desinfeccdo e fluoretacdo, que permitem condicionar a
qualidade da agua para uso doméstico, distribuida pelas tubulacbes da rede
publica para seus consumidores [14].

Em relagdo ao outro parametro constituinte do ciclo de saneamento
basico, o tratamento de esgoto, tem como objetivo evitar a poluicdo e
contaminacdo dos recursos hidricos, que diversas vezes sao utilizados como
fonte da agua bruta captada para abastecimento da populagéo.

Apos a utilizagdo da agua em domicilio, os efluentes domésticos séo
constituidos por 99,9% de agua e 0,1% de sdlidos, incorporados por materiais
organicos e nutrientes que sdo removidos durante o tratamento do esgoto,
podendo retornar aos ambientes naturais [14], [16].

O tratamento do esgoto ocorre dentro das ETE, e promove trés fases de
tratamento, sendo o preliminar (primario), secundario e terciario. A Fase
Preliminar tem como objetivo a remocado de solidos em suspenséao, por meio de
gradeamento e desarenacdo, de materiais com proporcfes maiores. JA O
tratamento primario busca a remocao de soélidos sedimentaveis e particulas de
matéria organica em decantadores primarios.

O tratamento secundario, também denominado como tratamento
biolégico, trata-se da "degradacdo da matéria organica por processos aerébios
e/ou anaerobios em tanques sépticos, lagoas de estabilizacéo, sistemas de lodo
ativado" [15], entre outros.

No que se refere ao tratamento terciario, o objetivo € a remocdo de
poluentes especificos, de nutrientes como nitrogénio e fésforo, microorganismo
patogénicos, compostos toxicos ou componentes nao biodegradaveis.

Ha ainda a possibilidade de usar tecnologias avancadas de oxidacéo ou
mesmo membranas filtrantes. Os processos oxidativos avancados (POA) tém
sido enfatizados como métodos de tratamento alternativos que promovem a
degradacéo de espécies organicas por meio da acéo do radical hidroxila (HO.).
Se destacam por converter, parcial ou integralmente, os contaminantes em
formas mais simples, tais como diéxido de carbono, agua, anions inorganicos,
ou substancias menos téxicas e suscetiveis a degradagdo por tecnologias

convencionais [17].
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Desta maneira, apds o tratamento aplicado nas ETEs, a agua torna-se
adequada para retornar a ambientes naturais e receptores hidricos, como
reservatorios, lagos e rios, possibilitando sua captacdo para utilizacdo da
populacdo. Como forma de avaliar a adequacao do esgoto tratado o Conselho
Nacional do Meio Ambiente (Conama), por meio da Resolugéo n° 430/2011,
determina que o tratamento reduza, no minimo, 60% da demanda bioquimica de
oxigénio (DBO) na decomposicdo de matérias organicas. Nesse sentido, quanto
menor a DBO, melhor a condi¢édo e qualidade da 4gua [18].

De acordo com o Diagnéstico Temético publicado em 2022, apenas
55,8% dos brasileiros possuem o atendimento dos sistemas publicos de
esgotamento sanitario. Em 35,7 % sao utilizadas “solugbes alternativas
individuais como fossa séptica, fossa rudimentar, vala a céu aberto e langamento
em cursos d’agua”’. O mesmo documento apresenta que, em 2021, o volume de
esgotos coletados chegou a 6,0 bilhdes de m? e o de esgoto tratado, equivalente
a 4,9 bilhdes de m3. Esse valor representa o atendimento de esgotamento
sanitario a 40,3 milhdes de economias residenciais ativas de esgoto.

O SNIS-AE realiza o calculo de dois indices de tratamento de esgoto,
sendo o tratamento em relagdo ao volume total gerado (INO46), e o tratamento
em relacdo ao volume coletado (INO16). O primeiro relaciona-se com a
abrangéncia das infraestruturas de coleta, e o segundo trata-se da capacidade
efetiva do tratamento. Deste modo, mesmo o municipio coletando uma pequena
guantidade de esgoto gerada pela populacdo, pode alcancar uma alta
porcentagem de tratamento.

De acordo com o SNIS-AE, no Brasil, apenas 51,2% do total de esgoto
gerado é coletado (IN046), e deste, 80,8% séo tratados (INO16). Destaca-se que
existe uma variacdo expressiva entre as regides brasileiras, para ambos os
parametros, INO46 e INO16, respectivamente. Pode-se indicar que além da
qualidade da agua, o esgoto néo tratado compromete o equilibrio ambiental, e
pode representar uma ameaga aos seres Vvivos aquaticos, e aos outros seres
que se utilizam da agua para sobrevivéncia. As bactérias que “decompdem a
matéria organica dos efluentes em ambientes naturais demandam grandes
quantidades de oxigénio dissolvido (OD) na agua”, e diante disso, “a redugéo de
oxigénio causa a morte de peixes e a proliferacao de algas devido ao aumento

de nutrientes” [15].



22

Conforme exposto acima, o desenvolvimento das estruturas de coleta e
tratamento de esgotamento sanitario representa uma oportunidade de avanco
social, permitindo que técnicas avancadas de monitoramento da qualidade da
adgua possam contribuir para o crescimento sustentavel da populacgéo.

A DQO e o carbono organico total (TOC) influenciam diretamente nas
etapas de preparo de amostra. A quantidade de matéria organica ou carbono
dissolvido presente pode impactar significativamente na eficacia da analise em
relacéo a seletividade do método proposto. Em fungéo das caracteristicas fisico-
quimicas dos analitos, € possivel que ocorra a adsorcdo nesses componentes,
por exemplo, materiais particulados presentes na amostra de lodo [4], [5], [19].

A presenca de materiais particulados e a elevada carga de matéria
organica podem interferir na seletividade do meétodo, uma vez que essas
particulas podem afetar a eficiéncia da extragdo dos analitos durante as etapas
de preparo da amostra. Isso pode resultar em respostas analiticas imprecisas ou

subestimadas, comprometendo a validade dos resultados.

1.2. Bisfenol A (BPA)

O Bisfenol A (BPA), também conhecido como 2,2-bis(4-hidroxifenil), é
classificado como um dos contaminantes emergentes, sendo sua presenca
identificada em agua, solo e atmosfera devido a exposicdo ambiental. A agua é
particularmente impactada, dado o amplo uso do BPA na industria,
especialmente como aditivo em embalagens plasticas e em outros derivados
[20], [21], [22].

Policarbonatos e resinas epdxi sdo 0s principais responsaveis pela
crescente demanda por BPA, devido a sua aplicacdo na fabricacdo de
brinquedos, mamadeiras, utensilios de cozinha, equipamentos médicos,
selantes dentarios e material de revestimento interno para recipientes de
alimentos para evitar ferrugem e corrosdo. Uma das preocupacdes da presenca
de BPA nos produtos, se deve a capacidade de lixiviagcdo e migracdo dos
recipientes de armazenamento para o0s alimentos/bebidas, causando

contaminagdes. Quando armazenados sob diferentes condi¢cdes, pH,
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esterilizagéo e altas temperaturas, esse processo pode ser acelerado e facilitado
[23], [24].

A elevada utilizacdo desse composto contribui para sua presenca em
amostras ambientais. Considerando o contato diario da maioria da populagéo
com produtos contendo BPA, a exposi¢cdo humana a essa substancia torna-se
inevitavel [7]. A Tabela 2 apresenta a estrutura e propriedade fisico-quimica do
BPA.

Tabela 2. Estrutura molecular e propriedades fisico-quimicas do BPA.

CH,

HsC
Estrutura molecular O O
HO OH
BPA

CAS 80-05-7
Massa Molar 228.3
(g/mol)

pKa 9,59 - 11,30

Solubilidade em agua
(mg/L)

CAS:Chemical Abstract Service; pKa: constante de acidez.

300

Fonte: Elaborado pela autora

Os efeitos adversos do BPA abrangem tanto a vida terrestre quanto a
aquatica, principalmente o sistema reprodutor dos organismos, alterando o
sistema imunoldgico, contribuindo para a obesidade, expressando mutagénese
nas células eucaribticas e aumentando o risco de cancer de prostata e mama.
Os mamiferos quando expostos a essa substancia podem ter modificacbes na
via esteroidogénica, afetando a expressédo de alguns genes responsaveis pela
codificacdo de proteinas. Nos peixes, a exposi¢do aos plastificantes pode afetar
a diferenciac@o sexual da espécie com tendéncia a feminilizacao [20], [22].

Devido a esses fatores, muitos paises, incluindo a Unido Européia,
Ameérica do Norte, Suécia, Noruega e a China, regulamentaram o uso de BPA
em diversos produtos, incluindo mamadeiras e recipientes de armazenamento

de alimentos. Ja o Canada, classificou o BPA como um “composto perigoso”,



24

proibindo assim, a venda, importacdo e publicidade de produtos contendo o
composto. Deste modo, a autoridade europeia para a seguranca dos alimentos
estabeleceu uma quantidade de 50 pg de BPA por dia como consumo total

maximo [20].

1.3. Parabenos

Outro conjunto significativo de CEs é representado pelos parabenos.
Estas substancias quimicas sdo compostas por para-hidréxi-ésteres do acido
benzdico, incorporando substituintes alquilicos, como grupos metil, etil, propil e
butil, além do grupo benzil. Frequentemente empregados em produtos de
cuidados pessoais (PCPs), os parabenos desempenham fungbes de
conservantes e antimicrobianos. Apesar de serem biodegradaveis em condi¢cdes
aerdbias, 0 uso extensivo desses compostos resulta em sua continua introducéo
no meio ambiente, caracterizando-os como "pseudo-persistentes” [25].

No presente projeto serdo abordados apenas trés parabenos comumente
presente em amostras ambientais, como o MeP, PrP e BuP. As propriedades
fisico-quimicas e estruturas moleculares desses elementos sédo apresentadas na
Tabela 3.

Tabela 3. Estrutura molecular e propriedades fisico-quimicas dos parabenos.

Q 0
Estrutura I | o
0 Pk
molecular 0 /O/Mo/\/\cm
HO HO

Metilparabeno (MeP) Propilparabeno (PrP) HO Butilparabena (BuP)

CAS 99-76-3 94-13-3 94-26-8
Massa Molar 152.2 180.2 194
(g/mol)

pKa 8,31 8,23 8,17

Solubilidade em

agua (mg/L) 2500 500 207

CAS: Chemical Abstracts Service; pKa: constante de acidez.

Fonte: Elaborado pela autora
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Segundo Yamamoto e colaboradores [26], nUmeros estudos in vitro e in
vivo vém sendo feitos relacionando os efeitos dos parabenos em mamiferos.
Dentre eles destacam-se as atividades estrogénicas, que em roedores os efeitos
incluem a diminuicdo do peso do feto, alteragcbes de niveis hormonais
relacionado a reproducéo e da tireoide, em fémeas. J& em organismos aquaticos
a exposicdo a essas substancias tem gerado respostas estrogénicas, como a
inducdo a producédo de vitelogenina (VTG), proteina presente somente em
peixes fémeas, e que estdo sendo detectados em peixes machos, efeito
semelhante ao observado para o BPA. Essa questdo compromete o
desenvolvimento das espécies, ocasionando problemas também na fase adulta
[1], [3], [19].

Portanto, as técnicas analiticas sdo essenciais para a determinacédo e
monitoramento dos compostos supracitados em amostras ambientais, bem
como auxiliar no desenvolvimento de tecnologia para mitigacdo desses
contaminantes. Dessa forma, é fundamental que o preparo de amostra aplicado
na analise também ndo use solventes toxicos. Com isso, é fundamental estudar
novos solventes extratores, e sua aplicacdo em técnicas miniaturizadas de
extracdo. Os HDES sao considerados solventes ambientalmente amigaveis, e

ainda pouco estudados em microtécnicas de preparo de amostras.

1.4. Solventes Eutéticos Profundos Hidrofébicos (HDES)

As misturas eutéticas que utilizam sais tém sido empregadas ao longo do
tempo com o objetivo de reduzir a temperatura dos sais fundidos, abrindo
caminho para diversas aplicagdes. Um dos primeiros relatos sobre a combinacéo
de sais de ambnio quaternario com sais metalicos foi apresentado por Abbott
[27]. Nesse contexto, essa mistura, conhecida como liquido i6nico (IL), foi
inicialmente caracterizada como um eutético profundo devido a formacao de
anions complexos.

Para que um solvente eutético seja verdadeiramente considerado
"profundo” e se diferencie significativamente de outras misturas eutéticas, 0s
solventes eutéticos profundos devem ser definidos como uma mistura dos

COMpOStos puros para os quais a temperatura do ponto eutético seja inferior a
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de uma mistura liquida ideal. A reducdo da temperatura de fusdo do ponto
eutético deve ser determinada pela diferenga (AT2) entre o ponto eutético ideal
(Te.idea) € O ponto eutético real (Te), e ndo simplesmente pela diferenca (AT1)
entre a combinacéo linear dos pontos de fusdo dos componentes puros e 0 ponto
eutético observado [28].

Isso permite que o solvente permaneca liquido em condicbes ambientais
normais, tornando-o adequado para varias aplicacdes, especialmente na area
de quimica verde, em que se busca minimizar o uso de solventes toxicos e
promover praticas mais sustentaveis. Portanto, a profundidade eutética € uma
caracteristica que diferencia esses solventes eutéticos de outros liquidos
convencionais.

Embora os liquidos idnicos (ILs) tenham sido amplamente utilizados no
preparo de amostras, ao longo do tempo, eles foram gradativamente substituidos
por novos solventes devido a sua toxicidade e custos elevados. Em 2003, foi
relatado o desenvolvimento de uma nova classe de solventes denominados
solventes eutéticos profundos (DES), os quais foram concebidos para aderir aos
principios da Quimica Analitica Verde, destacando-se pelo uso de precursores
de baixa toxicidade [29], [30].

De modo geral, os DES possuem em sua composicao a mistura de dois
ou trés precursores, que por sua vez realizam ligagbes de hidrogénio
intermoleculares, envolvendo espécies doadoras (HBD) dessa ligacdo, e uma
espécie receptora (HBA). Devido as ligac6es de hidrogénio e interacdes de van
der Waals que se formam durante o processo, ocorre redugdo na temperatura
de fusdo da mistura em comparacdo com a temperatura de fusdo dos
componentes puros. Quando os DES sé&o originados de fontes naturais recebem
o nome de solventes eutéticos profundos naturais (NADES). Estes solventes
apresentam vantagens devido a sua baixa toxicidade, biodegradabilidade e
estabilidade, além da preparacéo simples e rapida [29], [31], [32], [33].

Os primeiros DESs registrados na literatura consistiam em combinacdes
de amidas e cloreto de colina. O cloreto de colina (ChCI) destaca-se como um
sal de amoénio quaternario economicamente acessivel, biodegradavel e néo
téxico, obtido a partir de fontes de biomassa. Quando combinado com doadores
de ligacdes de hidrogénio, como ureia, acidos carboxilicos renovaveis (como

oxalico, citrico, succinico ou aminoacidos) ou polidis renovaveis (como glicerol,
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carboidratos). O ChCl demonstra a capacidade de formar rapidamente um DES
[30], [32], [34].

