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RESUMO

Na primeira parte do trabalho, para fins de estudo de eficiéncia de extracdo dos
ANs nas APs brasileiras, estudou-se algumas metodologias de EFS para esses
analitos, estabelecidas na literatura, com o objetivo de realizar a comparagao e a
determinacdo das melhores metodologias, a fim de otimiza-las e adequa-las aos
analitos do cenario brasileiro. As fases estacionarias estudadas nessa primeira parte
foram: C18, ENV, ENV+, Strata-X e HLB. Procedeu-se com as extracdes replicando de
forma integral os parametros conforme apresentados na literatura, de modo a poder
comparar as metodologias de extragdo em fase soélida empregadas a uma mesma
matriz. As analises foram feitas no espectrometro de massas de ultra-alta resolucéo Q-
Exactive Orbitrap, utilizando a fonte de ionizagdo por electrospray (ESI) no modo
negativo. O processamento de dados foi realizado com os softwares Composer e
Thanus. Os resultados obtidos apontam que as metodologias do grupo Ill, com as
fases solidas ENV e HLB, apresentaram o maior numero de espécies de ANs extraidas
com os trés solventes utilizados, hexano (HEX), diclorometano (DCM) e isopropanol
(IPA), sendo 269 e 324 respectivamente no extrato total para as duas fases
estacionarias. Em seguida realizou-se a semiquantificagdo das espécies acidas da
classe O2 identificadas nos extratos das metodologias supracitadas, os resultados que
foram obtidos indicam que o solvente DCM extraiu em maiores concentragcdes espécies
de valor de DBE 1, e o solvente metanol extraiu em maiores concentracdes espécies
de valor de DBE 2. Além disso, o solvente hexano apresentou espécies com valor de
DBE 2 em altas concentragdes, indicando que essas espécies sao eluidas por esse
solvente com maior eficiéncia. Além disso, os compostos com férmula molecular
C7H1202, CgH1402, CgH160. C1oH1502 € C11H200, apresentaram alta concentragdom em
praticamente todos os extratos. Por ultimo, testes com metodologias utilizando as fases
sélidas ENV, C18, APS, Strata-X e HLB foram relizados, a fim de se determinar o
volume ideal de solvente e o pH ideal da amostra para uma extracédo eficiente. Os
resultados apresentados indicam que o pH 2 apresentou maiores resultados de

recuperacdo de espécies acidas. Ainda, as extracdes eluidas com 20 mL de
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diclorometano, divididos em duas fragdes forneceram resultados melhores em questao
do numero de formulas atribuidas. Outro ponto de destaque é o fato de que espécies
acidas foram eluidas pela agua durante a etapa de lavagem para a remogéao de sais da
amostra de AP, sendo necessaria a retirada dessa etapa das metodologias de

extracao.

Palavras-chaves: acidos nafténicos, aguas produzidas, espectrometria de massas,

extracdo em fase sodlida, ultra-alta resolucgao.
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Abstract

In the first part of the work, for the purpose of studying the extraction efficiency of
NAs in Brazilian PWs, some SPE methodologies were studied for these analytes,
established in the literature, in order to perform the comparison and determination of the
best methodologies, in order to optimize and adapt them to the analytes of the Brazilian
scenario. The stationary phases studied in this first part were: C18, ENV, ENV+, Strata-
X and HLB. We proceeded with the extractions by fully replicating the parameters as
presented in the literature, in order to be able to compare the solid phase extraction
methodologies employed to the same matrix. The analyses were performed on the Q-
Exactive Orbitrap ultra-high resolution mass spectrometer, using the electrospray
ionization (ESI) source in negative mode. Data processing was performed with
Composer and Thanus software. The results obtained indicate that the methodologies
of group Ill, with the solid phases ENV and HLB, showed the highest number of AN
species extracted with the three solvents used, hexane (HEX), dichloromethane (DCM)
and isopropanol (IPA). The results obtained indicate that the solvent DCM extracted in
higher concentrations species with a DBE value of 1, and the solvent methanol
extracted in higher concentrations species with a DBE value of 2. Moreover, the solvent
hexane presented species with a DBE value of 2 in high concentrations, indicating that

these species are eluted by this solvent with greater efficiency.

