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1-Resumo

Os ftalatos sdao compostos quimicos conhecidos como Desreguladores
Enddcrinos (Endocrine Disrupting Chemicals-EDCs), que podem interferir no
metabolismo enddcrino dos seres vivos afetando a saude do individuo, mesmo
em baixas concentragdes. As aguas superficiais ou subterrdneas podem ser
contaminadas por esses disruptores e seus metabdlitos através do solo,
descarte de efluentes industriais e domésticos com ou sem tratamento. Isso
ocorre porque os tratamentos convencionais de agua e esgoto ndo sé&o
capazes de remover completamente essas substéncias proporcionando a
permanéncia das mesmas no meio aquatico. A analise dos metabdlitos de
ftalatos pode ser realizada para avaliar a relagdo entre a presenca destes
compostos no organismo e o surgimento de determinadas doengas buscando
estabelecer um nexo-causal para as mesmas. Dessa forma o objetivo desse
trabalho consiste em desenvolver método de microextragdo em fase liquida
empregando membrana cilindricas ocas (hollow fiber-based liquid phase
microextractionHF-LPME) para amostragem de metabolitos de ftalatos em
aguas superficiais com analise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Apds a extragdo os analitos foram analisados em
um cromatégrafo a gas acoplado a um espectrometro de massas modelo
Finigan Trace GC/MS equipado com um sistema de armadilha de ion (lon Trap)
da Thermo Scientific. A coluna capilar de (30 m x 0,25 m x 0,25 ym) e fase
estacionaria contendo 5 % de difenil, 95% dimetilpolisiloxana (HP-5MS) da
Agilent Tecnology. Os paréametros que afetam a extracdo foram otimizados
através da superficie de resposta da desejabilidade obtida no planejamento

Doehlert. Um tempo de 55 mim a uma rotacdo de 2000 rpm utilizando uma
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mistura de octanol:octanoato de etila (50:50) como solvente de extragdo foram
escolhidos como 6timos. Conclui-se que o método desenvolvido mostrou-se
eficaz na determinagao de metabdlitos ftalatos obtendo uma boa separagao em
um tempo curto de analise, possibilitando um futuro monitoramento desses

micropoluentes.
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2-Introducgao

Atualmente, um dos topicos mais relevantes na quimica ambiental € a
qualidade da agua. A preocupagao com micropoluentes, que estdo presentes
ambiente em concentragcdes na ordem de ug L' e ng L' tem aumentado
expressivamente nos ultimos anos. Farmacos, desreguladores enddcrinos e
poluentes orgéanicos persistentes (POP) sdo classes de substéncias muito
investigadas devido, principalmente, aos seus efeitos no meio ambiente (BILA;
DEZOTTI, 2007).

Ha grande interesse cientifico em um grupo de substéncias quimicas
presentes no meio ambiente que podem interferir no sistema enddcrino de
humanos e outros animais e, com isso, afetar a saude, o crescimento e a
reproducdo. Essas substancias s&o conhecidas como desreguladores
endocrinos(BILA; DEZOTTI, 2007).

Um desregulador ou disruptor endrécrino (EDC -endocrine disrupting
chemicals) é definido pela Agencia de Protegdo Ambiental dos Estados
Unidos(EPA- Environmental Protection Agency) como um agente que interfere
na sintese, transporte ou eliminagdo dos horménios naturais do
organismo(KABIR; RAHMAN; RAHMAN, 2015).

Os EDCs fazem parte de uma classe de compostos muito heterogénea e
podem ser divididos em: horménios naturais e artificiais como fitoestrogénio,
contraceptivos, medicamentos para o tratamento da tiredide; medicamentos
com efeitos colaterais hormonais tais como Naproxeno, Metoprolol, Clorifibrato;
quimicos industriais tais como plastificantes, retardantes de chama, solventes,

1,4-diclorobenzeno,bifenilpoliclorado  (PCBs); produtos secundarios do



processo industrial e doméstico como oshidrocarbonetos policiclicos

aromaticos (HPA'’s), dioxinas, pentaclorobenzeno(KABIR et al., 2015).

