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RESUMO

SOUZA, P. A. F. Procedimento analitico para a determinacao de acido salicilico
em aguas naturais explorando pré-concentracdo na coluna em sistema de
cromatografia por injecdo sequencial. 2019. 62 p. Dissertacdo (Mestrado) -
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba,
20109.

O acido salicilico é encontrado naturalmente em diversas plantas, agindo como
fitohormonio e exercendo varias fun¢cdes no metabolismo vegetal. Também tem sido
amplamente utilizado na medicina e na cosmetologia, sendo usualmente encontrado
na urina dos seres humanos, por ser o principal metabdlito do acido acetilsalicilico,
farmaco mundialmente utilizado. Entretanto, por ndo existir legislacdo que
regulamente a sua concentracdo no ambiente, € considerado um poluente
emergente. Os métodos comumente utilizados para a determinacdo do analito séo
baseados em cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢cdo por
espectrometria de massas. Entretanto, estes métodos requerem instrumentacao de
custo relativamente alto e procedimentos exaustivos de clean-up de amostras e
pré-concentracdo do analito. Visando simplificar o procedimento de determinacéo de
acido salicilico em aguas e tornar o processo mais ambientalmente amigavel, o
objetivo desta dissertacdo foi o desenvolvimento de um procedimento analitico
alternativo para a determinacao de acido salicilico em aguas naturais, explorando a
fluorescéncia intrinseca do ion salicilato e utilizando a estratégia de
pré-concentracdo na coluna cromatografica em sistema de cromatografia por injecéo
sequencial. Faixa linear entre 0,25 e 5,00 ug L foi atingida, além de figuras de
mérito analitico adequadas a aplicacdo proposta: coeficiente de variacdo, limite de
deteccao, limite de quantificacdo, e frequéncia de amostragem estimados em 3,0%
(n = 10), 20 ng L* (99,7% de confianga), 60 ng L' e 7 h?, respectivamente.
Melhores precisdo e porcentagens de recuperacdo foram obtidos em relacdo ao
método de referéncia, baseado em LC-ESI-MS/MS. Além disso, o baixo consumo de
solvente organico (150 pL de acetonitrila por determinacédo), bem como a auséncia
de etapas prévias de tratamento da amostra, possibilitaram o atendimento aos
requisitos da quimica limpa.

Palavras-chave: Andalises em fluxo. Fluorescéncia. On-column preconcentration.
Quimica verde.
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ABSTRACT

SOUZA, P. A. F. Determination of salicylic acid in natural waters exploiting on-
column preconcentration in sequential injection chromatography. 2019. 62 p.
Dissertacao (Mestrado) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de
Séo Paulo, Piracicaba, 2019.

Salicylic acid, a phytohormone naturally found in several plants, exerts diverse
functions in the plant metabolism, and has been used in medicine and cosmetology.
It is usually found in the urine of humans, as the main metabolite of acetylsalicylic
acid, a worldwide used drug. Due to the absence of threshold limits in the
environment, it is considered as an emerging pollutant. Usual methods for its
determination are based on high performance liquid chromatography with mass
spectrometry, UV or fluorescence detection. However, these methods require
relatively expensive instrumentation and exhaustive procedures for sample clean-up
and analyte preconcentration. Aiming to simplify the procedure for salicylic acid
determination in waters, and to make the process more environmentally friendly, the
aim of this work was the development of an alternative procedure for the
determination of salicylic acid in natural waters, exploiting the intrinsic fluorescence
of the salicylate ion and the on-column preconcentration in a sequential injection
chromatographic system. A linear response between 0.25 and 5.00 ug L and other
suitable figures of merit were attained: the coefficient of variation, limit of detection,
limit of quantification, and sampling rate were estimated as 3.0% (n = 10), 20 ng L
(99.7% confidence level), 60 ng L, and 7 h', respectively. Improved precision and
recoveries were obtained in comparison to the LC-ESI-MS/MS reference method. In
addition, in view of the low consumption of organic solvent (150 uL of acetonitrile per
determination), as well as the absence of sample pretreatment, the proposed method
meets the requirements of Green Chemistry.

Keywords: Flow analysis. Fluorescence. On-column preconcentration. Green
chemistry.
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1. INTRODUCAO

1.1. Acido salicilico em aguas naturais

O é&cido salicilico (AS), ou acido orto-hidroxibenzéico, é encontrado
naturalmente em diversas plantas, principalmente na arvore salgueiro, Salix alba (da
qual herdou seu nome). Atua como fitohorménio e exerce diversas fungdes no
metabolismo das plantas, como na regulacéo do crescimento e do desenvolvimento
e na interacdo com outros organismos (DURNER; SHAH; KLESSIG, 1997; HAYAT
et al.,, 2010; MALAMY et al.,, 1990; RASKIN, 1992; SENARATNA et al., 2000;
YALPANI et al., 1994). O AS também atua na defesa contra patégenos que afetam
as plantas (DURNER; SHAH; KLESSIG, 1997; HAYAT et al., 2010; MALAMY et al.,
1990).

O AS pode ser sintetizado pela reagcéo de Kolbe-Schmitt (LINDSEY; JESKEY,
1957) e tem sido utilizado na medicina e na cosmetologia, principalmente como
agente queratolitico, destruindo a camada cérnea da pele e, assim, eliminando
acnes, verrugas e/ou lesdes, em um processo conhecido como peeling (ARIF, 2015;
KORNHAUSER; COELHO; HEARING, 2010; MADAN; LEVITT, 2014; RENDON et
al., 2010). Além disso, € usualmente encontrado na urina humana, por ser o principal
metabdlito do &cido acetilsalicilico, o farmaco mais utilizado no mundo como
analgésico, anti-inflamatoério e antipirético (LIN; NAKATSUI, 1998; MADAN; LEVITT,
2014; PULGARIN; MOLINA; ROBLES, 2011; RANDJELOVIC et al., 2015).

O uso indevido do AS, seja por ingestdo ou absorcdo cutanea, pode gerar
graves problemas a saude, como o salicilismo, i.e. intoxicagdo por acido salicilico,
que ocorre quando a concentracdo do ion salicilato no sangue € superior a
350 mg L%, e cujos sintomas sdo nauseas, vomito, tontura e dores abdominais.
Em casos mais extremos, o salicilismo pode causar a morte (LIN; NAKATSUI, 1998;
MADAN; LEVITT, 2014).

Devido ao inadequado descarte de farmacos nos esgotos domésticos e ao
fato do AS ser excretado pelo corpo humano por meio da urina (GROOTVELD;
HALLIWELL, 1988; HIGNITE; AZARNOFF, 1977), esse composto tem sido
encontrado em aguas naturais e residuais (GROS et al., 2010; PETRIE; BARDEN,;
KASPRZYK-HORDERN, 2014; PETROVIC; GONZALEZ; BARCELO, 2003;
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RICHARDSON, 2009). A Tabela 1 lista as concentracbes de AS encontradas em
diversas regibes do mundo. Por ndo existir legislacdo que regulamente a sua
concentracdo nessas matrizes, o AS é considerado um poluente emergente (FARRE
et al., 2001; RICHARDSON, 2009).

Poluentes emergentes compreendem, principalmente, os produtos usados em
larga escala no cotidiano, podendo ser farmacos, cosméticos, tensoativos ou
aditivos de uso industrial. Estes contaminantes apresentam efeitos deletérios mesmo
com baixo tempo de permanéncia no ambiente, uma vez que os altos niveis de
transformacdo e remo¢do sdo compensados pela sua continua introducdo no meio
(PETROVIC; GONZALEZ; BARCELO, 2003). Desta forma, o monitoramento dos
poluentes emergentes é fundamental, bem como o desenvolvimento de processos
para seu tratamento, visando reduzir o impacto ambiental. A demanda por métodos
analiticos confiaveis para a determinagcédo da concentracdo dos poluentes nas aguas
e nos efluentes liquidos é salientada na legislacdo ambiental brasileira (CONAMA,
2008). Assim sendo, para que concentracdes permissiveis de AS em aguas naturais
possam ser regulamentadas, sdo necessarios métodos analiticos padronizados para

a sua determinacgéo.