Finally, tests with methodologies using ENV, C18, APS, Strata-X and HLB solid phases
were performed in order to determine the optimum solvent volume and optimum sample
pH for efficient extraction. The results presented indicate that pH 2 showed the highest
recovery results for acidic species. Also, the extractions eluted with 20 mL of
dichloromethane, divided into two fractions provided better results in terms of the
number of formulas assigned. Another point of note is the fact that acid species were
eluted by water during the washing step for the removal of salts from the PW sample,
making it necessary to remove this step from the extraction methodologies.

Keywords: naphthenic acids, produced water, mass spectrometry, solid-phase

extraction, ultra-high resolution.
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1.1 Petroleo e aguas produzidas

O petréleo, também conhecido como 6leo cru, trata-se de uma mistura de alta
complexidade, contendo uma variedade de espécies organicas como hidrocarbonetos
saturados e aromaticos, resinas e asfaltenos e em quantidades menores, compostos
com heteroatomos como O, N e S. Além disso, esse recurso € encontrado no subsolo,
nao como uma espécie de rio subterrdneo, mas impregnado em rochas sedimentares,
em profundidades que podem variar dependendo do local de extragdo. (THOMAS et
al., 2001). Essas rochas, que naturalmente ocorrem nas formagdes de reservatorios
naturais, sdo permeadas por diversos fluidos, como Oleo, gases e agua salina
(FAKHRU'L et al., 2009).

Ha muitos fatores que influenciam o processo de formagao de um reservatério,
dentre eles, mencionam-se a mistura dos compostos presentes no reservatério, a
pressao, e a temperatura de formacao. Dessa forma, classificam-se os reservatérios de
petroleo conforme a sua composicdo e o comportamento da mistura contida nesse
reservatorio. Os reservatérios podem ser classificados como reservatorios de liquido —
também chamados de reservatério de 6leo -, reservatorio de gases e reservatorios
hibridos (THOMAS et al., 2001).

Os reservatorios de liquidos apresentam em sua composigdo 6leo, gases e
agua, que é aprisionada durante a formagao do reservatorio. A quantidade de agua que
€ produzida durante a prospeccdo do Oleo vai depender das caracteristicas do
reservatorio, principalmente da quantidade de agua que se encontra no meio poroso do
reservatério (THOMAS et al., 2001).

Durante o processo de extracdo e producdo, sao produzidas elevadas
quantidades de agua salina, contaminadas com hidrocarbonetos, tragcos de metais e
acidos (ANDRADE et al., 2010) que, em processos posteriores, sdo separadas do 6leo
e do gas e condicionadas ao reuso, reinjegdo em reservatorios, ou descarte
(REYNOLDS et al., 2003). Na producao do petroleo offshore, essa agua é chamada de
agua produzida (AP) (STROMGREN et al., 1995).

A AP é resultado da agua aprisionada nas formagdes subterrdneas dos
reservatorios - a qual é trazida a superficie juntamente com o petréleo e o gas durante

0s processos de produgao - somada com a agua do mar, que € usada para inje¢gao nos
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reservatérios, com o objetivo de aumentar a pressdao de prospecgao,
consequentemente a eficiéncia de recuperacgéo do 6leo e gas presentes no reservatorio
(FAKHRU'L et al., 2009).

Outrossim, é importante destacar alguns aspectos da AP, tais como a salinidade
desse residuo, a elevada quantidade que € produzida e também a alta complexidade
dessa matriz (AMINI et al., 2012). Além da elevada quantidade de AP, sua composigao
ou qualidade pode variar muito. A estrutura geoldgica e a localizagdo geografica do
reservatorio afetam diretamente as caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas da AP
(STEWART & ARNOLD, 2011).

Apesar de possuir uma complexa composigao, que varia conforme a sua origem
e formagao, € possivel observar alguns ions e compostos presentes nessas aguas, tais
como ferro, cloretos, bicarbonato, sulfatos, didoxido de carbono, sulfeto de hidrogénio e
oxigénio, acidos, além de altos teores de solidos, hidrocarbonetos, 6leos, bactérias, e
de produtos quimicos ocasionados da producdo que podem influenciar na sua
qualidade e corrosividade (CURBELO et al., 2002).