O indicio que certas substancias poderiam causar disfungdo no sistema
endécrino de homens e animais surgiu no comego do século XX. Os primeiros
relatos sobre o efeito desses produtos nos seres vivos foram feitos por
(CARSON, 1962) que analisou o impacto do DDT (diclorodifeniltricloroetano) no
meio ambiente e em animais. Outros problemas foram relatados entre 1948 e
1971 periodo em que mulheres utilizavam um contraveptivo abortivo que
continha o horménio dietilestilbestrol acusado de ser propensor do
desenvolvimento de cancer, alteragdo no sistema reprodutor e imunolégico
(BIRKETT; LESTER, 2002).

Nos ultimos anos, a Organizacdo Mundial da Saude (World Health
Organization- WHO), a Comissdo da Comunidade Europeia (........ ) e a
Agencia de Protecdo Ambiental Americana (Environmental Protect Agency -
EPA) tem alertado sobre o eminente risco para a saude humana e animal
devido a presenca destes compostos ambiente.(BILA; DEZOTTI, 2007;
FERNANDEZ; ANDRE; CARDEAL, 2016; MOREIRA, 2014).

Mas apesar disso, as informagdes sobre este assunto ainda sao bastante
limitadas e ndo ha nenhuma avaliagdo documentada apropriada sobre a
populacdo exposta a disruptores enddécrinos e os atuais niveis de

contaminagao dos diversos compartimentos ambientais (KABIR et al., 2015).

Os ftalatos (PEs) se destacam nessa classe de disruptores como compostos
organicos derivados o &acido 1,2-benzeno dicarboxilico (HUANG et al.,
2014).Sua estrutura consiste de um anel benzénico ligado a dois grupos
ésteres. Como pode ser visto na figura 1 existem duas cadeias alifaticas e que
dependendo da substituicdo podem gerar mais de 60 tipos de PEs com
propriedades distintas.(DE SOUZA, 2013)
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Figura 1. Estrutura geral dos ftalatos.

O PEs séao liquidos incolores amplamente ultilizados na industria de PVC
(policloreto de vinila) como aditivos que conferem flexibilidade a esse material
(GAO; WEN, 2016). Esses compostos comecgaram a ser ultilizados na industria
de plastico a mais de 80 anos atras. Os PEs s&o usados principalmente como
plastificantes mas também sdao amplamente utilizados como agentes de
estabilizacdo e solubilizantes em outras aplicagdes como detergentes, produtos
da construgédo civil tais como pisos vinilicos, revestimentos e filmes; oléos
lubrificantes; na formulagcdo de pesticidas; solventes; produtos de higiene
pessoal ; dispositivos médicos como tubos e embalagens para armazenar
sangue) Os ftalatos também sdo amplamente empregados na fabricagdo de
produtos infantis tais como mamadeira, brinquedos e chupetas, o que aumenta
a preocupacao com a exposic¢ao infantil aos ftalatos (HERRERO et al., 2015;
KIM et al., 2014).

Os PEs, também conhecidos como diésteres, podem sofrer
transformagcbes como a fotodegragacdo, degradacdo bacteriana e
metabolizagao (em animais vertebrados como peixes,por
exemplo)(FOURGOUS et al., 2016).

Devido a libertagao intensiva e continua desses poluentes degradaveis
para o ambiente através da agua de lixiviagdo de aterros, lama de esgoto,
aguas superficiais, e sedimentos, alguns de seus produtos de transformacéo,
principalmente os monoésteres podem representar uma preocupacao
ambiental significativa, pois alguns estudos apontaram maior toxicidade dos
metabdlitos de ftalatos para os mamiferos, principalmente. Assim, uma tarefa
desafiadora recente na ecotoxicologia tem como foco a avaliagdo do destino e
os impactos desses produtos quimicos biodegradaveis e seus metabdlitos
sobre o meio ambiente(FOURGOUS et al., 2016, JONSSON et al., 2003)