Tabela 1- Concentracdes de AS determinadas em &guas naturais e residuarias em diversas regides do mundo

Concentracgéo (ug L?)

Regido Método de determinacao Referéncia
Agua natural  Agua residual

Reino Unido UHPLC-ESI-MS/MS 0,025 - 0,062 0,075 - 0,209 (Kasprzyk-Hordern; Dinsdale; Guwy, 2008)

EUA LC-ESI-MS/MS _ 0,434 - 8,036 (Spongberg; Witter, 2008)
Italia LC-ESI-MS/MS 0,007 - 0,205 0,9-120 (Marchese et al., 2003)

Bélgica LC-MS/MS 0,011 - 0,855 _ (Wille et al., 2010)

Espanha LC-ESI-MS 0,018-8,800 0,209-17,461 (Farré et al., 2001)

Poldnia GC-GC-TOF-MS _ 0,020 - 0,519 (Lacina; Mravcova; Vavrova, 2013)

Canada GC-MS _ 2,82-12,7 (Lee; Peart; Svoboda, 2005)
Brasil LC-TOF-MS 1,65-4,81 (Lopes et al., 2016)

UHPLC: cromatografia liquida de ultra eficiéncia; LC: cromatografia liquida de alta eficiéncia; GC: cromatografia gasosa; ESI: ionizagdo por

eletronebulizacdo; TOF: tempo de voo; MS espectrometria de massas

23
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Diversas técnicas analiticas tém sido utilizadas para a determinacdo de acido
salicilico em diversas matrizes, como a espectrofotometria na regido UV/vis
(CHOCHOLOUS et al., 2007; PULGARIN; MOLINA; ROBLES, 2011), a
cromatografia a liquido (BOSCO et al., 2014; FARRE et al., 2001; HIGNITE;
AZARNOFF, 1977; TAGLIARI et al., 2012) e a espectrofluorometria (BARRIENTOS;
BATISTA; ROCHA, 2016; DAMIANI et al., 1995; PAGANI; IBANEZ, 2014;
PULGARIN; MOLINA; ROBLES, 2011; SOLICH et al., 2001; STREET; SCHENK,
1981). Porém, os métodos de maior simplicidade instrumental ndo apresentam
sensibilidade e seletividade suficientes para a determinacdo desta espécie em
baixas concentracdes e em matrizes complexas, como as tipicamente encontradas
em Aguas naturais. Os métodos utilizados para esse fim sdo baseados em
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por espectrometria de massas
em tandem (KASPRZYK-HORDERN; DINSDALE; GUWY, 2008; LACEY et al., 2008;
MARCHESE et al., 2003; WILLE et al.,, 2010), espectrofotometria no ultravioleta
(TAGLIARI et al., 2012) ou fluorescéncia (PULGARI’N; MOLINA; ROBLES, 2011;
SOLICH et al, 2001). Contudo, o0s métodos cromatograficos requerem
instrumentacdo de custo relativamente alto e procedimentos exaustivos de limpeza
(clean-up) de amostras e pré-concentracao do analito. Ja a fluorescéncia possibilita
a utilizacdo de instrumentos de menor custo e de mais simples manuseio, porém
requer estratégias para a melhoria de seletividade, caso ndo seja acoplada a
separacdo cromatogréfica.

O acido salicilico € intrinsicamente fluorescente, com maximos de excitacao e
emissdo nos comprimentos de onda de 299 e 409 nm, respectivamente (CHA,
PARK, 1998). A intensidade de fluorescéncia é dependente do pH, sendo o ion
salicilato a espécie fluorescente. Medidas fluorimétricas foram exploradas para a
determinacdo de AS em farmacos (CHOCHOLOUS et al., 2007; TAGLIARI et al.,
2012), fluidos biolégicos (PULGARIN; MOLINA; ROBLES, 2011) e extratos vegetais,
algumas vezes, ap0s separacao cromatogréfica (BARRIENTOS; BATISTA; ROCHA,
2016). Porém, a fluorescéncia ainda néo foi aplicada a determinacdo de AS em

amostras ambientais, provavelmente por limitacdes de sensibilidade e seletividade.
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1.2. Cromatografia por injecao sequencial

A analise por injecdo sequencial (SIA), proposta por Ruzicka e Marshall
(1990), consolidou-se no inicio dos anos 2000 devido a possibilidade de ser aplicada
aos mais diversos tipos de amostra, como ambiental (ZHANG; MIRO; KOLEV,
2017), farmacéutica (WESOLY et al.,, 2016) e alimentos (WIBOWOTOMO; EUN,;
RHEE, 2017). A alta aplicabilidade deve-se a robustez e versatilidade do médulo de
analises, que possibilita a implementacéo de diversos processos sem a alteracédo de
sua estrutura fisica, mediante controle por um computador. Desta forma, alteracfes
de volumes de aliquotas, sequéncia de amostragem, vazoes e dire¢des dos fluidos
podem ser implementadas (HUCLOVA; SATINSKY; KARLICEK, 2003). O médulo de
analises do sistema SIA consiste, geralmente, em uma Unica bomba de seringa
bidirecional de baixa pressdo, uma valvula seletora de multiplas posicdes, bobinas
de retencéo (holding coil) e reacdo e sistema de deteccdo (HUCLOVA; SATINSKY;
KARLICEK, 2003; RUZICKA; MARSHALL, 1990). Todas as operacdes relacionadas
a manipulacdo das solu¢des sdo automatizadas, minimizando o contato do analista,

permitindo minimizar contaminacfes e aumentando a reprodutibilidade das medidas.

Apesar das vantagens apresentadas pelo sistema SIA, a aplicacdo a
determinacdo de multicomponentes é limitada, mesmo com a integracao de etapas
de extracdo em fase solida (HUCLOVA; SATINSKY; KARLICEK, 2003). Em vista
disto, a cromatografia por injecdo sequencial (SIC) foi proposta por Satinsky et al.
(2003), baseando-se no acoplamento de uma coluna para separacoes
cromatograficas a baixa pressao (e.g. colunas monoliticas curtas) ao sistema SIA
(DAVLETBAEVA et al., 2017). Diferentemente das técnicas cromatograficas
convencionais, o SIC baseia-se no fluxo programéavel das solucdes, caracteristico do
SIA, que permite a selegcdo conveniente de volumes de amostra e eluente
(SATINSKY et al., 2003). Geralmente, o fluxo programavel resulta em baixo
consumo de solventes, baixos custos operacionais, baixa geracdo de residuos e
frequéncia de amostragem relativamente alta em relacdo a cromatografia
convencional (SATINSKY et al., 2004). Além da determinac&o de multicomponentes,
o desenvolvimento do SIC também possibilitou aplicagdes analiticas em que a

separacao do analito da matriz € necessaria.
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Em decorréncia do uso da bomba de seringa, usual em sistemas SIA, o0s
primeiros trabalhos utilizando separacdo em SIC apresentavam limitacbes de
pressdo, na faixa de 150 a 300 psi, mesmo com o uso de colunas monoliticas,
restringindo a aplicacdo de vazées na ordem de 1,2 mL min! (DAVLETBAEVA et al.,
2017; HUCLOVA; SATINSKY; KARLICEK, 2003). Colunas monoliticas consistem em
uma unica haste cilindrica com estrutura solida e porosa, sendo que 0S poros
(canais do monolito) podem chegar até a 2 um (DAVLETBAEVA et al., 2017; FARIA
et al., 2006). Em comparacdo com as colunas particuladas, usualmente utilizadas
em LC, com tamanho de particula de 2,7 um, os poros da coluna monolitica sdo até
220 vezes maiores, proporcionando menor resisténcia a passagem das solucdes,
i.e. menor contrapressdo. As colunas monoliticas possibilitaram trabalhar com
vazbes mais elevadas, sem perdas significativas em eficiéncia de separacéo,
resultando em maiores frequéncias de amostragem (FARIA et al., 2006).
Atualmente, aos sistemas SIC, foram adaptadas bombas de pistdo mais resistentes
e as mesmas valvulas seletoras utilizadas em LC, possibilitando aumentar o limite de
pressdo para ca. 750 psi e utilizar colunas mais longas, buscando maior eficiéncia
de separacdo (CHOCHOLOUS et al., 2013; DAVLETBAEVA et al., 2017).