Entre os compostos presentes na AP, destacam-se os acidos nafténicos (ANs),
que devido a sua complexidade, sua toxicidade ao ambiente marinho e a abundancia
nas AP, tem requerido uma maior atencdo, e consequentemente, um aumento
consideravel nos custos de producdo, sendo assim um desafio para a industria
petrolifera (AMINI et al., 2012).

Um enorme desafio que as empresas petroliferas encontram esta relacionado
com o tratamento e destino final das AP, devido principalmente ao enorme volume
desse subproduto que é gerado, além da sua complexa composi¢édo (MOTTA, 2013).
No ano de 2009, a média da proporgao de agua:petroleo nos processos globais de
producao de petréleo alcangou 3:1, ou seja, para cada barril de petréleo produzido tem-
se 3 barris de agua. (FAKHRU'L et al., 2009). Como resultado desses fatores, o
gerenciamento da AP é responsavel por custos consideravelmente elevados, refletindo
em um percentual signifcativo dos custos de produgédo do petrdleo e seus derivados
(AMINI et al., 2012).

Geralmente os destinos finais das AP sdo o descarte, injecédo e o0 reuso, no

entanto, em todas essas opc¢des, € necessario o tratamento da AP, com a intencéo de
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evitar danos ao ambiente aquatico e as instalagdes de produgdo (MOTTA, 2013).

O tipo de processo a ser adotado para o tratamento da AP depende dos
compostos que se deseja remover. Os compostos a serem removidos, por sua vez,
dependem do destino final a ser adotado para a AP tratada. Uma das principais
finalidades do tratamento das APs € a remocgao de dleo, que pode estar presente na
agua sob as formas livre, dissolvida e emulssionada, sendo a ultima a mais
preocupante, dedivo a dificuldade enfrendada nos processo para sua remocgao. O
descarte desses residuos deve atender a resolugdo n° 393 do CONAMA (Conselho
Nacional do Meio Ambiente), a qual tem como principal parametro de qualidade o valor
de TOG, sendo 29 mg.L'1, para a média aritmética simples mensal, e 42 mg.L'1, para o
valor maximo diario. (MOTTA, 2013).

1.2 Acidos nafténicos

Até o presente momento ndo ha nenhuma legislagéo brasileira que regulamente
acerca dos parametros de qualidade dos ANs presentes nos efluentes. Apesar disso,
esses compostos merecem devida atengao dos érgaos ambientais regulamentadores
devido as suas caracteristicas.

Acido nafténico (AN) é o nome geral dado a classe de compostos cuja fungdo é
um acido carboxilico. Com base na definicdo da Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC) o termo acidos nafténicos engloba acidos monocarboxilicos,
derivados do nafteno (IUPAC Recommendations 1995).

Entretanto, na literatura, a definicdo que se encontra dos ANs € que sao
compostos encontrados naturalmente no petréleo, cujo termo “nafténicos” € utilizado na
indrustria petrolifera para identificar os acidos carboxilicos do petroleo e compreendem
uma mistura complexa de acidos carboxilicos aciclicos, alifaticos, ciclicos e aromaticos

com 2 ou mais atomos de oxigénio, com a formula genérica CpH2n+,02, na qual “n
representa o numero de carbonos, e “Z” € 0 numero inteiro negativo que especifica a
deficiéncia de hidrogénio resultante da formagado do anel (RUDZINSKI, OEHLERS,
ZHANG, 2002). Esses compostos possuem baixa volatilidade, sdo quimicamente

estaveis e agem como surfactantes, apresentando constantes de dissociagao entre 10°
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e 10°®, caracteristica da maioria dos acidos carboxilicos (GRUBER et al., 2012).

Os ANs sao responsaveis pela corrosao das tubulacdes, formacdo de coque,
envenenamento de catalisadores. Além disso, esses compostos tém se mostrado
téxicos a uma variedade de organismos, apresentando assim, efeitos prejudiciais ao
meio ambiente, especialmente em ambientes aquaticos (ROSS et al., 2012; FRANK et
al., 2008 LAl et al., 1996; CLEMENTE et al., 2005; ALLEN, E. W., 2008).