A mistura entre o ChCl e os doadores de ligactes de hidrogénio possibilita
a formacdo do DES, apresentando propriedades liquidas a temperatura
ambiente. Além disso, essa abordagem aproveita matérias-primas renovaveis,
promovendo uma alternativa sustentavel em comparacdo com solventes
tradicionais. Essa caracteristica faz do DES uma opc¢édo em aplicacdes diversas,
alinhando-se com os principios da Quimica Analitica Verde devido,
principalmente, a sua baixa toxicidade. Embora a maioria dos DES sejam
produzidos a partir de ChCl como uma espécie idnica, os DES ndo podem ser
considerados ILs, pois podem ser formados a partir de espécies nao idnicas.[29],
[34].

Diante da ampla variedade de produtos quimicos abrangidos pelos EDCs,
€ importante que o solvente seja versatil, capaz de se adaptar aos diversos tipos
de substancias quimicas a serem analisadas. Os DES representam uma classe
singular de extratores, que podem ser caracterizados como sustentaveis,
dependendo da natureza de seus precursores. Podem ser utilizados em diversas
aplicacdes, incluindo catalise, sintese e eletroquimica. Essa versatilidade torna
os DES uma escolha valiosa em contextos analiticos e em campos mais amplos
da quimica, proporcionando uma abordagem sustentavel e eficaz para diversas
finalidades [3].

Os NADES e DES tém sido amplamente usados, mas seu uso é restrito
para a extracdo de analitos hidrofilicos, dessa forma tornou-se necessario o
desenvolvimento de solventes capazes de extrair compostos hidrofébicos. No
entanto, em 2015, DESs hidrofébicos foram relatados pela primeira vez na
literatura [30].

Os solventes eutéticos profundos hidrofébicos (HDES) foram introduzidos
inicialmente por Van Osh, constituindo um subgrupo dos solventes eutéticos
profundos (DES) [9]. Similar aos DES, os HDES s&o predominantemente
derivados de precursores naturais, o que os classifica como ambientalmente
amigaveis. Entre as diversas combinac¢fes viaveis de precursores, o DL-mentol
se destaca por ser de origem natural e apresentar baixa solubilidade em agua.
Dependendo do precursor, o DL-Mentol pode atuar como HBA ou HBD,

apresentando uma dualidade de comportamento que pode ser manipulada
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experimentalmente. As misturas eutéticas utilizando o DL-mentol, como a
espécie HBA, surgem como alternativa para substituir precursores considerados
toxicos, e sdo amplamente estudados para aplicacdo no preparo de amostra.

Esse precursor, que é extraido de folhas das espécies de Mentha sp., €
abundante e relativamente barato quando comparado a outros precursores que
exercem a mesma funcao, e, portanto, apresenta-se como uma op¢éo vantajosa
[33]. Na Figura 2 é apresentado algumas rotas de combinacdes do DL-mentol
(HBA) com os acidos organicos, como os acidos decandico (DecA), dodecandico
(DoDecA), octanoico (OctA), acético (AcA) e latico (LaA), que atua como HBDs,
para o preparo dos HDES [33], [35].

Figura 2. Combinag®es entre os precursores HBA e HBD para a formagéo dos HDES.

(@] OH
HiC
acido dodecandico
HBD o
o~ T P
H3C OH
HLC
3 \ CHs / acido acético
scido d . HBD
acido decanoico
HBD H3C
CH; OH
o OH / S
DL-Mentol
HBA HaC
HaC OH
acido octanoico OH  A&cido latico
HBD HBD

Fonte: Elaborado pela autora

Apesar de ser possivel produzir os HDES por meio da combinacgéo de
varios precursores, este estudo abordou apenas trés combinacdes especificas,
correspondendo as misturas de DL-mentol:AcA, DL-mentol:DecA e DL-
mentol:DoDecA.

As investigacdes acerca do uso dos HDES como extratores para

compostos como BPA, MeP, PrP e BuP, utilizando a técnica Py-GC-MS para
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analise em amostras de lodo, é uma érea de pesquisa ainda pouco desenvolvida
na literatura cientifica. Deste modo, este estudo oferece oportunidades para o
avanco no entendimento sobre a eficacia desses solventes na extracdo de
compostos especificos em contextos ambientais complexos, como o lodo. A
aplicacao desta abordagem inovadora pode contribuir significativamente para o
desenvolvimento de métodos mais eficientes e sensiveis de analise de poluentes
em amostras ambientais, fornecendo percepcdes valiosas para a gestdo e

monitoramento ambiental.

1.5. Caracterizagao dos HDES

A realizacdo da caracterizacdo dos HDES é crucial para o entendimento
acerca da formacdo da mistura eutética, além de fornecer informacdes
importantes sobre a estabilidade, tanto fisico-quimica quanto termoanalitica.
Para essa etapa, foram selecionadas técnicas como, espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), termogravimetria e analise
térmica diferencial simultaneas (TG-DTA) e calorimetria exploratéria diferencial

(DSC), e analises fisico-quimicas, como densidade e viscosidade.

1.5.1 Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR) desempenha um papel crucial na caracterizagdo dos HDES, pois,
possibilita evidenciar os primeiros indicios da formacdo desses solventes. A
andlise por FTIR torna-se fundamental ao detectar a presenca de grupos
funcionais especificos, proporcionando a identificacdo de diversas interagdes
intermoleculares. Essa abordagem permite uma compreensao mais abrangente
das propriedades dos HDES [30], [33].

Os HDES possuem a capacidade de formar ligacdes de hidrogénio e
interacdes de van der Waals. Ao analisar os espectros desses solventes, &
esperada a presenca de bandas vibracionais de estiramento do grupo O—H

(hidroxila) nos HDES, que representa as ligacbes de hidrogénio, que sé&o
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observadas na regido do infravermelho préximo. Especificamente, a regido em
torno de 3000-3100 cm™. A identificacdo dessas vibragdes O—H € um indicativo
significativo das caracteristicas especificas de ligacdo presentes nos HDES,
contribuindo para a elucidag&o da estrutura molecular e comportamento desses

solventes eutéticos em diferentes contextos de aplicacéo [33], [36].

1.5.2 Analise térmica

A Termogravimetria (TG) fornece dados relativos a massa do solvente,
durante seu aguecimento, para a avaliacdo de sua estabilidade térmica. Desta
maneira, a técnica permite uma medida de massa da amostra como uma funcao
da temperatura. Na analise termogravimétrica dindmica, que foi utilizada neste
trabalho, a amostra é aquecida a uma razao de aquecimento definida, seguindo
preferencialmente uma razéo linear [35].

A Calorimetria Exploratéria Diferencias (DSC) € uma técnica na qual a
diferenca da razdo do fluxo de calor, entre uma amostra e um material de
referéncia, € medida como uma func&o de temperatura. E possivel monitorar os
efeitos que o calor, associados a mudancas fisicas ou quimicas na amostra, tais
como alteracdes do estado fisico (fusdo, ebulicdo, sublimacédo, congelacao,
inversdes de estruturas cristalinas) ou reagcfes de desidratacdo, dissociacao,
entre outras capazes de causar variacbes de calor, podem influenciar na
composicao e estrutura das moléculas estudadas [35].

Quando uma diferenca de temperatura é observada entre a amostra de
referéncia e a amostra de interesse, o sistema reage promovendo um fluxo de
calor para compensar a diferenca de temperatura, esse fluxo portanto é medido,
e uma resposta quantitativa da quantidade de calor envolvida na reacgéo, € obtida
[35].

A Andlise Térmica Diferencial (DTA) é uma técnica na qual a diferenca
entre a temperatura de referéncia (Tr) e da amostra (Ta), em funcédo da
temperatura ou do tempo, é medida [35].

1.5.3 Densidade e Viscosidade
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A densidade (p) é um parametro importante nos processos de extragéo.
Os HDES com densidades semelhantes a agua, fazem com que o tempo da
etapa de separacdo da amostra em duas fases durante a extracdo seja
prolongado, além de dificultar a coleta da fase organica. Dependendo do tipo de
método de preparo da amostra, HDES de menor ou maior densidade pode ser
selecionado pelo analista, conforme sua necessidade [36].

A viscosidade, € definida como a propriedade fisico-quimica que
caracteriza a resisténcia de um fluido ao escoamento, e tem forte influéncia nos
processos de extracdo, assim como a densidade. Ambos influenciam os
fendmenos de transporte de massa, e podem afetar alguns tipos de aplicagdes.

Este fendbmeno esta relacionado ao processo de difusdo, no qual os HDES
alcangcam um equilibrio em relagdo a concentracdo dos analitos na amostra.
Esse equilibrio é crucial para garantir uma extracdo eficiente e completa dos
analitos, pois implica na maxima transferéncia dos compostos de interesse da
matriz complexa para o solvente extrator.

De modo geral, quanto mais elevada a proporcéo relativa de sal do HBD,
maior seré o efeito estruturante no liquido, ocasionando um menor volume livre,
implicando em menores movimentos moleculares e, portanto, viscosidades mais
altas [12]. O conceito de volume livre pode explicar os processos sobre a
resisténcia a difusdo em meios complexos [13].

Segundo Zhang et al. [14], a alta viscosidade dos HDES também pode ser
atribuida a presenca de uma extensa rede de ligacdes de hidrogénio entre os
precursores, resultando em uma menor mobilidade de espécies livres dentro do
HDES. A presenga de um volume vazio muito pequeno da maioria dos HDES, e
outras forcas, como interacdes eletrostaticas ou de van der Waals, podem

contribuir para a alta viscosidade dos solventes eutéticos.

1.6. Planejamento de Experimentos (DOE)

O Planejamento de Experimentos (DOE) € uma ferramenta quimiométrica
amplamente usada na atualidade. Busca identificar, em vérias areas de

pesquisa, as variaveis que exercem a maior influéncia no desempenho de um
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processo especifico, estabelecendo arbitrariamente os intervalos inferiores e
superiores para essas variaveis [37].

Essa abordagem envolve a selecdo de condicbes experimentais para
avaliar o efeito de diferentes varidveis independentes sobre uma resposta
especifica. As etapas principais do planejamento de experimentos incluem 1)
definicdo dos objetivos: Estabelecer claramente os objetivos do experimento e
identificar a resposta ou variavel de interesse; 2) identificacdo das variaveis; 3)
selecéo do tipo de planejamento; 4) atribuicdo de niveis e faixas; 5) geracdo da
matriz de planejamento; 6) execuc¢do dos experimentos; 7) analise estatistica; 8)
otimizacao do processo [37], [38].

A utilizacdo do DOE permite maximizar a eficiéncia dos estudos
experimentais, economizando tempo e recursos. Ele oferece uma abordagem
sistematica e estatistica para a investigacdo de mdultiplas variaveis, possibilitando
a melhoria de processos e a otimizacado de resultados em diversas areas [37],
[39], [40]. Dessa forma, o uso dessa ferramenta, tornou-se um parametro
importante para o desenvolvimento do método analitico, proposto neste trabalho.
Dois planejamentos foram realizados pensando em uma melhor abordagem,
investigando parametros influentes na introducdo das amostras no Py-GC-MS,
assim como as melhores condi¢cdes para a DLLME, utilizando o HDES como
agente extrator no preparo de amostras ambientais. A Figura 3 ilustra um

esquema das variaveis selecionadas para 0s processos em questao.

Figura 3. Variaveis selecionadas para a triagem e refinamento dos experimentos.

Planejamento de
Introducao <] exp‘zgg:a]ntos

pH
Temperatura (°C) Salting-out (% m/v)
Tempo (min) Triagem Volume de HDES (pL)
Volume (pL) Volume de ACN (pL)
Diluiciao
Salting-out (%m/v)
Volume (pL) <j Refinamento |:> HDES (uL)

ACN (uL)

Fonte: Elaborado pela autora



33

Diversas pesquisas investigaram e analisaram a utilizagdo do
planejamento em diversos cenarios, como na engenharia aerodinamica,
mecanica, eletroquimica, metaboldémica, farmacéutica etc [38].

Uma das maiores vantagens de utilizar o planejamento fatorial é a redugéo
significativa do tempo necessario para realizar experimentos e,
consequentemente, do custo envolvido nesse processo. Ao estabelecer um
planejamento experimental, € possivel maximizar a informacéo obtida a partir de
um numero reduzido de ensaios, otimizando assim a eficiéncia do processo de
tomada de decisdo [37], [38]. Além disso, é possivel verificar possiveis
interacOes entre as variaveis influentes no processo. A Figura 4 apresenta os
modelos de DOE, evidenciando sua associacdo com o numero de variaveis
empregadas nas otimiza¢cBes. O processo inicia-se com a triagem das variaveis,

seguido por uma etapa de refinamento [41].

Figura 4. Aplicacdo de modelos estatisticos empregados nas etapas de otimizacdes.
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Fonte: Pereira Filho, E.R., Planejamento Fatorial em Quimica: Maximizando a
Obtencéo de. Resultados, EAUFSCar, 2015.

A aplicacdo estatistica representa alternativas para ultrapassar alguns
obstaculos que podem surgir nos experimentos. Os modelos estabelecem uma
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relacdo entre as variaveis e permite compreender o sistema como um todo,
sendo seu principal objetivo obter o maximo de informacfes por meio de um
namero de experimentos reduzido [38]. O conceito de DOE néo € recente,
contudo, continua sendo muito utilizado em diferentes segmentos.

As ferramentas estatisticas, utilizadas na pesquisa cientifica se mostram
importantes pela possibilidade de realizar uma triagem dos dados experimentais
e selecionar quais sdo as variantes mais relevantes para o processo. Dentre os
diferentes planejamentos experimentais existentes, o planejamento fatorial
permite avaliar diversas variaveis simultaneamente a partir de ensaios
experimentais menores. Este tipo de planejamento normalmente é representado
por 2%, no qual o nimero representa os dois niveis a serem trabalhados e k, os
diferentes numeros de fatores.

O refinamento das analises pode ser realizado a partir da aplicacéo de
outros modelos especificos. Em aplicagbes como matrizes aquaticas, 0s
conceitos de DOE envolvem, principalmente, modelos como o planejamento

composto central (CCD) e planejamento Box-Behnken (BBD) [38].

1.7. Microextragao Liquido-Liquido Dispersiva (DLLME)

A etapa de preparo de amostras é fundamental no processo analitico, e
continua a ser um dos desafios para alcancar resultados satisfatérios em relacao
a precisao e exatiddo de um método. Com o objetivo de minimizar alguns
obstaculos, outros métodos tém sido propostos para melhorar os processos de
extracao ja existentes, como a extracao liquido-liquido (LLE) [42].

A LLE é uma abordagem convencional amplamente utilizada nas etapas
de preparo de amostras e pré-concentracdo de analitos. Seu uso resulta na
particdo dos analitos entre duas fases, uma organica e outra aquosa. Apesar da
comprovada eficiéncia do método, é importante destacar algumas desvantagens
associadas ao seu uso. Uma das limitacdes é o volume de solvente organico
necessario para realizar a extracéo, que geralmente varia entre 100 e 150 mL de
diclorometano, entre outros solventes orgéanicos, como descrito em meétodos
oficiais. A separacéo entre a camada organica da fase aquosa ocorre durante
um minimo de 10 minutos, apos a agitacéo do frasco [43].
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Esses aspectos, relacionados ao volume substancial de solventes e ao
periodo prolongado de espera, podem impactar a eficiéncia operacional e a
praticidade do método em certos contextos. Portanto, embora o0 método seja
eficaz em termos de desempenho analitico, é importante considerar essas
desvantagens ao avaliar sua aplicabilidade em diferentes cenarios laboratoriais
ou ambientais [43].