Mais recentemente, colunas de nucleo fundido (fused-core columns) foram
utilizadas em SIC. Essas colunas sédo recheadas por particulas formadas por um
nacleo esférico macico recoberto por uma fina camada porosa (e.g. 0,5 um), que
efetivamente atua como fase estacionaria. Devido a espessura da fase estacionaria
e a uniformidade do tamanho das particulas, melhores separa¢cdes cromatograficas

podem ser atingidas, como ¢€ ilustrado pela equacdo de van Deemter (equacao 1).
H=A+B/u+Cypu (1)

Onde H simboliza a altura de um prato e os parametros A, B, C e U
representam, respectivamente, os caminhos mudltiplos, a difusdo longitudinal, a
resisténcia a transferéncia de massa entre as fases movel e estacionaria e a vazao
linear média da fase mével (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006; VAN DEEMTER,;
KLINKENBERG; ZUIDERWEG, 1956).

Por apresentarem tamanhos de particulas mais uniformes, o empacotamento
das colunas de nucleo fundido € mais efetivo, resultando em menor contribuicdo do

parametro A. Além disso, como consequéncia da menor espessura da fase
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estacionaria, a transferéncia de massa da fase movel para a fase estacionéaria e
vice-versa ocorre mais rapidamente, o que diminui a contribuicdo do parametro C
(VAN DEEMTER; KLINKENBERG; ZUIDERWEG, 1956; WU; CLAUSEN, 2007).
Desta forma, as separacfes cromatograficas com colunas de nucleo fundido em

sistemas SIC podem ser mais eficientes (BATISTA et al., 2015).

1.3. Extragcdo em fase solida em sistemas de andlises em fluxo

A preparacdo da amostra € crucial em analises quimicas e, muitas vezes,
envolve procedimentos elaborados e demorados, que chegam a demandar 80% do
tempo total das analises (BUSZEWSKI; SZULTKA, 2012). Este tratamento prévio da
amostra pode incluir os mais distintos processos, desde os mais simples, como
diluicéo, filtracdo e centrifugacdo, até os mais complexos, como limpeza de amostra
e pré-concentracdo do analito. Além disso, a importancia deste processo nao pode
ser subestimada, pois 0s erros que ocorrerem nesta etapa serdo propagados no
resultado final. Desta forma, antes de uma aplicacdo bem sucedida dos métodos
cromatograficos, a extracdo € normalmente necessaria para separar o(s) analito(s)
dos componentes da matriz e enriquecé-los, a fim de atingir niveis apropriados para
a técnica de deteccao utilizada (CALDERILLA et al., 2018; PLOTKA-WASYLKA et
al., 2016; WASIK; KOT-WASIK; NAMIESNIK, 2016). Portanto, a selecdo do método
apropriado de preparo de amostras € fundamental para o sucesso da analise

guimica.

A extracdo em fase sélida (SPE), proposta por Braus, Middleton e Walton,
(1951), € uma das técnicas mais utilizadas na preparagcdo de amostras,
especialmente em procedimentos cromatogréaficos, para a limpeza de amostras e
para o0 aprimoramento da sensibilidade analitica, seletividade ou ambos
(BUSZEWSKI; SZULTKA, 2012). De maneira geral, a SPE envolve a transferéncia
do(s) analito(s) de uma amostra liquida para um sorvente sélido com
subsequente eluicdo. Esta técnica usualmente envolve quatro etapas (CAMEL,
2003; JARDIM, 2010): 1) condicionamento do sorvente com um solvente apropriado,
2) introducdo da amostra para a retencdo do(s) analito(s) e/ou espécies
interferentes, 3) lavagem do sorvente para a eliminacdo da solucdo nos espacos
intersticiais e 4) eluicdo do(s) analito(s).
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Quando a SPE é realizada em batelada, condicbes de equilibrio devem ser
atingidas em todas as etapas, demandando tempo e elevados volumes de solventes
organicos. Visando minimizar esses efeitos, estratégias simplificadas sdo adotadas
na pratica, como realizar duas etapas em conjunto (e.g. etapas 2 e 3). Isso é
possivel quando a SPE é automatizada, por exemplo em sistemas em fluxo, que
envolvem a interacdo transiente da zona de amostra com o sorvente e a lavagem
deste da-se quando h& a passagem do fluido transportador pelo sorvente. Além
disso, na SPE em fluxo, os intervalos de tempo disponiveis para os processos fisico-
qguimicos envolvidos sdo altamente reprodutiveis, permitindo o desenvolvimento de
métodos analiticos em que as condi¢cdes de equilibrio ndo precisam ser atingidas
(ROCHA et al., 2018). Consequentemente, extracbes nao exaustivas podem ser

executadas com precisao.

A SPE pode ser implementada em diferentes configuragcdes em sistemas de
analises em fluxo, usualmente utilizando uma mini-coluna recheada com particulas
do material adsorvente. Esta mini-coluna pode ser posicionada antes, depois ou na
posicdo da alca de amostragem, de acordo como a aplicacdo analitica. Quando se
encontra posicionada antes da alca de amostragem, possibilita a remocdo de
espécies interferentes previamente a injecdo, mas requer um adsorvente com
capacidade de sorcdo elevada e/ou a substituicdo/regeneracdo periddica deste. A
mini-coluna posicionada no injetor permite realizar a introducdo da amostra e a
limpeza do sorvente na mesma etapa, mas implica em maior gasto de eluente
(ROCHA et al., 2018). O posicionamento apods o injetor é explorado para a retencao
de espécies interferentes ou pré-concentracdo do analito, neste caso requerendo a

introducgé&o posterior de um eluente apropriado.

Estratégias alternativas a SPE convencional tém sido propostas em sistemas
de anélises em fluxo, como as técnicas de optosensing (espectrometria em fase

sélida), bead injection e leito fluidizado.
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A espectrometria em fase solida consiste na medida das espécies adsorvidas
diretamente no suporte solido, sendo esta realizada por espectrofotometria (por
transmissao ou reflexao), por espectrometria vibracional (Raman ou infravermelho)
ou por luminescéncia, i.e. espectrofluorescéncia ou quimiluminescéncia (ROCHA,
RAIMUNDO; TEIXEIRA, 2011). Esta estratégia possibilita aumentar a sensibilidade
devido ao acumulo do analito na fase sélida e pelas medicbes serem realizadas
antes da etapa de eluicdo, evitando a diluicAo intrinseca observada nos
procedimentos convencionais de SPE. Outras vantagens incluem reducdo do
consumo de reagentes e da geracdo de residuos, bem como melhoria em
seletividade (LLORENT-MARTINEZ et al.,, 2015). Por outro lado, o aumento da
contrapressao devido a presenca de particulas sélidas na cela de fluxo pode limitar

as vazoles ou a quantidade de adsorvente a serem utilizadas.

Uma variante da espectrometria em fase sélida, a estratégia bead injection
envolve a manipulacdo de uma suspensao de particulas (comumente de material
polimérico) em um sistema de analises em fluxo, sendo usualmente utilizada em
espectrofotometria UV-vis. Geralmente, um reagente cromogénico seletivo é
previamente adsorvido nas particulas, visando promover uma reac¢ao colorimétrica
com o analito, e o sorvente é retido nhuma cela especifica (conhecida como jet-ring
cell). Dessa forma, a extracdo, reacdo e deteccdo sdo realizadas em linha
(RUZICKA; SCAMPAVIA, 1999). O processamento da amostra e sorvente em
suspensao favorece a retencdo do analito (ou de espécies potencialmente
interferentes), evita problemas de formagdo de caminhos preferenciais e
contrapressdao. ApO0s a medida, as particulas sdo descartadas ou renovadas,
evitando, assim, problemas de contaminacdo e de retencdo irreversivel de analito
(OLIVEIRA et al.,, 2000; RUZICKA, 2005). Por outro lado, isso envolve maior
consumo de sorvente, o que implica em maiores custo e geracdo de residuos. Uma
variante do processo bead injection consiste na exploracdo analitica de
(nano)particulas magnéticas que podem ser dispersas na amostra e removidas

mediante a aplicacdo de um campo magnético (CALDERILLA et al., 2018).