Os ANs podem ser encontrados na AP tanto de forma dissolvida, quanto na
forma dispersa. Além disso, sabe-se que esses acidos presentes na AP apresentam
caracteristicas surfactantes, o que oferece a esses compostos a qualidade de serem
estabilizadores de emuls&o. E sabido que os 4cidos com cadeias médias e longas sdo
os principais compostos relacionados a estabilizagcdo de emulsdo, portanto, é
necessario compreender se tais compostos se encontram na forma dissolvida ou na
forma dispersa (WALSH et al. 2014).

Os ANs podem ser divididos em trés grandes grupos: lineares, nafténicos e
aromaticos, que estédo descritos na Figura 1 (BERTHEUSSEN, A. et al., 2018).

Classificacao
(0]
Lineares A\ L
R™ >~ 'OH
0 0
Nafténicos R 1 "OH 7 om
0 0
Aromaticos RZ \H/ OH 7 ““on
{ R //

N
NS

S —
N

Figura 1. Exemplos de estruturas de acidos nafténicos com suas classificacdes
(BERTHEUSSEN, A. et al., 2018).

A definigdo quimica de dissolvido pode ser descrita como uma molécula
solvatada pela agua, ou seja, s&o moléculas com caracteristicas hidrofilicas que séo
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facilmente hidratadas. Por outro lado, no dleo disperso observam-se goticulas de éleo
emulsionado na fase aquosa originando duas fases (HART et al. 2003).

Sabe-se que, a estrutura do acido nafténico esta correlacionada ao grau de
toxicidade baseado na agdo microbiana (BARTLETT et al., 2017). Estruturas
aromaticas sdo mais dificeis de serem biodegradadas e, portanto, sdo tidas como mais
toxicas seguidas dos grupos nafténicos e lineares (TOLLEFSEN et al., 2012).

E sabido que a estrutura do &cido nafténicos esta correlacionada ao seu grau de
toxicidade (BARTLETT et al., 2017), sendo que as estruturas aromaticas sao as mais
dificeis de serem biodegradadas, consequentemente, sdo as classificadas com a maior
toxicidade, seguidas das estruturas dos grupos nafténicos, e por fim, as lineares sao
tidas como as de menor toxicidade (TOLLEFSEN et al., 2012). Nesse contexto, ha
estudos que procuram entender e obter mais informagdes acerca da toxicidade no
ambiente aquatico dos compostos que se encontram dissolvidos nas APs, dessa forma,
tem-se o estudo de FAKSNESS, et al. (2004). Para isso, foram coletados frascos de 2
L de &agua produzida de plataformas offshore. Os recipientes permaneceram em
repouso empregando diferentes tempos de sedimentac&o. A conclusdo dos autores foi
que apods 48 h de repouso os compostos organicos dispersos na agua produzida foram
depositados no fundo do recipiente. Sendo assim, os compostos organicos detectados
(BTEX, acidos com numeros de carbono inferiores a C18) apos esse tempo de repouso
foram considerados como dissolvidos (FAKSNESS et al., 2004).

Além disso, existem outros métodos utilizados para diferenciagao entre acidos
dispersos e dissolvidos, um desses métodos se encontra descrito no Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater SM 5520 B. No método supracitado, os
acidos nafténicos extraidos com o n-hexano sédo considerados como dispersos e o
material que permanece na agua produzida é denominado como dissolvido. O termo
que engloba essas duas nomeacgdes € considerado como Teor de 6leo e graxa (TOG).

Baseando-se na problematica sobre a poluicdo ambiental relacionada a
producao offshore do petrdleo, a busca por novos processos de tratamento de AP, e
principalmente, metodologias de remogao, caracterizagdo e quantificagdo dos ANs
presentes nas APs sdo particularmente importantes quando se verifica que a produgao

de petréleo tem aumentado consideravelmente ao longo dos anos. Devido a
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complexidade das misturas desses ANs, a separagao, quantificacdo e identificacao de
compostos individualmente tém se mostrado um desafio para a comunidade cientifica
(CLEMENTE et al., 2005).