Desse modo, outros métodos fundamentados em microextracdo tém
surgido como opcdo ao uso de métodos classicos de extracdo. As técnicas
miniaturizadas tornam-se interessantes, pois é possivel reduzir uso de solventes
toxicos, minimizar o volume de amostra necessario, aumentar a eficiéncia do
processo de pré-concentracao do analito e diminuir o custo [33].

A microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME), surge como uma
alternativa para atender essas demandas, e possui vantagens quanto ao volume
de solventes utilizados e o tempo de extracdo, quando comparada a LLE. Essa
técnica consiste na dispersao de um solvente extrator (imiscivel com agua) e de
um solvente dispersor (miscivel em agua e no solvente extrator) em solugéo a
aquosa [44]. A inclusédo de um solvente dispersor na técnica tem como objetivo
aumentar a area de contato efetiva entre a fase aquosa e o solvente extrator.
Essa adicdo permite uma melhor interacdo entre os analitos presentes na
amostra e o HDES, favorecendo a transferéncia eficiente dos analitos da matriz
aquosa para o solvente extrator. A ampliacdo da area de contato facilita a difusao
dos compostos de interesse, melhorando assim a eficacia do processo de
extracdo. Esse aumento na superficie de interacdo contribui para uma extracéo
mais completa e, consequentemente, para uma analise mais sensivel e precisa
dos componentes desejados [33], [45]. Os HDES utilizados como extratores
demonstram uma 6tima capacidade de extracdo de compostos organicos como
pesticidas, alcoois, flavondides, acidos organicos e conservantes [11].

A extracao por DLLME pode ser influenciada por alguns fatores, como o
volume do solvente extrator e dispersor, tempo de extragéo, forca idnica e pH. O
volume de solvente extrator deve ser o menor possivel, caso ele se encaixe na
classe de solventes toxicos [45]. Segundo Martins e colaboradores [42], a
escolha pelo solvente extrator deve levar em consideracdo, principalmente, a

sua densidade, a capacidade de extracao dos analitos, e a compatibilidade com
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a técnica analitica a ser usada. J& para o solvente dispersor, o parametro
principal é sua solubilidade na fase organica e na aquosa.

Na Figura 5, estdo ilustradas as etapas da DLLME, que consiste,
primeiramente, na injecdo da mistura entre o solvente extrator e o solvente
dispersor na amostra de agua fortificada com os analitos. A dispersdo do
solvente extrator em microgotas permite a retirada dos analitos da fase aquosa,
permitindo que o equilibrio entre a fase organica e a aquosa ocorra rapidamente
devido a grande &rea superficial presente entre os solventes e a amostra aquosa.
Em uma etapa posterior, ocorre a centrifugagcédo da solucédo turva, sendo que a
parte superior (fase organica), rica em HDES contendo os analitos, é recolhida
e armazenada [46].

Para o inicio das andlises cromatogréficas, uma quantidade pré
estabelecida da fase orgéanica é diluida em acetonitrila (ACN). Esse processo é
importante, pois reduz a contaminacdo do sistema cromatografico e diminui
efeitos memoria na coluna cromatografica, causado por solventes viscosos,

como os HDES.

Figura 5. Etapas aplicadas na DLLME, sendo destacada a separacao da fase
organica (A) da fase aquosa (B).
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1.8. Quantificacao por Py-GC-MS

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)
pode ser aplicada como técnica para a separacao de substancias termicamente
estaveis e volatilizaveis, devido as diferentes distribuicbes da substancia entre a
fase estacionaria (liquida ou sélida) e a fase movel (gasosa).

A cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (Py-GC-
MS) usando o pirolisador na etapa de introducdo da amostra, pode ser usada
para caracterizar muitos materiais, incluindo materiais insollveis e materiais
complexos em niveis muitos baixos, que muitas vezes nao recebem nenhum pré-
tratamento. Portanto, algumas informacdes especificas de amostras que nao
podem ser obtidas por outras técnicas analiticas, tornam a Py-GC-MS essencial.
Algumas deficiéncias na reprodutibilidade e baixas recuperacdes de compostos
reativos, foram supridas a partir de um sistema baseado na técnica desenvolvida
pelo professor Shin Tsuge da Universidade de Nagoya, na qual a amostra é
colocada em um pequeno copo de aco inoxidavel (eco-cup), que cai em queda
livre em um micro-forno, permitindo uma variagao da temperatura em uma razao
de milissegundos.

Portanto, o copo de ac¢o € colocado em um suporte e a amostra, em uma
pequena quantidade, é adicionada. O eco-cup é fixado na haste, e
posteriormente acoplado no amostrador do pirolisador. Assim que o sistema do
GC-MS estiver estabilizado, o eco-cup € liberado e cai em queda livre até o forno
do pirolisador. Apos a volatilizagdo, a amostra é direcionada até a coluna de
separacdo, sendo possivel visualizar os componentes do sistema do pirolisador
na Figura 6.

As colunas especificas para esse tipo de analise também séo de extrema
importancia, sendo utilizadas colunas com capilares metalicos que possuem
resisténcia a contaminagdo e maior estabilidade térmica, superior as colunas
feitas com tubos de silica fundida.

Apds o processo de preparo de amostra o eluato recolhido é analisado
usando Py-GC-MS. Com a técnica, a separacéo de substancias termicamente
estaveis e volatilizaveis ocorre por meio das diferentes distribuicbes da
substancia entre a fase estacionaria (liquida ou solida) e a fase mével (gasosa)

[22]. Além da amostra ser favoravel para esse tipo de andlise, o uso de
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espectrometria de massas torna o ensaio ainda mais sensivel, sendo necesséria

uma pequena quantidade da amostra para realizar o experimento.

Figura 6. Sistema de um pirolisador Multi-Shot EGA/PY-3030D.

} t Amostrador N S

Gas de
arraste

GC

Tubo de
quartzo

Fornode 7
ceramica

Fonte: Adaptado de Frontier Laboratories

Inicialmente, o pirolisador foi desenvolvido com o proposito de estudo de
compostos sélidos, como polimeros, contudo, a técnica ainda permite a injecao
de amostras liquidas, desde que a maior parte do solvente seja volatilizado.
Devido ao elevado coeficiente de expansao dos liquidos quando evaporados,
pequenos volumes séo indicados para a realizacéo do ensaio. A vista disso, a
etapa de secagem é importante para 0 processo e permite a preservacao do
sistema de analise como um todo, além de uma maior resolucdo da resposta

analitica.

1.9. Parametros analiticos de mérito

Segundo a FDA, a validacdo de um método analitico € a etapa de
confirmacéo de que um procedimento analitico € apropriado para atender aos
objetivos propostos. Para a realizacdo desse processo 0 método e 0s seus
objetivos devem ser definidos antes da validacdo do método, e o entendimento
desses aspectos deve ocorrer a partir do desenvolvimento e otimizagdo de

métodos com base cientifica. Os testes de validagdo propostos pela FDA incluem
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os parametros de linearidade; exatidao; preciséo (repetibilidade intra-dia e inter-
dia); limite de quantificacao (LOQ) e limite de deteccéo (LOD).

E expressa por meio da repetibilidade (operaco feita pelo analista principal
ou responsavel), precisdo intermediaria (feito por outro analista em outro dia), ou
reprodutibilidade (outro laboratério). Consoante a isso, deve ser demonstrada
pela dispersédo dos resultados, calculando-se o coeficiente de variacao (CV%)
da série de medicdes [47].

O fator de enriquecimento (EF) é um parametro utilizado para avaliar a
eficiéncia de um método a partir da pré-concentracdo dos analitos em matrizes
complexas, fortificados em baixas concentracbes. O EF é frequentemente
utilizado em técnicas analiticas, como a espectrometria de absorcdo atbmica e
cromatografia, avaliando a sensibilidade e seletividade do método desenvolvido
[44].

A seletividade avaliou a capacidade de identificacdo inequivoca de um
analito, mesmo estando presente em uma matriz com diversos compostos. A
partir da andlise cromatografica é possivel comprovar a pureza do sinal analitico
guando comparado ao sinal do branco.

O LOD foi demonstrado pela obtencdo da menor quantidade do analito
presente em uma amostra que pode ser detectado, porém néo necessariamente
quantificado, tendo uma preciséao definida de acordo com a diretiva ou guia de
validacdo. Sua determinacdo pode ser realizada por meio da raz&o sinal-ruido,
baseado na determinacdo do branco ou em parametros da curva analitica,
considerando-se as particularidades do método analitico utilizado. Em casos de
determinacao usando a relagéo S/N, o valor do sinal do analito deve ser superior
a 3 vezes o ruido para considerar que o analito foi detectado com precisdo. O
LOQ representa a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser
determinada com precisao e exatidao recomendadas pelos guias ou diretivas de
validacdo, sob as condicbes experimentais estabelecidas. Considerando a
relacdo S/N, para o LOQ deve obter sinal superior a 10 vezes o ruido com
preciséo e exatidao determinado [47].

A linearidade tem como finalidade determinar se o0 método é capaz de
obter respostas analiticas proporcionais ao aumento da concentragdo de um
analito em uma amostra. A relacdo linear, de toda a faixa de trabalho

estabelecida para o método, deve utilizar no minimo 5 concentrac¢des diferentes,
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por meio de uma solucdo estoque feita com substancia quimica de referéncia
(SQR), em triplicatas independentes. Somente pelos dados da concentracdo e
respostas analiticas individuais € que se pode realizar os célculos estatisticos

para avaliagédo da linearidade [47].

1.10. Aplicagcao da GREEnness Analitica (AGREE)

O conceito mais difundido da “quimica verde” foi apresentado por Anastas
nos anos 90 [48], no qual refere-se a abordagens e praticas na quimica que
visam minimizar o impacto ambiental e reduzir o uso de substancias perigosas.
E essencial destacar que todas as substancias e atividades tém algum impacto
ambiental, mas a abordagem visa tornar a quimica o mais benigna possivel [48].

A quimica analitica tem desempenhado um papel central no movimento
ambientalista desde a década de 1960. A capacidade de caracterizar e
compreender o destino dos produtos quimicos e de seus metabdlitos no
deslocamento em meios ambientais, sé se tornou possivel gragas as técnicas
modernas de quimica analitica. Essas metodologias avangadas permitem a
deteccdo e quantificagdo precisa de substancias quimicas nos ambientes
naturais [48].

A proposta da quimica analitica verde (GAC), foi introduzida em 1999 e
se destacou como pioneiro em discussdes acerca da necessidade de
desenvolver uma abordagem analitica mais sustentavel. Na quimica analitica, o
foco esta na aplicacdo desses principios ao desenvolvimento de métodos de
andlise, desde a escolha dos reagentes até os processos analiticos
propriamente ditos [48], [49]. Além disso incluem preocupagdes importantes
com a seguranga dos trabalhadores, a monitorizagao e a eficiéncia energética
do processo [50]. Como a analise quimica € um processo que consiste em
diversas etapas, € importante que haja a avaliagdo de cada processo e
operagcbes que compdem a metodologia analitica assegurando sua
conformidade com os principios da quimica verde [51].

Os 12 principios da quimica verde foram originalmente projetados para
atender as demandas da quimica sintética. No entanto, apenas alguns desses

principios podem ser diretamente aplicados a quimica analitica. Aqueles que
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demonstram essa aplicabilidade tanto para propdsitos sintéticos quanto
analiticos incluem a 1) prevencgao de residuos (principio numero 1); 2) solventes
e auxiliares mais seguros (principio numero 5); 3) eficiéncia energética (principio
numero 6) e 4) reducéo da derivatizagdo (principio numero 8) [51]. Na Figura 7

€ possivel observar todos os principios implementados.

Figura 7. Abordagem dos 12 principios da quimica analitica verde (GAC).

1 - Técnicas analiticas diretas devem ser aplicadas para evitar o tratamento da
amostra.

2 - Diminuir o tamanho da amostra e o himero minimo de amostras séo objetivos.

3 - As medidas in situ devem ser realizadas.

4 - Aintegragdo de processos e operagdes analiticas economiza energia e reduz o
uso de reagentes.

5 - Métodos automatizados e miniaturizados devem ser selecionados.

6 - A derivatizacdo deve ser evitada.

7 - A geragdo de um grande volume de residuos analiticos deve ser evitada, e um
adequado gerenciamento dos residuos analiticos deve ser fornecido.

8 - Métodos multianaliticos ou multiparamétricos s8o preferiveis em relagcdo a
métodos que utilizam apenas um analito de cada vez.

9 - O uso de energia deve ser minimizado.

10 - Reagentes obtidos de fontes renovaveis devem ser preferidos.

11 - Reagentes toxicos devem ser eliminados ou substituidos.

12 - A seguranga do operador deve ser aumentada.

12 principios da GAC

Para a GAC, a selecao do método mais verde, dentre todos os métodos,
deve atendem as necessidades do usuario. Portanto, cinco dos 12 principios do
GAC se referem ao método. As opgdes mais ecoldgicas sao representadas por
técnicas analiticas diretas, automatizadas e miniaturizadas, alinhando-se aos
principios 1, 3, 4 e 5 da quimica verde [51], [52].

A GAC é o conceito que faz com que os quimicos analiticos considerem
0s problemas ambientais, de saude e de seguranga durante suas atividades. Os
procedimentos analiticos verdes representam parametros complexos
multivariados, dificeis de quantificar. Os sistemas métricos de quimica verde sao
comumente aplicados na sintese quimica, referindo-se a massa do produto,
sendo essa abordagem nao praticavel na quimica analitica, na qual nédo existe
um produto dbvio com uma massa especifica. Portanto, torna-se evidente que a
GAC demanda métricas especificas para avaliar o grau de sustentabilidade das
metodologias analiticas [53], [54], [55].
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Na literatura constam poucos métodos universais para avaliar o grau de
sustentabilidade dos procedimentos analiticos. A primeira métrica desenvolvida
para a GAC foi a abordagem do indice nacional de métodos ambientais (NEMI).
A rotulagem NEMI, expressa informagdes acerca das propriedades perigosas ou
corrosivas dos residuos gerados, e suas quantidades, no formato de pictograma.
Contudo, a avaliagdo do método por essa métrica pode resultar em respostas
apenas qualitativa [54].

Outras métricas foram elaboradas para atender de forma mais
abrangente aos requisitos estabelecidos para os métodos analiticos. Até entéo,
nenhum dos sistemas métricos desenvolvidos avaliava adequadamente os
procedimentos analiticos, levando em consideragdo cada um dos 12 principios
do GAC. Entre essas medidas, destaca-se o GREEnness Analitica (AGREE), um
sistema métrico destinado a avaliar os aspectos ecoldgicos dos procedimentos
analiticos com base nos principios fundamentais. Essa métrica é considerada
completa devido a incorporagao dos 12 principios, flexivel pela possibilidade de
atribuir pesos a cada principio, de facil interpretacdo ao resultar em um
pictograma colorido que evidencia a estrutura dos pontos fortes e fracos [55].