A técnica de leito fluidizado refere-se a conversdo de um material solido
particulado de um estado estatico para um fluido/dinamico, com o objetivo de
melhorar a interacéo sélido-liquido (ROCHA et al., 2018). Dessa forma, também sdo

evitados os problemas com a formacao de caminhos preferenciais e de aumento da
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contrapressao. Em analises em fluxo, as formas mais usuais de fluidizacdo do
adsorvente envolvem borbulhamento com ar ou fluxos pulsados, como aqueles
gerados por bombas solenoide. Contudo, as particulas também podem ser
fluidizadas por sonicagdo ou quando s&o utilizadas particulas magnéticas e um
campo magnético alternado € aplicado a camara que contém o material solido (DIAS
et al., 2018).

1.3.1. Pré-concentracao na coluna cromatografica

Em cromatografia liquida, tem sido cada vez mais usual a implementacdo em
linha da SPE antes da coluna cromatogréfica, devido a reducao de tempo, e pelos
solventes tipicamente utilizados para eluicio em SPE (e.g. metanol) serem
compativeis com o modo de separacdo final (LISKA, 2000). Usualmente,
mini-colunas com comprimento de 5-20 mm e diametro de 2-4 mm, recheadas com
um sorvente adequado, sdo utilizadas para a etapa de SPE em linha (ZWIR-
FERENC; BIZIUK, 2006). De fato, essa estratégia tem sido destacada como uma
das tendéncias na area de andlises em fluxo (ROCHA, 2018).

A SPE em linha tem sido explorada para a limpeza da amostra e/ou
pré-concentracdo do analito e a seletividade é assegurada pela separacédo
cromatografica posterior. Contudo, um sistema de analises em fluxo e um
cromatografo ou, alternativamente, um sistema SIC com duas valvulas seletoras
(BATISTA et al., 2015) sdo necessarios para realizar as etapas de preparo de
amostra e de separacdo cromatografica separadamente. Visando integrar essas
etapas, foi proposta a pré-concentracdo diretamente na coluna cromatografica
(on-column preconcentration). Em condi¢cdes apropriadas, a sensibilidade deve
aumentar com o volume da amostra inserida. Em um dos primeiros trabalhos, essa
estratégia foi explorada para a determinacdo de lantanideos em Oxido de cério
(Kuban, Jan&afova e Sulova, 1992); volumes de amostra entre 0,1 e 12 mL foram
avaliados, resultando em fatores de enriquecimento na ordem de 100. Mais
recentemente, Batista e Rocha (2015) demonstraram a aplicabilidade da pré-

concentracdo em coluna em sistemas SIC para a determinacdo de parabenos.



31

A proposta, que consiste na Unica encontrada na literatura referente a pré-
concentracdo em coluna cromatografica em SIC, resultou em fatores de

enriqguecimento na faixa de 405 a 435, utilizando 5 mL de amostra.

A estratégia de pré-concentracdo do(s) analito(s) na coluna cromatografica
pode ser aplicada quando os analitos possuirem altos fatores de retencdo sendo
recomendados k' > 20 (RUIZ-JIMENEZ; LUQUE DE CASTRO, 2007). Esse
parametro cromatogréfico refere-se a razdo entre as quantidades de moléculas do(s)
analito(s) retidas na fase estacionaria em relacdo as que estédo percorrendo a coluna
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006). Com este objetivo, utiliza-se um transportador
de amostra com baixa forca de eluicdo (e.g. solugbes aquosas em cromatografia em
fase reversa). Neste caso, quando a amostra € injetada na coluna, ocorre a
concentracdo do(s) analito(s) no topo da coluna, bem como sua limpeza, sendo que
uma fase movel apropriada possibilita a separacdo cromatografica posterior, sem
perda de resolucdo (BATISTA; ROCHA, 2015). A Figura 1 ilustra o processo
descrito. Quando os fatores de retencdo ndo forem elevados, o(s) analito(s) se
dispersardo ao longo da coluna, proporcionando alargamento de banda e
comprometendo a resolucao cromatografica.

Figura 1- Representacdo esquematica da pré-concentracdo em coluna: (a) carregamento da

amostra; (b) concentragdo do(s) analito(s) no topo da coluna e (c) separagdo
cromatografica. Adaptada de Batista e Rocha (2015).

a c—=

Fase movel
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2. OBJETIVOS

O obijetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um procedimento analitico
alternativo para a determinacdo de AS em 4&guas. Considerando que o0s
procedimentos usuais envolvem a extracdo e pré-concentracdo do analito e limpeza
da amostra com solventes organicos, separacdo cromatografica e determinacdo em
equipamentos de alta complexidade e alto custo, os objetivos especificos foram
desenvolver:

(i) um procedimento de pré-concentracdo do analito diretamente na coluna
cromatografica;

(i) um procedimento de separacdo e determinacdo de AS utlizando a
cromatografia por injecdo sequencial com deteccdo fluorimétrica, a fim de atingir
simplicidade e rapidez, além de reduzir custos, consumo de reagentes e a geracao
de efluentes.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. Materiais e métodos

3.1.1. Equipamentos e acessorios

As separagbes cromatogréficas foram realizadas em um sistema de
cromatografia por injecdo sequencial SIChromTM (FlAlab Instruments®), Figura 2a.
Este equipamento é composto por uma valvula seletora de oito portas construida em
aco inox (C5H, Valco Instrument Co.), Figura 2b, e por uma bomba tipo seringa com
reservatério de 4,0 mL (Figura 2c). O sistema foi controlado por um computador por
meio de um programa fornecido pela FIALab® (FIAlab 5.9%®). Tubos PEEK com
0,25 e 0,5 mm de diametro foram utilizados nas conexdes dos frascos das solucdes
com a valvula seletora, conexdes entre a valvula, coluna cromatografica e cela de
deteccédo e construcao da bobina de retencdo (holding coil), com volume de 2,0 mL.
Uma vélvula de seguranca foi utilizada para garantir que a pressdo interna do
sistema ndo ultrapassasse 500 psi evitando, assim, danos a seringa. Nas
separacdes cromatograficas, foram utilizadas uma coluna monolitica (Onyx™
Phenomenex® C18, 50,0 mm x 4,6 mm) acoplada a uma coluna de guarda (Onyx™
Phenomenex® C18, 5,0 mm x 4,6 mm).

Figura 2- Fotografias do sistema SIC. (a) Visdo geral do equipamento, com a bobina de
retencdo (BR), valvula seletora (V), bomba de seringa (BS), valvula de seguranca, coluna de

guarda e coluna cromatografica (CC). (b) Valvula seletora de oito vias. (c) Bomba de seringa
com capacidade de 4,0 mL.
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As medidas de fluorescéncia foram realizadas em um espectrofluorimetro
Cary Eclipse (Varian) equipado com uma cubeta de fluxo de quartzo com 10 mm de
caminho o6tico e volume de 40 pL. A Figura 3 refere-se as visdes externa e do
compartimento da cela de fluxos do espectrofluorimetro.

Figura 3- Fotografias do espectrofluorimetro. (a) Visdo do equipamento fechado. (b) Visédo
do equipamento aberto, com detalhe da cela de fluxo

a b

Para o preparo das solucfes, utilizou-se uma balanca analitica (AX 304,
Mettler Toledo) e um pHmetro digital (2mp, TEC). Tubos graduados de polietileno
tipo Falcon® de 15 e 50 mL foram utilizados para a preparacéo e armazenamento

das amostras e demais solucdes a 4 °C.
3.1.2. Reagentes e solugdes

As solucbes foram preparadas com reagentes de grau analitico (Merck),
solventes grau HPLC (Merck) e agua ultrapura (resistividade > 18,2 MQ cm).