Entre as principais técnicas de extragdo aplicaveis ao estudo de derivados do
petréleo pode-se citar a extracao liquido-liquido (ELL), a extragao em fase sélida (EFS)
e a cromatografia liquida preparativa de adsorgéo e de troca ibnica (CLEMENTE et al.,
2005).

1.3 Extracao liquido-liquido

A extracdo liquido-liqudio (ELL) utiliza o conceito de imiscibilidade entre
solventes, se baseando na divisdo do soluto entre duas fases que s&o imisciveis.

Normalmente uma das fases € um solvente aquoso e a outra fase € um solvente
organico apolar. Devido a imiscibilidade das fases, ocorre a formagdo de duas
camadas, sendo que a camada mais densa se encontra na parte inferior, possibilitando
a separagao dos solventes, consequentemente a extracdo (BORGES et al., 2007).
Apesar de ser um método tradicional e muito utilizado, a extragdo liquido-liquido tem
sua eficiéncia vinculada a varios fatores, incluindo a constante de equilibrio para a
particdo do solvente, possiveis interacbes e reagdes entre o analito e os solventes
extratores, solubilidade, entre outros fatores intrinsecos. Além disso, & possivel
encontrar varias desvantagens, tais como a separagéo de fases incompleta, formagéo
de emulsdo, dificuldade de reprodutibilidade, quantidade excessivas de solventes
organicos, entre outras. Dessa forma, € necessario considerar tais caracteristicas ao se
optar pela ELL, e dependendo dos casos, esta metodologia pode nao ser a adequada.

Metodologias de extragao liquido-liquido para AN sdo amplamente apresentadas
na literatura, com métodos consolidados, que apresentam a metodologia semelhante
com pré-processos diferentes (ZHAO, CURRIE, MIAN, 2012).

Na metodologia apresentada por Syncrude Canada Ltd (Industria de Alberta,
Canada), a matriz de W é submetida a centrifugacgéo, e posteriormente a filtragdo em
microfiltro de 0,45 ym para remog&o do solido em suspensdo. Acidifica-se o meio com

uma solugado de H,SO4 a fim de atingir o pH de 2,0 a 2,5, e como solvente extrator,
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utiliza-se diclorometano, realizando a extragdo da matriz de AP duas vezes. Os dois
extratos sdo combinados e entdo se tem um unico extrato final. Essa metodologia é
adequada para porcdes pequenas de AN, pois como pré-etapas, € indispensavel a
centrifugacéo e filtracdo dos precipitados da amostra bruta (JIVRAJ, MACKINNON,
FUNG, 1995).

Semelhante a metodologia desenvolvida por Syncrude, Rogers et al. (2002)
apresentaram uma metodologia para a extracdo em escala industrial, no entanto, por
se tratar de uma grande quantidade de matriz, foi inviavel as etapas de centrifugacao e
filtragdo. No método de Rogers et al., a matriz é acidificada para pH 2,5; e entdo, os
ANs sdo extraidos com diclorometano. O extrato € concentrado em um evaporador
rotativo, e em seguida adiciona-se NaOH 0,1 N para reconstituicdo do extrato organico.
O elevado pH produz acidos organicos insoluveis que sé&o filtrados em microfiltros de
0,45 pym e entdo sdo separados dos ANs por ultracentrifugacdo (ROGERS, LIBER,
MACKINNON, 2002).

Por se tratar de um analito de natureza acida (ANs), foi possivel a remogéao
desses analitos da matriz através da ELL utilizando solugdes alcalinas ou amoniacais.
(LO et al., 2006). Para a extracdo de ANs das aguas do Lago Mildred, foi aplicado a
métodologia de ELL. O pH das amostras foi ajustado na faixa de 10,5 a 12 com solugéo
de NaOH, e, posteriormente, removeu-se as particulas em suspensdo por
centrifugagdo. Removeu-se ainda os compostos basicos e neutros por extragdo com
diclorometano. A solugao aquosa foi acidificada a pH 2 com solugao de H,SO4 12 M e
entdo extraiu-se os ANs com diclorometano (LO, BROWNLEE, BUNCE, 2006).

Assim como as metodologias supracitadas, a metodologia apresentada por
Grewer et al. (2010) também consiste na acidificagdo da amostra para pH na faixa de
1,5. No entanto, nessa metodologia, cada fracdo de 1,0 L de amostra é extraida trés
vezes com 50 mL de diclorometano e ao final da extragdes os extratos sdo combinados
e secados em vials previamente pesados (GREWE et al., 2010).