O sistema métrico para a avaliacao deve ser caracterizado por varios
recursos, como a 1) abrangéncia de entrada, no qual devem se referir aos
requisitos de material (qualidade e quantidade), geragao de residuos, consumo
de energia, seguranga do analista e a abordagem geral do procedimento
analitico, como o numero de etapas de pré-tratamento; 2) flexibilidade de
importancia de entrada, no qual a atribuicdo pesos aos critérios com base em
sua importadncia em um determinado cenario é altamente desejavel; 3)
simplicidade de saida, sendo que a interpretacdo dos resultados seja de facil
interpretacéo; 4) clareza de saida, permitindo que o usuario leia as informagdes
sobre 0 mau ou bom desempenho do procedimento em cada critério de avaliagao
[54], [55].

No AGREE, os critérios de entrada s&o vinculados aos 12 principios,
sendo cada um deles convertido para uma escala comum variandode 0 a 1. O
resultado da avaliagdo final é obtido a partir as avaliagdes de cada principio. A
saida é apresentada por meio de um grafico em formato de reldgio, exibindo a
pontuacgao geral e o desempenho do procedimento em cada principio a partir de

uma escala de cores, vermelho-amarelo-verde, no centro [55].
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Em vista do exposto, € importante destacar que a busca por novos
solventes extratores tem sido um tépico relevante para inovar no preparo de
amostras. Cabe destacar que os HDES ainda sao pouco utilizados em técnicas
de separacgao, principalmente, em cromatografia gasosa tendo a introdugao da

amostra usando um pirolisador.

2. OBJETIVOS

O objetivo principal deste estudo foi preparar, caracterizar e aplicar os
HDES no preparo de amostras de lodo usando a DLLME para quantificar MeP,
PrP, BuP e BPA usando a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massas, tendo o pirolisador como sistema de introdugcdo da amostra.

21 Objetivos especificos

Além disso, buscou-se aprimorar a etapa de preparo e a DLLME por meio
de um planejamento fatorial, validar o método analitico conforme as diretrizes
internacionais e aplicar métricas verdes para avaliacdo do grau de

sustentabilidade dos procedimentos analiticos do método proposto.

3. MATERIAL E METODO

3.1. Materiais

No preparo dos HDES foram utilizados DL-Mentol (Sigma-Aldrich, pureza
= 98%); acido decandico (Sigma-Aldrich, pureza = 98%); acido dodecandico
(Biosynth, pureza = 98%); acido acético (Sigma-Aldrich, pureza = 99,7%). Os
analitos utilizados na fortificagdo da amostra foram o metilparabeno (Sigma-
Aldrich, pureza = 98%); propilparabeno (Sigma-Aldrich, pureza = 98%);
butilparabeno (Sigma-Aldrich, pureza = 98%); bisfenol A (Sigma-Aldrich, pureza
= 98%). A amostra utilizada foi de lodo doméstico foi cedida por uma industria de

materiais para escritorio do estado de Séao Paulo, Brasil.

3.2. Preparo dos HDES

O DL-mentol foi utilizado como HBA em todas as misturas contendo os

diferentes HBDs (acido acético, acido decandico e &cido dodecandico,
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respectivamente denominados de AcA, DecA e DoDecA). Na Figura 8, estéo

representadas as estruturas desses compostos.

Figura 8. Estruturas moleculares do HBA e dos HBDs utilizados na producédo dos
HDES.

HBA (Espécie receptora) HBD (Espécie doadora)

(e} OH
DecA
CH, o)
ACUK HyC
+  hHe OH >
DL-mentol DoDecA
CH; OH H,C

Fonte: Elaborado pela autora

A producdo dos HDES foi feita utilizando uma mistura dos dois
precursores (HBA e HBD), baseados nos processos descritos por Ribeiro,
Dwamena e Caldeirdo [30], [31], [33], no qual foi utilizada a etapa de agitacéo a
60 rpm com aquecimento de 60 °C, por 25 minutos, como mostrado na Figura 9.
As propriedades fisico-quimicas dos precursores utilizados no trabalho, estéo
descritos na Tabela 4, assim como a massa dos precursores foi medida de
acordo com as razdes molares presentes na literatura [30], [33], [56], sendo

descritas na Tabela 5.

Figura 9. Mistura dos precursores para a producdo dos HDESs a) DL-mentol:AcA b)
DL-mentol:DecA c) DL-mentol:DoDecA

Fonte: Acervo pessoal
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Tabela 4. Propriedades fisico-quimicas dos precursores usados no preparo dos HDES
e razdes molares dos precursores e a massa real utilizada no processo de producédo

dos HDES.
Massa molar T~emperatura de Solubilidade em
Precursores fusdo/congelamento ; R
(g/mol) °C) agua (g/L a 25 °C)

DL-mentol 156,3 34-36 0,456

DecA 172,3 27 - 32 0,0618
DoDecA 200,3 44 - 46 0,0580

AcA 60,05 16,2 603

Tabela 5. Razdes molares dos precursores e a massa real utilizada no processo de
producédo dos HDES.

Combinac@es Raz&o molar | Massa (g)
DecA 11 5,00 : 5,50

DL-mentol DoDecA 21 5,00: 3,19
AcA 11 5,00:1,92

3.3. Avaliacao dos parametros fisico-quimicos dos HDES

As medidas de densidade (p) dos HDES foram realizadas utilizando um
picndmetro (5,00 mL), calibrado com agua Mili-Q a 25°C durante 30 minutos,
para a estabilizacdo da temperatura do sistema, e uma balanca analitica. A
calibracdo determinou o volume real do picnbmetro para que, posteriormente,
fosse realizada a analise com o solvente eutético.

A medida de viscosidade foi obtida utilizando um viscosimetro vibracional
automatico (SV-10 A&D Company), de precisdo +3% (1 to 1000 mPa-s), com
frequéncia de vibracdo de 30 Hz a uma temperatura de 25°C.

O estudo de estabilidade do HDES foi realizado utilizando também os
parametros de densidade e viscosidade, durante o periodo de um ano. Para a
mistura DL-mentol:AcA, as coletas de dados foram feitas durante 20 semanas
seguidas, e depois, durante uma vez ao més durante 8 meses até que se

completasse um ano.

3.4. Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
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O FTIR permite a verificacdo dos grupos funcionais, além da interacdo
entre os precursores. Trata-se de uma das analises que fornece informacdes
sobre as interacfes dos compostos constituintes da amostra, por meio da analise
de uma faixa espectral de 4000 a 400 cm™, com resolucdo de 4 cm™ e 64 scans
(VERTEX 70, BRUKER), incluindo um detector DLaTGS, em temperatura

ambiente.

3.5. Analise termoanalitica

As medidas de ponto de fusdo de cada HDES e de seus precursores foram
determinadas utilizando a técnica de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)
(Mettler-Toledo). No DSC foi adicionado, aproximadamente, 8 mg de amostra
em cadinhos de aluminio com tampa de capacidade de 40 uL. As condicfes de
analise envolveram resfriamento e aquecimento em um intervalo de -40 a 60 °C
a uma taxa de 5°C mint em fluxo de N2a 50 mL min.

As principais etapas de perda de massa foram avaliadas utilizando a
analise termogravimétrica (TG) em conjunto a técnica de analise térmica
diferencial (DTA) (TG/DTA modelo SDT 2960, TA Instruments), em atmosfera de
ar seco com fluxo de 50 mL mint, aguecidas em uma faixa de temperatura de
30 a 800 °C com razdo de aquecimento a 10 °C mint. Os HDES foram
adicionados em cadinhos de a-Al203 com volume de 90 pL.

Para a andlise dos gases desprendidos (EGA), foi utilizado um TG/DSC
(Mettler Toledo) acoplado ao FTIR (Nicolet IS10), com componente para analise
de gases aquecidos a 175 °C. Os HDES foram adicionados em cadinhos de a-
Al203 com capacidade de 70 pL, sendo a razdo de aquecimento de 10 °C min,
em atmosfera de ar seco com fluxo de 50 mL. Os gases liberados na primeira
etapa foram transferidos até o acessorio de analise de gas através de uma linha
de transferéncia de acgo inoxidavel de 3 mm de didmetro aquecida a 150 °C. Para
a analise por FTIR foram realizadas 16 varreduras por espectro com resolucéo

de 4 cm™.

3.6. Caracterizagao fisico-quimica da amostra de lodo
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Os parametros utilizados para a caracterizagdo complementar do lodo,
foram o pH, utilizando pHmetro (Meter Tec-2, Tecnal), condutividade utilizando
um S30 SevenEasy conductivity (Mettler Toledo) e a determinacédo de demanda

quimica de oxigénio (DQO) e Carbono organico total (TOC).

3.7. Microextragao liquido-liquido dispersiva (DLLME)

Na primeira etapa da DLLME, ocorreu a combinacdo entre 300 pL de
solvente extrator (HDES) e 350 uL de solvente dispersor (ACN). Em seguida,
essa mistura foi adicionada a um tubo falcon contendo 4 mL de amostra de lodo
fitrado, previamente fortificada com metilparabeno, propilparabeno,
butilparabeno e bisfenol A, cada um em concentracdes de 3,00 mg L para a
etapa do planejamento fatorial. Posteriormente, na fase de validacdo do método,
as concentragdes utilizadas variaram de 0,083 mg Lt a 1,00 mg L,

Apos esse processo 0 tubo foi agitado utilizando um vortex por 20
segundos. Nessa etapa, foi observado o surgimento da dispersédo do solvente
extrator em microgotas na fase aquosa decorrente da acdo do solvente
dispersor. O sistema foi levado a centrifuga com resfriamento a 25 °C a 8000
rpm durante 20 minutos, no qual ocorreu equilibrio entre a fase organica, rica em
HDES, e a fase aquosa. Uma quantidade de 20 pL da fase organica foi recolhida
e diluida em 50 pL de acetonitrila (ACN), para posterior determinacdo dos
analitos por Py-GC/MS.

3.8. Cromatografia gasosa de pirdlise acoplada ao espectrometro de
massas (Py-GC-MS)

As andlises foram realizadas utilizando o pirolisador (EGA/PY-3030D,
Frontier Laboratories, Japao), a temperatura do forno de ceramica foi
programada para 320 °C com permanéncia de 0,5 minutos. A separacdo
cromatografica foi realizada empregando uma coluna de capilar metélico
revestida com 5% diphenyldimetyl polysiloxane (Ultra ALLOY®-Frontier
Laboratories), utilizando como gas de arraste o hélio (99,99%).

O pirolisador foi acoplado a um cromatdgrafo gasoso (GC-2010 plus,
Shimadzu) equipado com um detector de espectrometria de massas (GCMS-
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QP2020, Shimadzu). no qual foi operado a uma temperatura de 40 °C durante 1
minuto, aquecendo até 250 °C a 30 °C min* por 4 minutos, e depois para 320
°C a uma taxa de 40 °C mint, mantendo por 4 min. Para a ionizacdo de elétrons
(El), o espectrdmetro de massas foi operado a uma temperatura de 230 °C na
camara de ions e 320 °C na interface do detector. A analise no modo SCAN, foi
realizada em um intervalo de 50 a 300 m/z, e os compostos foram identificados
a partir da biblioteca NIST e utilizacdo da biblioteca presente no software do
equipamento. Os tempos de retencdo foram obtidos experimentalmente pela
injecao dos padroes.

O modo SIM foi realizado a partir da selecéo dos ions especificos de cada

analito no modo SCAN em conjunto com os dados presentes na literatura.

3.9. Planejamento de experimentos (DOE)

Neste trabalho, o DOE foi realizado primeiramente utilizando um modelo
exploratério, em que se optou pelo planejamento fatorial completo para as
condicdes de injecdo e o planejamento fatorial fracionario para as otimizacdes
da DLLME. Na Tabela 6 e 7, apresentam-se as variaveis e 0s niveis utilizados
para a realizacdo dessa etapa. Um planejamento de refinamento foi realizado
para o estudo de injecdo, no qual foi escolhido a otimizacdo univariada e,
posteriormente, foi realizado um ajuste fino das melhores condi¢des da primeira
etapa para a DLLME, fazendo uso de modelos de regressao como 0 composto

central, descrito na Tabela 8 [37].

Tabela 6. Variaveis escolhidas para um DOE completo para avaliar os parametros
significativos na etapa de injecdo da amostra.

Experimentos | Temperatura (°C) | Tempo (min) | Volume (uL)
1 320 0,5 10
2 240 0,5 10
3 320 0,5 5
4 240 1,0 5
5 240 0,5 5
6 320 1,0 10
7 240 1,0 10
8 320 1,0 5
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Tabela 7. Variaveis escolhidas para um DOE fracionério para avaliar os parametros
significativos na etapa da DLLME.

Experimentos oH Salting-out Volume Volume Diluicio
(% m/v) de HDES (pL) | de ACN (uL)
1 2 5 300 300 50
2 10 5 300 300 2
3 2 30 300 300 2
4 10 30 300 300 50
5 2 5 600 300 2
6 10 5 600 300 50
7 2 30 600 300 50
8 10 30 600 300 2
9 2 5 300 600 2
10 10 5 300 600 50
11 2 30 300 600 50
12 10 30 300 600 2
13 2 5 600 600 50
14 10 5 600 600 2
15 2 30 600 600 2
16 10 30 600 600 50

Tabela 8. Planejamento Composto Central (CCD), utilizado como parametro de
refinamento das variaveis significativas obtidas na etapa exploratoria.

Experimentos | Salting-out (%m/v) | HDES (uL) ACN (L)
1 25 250 300
2 25 250 400
3 25 350 300
4 25 350 400
5 30 250 300
6 30 250 400
7 30 350 300
8 30 350 400
9 23 300 350

10 32 300 350
11 27,5 216 350
12 27,5 384 350
13 27,5 300 266
14 27,5 300 434
15 27,5 300 350
16 27,5 300 350
17 27,5 300 350
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3.10. Avaliagao das figuras de mérito

A validacdo do método proposto foi realizada baseando-se nas diretrizes de
orgaos regulamentadores como o INMETRO, FDA e ANVISA [47], [57], [58].

A precisdo do método foi medida a partir da repetitividade, que utiliza as
mesmas condi¢Oes de operacao (equipamento, analista, reagentes e mesmas
condicbes ambientais). Foram realizados nove experimentos em diferentes
niveis de concentracao (3 repeticbes em concentracao baixa, 3 repeticbes em
concentragdo meédia e 3 repeticbes em concentragdo alta) [58], [59]. A
seletividade avaliou a capacidade de identificagdo ou quantificacdo do analito, a
partir da andlise cromatogréafica visual do método proposto em amostra em
comparacao com o sinal analitico do branco. O limite de deteccédo (LOD) e o
limite de quantificacéo (LOQ) foram determinados por meio da razao sinal-ruido,
sendo que os valores de referéncia para o LOD devem ser no minimo 3, e o LOQ
deve ter sua razao de no minimo 10. Para a obtencéo da linearidade foram feitas
solugbes com diferentes concentracfes, no minimo 5 pontos, para avaliar a
capacidade de se obter respostas analiticas proporcionais a concentracdo dos
analitos.