2-Objetivos

desenvolver método de microextracdo em fase liquida empregando
membrana cilindricas ocas (hollow fiber-based liquid phase microextraction HF-
LPME) para amostragem de metabdlitos de ftalatos em aguas superficiais com

analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
3-Métodos e Materiais
3.1-Materiais

e Frascos de vidro transparente com tampa de rosca de capacidade de
20,0 mL da Supelco (Bellefonte, EUA);

e Micropipetas de volume variado modelo Finnpipette da Thermo Scientific
(West Palm Beach, USA);

e Agulhas hipodérmicas descartaveis adquiridas da BD PrecisionGlide
(Franklin Lakes, NJ, USA);

e Septo de borracha em PTFE de 20mm de didmetro adquiridos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA);

e Membrana capilar de polipropileno, Accurel PP Q3/2 (600 pm de
diametro interno, 0,2 um de tamanho dos poros e 200 um de espessura

da parede) (Wuppertal, Germany)

3.1.2-Equipamentos

e Purificador de agua Elga Purelab Classic (SP, Brasil);

e Banho de ultrassom USC 2800 da Unique (Indaiatuba, SP, Brasil)

com frequéncia de 40 kHz e poténcia de 120 W,

e Chapa aquecedora com controle de temperatura e agitacao
magnética da IKA RHon (Wilmington, EUA);

e Agitador de tubos vortéx modelo AP 56 da Phoenix (Araraquara,
Brasil);



e Freezer 120 litros da Consul (Sdo Bernado do Campo, Brasil);

e Balanga analitica modelo AUW220D da Shimadzu (Quioto,

Japao);

3.1.3-Reagentes

e 1-octanol from Sigma-Aldrich, (St. Louis, USA)

e BSTFA + 1 % de TMCS (trimetilclorosilano) from Sigma-Aldrich,
(St. Louis USA);

e Acetonitrilo HPLC from J.T. Baker, (Darmstadt, Germany);

e Octanoato de etilo from Sigma-Aldrich, (St. Louis USA)

e Os padroes de MiNP, MOP, MMP, MCHP e
MiBP,MEP,MBP,MEHP,MBzP foram adquiridos da AccuStandard
(New Haven, USA)

3.2-Métodos
3.2.1- Preparo das solugbes

As solugdes estoques dos padrbes foram preparadas em acetonitrila na
concentragédo de 1000,0 mg L-'. As solugdes de trabalho foram preparadas por
diluicdo das solugdes estoque em acetonitrila. Todas as solugbes foram

armazenadas a -18,0 °C.
3.2.2-Método de extragcéo

O procedimento de extragdo consistiu primeiramente na preparacdo da
membrana de popropileno (600 mm de didmetro, parede com espessura de 20
mm e poros de 0,2 mm) que seria utilizada para a extragdo. Dessa forma, 10
cm da fibra foi embebida no solvente de extracao (octanol:octanolato de etila)
por 10 segundos e o excesso foi retirado por meio da introdugéo da fibra em

uma proveta contendo agua, a qual foi sonicada por 10 segundos.



Logo apds foi introduzida na fibra de 25,0 yL uma mistura de octanol:octanoato
de etila (50:50) (fase receptora). As duas extremidades da membrana séo
conectadas como mostra a figura 2 e posteriormente introduzida € em um
frasco contendo a solugdo padrao (fase doadora). O frasco foi agitado, através
da introdugdo de uma barra magnética de teflon, por 55 min em temperatura

ambiente.
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Figura 2. Esquema da LPME (adaptado de Zhang, Hu et al. 2013)

Apods a extracdo, Uma aliquota de 13,0 uL da fase receptora foi transferida para
outro frasco de 2,0 mL, que continha 25,0 yL de BSTFA e 5,0 pyL de
acetonitrila. O frasco foi agitado por 30 segundos em seguida, deixado em
repouso por 5 min. Apés o término da derivatizacdo a amostra foi analisada por
GC/MS.

3.2.3- Sistema cromatografico

Apos a extracao os analitos foram analisados em um cromatografo a gas
acoplado a um espectrobmetro de massas modelo Finigan Trace GC/MS
equipado com um sistema de armadilha de ion (lon Trap) da Thermo Scientific.
A coluna capilar de (30 m x 0,25 m x 0,25 ym) e fase estacionaria contendo 5
% de difenil, 95% dimetilpolisiloxana (HP-5MS) da Agilent Tecnology. O
programa de temperatura empregado: forno a 120 °C inicialmente,
aquecimento de 5 °C/mim até 190 °C, aquecimento de 15 °C/mim até 210 °C,
aquecimento de 5 °C/mim até 230 °C mantida por 2 mim,aquecimento de 30
°C/mim até 250 °C mantida por 5 mim. O tempo total de corrida foi de 27 mim.
O gas de arraste utilizado foi hélio com o um fluxo de 1,3 mL/min. A