Acido salicilico foi utilizado para o preparo da solu¢édo estoque 1,000 g L1,
sendo as solugées de referéncia (0,25 a 5,00 ug L) obtidas a partir de diluicdes em
agua com pH ajustado a 2,0 com &cido cloridrico. Acetato de sédio e &cido cloridrico
2,0 mol L foram utilizados para a preparacéo de tampéo acetato 0,2 mol L, pH 5,0.
O transportador foi uma solugédo 0,01 mol L HCI e a fase mével foi uma solugédo
5:95 %(v/v) de acetonitrila/tampdo acetato (0,2 mol L, pH 5,0). Essas solucdes
foram filtradas a vacuo atraveés de filtro 0,45 um (Hydrophilic PVDF, Millipore Millex —
HV) previamente ao uso. Acetonitrila foi também utilizada para a limpeza da coluna

cromatografica.
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As amostras de aguas naturais foram coletadas de rios da regido de
Piracicaba, no Estado de Sao Paulo, filtradas a vacuo através de filtro 0,22 pm
(Hydrophilic PVDF, Millipore Millex — HV) e acidificadas a pH 2,0. As amostras foram
imediatamente analisadas ou congeladas a -6 °C para a preservacdo, sendo

estabilizadas a temperatura ambiente no momento da analise.

3.1.3. Sistema de cromatografia por injecao sequencial

As solucdes de referéncia e as amostras foram acidificadas com &cido
cloridrico a pH 2,0, favorecendo a retencé@o do acido salicilico na fase estacionaria
utilizada (fase reversa). Para a pré-concentracdo na coluna, separacao
cromatografica e determinacéao fluorimétrica, o sistema SIC (Figura 4) foi operado de
acordo com a rotina descrita na Tabela 2. As medidas fluorimétricas foram
realizadas com comprimentos de onda de excitacdo e emissédo de 295 e 410 nm,
respectivamente, com fendas de excitacdo e emissdo correspondentes a resolucao
espectral de 20 nm, com o objetivo de maximizar a sensibilidade. Todos o0s
experimentos foram realizados em triplicata e as medidas foram baseadas em area
de pico cromatogréfico.

As soluctes de referéncia e amostras foram mantidas em tubos tipo Falcon®
de 15 mL. Durante as medidas, os tubos foram abertos e vedados com filme
polimérico (Parafilm® M, Merck) para evitar contaminagdo por poeira no ambiente e a

diminuic&o da presséo interna com a retirada de aliquotas das solugdes.
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Figura 4- Diagrama do médulo de analises do sistema de cromatografia por injecédo
sequencial para a determinacdo de AS em amostras de 4guas. A: amostra; FM: fase movel;
T: transportador; W: recipiente de descarte; V: valvula seletora; BR: bobina de retencéo
(holding coil); BS: bomba de seringa; CC: coluna cromatografica; D: espectrofluorimetro.
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Tabela 2- Rotina analitica do sistema de inje¢do sequencial para a determinacdo de AS em
aguas naturais com pré-concentracdo na coluna.

Portada Volume Vazao

Etapa Acao i
valvula (uL) (uL s?)

1 Aspiracéo do transportador 3 250 50
2 Aspiragao da amostra 5 1750 50
3 Transporte da zona de amostra para

o 6 2000 25

a coluna cromatografica

4 Aspiracao da fase movel 4 3000 50
5 Transporte da fase movel e elui¢éo 6 3000 9
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Fluorescéncia do acido salicilico

A deteccao do analito nas amostras foi baseada na medida da fluorescéncia
intrinseca do ion salicilato, a fim de evitar-se a derivacao quimica do acido salicilico.
Consequentemente, a separacdo cromatogréfica torna-se imprescindivel, uma vez
gue aguas naturais sdo matrizes complexas e podem conter outros compostos com
fluorescéncia em regido espectral préxima a do salicilato (e.g. acidos falvidos
(SENESI, 1990)) ou espécies supressoras de fluorescéncia, que podem causar
interferéncias.

Com o objetivo de maximizar a sensibilidade para a deteccdo de AS por
fluorescéncia, foram avaliadas as caracteristicas espectrais e o efeito da acidez da
solugéo. Os espectros de excitacdo e emisséo de fluorescéncia do AS (Figura 5) sé&o
concordantes com os encontrados na literatura (CHA; PARK, 1998), sendo que os
comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo utilizados em todos os
experimentos deste trabalho foram 295 nm e 410 nm, respectivamente.

Figura 5- Espectros de excitagdo (esquerda) e emissdo (direita) de fluorescéncia do AS,

obtidos com fendas de excitacdo e emissdo com resolucao espectral de 20 nm. Solugéo de
AS 15ug Lt em pH 6,5
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Dentre os fatores que podem afetar o rendimento quantico de fluorescéncia
do AS, o efeito da acidez do meio se destaca, pois somente o0 anion salicilato é
fluorescente. Por outro lado, a retencdo em colunas cromatogréficas de fase reversa
é favorecida com o analito na forma acida (i.e. ndo dissociada). Neste sentido, a
deteccao fluorimétrica de AS foi baseada na forma desprotonada do analito, em pH
acima de 2,98 (pKa do acido salicilico). Devido a estrutura quimica deste ion e a
carga negativa concentrada na carboxila, as formas de ressonéncia (equacao 2)
apresentadas possibilitam transi¢des eletrénicas do tipo n—1m* (SKOOG et al.,
2014), que geram fluorescéncia em comprimentos de onda na regido visivel (400 nm
a 750 nm). No caso do ion salicilato, a energia necessaria para a promocao dos
elétrons do nivel n ao nivel T corresponde a comprimentos de onda em torno de
295 nm, enquanto a fluorescéncia ocorre em comprimentos de onda em torno de
410 nm.

0 0
o
o o = o
o )
/ O/H B, C\O/H
-
_H

O acido salicilico, pelo contrario, ndo apresenta fluorescéncia devido ao
proton presente na carboxila. Desta forma, ha menos transi¢des eletrbnicas n—1r e
mais ™ —1*, fazendo com que o comprimento de onda da energia liberada seja
menor e ndo entre na faixa do espectro visivel. Os resultados deste fendmeno
podem ser observados na Figura 6, onde € apresentado o efeito do pH sobre a

intensidade de fluorescéncia do salicilato/acido salicilico.
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Figura 6- Efeito do pH sobre a intensidade de fluorescéncia do AS. Fluorescéncia em
410 nm medida com solucdo de AS 10 pg L, com excitagdo em 295 nm. Fendas de
excitacdo e emissao com resolucado espectral de 20 nm
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4.2. Cromatografia por injecdo sequencial

4.2.1. Fase estacionaria

As condi¢Oes operacionais do sistema SIC foram otimizadas com o objetivo
de pré-concentrar o analito no topo da coluna cromatogréfica e permitir a eficiente
separacdo da matriz, tendo em vista 0s baixos teores de AS esperados nas
amostras e a alta complexidade da matriz. Desta forma, avaliou-se a fase
estacionaria mais apropriada, os efeitos das composicdes do transportador e da fase
movel (eluicdo isocratica), o volume de amostra e as vazdes da zona de amostra e
do eluente.

Em relacdo a coluna cromatografica, a escolha foi baseada tanto nas
propriedades do analito e da fase estacionaria, quanto nas restricées de pressao da
bomba tipo seringa do sistema SIC (limite de 500 psi). Devido a necessidade de pré-
concentracédo do analito, optou-se por trabalhar em cromatografia em fase reversa.
Neste contexto, a forma protonada do AS interagiria mais efetivamente com a fase
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estacionaria (apolar), enquanto a forma desprotonada, o anion salicilato, deveria ser
prontamente eluida pela fase moével (polar). Desta forma, trés fases estacionarias
distintas foram avaliadas, i.e. monolitica C18 (50 mm x 4,6 mm) e particuladas de
nacleo fundido Fenil-hexil e RP-amida (30 mm x 4,6 mm, 2,7 um). A melhor fase
estacionaria seria a que apresentasse altos fatores de enriquecimento e baixo
alargamento de pico na etapa de pré-concentracdo, i.e. k' mais elevados. Os
cromatogramas obtidos e os respectivos valores de &rea e largura de pico séo

apresentados na Figura 7 e na Tabela 3, respectivamente.