A recuperacdo percentual (Rec %) foi analisada para determinar os
valores dos parametros de pré-concentracdo dos analitos na matriz estudada, os
experimentos foram realizados em triplicata [43], [60], [61]. Primeiramente, a
DLLME foi realizada sem a adi¢do dos analitos a amostra. O eluato resultante
foi fortificado (B) com concentracdes de 415 ug L de MeP e 830 ug L de PrP,
BuP e BPA. Em seguida, a amostra foi fortificada (C) nas mesmas condicfes
mencionadas anteriormente, e uma nova etapa de DLLME foi realizada, na qual
o eluato também foi recolhido e analisado [62]. Os resultados obtidos em relacéo

a area, foram aplicados na equacao abaixo.
Rec (%) = % x 100 (1)

A avaliacdo da eficiéncia do processo (EP) foi realizada a partir da
comparacao das areas resultantes da injecao dos analitos em solvente (A) com

as areas de pico dos padrbes enriquecidos antes da extracdo (C). As
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concentracbes empregadas foram de 415 pg L-1 para MeP e 830 pg L-1 para

PrP, BuP e BPA. Os resultados foram entéo inseridos na equacéo abaixo [62].
PE(%) = ~x 100 ()

O coeficiente de variacdo (CV) foi utilizado para avaliar a variabilidade
relativa de um conjunto de dados em relacdo a média, foi calculado como a razéo
entre o desvio padrdo (s) e a média (M). O CV é dado pela seguinte equacéo
[59].

CV (%) = - x 100 (3)

3.11. Aplicacao das métricas verdes para o método desenvolvido e o
preparo de amostra

Com base no sistema meétrico AGREE, cada uma das 12 variaveis de
entrada foi avaliada em uma escala comum variando de 0 a 1 [55]. O resultado
da avaliagao final foi representado por meio da criacdo de um grafico semelhante
a um reldgio, apresentando uma escala de cores que vai do vermelho ao amarelo
e ao verde. Os calculos foram realizados pelo software “Analytical Greenness
Calculator”, disponibilizado por Pena-Pereira e colaboradores [55]. As entradas
utilizadas para a avaliagcdo do método e preparo de amostra estao descritas na
Tabela 9.

Tabela 9. Informagfes de entrada para avaliagdo do método e preparo de amostra
inseridas no software.

Método Preparo de amostra
Principios | Informagdes adicionadas | Principios | Informag¢oes adicionadas

1 At-line 1 At-line
2 0,0200 mL 2 4,00 mL
3 At-line 3 At-line

Semi automatico .
5 Miniaturizado 4 3 etapas utilizadas

Analitos analisados: 4 5 Automatico

Andlises por hora: 5 Miniaturizado

GC-MS (> 1,5 kWh) 7 4.3 mL
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Alguns reagentes sao Alguns reagentes sao
10 derivados de fontes 10 derivados de fontes
renovaveis renovaveis
11 Nao (total volatilizacao) 11 0,300 mL
12 gontato com compostos 12 Toxicos para vida aquatica
ioacumulativos

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Preparo dos solventes eutéticos profundos hidrofébicos (HDES)

Apos a etapa de producédo do HDES, o sistema foi resfriado a temperatura
ambiente, no qual foi possivel observar a formacao de liquidos transparentes.
Essa caracteristica apresenta-se como um dos primeiros indicios da formacao
do HDES, como apresentado na Figura 10 [33], [56]. Os volumes finais de cada
HDES produzidos foram de aproximadamente 12,25 mL (DL-mentol:DecA),
10,75 mL (DL-mentol:DoDecA), 8,00 mL (DL-mentol:AcA). Apenas mistura
contendo o DoDecA, apresentou uma coloracdo amarela proveniente da cor

caracteristica do precursor.

Figura 10. Foto obtida apos o preparo dos HDES a) DL- mentol:AcA (1:1) b) DL-
mentol:DecA (1:1) c¢) DL- mentol:DoDecA (2:1).

Fonte: Acervo pessoal

Outras proporcbes molares foram testadas para a mistura DL-
mentol:DoDecA, contudo, ndo houve a formacao de fase liquida a temperatura
ambiente em nenhum dos casos. Na Figura 11, é possivel observar os resultados

dos experimentos realizados
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Figura 11. Foto obtida ap6s a mistura de DL-mentol:DoDecA em diferentes raz6es
molares a) 1:2 b) 1:1.

Fonte: Acervo pessoal

A temperatura adequada para o0 manuseio desses solventes deve situar-
se em torno de 45 °C. No entanto, este valor se mostra inadequado, uma vez
que, conforme indicado por Dwamena [30], a formag&o dos HDES ocorre quando
ha a formacdo de uma mistura em estado liquido, em temperatura ambiente.
Com isso, testes posteriores para avaliar a possivel formacéo desses solventes
eutéticos, nao foram realizados. Foram testadas outras raz6es molares para o
DL-mentol:AcA e DL-mentol:DecA, as quais apresentaram caracteristicas
preliminares da formacdo da mistura eutética. Além disso, os HDES foram

caracterizados por FTIR.

4.2. Caracterizagées dos HDES

42.1. Avaliacao da viscosidade e densidade do HDESs

A primeiras caracterizagdes realizados foram de viscosidade (n),
densidade (p), apresentadas na Tabela 9. E possivel observar os primeiros
valores obtidos para cada solvente, apdés um dia do seu preparo. A avaliacao
desses parametros desempenha uma funcao importante para a etapa de preparo
de amostra, e podem ser modificadas de acordo com os métodos analiticos
propostos [63], [64].

Para todos os HDES, os valores de densidade obtidos foram inferiores ao

da agua, que corresponde a 0,997 g cm3, Diferentes solventes eutéticos podem
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apresentar valores maiores de densidade, o que implica no recolhimento da fase
organica na parte inferior do sistema. Embora os dados obtidos colaborem com
a etapa de separacdo entre a fase organica e aquosa, uma das desvantagens
de apresentarem valores de densidade relativamente préximos ao da agua esta
relacionado com o tempo de separacéo entre as duas fases durante a extracao
[63]. Contudo, dependendo do tipo de método utilizado é preferivel que os HDES
apresentem valores baixos ou mais elevados do que o da agua. Os valores de
densidade mudam de acordo com a natureza e raz&o molar dos constituintes
dos HDES [64]. Uma das maneiras para acelerar o processo de particdo entre
as fases, realizada neste trabalho, foi a utilizacdo da etapa de centrifugacéo na
DLLME.

A viscosidade também apresenta efeitos significativos no processo de
extracdo. Muitos HDES relatados na literatura apresentam viscosidades
elevadas quando comparados com a d&gua, proximos a 100 mPa.s em
temperatura ambiente. Os HDES utilizados neste trabalho apresentaram valores
foram inferiores, quando comparados aos descritos na literatura. A aplicagao de
HDES com valores de viscosidade considerados elevados ou baixos, em relacao
a dgua, devem ser escolhidos levando em consideracao a adequac¢édo do método
aplicado. Contudo, quando os HDES sao utilizados como extratores, valores
mais baixos de viscosidade séo indicados, devido a facilidade de dispersédo no
meio aquoso, que pode ainda ser mais favorecida pela acdo do solvente
dispersor, por exemplo [63].

De modo geral, quanto mais elevada a proporcdo do HBD no preparo,
maior seréa o efeito estruturante no liquido, ocasionando um menor volume livre,
implicando em menores movimentos moleculares e, portanto, viscosidades mais
altas [64]. O conceito de volume livre pode explicar os processos sobre a
resisténcia a difusdo em meios complexos [36]. Segundo Zhang [65], a alta
viscosidade dos HDES também pode ser atribuida a presenca de uma extensa
rede de ligacbes de hidrogénio entre os precursores, resultando em uma menor
mobilidade de espécies livres dentro do HDES. A presenca de um volume vazio
muito pequeno da maioria dos HDES, e outras forgcas, como interagdes
eletrostaticas ou de van der Waals, podem contribuir para a alta viscosidade dos

solventes eutéticos.
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O estudo de estabilidade do HDES, durante o periodo de um ano, pode

ser observado na Tabela 10.

Tabela 10. Avaliacdo da estabilidade do HDES (DL-mentol:AcA) em relacdo a sua

viscosidade e densidade ap6s um ano do seu preparo.

Periodo Viscosidade | Densidade
(mPa.s) (g cm?)
1 7,79 0,928
2 7,82 0,926
3 7,85 0,927
4 7,35 0,927
5 7,31 0,928
6 7,56 0,928
7 7,43 0,928
8 7,28 0,928
9 7,64 0,927
DL-mentol:AcA 10 7,37 0,927
(Semanas) 11 7,47 0,929
12 7,64 0,924
13 7,52 0,916
14 7,65 0,923
15 7,36 0,920
16 7,81 0,921
17 7,42 0,927
18 7,28 0,924
19 7,78 0,919
20 7,64 0,923
1 7,25 0,926
2 7,41 0,916
3 7,68 0,920
DL-mentol:AcA 4 7,37 0,921
(Meses) 5 7,74 0,923
6 7,45 0,918
7 7,78 0,921
8 7,66 0,926
) 1 (semana) 12,8 0,893
DL-mentol:DecA apoés 1 ano 12,5 0,901
) 1 (semana) 19,7 0,891
DL-mentol:DoDecA ap6s 1 ano 188 0.895
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Como observado na Tabela 11, as medidas de viscosidade apresentaram
valores mais elevados do que a agua ultrapura (0,89 mPa.s), que foi utilizada

como parametro de calibracéo.

Tabela 11. Valores de densidade dos HDES preparados.

HDES Densidade (g cm®) Viscosidade (mPa s)
a 25°C a 25°C
DL-mentol:DecA 0,895 12,4
DL-mentol:DoDecA 0,896 20,4
DL-mentol:AcA 0,923 7,88

A viscosidade estad diretamente relacionada ao transporte de massa
ocasionado, principalmente, pelo processo de difusdo. A transferéncia dos
analitos, presente na amostra aquosa para as microgotas formadas pelo HDES,
geralmente é limitada pela lenta velocidade de difusdo das moléculas do analito
entre as duas fases.

Embora a temperatura e a viscosidade tenham um papel importante na
difusédo, um dos principais modos de favorecé-lo é reduzindo a distancia em que
as moléculas dos analitos devem percorrer durante a difusdo. Desse modo, a
dispersédo do solvente extrator € favorecida pela adicdo do solvente dispersor na
amostra, possibilitando a reducéo da distancia entre as fases, o que contribui
para o processo de difusdo e transferéncia de massa para a fase organica [34],
[65].

Na Figura 12, é possivel identificar visualmente a confirmacdo desta
afirmacdao, e também confirmar por meio de uma avaliagéo estatistica dos dados,
os baixos valores de desvio padrao de 0,0039 para a densidade, e 0,1886 para
a viscosidade, e variacdo (CV%) 0,42 % para densidade e 2,5 % para a

viscosidade.
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Figura 12. Gréfico da variacdo da densidade e viscosidade do DL-mentol:AcA durante
o periodo de 20 semanas, e posteriormente uma vez ao més durante 8 meses.

1,00 — . . . . 9,0
-85
— 0
= 0,95 80 &
G £
2 - =
(1)
° 75 T
5 pe
‘0 v
S 0,90 -70 8
0 2
I >
-6.5
—=&— Densidade
—&— Viscosidade
0,85 : | : T . T . | 6.0
0 5 10 15 20
Periodo (semanas)
1,00 9,0
-85
—~ o
' 0,05 180 &
3] £
9 —
o S
@ 8
S 0,90 7,0 &
O 2
>
-6,5
—a— Densidade
—u— Viscosidade
0,85 T T T T T T T T 6,0

1 2 3 4 5 6 7 8

Periodo (més)

As outras duas misturas nao foram avaliadas conforme citado acima, pois
apos testes preliminares, o DL-mentol:DecA e DL-mentol:DoDecA, nao poderiam
ser utilizados nas etapas de otimizacdo. A resposta analitica obtida por Py-GC-
MS ndo se mostrou eficiente, tendo como a principal causa a interferéncia e
sobreposi¢cado do DL-mentol das misturas no sinal analitico, o que impossibilitou
a determinacdo dos analitos. Contudo, a estabilidade desses solventes foi

comprovada, ja que as analises de densidade e viscosidade foram refeitas apos
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o periodo de um ano, e foi comprovado que os valores se mantiveram

constantes, como mostrados também na Tabela 10.

4.2.2. Caracterizagao do HDES usando espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizagdo dos solventes eutéticos profundos hidrofébicos
(HDES) foi realizada também pela aplicacdo da técnica de espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). Essa técnica permitiu a
observacdo de grupos funcionais nos espectros gerados para os HDES. Como
observado nas Figura 13, 14 e 15, todos os doadores de ligagdes de hidrogénio
utilizados nas misturas eutéticas possuem o grupo &cido carboxilico em sua
estrutura, o qual é representado por uma banda caracteristica (grupo cetona ou
carbonila) em torno de 1700 cm™.

Figura 13. Espectro de infravermelho (FTIR) obtido para a) DL-mentol b) AcA e c) DL-
mentol:AcA.
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A partir da avaliacdo dos espectros obtidos, foi possivel identificar
interacbes especificas entre os precursores do HDES, como as bandas
correspondentes a ligacdo de hidrogénio. Na regido espectral de 3400 a 2400
cm?, foram observadas bandas de absorcdo extremamente largas
correspondentes a ligagdes O—H, que indicaram a presenca de fortes interagdes
de ligacao de hidrogénio.

Essa absorgdo de O—H apresentaram altas intensidade e largura
suficiente para mascarar as vibragdes de estiramento C—H sp3 (alcanos), que
também sdo encontradas nessa faixa de comprimento de onda. Essas ligacfes
intermoleculares de hidrogénio sdo relativamente fortes e contribuem para a

estabilidade e estrutura da ligacao [66].

Figura 14. Espectro de infravermelho (FTIR) obtido para a) DL-mentol b) DecA e ¢)
DL-mentol:DecA.
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Figura 15. Espectro de infravermelho (FTIR) obtido para a) DL-mentol b) DoDecA e c)
DL-mentol:DoDecA.
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Na mistura eutética contendo DL-mentol:AcA, a caracteristica mais
acentuada em seu espectro, além da banda de absorcdo O—H, é a presenca da
ligacdo C=O0 (acido carboxilico). Os acidos, em solu¢des concentradas na forma
de um liquido, tendem a dimerizar, enfraquecendo a ligagao C=0, resultando em
uma diminui¢do da frequéncia do estiramento da carbonila em &cidos saturados
para aproximadamente 1710-1700 cm™ [66], [67]. A absorcédo de estiramento da
carbonila (C=0) é mais ampla e intensa em comparacdo a um aldeido ou uma
cetona. As vibragbes de estiramento C—O em acidos (dimeros) aparece com
intensidade média entre 1300-1000 cm™.

Pode ser observado que, para a mistura eutética DL-mentol:AcA, a banda
carbonila do HBD estava originalmente localizada em nimero de onda baixos
(~1690 cm™) e se desloca para os valores mais altos (~1745 cm™). Esta é uma
indicagcdo da formacdo de uma nova ligacdo de hidrogénio, o que sugere
aformacéo dos HDES [30], [33], [56], [68].
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Apo6s um ano, foram realizadas novas andlises de FTIR para detectar
eventuais alteracdes nos grupos funcionais caracteristicos de cada HDES, como
demonstrado na Figura 16. No caso do DL-mentol:AcA, observou-se a reducéo
na amplitude da banda correspondente ao O—H, acompanhada pelo aumento na
intensidade das bandas de absorgéo de estiramento C—H sp3. Esses resultados
indicam possiveis modificacbes na composicdo do solvente, sugerindo a
formacdo de acetato de mentila. A validacdo dessa afirmacédo pode ser obtida
por meio das analises de EGA, conforme apresentado nas Figuras 17, 18 e 19,
combinado com as informagdes presentes na biblioteca do software. Para os
HDES contendo a mistura de DL-mentol:DecA e DL-mentol:DoDecA, ndo foram
observadas mudancas significativas nas bandas equivalentes as absor¢cdes

O—H, de estiramento C—H sp? e no grupo C=0.