temperatura do injetor foi programada para 250 °C no modo splitless por 1,2



mim, seguido por uma taxa de 1:50 split. O espectrometro de massas operou
no modo de ionizacdo de elétrons (El) 70 eV. A temperatura da interface
GC/MS foi de 300 °C e temperatura da fonte de ions foi de 230 °C a analise foi

realiza no modo Segment Scan.

4- Resultados e discussoes
4.1- Otimizagao da metodologia

Além das caracteristicas inerentes do analito outros fatores tém sido
considerados como base para o processo de otimizagdo, a fim de conseguir
uma extracao eficiente. O rendimento pode ser aumentado testando diferentes
solventes, escolhendo a melhor membrana capiltar ajustando o pH do meio de
acordo com o pKa dos analitos ,adicionando sais na solu¢do doadora (efeito
“salting out”),controlando tempo, temperatura e agitacdo do sistema
(ALSHARIF et al., 2016; HO; PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2002;
OLIVEIRA et al., 2008)

4.1.2. Escolha do solvente da extragao

A escolha da fase aceptora que seria utilizada na extragao foi feita através da
analise das areas obtidas utilizando octanol, octanoato de etila e a mistura
deles no recobrimento e preenchimento da fibra oca. Como pode ser
observado na Figura 3. A mistura entre os solventes (octanol:octanoato de
etila) na proporgcao (1:1), apresentou maior eficiéncia de extracdo para a

maioria dos compostos, e portanto, foi escolhido como solvente de extragao.
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Figura 3. Aréa obtida para os analitos com diferentes solventes de extragao.

4.1.3. Planejamento Doehlert

O planejamento experimental 23 realizado por (FERNANDEZ et al., 2016)
mostrou que as variaveis tempo de extragdo e agitagao foram significativas, em
um intervalo de 95 % de confianga, para todos os compostos estudados. Dessa
forma foi realizado um superficie de resposta do tipo Doehlert com ponto
central, que permitiu encontrar a condicdo 6tima para essas duas variaveis.A

superficie de resposta Doehlert foi realizada como descito na tabela 1.

Tabela 1. Experimento da superficie de resposta Doehlert

Experimento Rotagao (rpm) Tempo (mim)
E1 1200 47,5

E2 1200 62,5

E3 2000 70

E4 2800 62,5

E5 2800 47,5

E6 2000 40

E7 (C) 2000 55

E8 (C) 2000 55

E9 (C) 2000 55




As areas obtidas para cada experimento foram tratadas no software Statistica

versao 8.0 da Statsoft (Hamburgo, Alemanha) e a superficie de resposta
obtida é apresentada na Figura 4.

Desirability Surface/Contours; Method: Quadratic Fit

Foyp R0,

Il -08
<08
=06
<04
C1<02
C1<0

<02
<04

Figura 4. Superficie de resposta Doehlert

A superficie de resposta obtida mostrou que 55 mim de extragao e 2000 rpm de

rotagcao foram as condi¢des 6timas para o experimento.

4.1.4 Analise Cromatografica

O cromatograma obtido para a analise dos metabdlitos de ftalatos

derivatizados por GC/qMS no modo Segment Scan é apresentado na Figura 5.
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Figura 5. Cromatograma dos compostos estudados apds derivatizagdo por
GC/MS, modo Segment Scan.
Como pode ser visto o método cromatografico desenvolvido apresentou boa

resolugdo em um tempo curto de analise.

5-Conclusoes

O método HF-LPME foi eficiente para extracdo dos metabdlitos de ftalatos em
solugcdo aquosa. Foi possivel otimizar o tempo de equilibrio e a rotagdo para
todos os analitos simultaneamente utilizando a fungcdo desejabilidade em um
planejamento Doehlert. O método proposto € simples, rapido e apresenta boa
resolugcado cromatografica. O uso da LPME possibilitara a aplicagdo do método

em matrizes complexas.
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