Figura 7- Cromatogramas obtidos com colunas (a) monolitica C18, (b) particulada Fenil-
hexil e (c) particulada RP-amida, para a determinacdo de AS. Solugdo de AS 30 ug L7,
1750 pL de amostra injetada, vazdo de 10 pL s* nas etapas de pré-concentracéo e de
eluicdo e fase movel composta por tampao aquoso e acetonitrila 93:7 v/iv
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Tabela 3- Areas e larguras de pico e respectivos coeficientes de variagdo (n=3) referentes
ao processamento da solucdo de AS 30 pg L nas colunas cromatogréficas avaliadas

CVdaéarea Largurade pico CV dalargura

Coluna Area de pico _
(%) (min) (%)
Monolitica C18 112,4 0,82 0,712 0,22
Particulada Fenil-hexil 92,2 0,12 0,640 1,34
Particulada RP-amida 104,2 5,64 0,747 455

Mesmo com um alto valor de area, o pico cromatografico gerado a partir da
separacao pela coluna particulada de RP-Amida apresentou o maior alargamento
dentre as trés colunas avaliadas e os maiores valores de coeficiente de variacao,
como observado na Tabela 3. As colunas monoliticas de C18 e particulada de Fenil-
hexil apresentaram os melhores desempenhos, com picos mais estreitos e melhor
precisdo dos dados obtidos. Porém, a coluna de nucleo fundido com Fenil-hexil
(tamanho de particula de 2,7 um e tamanho de poro de 0,009 um (SIGMA-
ALDRICH, 2019) proporcionou altas pressfes de trabalho, at¢é mesmo quando
baixas vazGes eram utilizadas. Desta forma, o limite de pressdo de 500 psi
estabelecido pela seringa do SIC era eventualmente ultrapassado e a valvula de
seguranca era acionada. Ja a coluna monolitica de C18 proporcionou pressdes de
trabalho inferiores ao limite estabelecido pelo sistema, uma vez que o tamanho de
seus poros varia de 0,013 a 2 um (PHENOMENEX, 2019). Devido aos fatores
citados acima, os estudos posteriores foram realizados com a coluna monolitica de
C18.

4.2.2. Fase movel
Visando minimizar a viscosidade, uma mistura de tampao aquoso de acido

aceético/acetato com acetonitrila foi escolhida para a eluicdo isocratica do analito.
Solugcbes aquosas de etanol e metanol, que poderiam ser alternativamente
utilizadas, apresentam maiores viscosidades e, portanto, ocasionam maiores
contrapressdes em cromatografia a liquido (COLIN et al.,, 1978; KHATTAB et al.,
2012). Esse efeito € particularmente critico em SIC, pois a pressao limite de 500 psi

pode ser ultrapassada mesmo com vazdes baixas.
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Partindo de estudos relatados na literatura, referentes a separacdo de acido
salicilico de extratos vegetais (BARRIENTOS; BATISTA; ROCHA, 2016), duas
proporc¢des entre tampé&o aquoso e acetonitrila foram avaliadas (Figura 8). Observa-
se que o pico do acido salicilico € mais alto e estreito para a fase movel que contém
7% v/v de ACN (Figura 8b), além de possuir tempo de retencdo menor em relacédo a
fase movel com 5% v/v de ACN. Esses resultados estdo de acordo com o
esperado em cromatografia em fase reversa e devem-se a maior forca de eluicdo
proporcionada pelo eluente mais rico em solvente organico. Contudo, as duas
condicbes forneceram picos cromatograficos com areas semelhantes
(ASPACN = 492 + 0,2 e A7ACN =511 £ 0,2).

Figura 8- Influéncia do teor de ACN na fase movel para a separacdo cromatogréafica de AS

em uma amostra de agua natural adicionada com 2,5 pg L* do analito: (a) 5% v/v e (b) 7%
v/v de ACN. As condi¢des cromatograficas foram aquelas descritas na Tabela 2
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A partir dos resultados apresentados na Figura 8, o tempo de retencdo e a
largura da base do pico foram estimados graficamente para o calculo dos
parametros cromatograficos: fator de retencéo (k’), fator de separacéo (a), nimero
de pratos (N) e resolucédo (Rs). Os valores sao apresentados na Tabela 4.
Com ambas as fases moveis, a resolucédo calculada indica que os picos foram
separados suficientemente para fins quantitativos, ja que apresentam valores iguais
ou superiores a 1,25 (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006). Porém, a fase movel
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com menor concentracdo de acetonitrila apresentou maior eficiéncia cromatografica
(nimero de pratos) e possibilita 0 menor consumo do solvente organico, equivalente
a 60 pL a menos por determinacdo em relacdo a fase movel com 7% viv de

acetonitrila.

Tabela 4- Parametros cromatograficos estimados para as duas fases méveis avaliadas

Teor de ACN %

k' a N Rs
viv
5,0 6,97 1,29 1211 1,78
7,0 6,65 1,23 941 1,25

k': fator de retencao; a: fator de separagéo; N: numero de pratos; Rs: resolu¢cao cromatografica

4.2.3. Otimizacao dos parametros cromatograficos

Visando melhorar a retencdo do analito na fase estacionaria e minimizar o
alargamento de pico na etapa de pré-concentracdo, foram avaliados os efeitos dos
volumes de transportador e da amostra e as vazdes nas etapas de insercdo de
amostra e eluicao.

O volume de transportador afeta diretamente a interacédo entre a fase movel e
a aliquota da amostra injetada. Pequenos volumes de transportador implicam em
maior sobreposicado das zonas de eluente e de amostra, 0 que afetaria a eficiéncia
de pré-concentracdo e dificultaria a separacdo cromatogréfica devido ao
alargamento de pico. Por outro lado, volumes excessivos de transportador diminuem
0 volume de amostra que pode ser injetado, limitado pelos volumes da bobina de
retencdo e da seringa da bomba propulsora. Desta forma, foi avaliado o minimo
volume necesséario do transportador para minimizar o efeito de sobreposicdo das
zonas de amostra e eluente (Figura 9). E possivel observar a diminui¢do da largura
e aumento da éarea com volume de transportador; a partir de 250 pL de
transportador, ndo ha alteracdes significativas de area ou largura de pico, indicando

gue a sobreposi¢cédo das zonas de amostra e eluente é negligenciavel.
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Figura 9- Efeito do volume do transportador sobre a largura (a) e a area (b) de pico.
Resultados referentes a médias de trés replicatas. Solugdo de AS 5 pg L. Exceto pelo
volume do transportador, as condi¢cdes cromatograficas foram aquelas descritas na Tabela 2
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O volume da amostra afeta diretamente o fator de pré-concentracdo e,
portanto, a sensibilidade. Assim sendo, levando em consideracdo a limitacdo de
volume da bobina de retencdo (2,0 mL) e o volume definido de transportador,
avaliou-se volumes de amostra até 1750 pL (Figura 10a). De fato, foi observado um
aumento de sinal analitico proporcional ao volume injetado (Figura 10b), R2 = 0,999.
Além de ser um indicativo da eficiéncia do procedimento, este resultado também
indica que o volume de breakthrough (BIELICKA-DASZKIEWICZ; VOELKEL, 2009;
FANG, 1993) da coluna nao foi alcangado, o que indica a possibilidade de aumentar
a sensibilidade do método ao ampliar o volume utilizado de amostra. Além disso,
apesar de uma ampla faixa de volumes ter sido avaliada, houve pouca influéncia na