Figura 16. Espectro de FTIR dos HDES apés o periodo de um ano a) DL-mentol:AcA
b) DL-mentol:DecA c) DL-mentol:DoDecA.
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A confirmacéo da estabilidade dos HDES também foi analisada avaliando
os espectros de infravermelho apds um ano, utilizando a técnica de EGA, para
avaliar a composicao dos gases desprendidos dos solventes. Quando o sinal
méaximo do gés é atingido no equipamento € possivel observar as bandas do
infravermelho dos compostos volatilizados.

Nas Figuras 17 e 18 é possivel observar os espectros (c) e (d) dos dois
gréaficos, correspondentes aos anos de 2022 e 2023 respectivamente. Em ambas
as figuras o sinal obtido nos dois espectros corresponde a bandas do DL-mentol,
no caso houve um aumento da intensidade na regido entre 3000-3050 cm,

contudo os espectros ainda séo caracteristicos desse precursor.

Figura 17. Espectros de FTIR obtidos a partir da técnica de EGA para o DL-
mentol:DecA a) DecA b) DL-mentol ¢) DL-mentol:DoDecA (2022) d) DL-
mentol:DoDecA (2023).
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Figura 18. Espectros de FTIR obtidos a partir da técnica de EGA para o DL-
mentol:DoDecA a) DoDecA b) DL-mentol c) DL-mentol:DecA (2022) d) DL-
mentol:DecA (2023).
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Na andlise desses dois solventes, os resultados obtidos foram
consistentes com os do ano anterior. Em outras palavras, apenas a presenca do
DL-mentol, que apresenta uma volatilizacdo mais rapida do que os outros
precursores da mistura, foi confirmada. Portanto, pode-se concluir que nao
ocorreram alteracbes na composicao dos gases volatilizados para ambos os
solventes. E importante destacar que os espectros dos precursores DecA e
DoDecA, nao foram identificados pela técnica de EGA em 2022 e nem em 2023.

No entanto, para a mistura DL-mentol:AcA, como demonstrado na Figura
19, foi observado a presenca de grupos funcionais referentes ao 4cido acético
no espectro (c), e grupos relacionados ao DL-mentol nos espectros (d) e (e).
Quando o espectro (f) foi avaliado, observou-se indicios da formac&o de um novo

composto, no caso o0 acetato de mentila, a partir na analise de suas bandas
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caracteristicas. A confirmacao da formacdo desse composto pode ser realizada

a partir das analises por GC-MS, que seréo concluidas posteriormente.

Figura 19. Espectros de FTIR obtidos a partir da técnica de EGA para o DL-
mentol:AcA a) AcA b) DL-mentol c) AcA (2022) d) DL-mentol (2023) e) AcA (2023) f)
Acetato de mentila (2023).
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Essa reacdo, conhecida como reacdo de esterificacdo, envolve a

transformacdo do acido acético (um acido carboxilico) e do DL-mentol (um
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alcool) para produzir acetato de mentila (um éster). A equacao que exemplifica
esse processo pode ser observada abaixo.

H+

CH3COO0H(q) + CioHig0H() 2 CH3C007 00 + CioH1a0H7 4

(aq) )
H+
CH3C00™ ) + CioH1g0H7 4o @ CH3C00Ci0Hg o0 + H20(aq)

A reacdo é catalisada frequentemente por um acido. O mecanismo geral
envolve a remocao de uma molécula de agua da reacao entre o acido carboxilico
e o alcool, para formar o éster e a agua. Sendo o produto final o acetato de
mentila.

O estudo da volatilizacdo dos compostos ainda permitiu a avaliacdo de
sinais correspondentes ao acetato de mentila quando analisados por Py-GC-MS,
0 que poderia alterar a qualidade da resposta analitica desejada. No caso, 0s
ions correspondentes a esse composto apresentam m/z de 41, 43, 81 e 95, nédo

foram identificados durante as analises.

4.2.3. Caracterizacao termoanalitica dos HDES

Os resultados apresentados por FTIR indicaram a formagédo da mistura
eutética, contudo, outras caracterizacbes sao importantes para essa
confirmacédo. Portanto, foi realizada a caracterizacdo termoanalitica como
complemento da FTIR, a partir da medida da razdo de fluxo de calor entre a
amostra e um material de referéncia colocado no DSC.

Nesta analise, foi possivel atribuir aos eventos endotérmicos, que
correspondem aos pontos de fusao (p.f) de cada precursor, como demonstrado
na Figura 20. Os valores obtidos experimentalmente foram comparados com 0s
descritos nas Fichas de Informacdes de Seguranca de Produtos Quimicos
(FISPQ) de cada precursor, como apresentado na Tabela 12, os valores obtidos
experimentalmente foram proximos, o que sugere uma confiabilidade da analise

realizada.



Figura 20. Eventos endotérmicos correspondentes aos pontos de fusédo dos
precursores utilizados no preparo dos HDES a) DL-mentol b) AcA c¢) DecA d) DoDecA.
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Tabela 12. Valores dos pontos de fusdo de cada precursor, obtidos através da ficha
FISPQ, e experimentalmente.

Temperatura de fuséo Temperatura de fuséo
Precursores (°C) (°C)
literatura experimental
DL-mentol = 36,0 39,5
AcA 16,6 15,1
DecA 31,6 33,6
DoDecA 43,2 46,2

ApOs a etapa de andlise dos precursores, os p.f dos HDES, em

proporcdes escolhidas para o desenvolvimento do trabalho, foram medidos,

como apresentado na Figura 21. A avaliagao das informagfes sugeriu que para

os trés casos, houve a formacdo das misturas eutéticas, devido aos valores

baixos de p.f obtidos para os HDES em relacdo a de seus precursores

separadamente. Os valores obtidos para o DL-mentol:AcA (1:1) foi de 12,3 °C,
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para o DL-mentol:DecA (1:1) foi de 1,15 °C e para o DL-mentol:DoDecA (2:1) foi
de 11,5 °C.

Figura 21. Eventos endotérmicos correspondente aos pontos de fusdo dos HDES
selecionados para estudo preliminar do trabalho, obtidos por analise de DSC a) DL-
mentol: AcA (1:1) b) DL-mentol:DecA (1:1) d) DL-mentol:DoDecA (2:1).
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Além das razdes molares escolhidas, outras propor¢gfes também foram
testadas. Na Figura 22, estéo representados os eventos para apenas dois HDES.
A analise por DSC das duas proporcdes propostas para o DL-mentol:DoDecA
ndo foi realizada, uma vez que apos a producdo desses HDES, a mistura
cristalizou, impossibilitando a realizagdo de sua aplicacdo na etapa de preparo
de amostra conforme o que foi proposto.
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Figura 22. Investigagdo dos eventos endotérmicos correspondente aos pontos de
fuséo dos HDES em diferentes proporgdes para a) DL-mentol:AcA (1:2) b) DL-
mentol:AcA (2:1) c) DL-mentol:DecA (1:2).
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Outras analises foram utilizadas para a caracterizagédo dos HDES, como
a analise termogravimétrica, permitindo investigar a estabilidade térmica dos
HDES em temperaturas elevadas. Essa andlise possibilitou estipular valores de
temperatura a serem estudados no pirolisador, de modo a volatilizar totalmente
0 extrato da amostra presente no cadinho, apos a extragdo por DLLME. Como
apresentado na Figura 23, as etapas de perda de massa e eventos endotérmicos
relacionados a essas perdas ocorreram em temperaturas entre 140 a 210 °C,
sendo necessério utilizar a técnica de EGA para confirmar a presenca dos

compostos que foram volatilizados.
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Figura 23. Curvas termogravimétricas obtidas para os HDES a) DL-mentol:AcA b) DL-
mentol:DecA c¢) TGA DL-mentol:DoDecA
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Foi utilizada a temperatura de 320 °C, no método desenvolvido, pois esse

valor corresponde a completa volatilizacdo dos analitos no cadinho. Na Figura

24, é possivel confirmar que apds as andlises por TG, 0s quatro compostos sé&o

completamente volatilizados em um intervalo de temperatura de 200 a 300 °C. A

pré volatilizacdo do solvente impede a saturacdo do sistema. Deste modo, a

temperatura escolhida se mostrou adequada para uso no pirolisador utilizado na

introduc&o da amostra no sistema de GC-MS.
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Figura 24. Curvas termogravimétricas de TG (linha preta) e DTA (linha vermelha) dos
padrBes a) metilparabeno b) propilparabeno c) butilparabeno d) bisfenol A.
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4.3.
pirolisador

No inicio do estudo, foi conduzido um experimento exploratério com o

intuito de determinar e identificar quais fatores exercem uma influéncia relevante

no modelo proposto [23]. O planejamento fatorial completo (2) foi realizado

inicialmente como forma de avaliar a influéncia dos parametros como tempo,

temperatura e volume de injecdo, na introducdo da amostra pelo pirolisador.

Nesta etapa, foi utilizada uma solugdo em MeOH contendo os padrdes analiticos

dos parabenos e bisfenol A em concentracédo de 3,00 mg L. Apés a realizacdo

de 8 experimentos foi observado que a resposta analitica tende a ser mais

eficiente quando ocorre o aumento do volume de inje¢éo, como apresentado na
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Figura 25, sendo essa variavel a mais significativa, indicando nesta primeira

avaliacao o volume 6timo de 10 pL.

Figura 25. Gréfico de Pareto obtido ap0s a aplicacdo de DOE para avaliar a
introdugéo da amostra usando o pirolisador.

(3)Volume (pL) | _17,899
(1)Temperature (°C) { 1,6024
2by3t 0,9773
(2)Time (min) 0,8902
1by2 | -0,7263
1by3 | .0,1239

p=,05
Estimativa de efeito padronizado (valor absoluto)

A otimizacdo univariada foi realizada para confirmar a resposta da analise
anterior, portanto, as variaveis correspondentes a temperatura (320 °C) e tempo
(0,5 min) permaneceram fixas, e os valores para o volume variaram de 2,0 uL a
20 pL, gerando um total de dez experimentos. Posteriormente a essa analise, foi
observado que o desempenho da resposta analitica era favorecido novamente
pelo volume, deste modo, o volume de 20 uL foi selecionado como valor de
melhor resposta, e foi utilizado para todos os testes subsequentes. As injecdes
convencionais de liquidos pelo pirolisador ndo devem exceder o volume de 2 pL,
devido a expansao do solvente no injetor. Portanto, a secagem da amostra é
essencial ao utilizar volumes elevados, antes de ser introduzida no pirolisador,
como é o caso deste estudo.

Apoés a definicdo do volume de injecédo, parametro mais significativo do
planejamento, manteve-se 0s parametros operacionais do pirolisador descritos
na etapa de otimizagéo e prosseguiu-se com o desenvolvimento do método.

Para a DLLME, a amostra de lodo foi fortificada com concentracéo de 3,00
mg L* dos analitos, e foram escolhidas e avaliadas variaveis que poderiam

influenciar nas respostas analiticas do planejamento fatorial, tais como pH,
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salting-out, volume do solvente dispersor, volume do solvente extrator e a
diluicdo do lodo.

Primeiramente, foi realizado um planejamento fatorial fracionario (2°1),
que possibilitou a reducdo do nimero de experimentos, de 32 para 17, com trés
repeticbes no ponto central. Como apresentado na Figura 26, apos o
planejamento exploratorio, foi verificada a influéncia de trés variaveis para o
meétodo proposto, entre elas o salting-out, volume de solvente extrator e volume

do solvente dispersor.

Figura 26. Grafico de Pareto obtido pelo planejamento fatorial fracionario 251
destacando as variaveis mais significativas nessa avaliacao.

(3)Extrator t 4-_&5393
(2)Salting-out | 2 86035
(4)Dispersor r -2.33319
(1)pH ¢ 0,7864636
(5)Diluigdo 0,0308441
pI:,D5 I

Estimativa de efeito padronizado (valor absoluto)

Embora a resposta deste planejamento demonstre fatores mais
significativos, a condigcéo otimizada ainda ndo é totalmente conhecida, ja que é
possivel determinar situacdes extremas e pontos de melhora para o ganho de
respostas analiticas. Deste modo, fez-se necessario o uso de um planejamento
de refinamento, como o planejamento com composto central, no qual a faixa de
estudo de cada variavel foi alterada, possibilitando uma analise precisa das
condi¢cOes otimas de trabalho.

Na Figura 27, é possivel observar o grafico de Pareto, no qual é
evidenciado que apenas 0 salting-out possui significancia no modelo proposto,
tendendo a valores baixos de NaCl. Na Figura 28, estdo apresentadas as
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superficies de resposta correspondentes a essa condicdo 6tima. Os fatores
identificados como criticos desempenham um papel essencial ha compreensao
e modelagem dos eventos relacionados ao processo em andlise, e
corresponderam a valores aproximados de 300 pL de volume para o HDES, 350
pL de volume para ACN e 27 % m/v de NaCl.

Figura 27. Gréfico de Pareto obtido pelo planejamento fatorial com composto central
destacando as variaveis mais significativas na etapa de extracdo pela DLLME.

Satingu(@)| e

1Lby3L | lz 267642

2Lby3L | -1,65062

ACN (uL)(Q) | -1,49127

1Lby2L | ~1,04991

HDES (uL)(Q) | 979686

(3)Salting-out(L) r -,585673

(2)ACN (uL)(L) | 333846

(1)HDES (uL)(L) | 0960908

Figura 28. Superficie de resposta das variaveis significativas obtidas apds a aplicagédo
de DOE na etapa da DLLME.
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A fase organica recolhida, com um volume de 20 pL, foi diluida em 50 L
de ACN para reduzir a viscosidade do HDES, minimizando assim o risco de
contaminacdo e danos no sistema do Py-GC-MS. Da mistura envolvendo
solvente extrator e dispersor um volume de 20 pL foi adicionado ao cadinho para
a injecdo. Dessa maneira, o uso do planejamento fatorial mostrou-se eficaz e
econdbmico para estudar o impacto das variaveis no processo planejado,

resultando na otimizacdo de processos e na obtencao de resultados confiaveis.

4.4. DLLME em amostra de lodo doméstico

O estudo das propriedades da amostra foi realizado, como apresentado
na Tabela 13, sendo alguns aspectos essenciais para a etapa de preparo da
amostra. O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) [18] dispde que o0s
efluentes de fontes poluidoras podem ser langados ao corpo hidrico, seguindo
as condicdes previstas por lei. Para tal processo, os efluentes devem ser
previamente tratados adequando o pH na faixa de 5 a 9. A amostra de lodo
doméstico coletada foi analisada, e o valor de pH obtido (pH=7) atendeu as
normas estabelecidas pelos érgaos oficiais.