largura de pico (Figura 10c).
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Figura 10- Influéncia do volume de amostra injetada na coluna cromatogréfica. (a)
Cromatogramas obtidos com volumes de 250 a 1750 pL de solucdo de AS 1 ug L?,
seguindo as condi¢cfes cromatograficas descritas na Tabela 2. Influéncia do volume injetado
na area (b) e na largura (c) de pico
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A vazdo é um importante parametro a ser avaliado em cromatografia, pois
afeta diretamente a interacdo do analito com a fase estacionéria, podendo afetar a
resolucdo. Os efeitos envolvidos sdo descritos pela equacdo de van Deemter
(equacédo 1), a qual trata da dependéncia da altura de prato (H) com a velocidade
linear (W), que é diretamente proporcional a vazao. A altura de prato é a constante de
proporcionalidade entre a variancia da banda cromatografica e o comprimento da
coluna e, portanto, menor altura de prato equivale a maior eficiéncia de separacdo
cromatografica (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006; HARRIS, 2007). Portanto,
visando minimizar o alargamento de bandas, o valor ideal da vazao precisa ser
avaliado. A vazdo também afeta diretamente a frequéncia de amostragem e, no caso
do presente trabalho, pode afetar a eficiéncia de retencédo do analito no topo da
coluna na etapa de pré-concentracdo, que depende da taxa de sor¢cdo da espécie.
Além disso, vazdes mais altas ocasionam o aumento indesejado da contrapresséao, o
que é particularmente critico para SIC. Isto posto, a avaliagdo da vazao torna-se

essencial.

A vantagem de se usar uma coluna monolitica € que, como ja mencionado,
seus intersticios sdo maiores do que aqueles tipicamente encontrados em colunas
particuladas. Desta forma, € possivel avaliar vazées mais altas, possibilitando

melhorar a frequéncia de amostragem e atingir resolugdo cromatogréfica apropriada.
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Assim sendo, o efeito da vazéo foi avaliado entre 10 e 25 uL st e entre 8 e 12 pL s?
nas etapas de pré-concentracdo na coluna (Figura 11) e de eluicdo (Figura 12),
respectivamente.

Figura 11- Influéncia da vazéo na etapa de pré-concentracéo sobre (a) largura e (b) area de

pico. Resultados referentes a médias de trés replicatas. Solugdo de AS 10 ug L. As demais
condi¢cbes cromatograficas sdo aquelas descritas na Tabela 2
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A variacdo pouco significativa para a area (1,3%) e largura do pico (1,8%)
com as vazdes avaliadas (Figura 11) indica que a retencdo do analito é
relativamente rapida e que o alargamento de banda é pouco significativo.
Consequentemente, a maior vazdo avaliada (25 uL s?) foi escolhida, visando
aumentar a frequéncia de amostragem. Contudo, a vazédo de eluicdo teve grande
influéncia tanto na area quanto na largura do pico, que foram inversamente
proporcionais a vazao (Figura 12). Este fato comprova a predominancia do B
(difusdo longitudinal) sobre o termo C (tempo de equilibrio) da equacdo de Van
Deemter (equacdo 1). A vazdo de 9 pL s foi escolhida para estudos posteriores,
como uma condicdo de compromisso entre a sensibilidade e a frequéncia de

amostragem.
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Figura 12- Influéncia da vazdo da fase moével sobre (a) largura e (b) area de pico.
Resultados referentes a médias de trés replicatas. Solucdo de AS 10 pg L. Excluindo a
vazao de eluicdo, as condi¢cdes cromatograficas foram aquelas descritas ha Tabela 2
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Com o final dos experimentos de otimizacdo, as melhores condi¢cdes de
acidez, composicao de fase estacionaria e de fase mével, volume e vazdo foram

definidas e sédo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5- Condicdes 6timas de andlise de AS pelo método proposto

pH na etapa de pré-concentragcédo 2,0
pH na etapa de eluicdo 5,0
Composicéo da FE Monolitica C18

5:95 %(v/v) de acetonitrila/tampéo

Composigéo da FM
acetato (0,2 mol L1, pH 5,0)

Volume do transportador (uL) 250
Volume da FM (L) 1750
Vazéao na etapa de pré-concentracdo (UL s™) 25

Vazéao na etapa de eluicdo (uL s™) 9
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4.2 4. Caracteristicas analiticas

As caracteristicas analiticas foram avaliadas ap0s a otimizacdo do
procedimento. Resposta linear foi observada entre 0,25 e 5,00 pg L* segundo a
equacao IF = (16,0£0,3) C - 0,795+0,067 com Rz = 0,998, em que IF corresponde a
intensidade de fluorescéncia medida em &rea de pico e C a concentracdo de AS em
ug L. O coeficiente de variacéo, os limites de deteccéo (LOD, 99,7% de confiancga)
e de quantificacdo (LOQ) e a frequéncia de amostragem foram estimados em 3,0%
(n=10),20 ng L%, 60 ng L't e 7 h'l, respectivamente. Em vista do excelente valor de
LOQ, o método proposto mostrou-se apropriado para a quantificacdo de AS nas
concentracbes encontradas em aguas de regides metropolitanas brasileiras, bem
como aguelas relatadas em estudos conduzidos na Espanha e na Bélgica (Tabela
1). Os resultados referentes ao efeito do volume de amostra indicam que a
detectabilidade pode ser aumentada pela variagao deste parametro. Apesar do limite
operacional de 3,75 mL, definido pelos volumes da seringa e do transportador, foi
avaliado que etapas consecutivas de retencdo de amostra podem ser
implementadas sem perda de eficiéncia. Outra caracteristica favoravel é o consumo
de apenas 150 pL de ACN por determinacdo. Essa quantidade corresponde a ca.
1% daquela usualmente utilizada em procedimentos analiticos para determinacéo de
AS em aguas envolvendo pré-concentracdo (LEE; PEART; SVOBODA, 2005;
MARCHESE et al., 2003; WILLE et al.,, 2010). O procedimento proposto gera
somente 5 mL de residuo por determinacgéo.

O fator de enriquecimento (FE), a eficiéncia de concentracao (EC) e o indice
de consumo (IC) foram também estimados. Estes fatores remetem, respectivamente,
ao aumento de sensibilidade devido a pré-concentracdo do analito, ao fator de
enriguecimento atingido em um minuto e ao volume de amostra necessario para
aumentar o fator de enriquecimento em uma unidade (FANG, 1993). Neste sentido,
estimou-se 0 FE em 122, a partir da razdo dos coeficientes angulares de curvas
analiticas obtidas com volume de amostra de 1750 puL (pré-concentracdo em coluna)
e 10 pL (condigcdo cromatogréfica usual), o EC em 14,4 mint e o IC em 0,0143 mL,

demonstrando altas eficiéncias de pré-concentragéo e de uso do volume da amostra.

Visando avaliar a incidéncia de efeitos de matriz, posto que aguas naturais

sdo caracterizadas por matrizes altamente complexas, realizou-se um estudo de
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recuperacdo do analito em seis amostras de aguas naturais (Tabela 6), com adicao
de AS em amostras em dois niveis de concentracdo. Os resultados indicam a
auséncia de efeitos de matriz e, portanto, a eficiente separacdo cromatografica do

analito (Figura 13).

Tabela 6- Recuperacbes de AS adicionado em 6 amostras de 4guas de rio. Resultados
referentes a médias de trés replicatas. Condi¢des cromatograficas conforme Tabela 2

Recuperacéo (%)

Amostra
1,0 yg L? 2,5ugL?

1 9% £ 7 100,2 £ 0,5
2 9% £ 4 91+ 3

3 873 873

4 108+ 6 107 £ 4
5 1077 108+1
6 104+ 6 113,8+0,9

Figura 13- Cromatogramas obtidos para uma amostra de agua de rio (Amostra 3, Tabela 6)
sem adicdo de AS e com adi¢Ges de 1,00 e 2,50 pg L de AS. Condi¢Ges cromatograficas
conforme Tabela 2
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Na Figura 13, é possivel observar dois deslocamentos da linha base,
ocorridos em ca. 1,5 e 4,3 min. Isto ocorre devido a mudanca do indice de refracao
da solucéo presente na cubeta de fluxo, causada pela substituicdo da fase movel
contendo acetonitrila pela amostra/transportador e vice-versa.