O valor de pH apropriado da amostra aquosa deve ser estabelecido para
o grupo de analitos de estudo. O pH da solucéo pode ter efeitos significativos na
extracdo, pois esta associado com o grau de ionizacao, parcial ou completa dos
analitos, que sao aspectos que podem interferir no coeficiente de distribuicdo
(Kd) dos analitos [69], [70].

A dissociacdo do HBD e HBA podem ocorrer em amostras basicas ou
acidas, o que pode alterar a razdo molar utilizada para a producdo do HDES,
afetando a eficiéncia do processo de preparo de amostras [63]. O planejamento
de experimentos, realizados na etapa de preparo de amostra, permitiu avaliar a
influéncia do pH da amostra na DLLME. Para esse processo, a amostra foi
tamponada para que ndo ultrapassasse os valores de pH 2 e 10. Como
conclusao, apos a otimizacao, identificou-se que o pH nao tinha significancia na
microextracdo, possibilitando a utilizacdo do meio béasico para as analises

posteriores, o que corrobora com as propriedades basicas dos analitos.
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A condutividade da amostra foi analisada e como demonstrado na Tabela
13, foi obtido um valor correspondente com os de referéncia presentes em
documentos oficiais. Embora muitos compostos organicos sejam covalentes, e
nao ionizam de maneira significativa em solu¢des aguosas, podendo resultar em
amostras com baixas condutividades, ha excecbes a essa informacao. Alguns
compostos organicos podem apresentar ionizacdo dependendo do pH da
solucdo. Um exemplo ocorre com acidos organicos em meio acido, no qual
podem liberar ions H* no meio aquoso, formando ions carboxilatos [43].

De acordo com o CONAMA os parametros de Carbono Organico Total
(TOC) para 4gua de consumo estd em uma faixa de 1,00-3,00 mg L. Ja para
amostra de efluente industrial, esse valor ndo foi encontrado nos documentos
oficiais [71]. Os niveis de turbidez aceitaveis, necessarios para garantir a eficacia
do processo de desinfeccado e o cumprimento dos padrdes de potabilidade em
vigor, devem ser inferiores a 5,0 NTU. A turbidez de aguas nao tratadas pode
apresentar uma ampla variacao, desde valores abaixo de 10 NTU em lagos até
milhares de unidades em rios altamente poluidos. Embora ndo haja um valor
maximo que pode ser detectado, quando os valores ultrapassam 40 NTU, a
amostra deve ser diluida [16], [71], [72].

Tabela 13. Caracterizacdo do lodo filtrado.

Analises Parame[t7rf],s [r7e2f]eren0|a Amostra coletada
pH 6,00-9,00 7,00
Condutividade (mS cm™) n.c 1191
DQO (mgO2 LY 450 455
TOC (mg L?) n.c 85,0
Turbidez (NTU) 40,0 55,0

n.c: nao consta

Na etapa de preparo da amostra, foi realizado um tratamento prévio na
amostra de lodo. Devido a quantidades significativas de gorduras na amostra, foi
realizada a filtracdo com um filtro de fibra de vidro, para obter a fase aquosa,
evitando a formacéo de emulsdes e promovendo a completa separagéo entre as
fases sdlida e aquosa [31]. Esse procedimento impediu uma interacdo reduzida

entre 0 analito e a matéria organica particulada, resultando em menores
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interferéncias durante a extracdo. Na etapa final da DLLME a fase orgénica rica
em HDES e analitos foi coletada para analises posteriores [63].

Na DLLME o equilibrio de particdo é atingido rapidamente e pode sofrer
influéncia da forca idnica no processo de separacao. A adicdo do NaCl pode
diminuir a solubilidade do solvente extrator e alterar a eficiéncia da extracao.
Utilizando o DOE na etapa de preparo de amostra foi possivel observar uma
tendéncia de melhores respostas analitica, apds o processo de extracao, quando
adicionados valores maiores de sal na amostra (= 27,0 % m/v) [60]. Na Figura
29, é observado a dispersao do HDES na amostra aquosa, apods a centrifugacéo
do sistema, sendo evidente a particdo das fases organica e aquosa. A fase
superior, composta pela fase orgéanica, foi coletada e armazenada para analises

posteriores por meio de Py-GC-MS.

Figura 29. Foto da DLLME usando o HDES como solvente extrator em amostra
aquosa.

Fonte: Acervo pessoal

4.5. Cromatografia gasosa de pirdlise acoplada ao espectréometro de
massas (Py-GC-MS)

Apds o processo de preparo de amostra o eluato recolhido foi analisado
por Py-GC-MS. Os cromatogramas obtidos no modo SCAN foram comparados
com a literatura, de modo a identificar os ions fragmentos correspondentes para
cada analito, apds a injecao dos padrdes analiticos. Na Figura 30, € possivel

observar os analitos identificados nessa etapa. Os tempos de retencdo (tr)
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obtidos no modo SCAN foram essenciais para estabelecer uma ordem na qual

os analitos sdo eluidos, sendo MeP 7,32 min; PrP 8,19 min; BuP 8,49 min e o

BPA a 10,65 min. Contudo, apds uma troca de coluna, devido a contaminacfes

do sistema que afetarem a resposta analitica, esses tr apresentaram valores

maiores, como demonstrado na Figura 28, j& sendo feito no modo SIM. Esses

valores foram utilizados como parametro até o término das analises, sendo 8,31

min para o MeP; 9,05 min para o PrP; 9,54 min para o BuP e 12,71 min para o

BPA. Estes valores foram utilizados como parametros até a finalizacdo das

anéalises.

Figura 30. Cromatogramas dos padrdes dos analitos obtidos no modo SCAN a
concentragdo de 10 mg L™* em solvente (MeOH).
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Os ions fragmentos correspondentes para cada analito obtido no modo

SCAN, em conjunto, com o tempo de retencdo observados nos padrdes

analiticos, foram utilizados nas andlises posteriores, no modo SIM, para auxiliar

na identificacdo e determinacdo de cada analito em uma amostra fortificada.

13
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Foram escolhidos, levando em consideracdo os dados da literatura e
experimentalmente, os ions fragmentos selecionados para o MeP (com m/z de
121, 152, 93 e 65), PrP (com m/z de 121, 180, 93 e 65), BuP (com m/z de 121,
194, 93 e 65) e BPA (com m/z de 213, 119 e 138). Os picos base representados
pelos ions m/z 121 e 213, foram utilizados para na etapa de quantificacdo. Na
Figura 31, estédo representados os cromatogramas do mix contendo os padrées
dos analitos na concentracdo de 3,00 mg L* em MeOH no modo SIM, na

condicao 6tima tanto para a injecao como para a DLLME.

Figura 31. Cromatograma obtido no modo SIM contendo todos os analitos em MeOH
na concentracéo de 3,00 mg L.
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Quando a porcdo aquosa da amostra, obtida pela filtracdo do lodo, foi
submetida a andlise, observou-se a presenca de picos em determinadas regifes
préxima aos analitos, conforme ilustrado na Figura 32. Ao comparar 0s ions
identificados nessa etapa com aqueles selecionados no modo SIM, verificou-se
a auséncia dos analitos na amostra. Isso foi confirmado pela falta de coincidéncia
nos tempos de retencdo e na auséncia da combinagdo de ions caracteristicos

dos compostos de interesse.
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Figura 32. Cromatograma do lodo obtido no modo SIM para os analitos, utilizando um
volume de 20 yL de amostra.
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A extracdo dos analitos péde ser confirmada a partir da analise do
cromatograma resultante da injecdo de 20,0 uL da diluicdo do eluato em ACN,
conforme ilustrado na Figura 33. Dentro dos intervalos de tr especificados, todos
0s ions associados aos analitos estavam presentes, validando assim a eficacia

do método proposto.

Figura 33. Cromatograma obtido ap6s a DLLME dos analitos fortificados na

concentracéo de 415 pg L™ (MeP) e 830 ug L (PrP, BuP e BPA) em lodo.
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A utilizacdo das janelas, delimitadas a partir de resultados anteriores,
desempenhou um papel importante na melhoria da qualidade da resposta
analitica. Essas janelas foram usadas com o intuito de otimizar a precisao da
andlise, eliminando possiveis interferéncias que poderiam comprometer a
integridade dos resultados. Este enfoque reforca a robustez do método e
fortalece a confiabilidade dos dados obtidos, proporcionando uma base para
interpretacdo e conclusdes precisas.

Outros procedimentos de preparo de amostra s&o utilizados com o mesmo
proposito, no entanto, a adog¢éo da DLLME neste estudo destacou-se como uma
alternativa a reducdo no consumo de solventes e de amostra, além de ser
eficiente quando associada a técnica de GC-MS. Outras investigacdes que
empregaram a DLLME frequentemente apresentam resultados eficazes na
recuperacdo dos analitos, especialmente quando combinados com técnicas
cromatograficas, denotando a relevancia da unido de técnicas analiticas para a
melhor combinacao de resultados.

Apesar da filtracdo do lodo utilizando filtro de papel ser visualmente
eficiente, uma quantidade residual de material particulado permanece na
amostra. Entretanto, a utilizac&o do pirolisador eliminou a necessidade de etapas
adicionais de filtracdo, uma vez que o equipamento suporta a injecao direta de
amostras sem qualquer pré-tratamento. Essa caracteristica agiliza
significativamente o processo experimental, representando uma inovacao no
emprego Py-GC-MS para a injecdo de amostras liquidas, como proposto neste
trabalho. Essa abordagem néo apenas simplifica o procedimento, mas também

contribui para uma execucao mais eficiente e rapida do experimento.

4.6. Avaliagao das figuras de mérito do método desenvolvido

A aplicacdo dos HDES, na etapa de preparo de amostra utilizando o Py-
GC-MS, foi validada em amostra de lodo doméstico filtrado, levando em
consideracéo os parametros de desempenho descritos pelo INMETRO [1] como
a linearidade, LOD (S/N = 3) e LOQ (S/N=10), precisao e recuperacao [47].

Os limites de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ) foram

obtidos, como mostrado na Tabela 14, a partir da avaliacdo da relacdo sinal-
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ruido do cromatograma do branco da amostra. A linearidade foi avaliada em
solvente (MeOH) e em amostra de lodo filtrado fortificada com os analitos. Foram
usados 5 calibrantes para gerar a curva analitica, em triplicata, tendo como
resposta analitica a intensidade do sinal do ion m/z = 121 para os parabenos e
do ion m/z = 213 para o bisfenol A. A faixa de concentracéo utilizada para o MeP
foi de 83 a 500 pg L, e para os demais analitos de 166-1000 pg L. Na Figura

34, é possivel observar as informacdes obtidas nessa etapa.

Figura 34. Estudo da linearidade do método proposto para os analitos apds a etapa da
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A recuperacgdo percentual (Rec %) foi analisada para determinar as

perdas no processo extrativo dos analitos na matriz estudada [47], [59]. Como
demonstrado na Tabela 14, foi possivel observar que as recuperacfes médias

obtidas foram satisfatorias, com valores acima de 90%. Esse valor foi derivado
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da comparacgdo entre as curvas analiticas obtidas antes e depois da aplicagédo
da técnica DLLME.

Tabela 14. Figuras de mérito do método analitico proposto para aplicacdo em
amostras de lodo fortificada com MeP, PrP, BuP e BPA.

Faixa
Analito linear Equacéo linear R? LOD_l LO% Rec %* | CV%*
L1 (Mg L) | (Mo L)
(bg L)
MeP 83-500 y=379,2X — 24,5x103 0,9606 25,0 83,0 99,32 6,66
PrP 166-1000 y=837,1X - 61,6x10° 0,9958 50,0 166 98,25 8,83
BuP 166-1000 y=1277X — 15,9x104 0,9706 50,0 166 97,43 10,50
BPA 166-1000 y=1392,3X — 15,7x10* 0,9660 50,0 166 92,38 3,07

* Concentracgdo alta (ug Lt): MeP(415), PrP (830), BuP (830), BPA (830)

Tabela 15. Figuras de mérito do método analitico proposto feitas em solvente (MeOH)
fortificada com MeP, PrP, BuP e BPA.

Analyte IF:Iar;]Zaer Linear R2 LOD 1 LOQ | cvogr
(ug L) equation (Mg L™) | (Mg LF)

MeP 83-500 |y=123,28x+772,4 |0,9979 | 250 830 | 696

PrP 166-1000 |y =53,982x+231,0 | 09876 | 50,0 166 | 11,33

BuP 166-1000 |y =46,847x +2678 | 0,9887 | 50,0 166 | 13,06

BPA 166-1000 | y = 106,7x - 5265 09918 | 50,0 166 | 31,59

* Concentragdo alta (ug L1): MeP(415), PrP (830), BuP (830), BPA (830)

O desempenho analitico da DLLME foi analisado comparando os valores
do coeficiente angular da curva em MeOH, e a fortificacdo dos analitos na
amostra no mesmo nivel de concentracéo, feita no eluato, apés a DLLME. Os
valores obtidos para a inclinagdo da curva analitica na DLLME, apresentou
valores de aproximadamente trés a quatro vezes maiores em relacdo ao
solvente, como é possivel observar na Tabela 15, o que indica também a
eficiéncia do método proposto.

De acordo com o que foi abordado na secdo anterior, o parametro de
eficiéncia do processo (PE) foi aplicado, resultando em valores de 112 % MeP,
105 % para o PrP, 102 % para o BuP e 106 % para o BPA. Esses valores indicam
a adequada execucao do procedimento, demonstrando a consisténcia e precisdo

na quantificacdo dos compostos de interesse.
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Os coeficientes de variagdo (CV%) calculados a partir da andalise dos
pontos baixos, meédios e altos de cada analito, conforme apresentado na Tabela
14, demonstraram valores satisfatorios em comparacdo com os métodos oficiais.
Essa concordancia reforca a precisdo do método empregado, indicando que as
variagdes nos resultados foram consistentemente nas diferentes concentragdes
analisadas. Essa observacdo contribui para a validacdo da confiabilidade do
procedimento analitico adotado.

Na Tabela 16, os valores de CV% sao apresentados para precisao inter-
dia e intra-dia feita para a DLLME. Na avaliacdo de repetibilidade intra-dia,
constata-se uma baixa variacdo nos quatro analitos, em trés diferentes niveis de
concentracdo ao serem avaliados em um curto intervalo de tempo. Essa resposta
demonstrou ser apropriada em comparagdo com 0s parametros estabelecidos,
em que o valor aceitavel estd em torno de 15% [47].

No entanto, ao analisar a precisao inter-dia, observou-se um aumento
significativo do CV% em concentracdes mais elevadas. Esse aumento sugere
uma maior variabilidade e heterogeneidade nos dados quando consideramos

intervalos de tempo mais extensos entre as analises.

Tabela 16. Parte 1 - Resultados referentes a precisdo em relagéo a repetibilidade
intra-dia e precisao inter-dia do método proposto usado HDES e DLLME.

Intra-dia

CV% (periodo - manhad) CV% (periodo - tarde) CV% entre os periodos

Analitos Concentrag&o Concentrag&o Concentrag&o

Baixa | Média Alta Baixa | Média Alta Baixa | Média Alta

MeP 0,870 | 0,400 3,73 154 | 0,470 8,22 1,12 0,440 6,41

PrP 0,120 7,86 2,05 1,43 4,10 1,05 1,09 5,64 1,46
BuP 1,94 4,34 2,43 1,76 4,66 3,76 1,71 4,08 2,83
BPA 1,30 0,660 | 0,820 2,99 | 0,260 1,62 2,23 0,470 1,20

*Concentracdo baixa (ug L?): MeP(83), PrP (166), BuP (166), BPA (166) ; Concentragdo média (ug L?):
MeP(250), PrP (500), BuP (500), BPA (500) ; Concentragdo alta (ug L): MeP(415), PrP (830), BuP (830),
BPA (830)
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Tabela 16. Parte 2- Resultados referentes a preciséo em relagéo a repetibilidade intra-
dia e preciséao inter-dia do método proposto usado HDES e DLLME.

Inter-dia
CV% (periodo - tarde) CV% (periodo - tarde) CV% entre os periodos
Analitos Concentragdao Concentragdao Concentragéao
Baixa | Média Alta Baixa | Média Alta Baixa | Média Alta
MeP 1,54 0,470 8,22 1,21 2,32 5,01 1,26 1,51 11,09
PrP 1,43 4,10 1,05 1,16 5,69 9,90 1,55 4,71 13,65
BuP 1,76 4,66 3,76 2,34 4,20 10,70 1,85 4,01 15,83
BPA 2,99 0,26 1,62 0,73 0,77 33,47 2,40 0,64 23,89

*Concentracdo baixa (ug L™): MeP(83), PrP (166), BuP (166), BPA (166) ; Concentracdo média (ug L):
MeP(250), PrP (500), BuP (500), BPA (500) ; Concentragdo alta (ug L): MeP(415), PrP (830), BuP (830),
BPA (830)

A preciséo inter-dia, em relagéo ao BPA, revelou um valor que ultrapassou
os 15%, situando-se fora dos limites aceitaveis estabelecidos pelas normas
oficiais. Essa variacao significativa pode ser atribuida, em grande parte, a falta
de estabilidade observada no Bisfenol A ao longo dos diferentes dias de analise.

Esse comportamento também pode ser observado no estudo descrito por
Martin [73], na qual a acurécia em dias intercalados aumentou de 4% para 15%.
Essa instabilidade pode resultar em variagdes nos resultados obtidos em dias
consecutivos, comprometendo a confiabilidade desses dados. Essa constatacéo
ressalta a importancia de considerar cuidadosamente a estabilidade dos analitos
ao longo do tempo ao avaliar a preciséo inter-dia, visando assegurar resultados
mais robustos e confiaveis nas analises.

A avaliacdo da seletividade foi conduzida para verificar possiveis
interferentes presentes na amostra. Ao analisar o cromatograma da amostra de
lodo, conforme ilustrado na Figura 35, observou-se a presenca de sinais
positivos para 0s ions que correspondem aos analitos. Contudo, a presenca
desses sinais na amostra de lodo ndo representou uma interferéncia, contendo
elementos no mesmo tr € com 0s mesmos ions fragmentos. Cabe destacar que
a intensidade do sinal da amostra de lodo ndo passou de 45,96 para o ion com
m/z = 121 e 35,83 para o0 ion m/z = 213. Isso se deve ao fato de que o0s sinais
obtidos estdo predominantemente relacionados a outros compostos complexos

presentes na amostra, e ndo aos analitos de interesse.
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Figura 35. Comparacéo entre os cromatogramas da amostra de lodo obtidos a partir
do a) eluato da DLLME e b) do lodo sem fortificar.
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A confirmacdo dessa informacao foi obtida através da observacédo de
dados que caracterizam os analitos, como o tempo de retencdo e 0s ions
especificos de cada um. Ao comparar o cromatograma obtido apdés a DLLME
com o cromatograma do lodo, foi constatado que o método demonstrou
seletividade exclusivamente para os compostos de interesse.

Durante os tempos de retencdo analisados, somente o sinal
correspondente aos analitos, contendo os ions especificos relacionados, foi
identificado. Isso indica que n&o foram identificados interferentes significativos
durante a andlise. A seletividade do método para os compostos de interesse €
evidenciada pela auséncia de sinais ou presen¢a minima de sinais de outras
substancias que poderiam interferir nos resultados.

Essa constatacédo fortalece a confianca na capacidade do método em
isolar e detectar seletivamente os analitos desejados, fornecendo assim
resultados mais precisos e confiaveis na analise das amostras de lodo.

Dessa forma, a seletividade do método demonstrou ser eficaz, uma vez

que os sinais observados foram atribuidos principalmente a componentes
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especificos da matriz, ndo comprometendo a deteccdo e a quantificacdo dos

compostos de interesse.

4.7. Avaliagdao da GREEnness Analitica (AGREE) para o método
proposto

Ao empregar a abordagem metodologica AGREE, foi possivel identificar
que alguns critérios apresentam divergéncia em relagdo aos principios da
quimica analitica verde. Na Figura 36, estdo representados os resultados da

analise AGREE para o método e para o preparo de amostra.

Figura 36. Resultados da analise AGREE para a) método b) preparo de amostra.

Ao realizar uma analise abrangente da pontuacéo final, destaca-se uma
prevaléncia da cor verde, sinalizando que a pontuacédo estabelecida em 0,72
para o método esta alinhada as expectativas de métodos considerados menos
impactantes ao meio ambiente. Os critérios 3 € 10 receberam pontuacdes mais
baixas devido ao uso de solventes na diluicdo do HDES, como a ACN, para a
execugao das analises. O principio 9 avaliou o consumo energético do GC-MS,
que possui um valor elevado em comparagéo ao GC que utiliza outros tipos de
detectores.

Para a etapa de preparo da amostra, a pontuagao alcancada foi de 0,76,
indicando um impacto ambiental relativamente baixo. No entanto, os critérios 2,
3, 7 e 10 destacados em amarelo receberam pontuagdées mais baixas devido a

quantidade de amostra utilizada, a produgao de residuos apds o processo de
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extracao e a falta de utilizagdo de reagentes provenientes de fontes renovaveis
em todo o procedimento.

De maneira geral, ambos os processos demonstraram ser eficazes na
minimizacdo dos impactos ambientais, conforme avaliacdo realizada pelo
método AGREE. Este resultado ressalta a importancia de se considerar o
panorama global da avaliagao dos 12 principios, uma vez que que a otimizagao
de desses critérios pode compensar eventuais discordancias individuais, visando
aumentar a eficiéncia e a sustentabilidade do método ao longo do tempo.

Nesse contexto, a utilizagdo dos HDES em conjunto com técnicas
miniaturizadas de preparo de amostras, como a DLLME, s&o uma alternativa

valiosa para promover praticas analiticas mais sustentaveis.

4.8. Analise comparativa entre o método sugerido e outras abordagens
mencionadas na literatura

Em outros estudos que empregam a DLLME, foram realizadas a
avaliagdo da recuperacao (Rec %) em diversas amostras, incluindo amostras
humanas e alimentos. A Tabela 17 apresenta uma analise de algumas dessas
amostras. De acordo com os valores apresentados, a eficacia da DLLME
mostrou-se consistente em todas as amostras, semelhante ao comportamento
observado no lodo, tendo sido alcangados valores elevados de recuperacéo,
fortalecendo, assim, a validade dessa afirmacéo.

Um dos parametros importantes para a implementacdo da DLLME esta
na utilizacéo de volumes reduzidos empregados durante o processo. Na Tabela
18, encontram-se detalhados os valores especificos utilizados para a DLLME em
estudo da literatura. Esses valores sao consideravelmente baixos, refletindo a
premissa fundamental desse método. No ambito deste trabalho, os volumes
empregados foram ainda menores em comparacdo com os descritos na literatura

existente.
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Tabela 17. Comparacado entre o método desenvolvido neste trabalho e os obtidas na
literatura com a aplicacéo da DLLME para determinacédo do MeP, PrP, BuP e BPA em
diferentes amostras.

Analito LOQ Rec (%) Amostra Técnica | Ref.
(g L™
0,0200 89,6 Placenta GC-MS/MS | [74]
MeP 5,20 120 Cabelo LC-MS/MS | [73]
0,91 82,0 Esgoto GC-FID [75]
0,0200 101 Placenta GC-MS/MS | [74]
PrP 2,60 99,0 Cabelo LC-MS/IMS | [73]
0,470 91,0 Esgoto GC-FID [75]
BUP 0,0200 100 Placenta GC-MS/MS | [74]
0,440 100 Esgoto GC-FID [75]
0,0200 112 Placenta GC-MS/MS
6,10 77,0 Cabelo LC-MS/MS
0,0120 100 Agua de torneira, HPLC-FL | [74]
BPA garrafa e rio [73]
- 96,5 Mel HPLC-FL | [76]
- 95,7 Xarope de abacaxi HPLC-FL
- 93,9 Leite em po6 HPLC-FL
Método desenvolvido neste estudo
MeP 83,0 99,3 Esgoto doméstico | Py-GC-MS
PrP 166 98,2 Esgoto doméstico Py-GC-MS
BuP 166 97,4 Esgoto doméstico | Py-GC-MS |
BPA 166 92,4 Esgoto doméstico | Py-GC-MS

Tabela 18. Parametros avaliados na DLLME e avaliagcdo da sustentabilidade do

método.
Volume de solvente | Volume de solvente | Tempo de | Métricas
: ~ DOE | Ref.
extrator (mL) dispersor (mL) extracao verdes
0,0300 de 1- 1,00 de acetona Sim | [76]
undecanol
1,20 de TCM* 30s Sim | [74]
0,500 de 1-undecanol 0,500 de metanol 10 min [73]
0,800 de TCM 0,820 de acetona 20s Sim | [77]
0,200 de n-hexane 11 min [78]
1,50 de acetona . 0,500 de 10 s [79]
triclorometano
Método desenvolvido neste estudo
0,300 de HDES | 0,350 de acetonitrila | 20s | AGREE | Sim

*TCM: acetonitrila, acetato de

etila e triclorometano

Em todos os estudos utilizados na comparacgéo, observou-se a auséncia

do emprego das ferramentas relacionadas a métrica verde. A aplicacdo dessa

avaliacdo € importante pois promove meios de tornar os experimentos mais
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sustentdveis nas préticas atuais. Muitos desses trabalhos utilizaram algum tipo
de planejamento ou otimizacdo na etapa de extracao.

De modo geral o método desenvolvido neste trabalho se mostrou eficiente
utilizando volumes menores de solventes, 0 que estd de acordo com as
premissas da GAC. Embora os LOQ sejam maiores que o0s avaliados da
literatura, € importante levar em consideracdo a proposta inovadora de utilizacéo
do pirolisador, que possui influéncia em possiveis perdas dos analitos na

introducao da amostra.

5. CONCLUSAO

A formacdo das misturas eutéticas foi confirmada a partir de analises
termoanaliticas, avaliando os pontos de fusdo especificos por DSC, e pela
identificacdo de grupos funcionais referentes a formacao dos HDES, por FTIR.

A partir das caracterizagdes fisico-quimicas dos solventes investigados,
como a viscosidade e densidade, foi observado que os trés HDES mantiveram
suas propriedades estaveis pelo periodo de um ano. As andlises por FTIR,
realizadas durante esse periodo, corroboram com esse estudo de estabilidade,
fornecendo informacdes sobre a sua composicdo molecular ao longo do tempo.
Nos testes preliminares, para as otimizacfes da etapa de preparo de amostra,
surgiram desafios quanto a utilizacdo de solvente contendo DecA e DoDecA.
Isso ocorreu, em grande parte, a facil volatilizacdo de DL-mentol durante a
analise por Py-GC-MS, cuja intensidade superou a dos analitos. Essa limitacdo
prejudicou a obtencdo de conclusdes claras nos cromatogramas quando esses
dois solventes foram empregados.

Dentre os trés HDES investigados, destaca-se que apenas o DL-
mentol:AcA foi utilizado na etapa de preparo de amostra, no qual foi evidente a
sua capacidade de pré-concentracdo e extracdo dos analitos, sendo necessario
uma pequena quantidade do solvente para a realizacdo da DLLME. Apenas a
mistura DL-mentol:AcA foi utilizada para a validacdo do método. Nessa fase,
resultados promissores foram alcangcados, com valores de recuperacdo
superiores a 90% para os analitos. Além disso, a confirmacé&o da seletividade do
meétodo aplicado reforca a robustez e a confiabilidade das analises realizadas

com esse solvente especifico. Esses resultados validam a escolha do DL-



90

mentol:AcA como solvente de destaque, evidenciando seu potencial para
aplicacoes futuras em processos analiticos. Portanto, com base nos resultados
obtidos, conclui-se que a aplicacdo do HDES proposto neste estudo € eficiente
para a determinacdo dos analitos selecionados, assim como o método
desenvolvido no Py-GC-MS.

6. PERSPECTIVAS

As pesquisas sobre a utilizacdo de HDES como agentes extratores de
contaminantes emergentes, empregando a técnica Py-GC-MS para anélise de
amostras de lodo, representam uma area de pesquisa ainda pouco abordada na
literatura cientifica. Portanto, esta pesquisa representa uma oportunidade para
aprofundar o conhecimento acerca da problematica da incidéncia de compostos
considerados perigosos em matrizes aquaticas, bem como avaliar a eficacia e
aplicacdo desses solventes no monitoramento desses contaminantes, através
de técnicas de extracao.

A aplicacdo da abordagem desenvolvida neste estudo pode contribuir
para o avanco de métodos analiticos mais eficazes e sensiveis na deteccao de
contaminantes em amostras ambientais. Além disso, abre caminho para o
desenvolvimento de novos HDES capazes de monitorar outras classes de
contaminantes. Essa perspectiva mais ampla permite aprimorar as praticas de
gestdo e monitoramento ambiental, oferecendo novas ferramentas para a
mitigacdo dos impactos ambientais. A utilizacdo do AGREE para avaliar a
sustentabilidade do método possibilita diretamente a busca por novas
abordagens e otimizagdo do método analitico, visando atender de forma
crescente as demandas da GAC.

Como perspectivas espera-se aplicar os HDES, DL-mentol:DecA e DL-
mentol:DoDecA na técnica de DLLME, além de explorar o desenvolvimento de
novos solventes, como 0s magnéticos para a extracao de diferentes compostos

em diversas amostras.
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8. APENDICES

1.a. Tabela ANOVA do modelo de planejamento composto central (CCD) para a DLLME

ANOVA; R-sqr=0,77427; Adj:,48405; MS Residual=183821E7

SS df MS F p

(1)HDES (pL)(L) 1,697309E+10 1 1,697309E+10 0,00923 0,926142
HDES (uL)(Q) 1,764295E+12 1 1,764295E+12 0,95978 0,359879
(2)ACN (uL)(L) 2,048753E+11 1  2,048753E+11  0,11145 0,748274
ACN (uL)(Q) 4,087976E+12 1 4,087976E+12 2,22388 0,179516
(3)Salting-out(L) 6,305330E+11 1 6,305330E+11 0,34301 0,576482
Salting-out(Q) 2,640960E+13 1 2,640960E+13 14,36694 0,006800
1L by 2L 2,026302E+12 1 2,026302E+12 1,10232 0,328648
1L by 3L 9,452495E+12 1 9,452495E+12 5,14220 0,057678
2L by 3L 5,008309E+12 1 5,008309E+12 2,72454 0,142801
Error 1,286754E+13 7 1,838220E+12

Total SS 5,700457E+13 16