Para a avaliacdo de exatidao, foram analisadas diferentes amostras de aguas
naturais pelo procedimento proposto e os resultados obtidos foram comparados com
agueles alcancados pelo procedimento de referéncia baseado em LC-ESI-MS/MS
(SEGARRA et al, 2006), Tabela 7. Os valores médios encontrados foram
comparados pelo teste t pareado e o valor calculado (1,48) é inferior ao valor critico
(2,45, com 95% de confianca), indicando que os resultados sdo concordantes neste
nivel de confianga. Os limites de deteccdo e de quantificacdo estimados para o
método de referéncia foram significativamente altos (0,7 pug L* e 2,1 pg L7,
respectivamente) devido a omissdao da etapa de pré-concentracdo antes da
separacdao cromatografica. Assim, as concentracées encontradas por este método
com valores inferiores ao limite de quantificacdo foram desconsideradas para a
avaliacdo da exatidao dos resultados. Com o procedimento proposto, foram obtidos
melhores resultados de precisao e de recuperacdo do que aqueles encontrados pelo
método de referéncia: coeficientes de variacdo entre 1 e 4% e 2 e 27%,; e
recuperacoes entre 90,8 e 100,8% e 65 e 97% para 0s procedimentos proposto e de
referéncia, respectivamente.

O procedimento proposto apresentou vantagens em comparagdo com
procedimentos analiticos com finalidade similar (Tabela 8), com destaque para 0s
baixos coeficientes de variacdo e consumo de solvente organico e menor tempo de
analise. Outras caracteristicas importantes a serem mencionadas sdo a auséncia da
limpeza da amostra e da derivacéo quimica, etapas usuais em outros procedimentos
cromatograficos (FARRE; PETROVIC; BARCELO, 2007; KASPRZYK-HORDERN;
DINSDALE; GUWY, 2008; LACINA; MRAVCOVA; VAVROVA, 2013; LEE; PEART;
SVOBODA, 2005; MARCHESE et al., 2003; WILLE et al.,, 2010). Contudo, os
procedimentos disponiveis para a determinacdo de AS em aguas naturais envolvem,
em sua maioria, cromatografia acoplada a espectrometria de massas. Devido a alta
sensibilidade inerente a esta técnica, os limites de detec¢do destes procedimentos

sdo mais baixos em comparacéo ao procedimento proposto.
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Tabela 7- Avaliacdo de exatiddo do método proposto. Resultados referentes a médias de trés replicatas. Valores de concentracdo obtidos em
amostras de aguas de rio apos a adicédo de 2,50 e 5,00 ug L* de AS. Condicdes cromatogréaficas conforme Tabela 2

Método proposto Método de referéncia

Amostra 2,50 pug L*? 5,00 pg L*? 2,50 pg L*? 5,00 pg L*?
Encontrado Recuperagdo Encontrado Recuperacao Encontrado Recuperagdo Encontrado Recuperacao
(hg L) (%) (hg L) (%) (hg L) (%) (hg L) (%)
24+0,1 95+3 4,75+ 0,09 95+2 24+0,2 97+9 4,36 + 0,07 871
2,40 + 0,02 96 +1 46+0,2 93+4 <LOQ — 3,2+0,2 655
2,34 + 0,08 94 +3 4,54 + 0,03 90,8 + 0,5 <LOQ — 46+04 92+8
2,52 + 0,02 100,8 £ 0,8 4,68 + 0,04 93,6 + 0,8 <LOQ — 4,40 £ 0,07 88+1
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Tabela 8- Principais caracteristicas analiticas dos procedimentos para a determinacao de AS em aguas naturais

Procedimento Tfarnpo d.e Consumo de volume de FE LOD (ngL?) CV (%) Referéncia
analise (min) solvente (mL) amostra (mL)
b g (Caballero-Diaz,
CE 12,0 1,0 10 10 5000 8,0 Valcércel, 2014)
Lee; Peart;
- a d < ( 1 H
GC-MS 26,7 25,0 1000 1000 10 7,0 Svoboda, 2005)
GC-GC-TOF-MS 96,0 12,00 250 83¢ 0,15 10  (Lacina Mravcova
Vavrova, 2013)
LC-TOF-MS 42,0 — 1000 1000 — — (Lopes et al., 2016)
LC-MS/MS 25,0 12,02, 5,0°, 10,8° 1000 3333¢ 2 14 (Wille et al., 2010)
LC-ESI-MS/MS 15,0 11,52 1000 3333¢ <0,1 go  (Marcheseetal,
2003)
. Procedimento
SIC-Fluorescéncia 8,5 0,15¢ 1,75 122 20 3,0

proposto

aMetanol; PAcetona; cAcetonitrila; “Valores estimados a partir dos volumes de amostra e de extrato final.
CE: eletroforese capilar; LC: cromatografia liquida de alta eficiéncia; GC: cromatografia gasosa; ESI: ionizagdo por eletronebulizagéo;
TOF: tempo de voo; MS espectrometria de massas; SIC: cromatografia por injecdo sequencial.
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4.2.5. Quantificacdo de AS em aguas naturais

Com o procedimento otimizado, foram estimadas as quantidades de AS em 4
amostras de aguas de rio (Tabela 9), ressaltando que essas concentracfes estédo
abaixo do limite de quantificacdo do procedimento de referéncia (2,1 pg L?t). Os
cromatogramas das amostras investigadas encontram-se na Figura 14, sendo que
apresentam resoluc¢des adequadas para a quantificacdo de AS (Rs > 1,25).

Tabela 9- Concentracfes de AS encontradas em amostras de dguas naturais. Resultados
referentes a médias de trés replicatas

Amostra Concentracao (ug L?)
1 0,88 + 0,02
2 1,22 +0,01
3 0,34 £ 0,02
4 1,37 £ 0,04

Figura 14- Cromatogramas de amostras de aguas de rio: (a) Amostra 1, (b) Amostra 2,
(c) Amostra 3 e (d) Amostra 4 (Tabela 8)
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As concentracfes de AS obtidas pelo método proposto sdo concordantes com
aguelas encontradas em aguas naturais de regides metropolitanas brasileiras, além
de estarem dentro da faixa de concentracdes encontradas em outras regides do
mundo (Tabela 1).
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5. CONCLUSOES

Um procedimento alternativo para a determinacdo de AS em aguas naturais
com pré-concentragdo em coluna e separacdo com cromatografia por injecéo
sequencial foi desenvolvido. O baixo consumo de solventes organicos (apenas 150
puL de acetonitrila por determinacdo), bem como a auséncia de etapas prévias de
tratamento da amostra para limpeza e concentracdo do analito, possibilitaram o
atendimento aos objetivos propostos, especialmente em relacdo a possibilidade de
determinacdo direta de AS em amostras de aguas naturais, sem a etapa de
derivagdo quimica e atendendo aos requisitos da quimica verde (baixo consumo de
solvente organico, eliminacdo da etapa de pré-tratamento da amostra e geracéo de
apenas 5 mL de residuo por determinacdo). Nao foram observados efeitos de matriz
nas diferentes amostras avaliadas, os quais foram superados pela eficiente
separacdo cromatografica, mesmo utilizando uma coluna cromatografica curta.
O procedimento apresentou uma alta frequéncia de amostragem para
procedimentos analiticos cromatograficos, pois realizou toda a etapa de pré-
concentracdo, separacdo e deteccdo do analito de forma mecanizada, com
aproximadamente 7 determinacdes por hora (ca. 8,5 min por determinacéo), além de
utilizar equipamento de menor custo em relacdo aos outros procedimentos
destinados a determinacdo de AS. O procedimento é inovador quanto a
determinacdo de AS em &aguas naturais com vantagens de ser rapido, altamente
sensivel, seletivo e robusto, além de poder contribuir para a definicdo do método

avaliativo de um poluente emergente em aguas naturais.
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