Embora a utilizagdo dos métodos de extracdo ELL ser amplamente citada na
literatura, a utilizacdo desse método envolve processos exaustivos e com grande
volume de solventes, além disso, a eficiéncia no isolamento pode ser prejudicada

devido a formacao de emulsdes e co-extracdo de impurezas acidas, como compostos
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fendlicos e carbazdlicos (CLEMENTE et al., 2005).

1.4 Extracdo em fase sélida

A extracdo em fase solida (EFS) é uma técnica amplamente utilizada, devido sua
versatilidade na preparagdo e concentragdo de amostras. Além disso, essa técnica é
empregada também para etapas de dessalinizagdo, derivatizagdo e fracionamento de
amostras. Ademais, pode-se destacar a possibilidade de escolha de fases sdlidas que
sejam seletivas aos analitos, permitindo assim a melhor recuperagdo desses analitos
(ZWIR-FERENC, A., BIZIUK, M., 2006).

O principio de funcionamento da EFS consiste na interagao entre os analitos da
matriz com o sorvente da fase sélida, desta forma, € possivel separar esses analitos
alvos, desde que estes tenham mais afinidade com o sorvente do que com a matriz.
Devido a essa caracteristica, é crucial entender o tipo de interacdo que ocorrera entre o
analito e fase sdlida, a fim de selecionar a fase sélida mais apropriada para a extragao.
Além disso, a fase mével deve ser selecionada de forma que consiga promover a
eluicdo dos analitos, ou seja, o solvente deve ser capaz de cessar a interagao entre o
analito e a fase solida, permitindo ent&o o arraste desse analito pela fase movel (ZWIR-
FERENC, A., BIZIUK, M., 2006).

Os mecanismos de retengado dos analitos na EFS seguem os mesmos principios
dos mecanismos da cromatografia. Desta forma, podem-se classificar os sorventes da
EFS em fase normal, fase reversa e troca ibnica (THURMAN, E. M.; MILLS, M. S,,
1998).

O mecanismo de extragao por fase normal consiste em uma fase estacionaria
que é mais polar que o solvente e a matriz da amostra. Dessa forma, o analito fica
adsorvido na fase estacionaria, e € removido por solventes organicos que possuem
baixa polaridade e tenha interagdo com os analitos alvos. As principais interagdes de
retencdo que ocorrem no mecanismo de fase normal sédo ligacdo de hidrogénio e
dipolo-dipolo. Os sorventes de fase normal mais utilizados séo: ciano (CN), amino
(NHy), diol, silica gel (SiOH), Florisil (Mg>SiO3) e alumina (Al,O3). Os sorventes a base

de silica apresentam como desvantagem o fato de serem instaveis no intervalo 8 > pH
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< 2 e também por conterem os grupos silandis residuais que podem reter
irreversivelmente compostos basicos (NOVAKOVA, VLCKOVA, 2009). Os solventes
mais utilizados s&o: hexano, heptano, cloroférmio, isopropanol e diclorometano (ZWIR-
FERENC, A., BIZIUK, M., 2006, THURMAN, E. M.; MILLS, M. S., 1998).

A extracdo por fase reversa consiste em um sorvente que € mais apolar que a
matriz da amostra. Por se basear em um mecanismo hidrofébico, € geralmente
empregada em extragdes em que os analitos estejam presentes em fases aquosas. As
principais interagdes que ocorrem nesse mecanismo de extracdo sdo interacbes de
Van der Waals. Os sorventes de fase reversa mais utilizados sao: C18, C8, C2,
ciclohexil, fenil, copolimeros. A escolha de fases reversas possui varias vantagens, tais
como: uso de fases moveis menos toxicas e de menor custo, como agua, acetonitrila,
metanol; fases estacionarias estaveis; facilidade de empregar eluigdo por gradiente e
maior rapidez em analises. Além disso, sdo muito aplicadas a separacio de solutos de
diferentes polaridades, massas molares e funcionalidades quimicas (TONHI et al.,
2001, ZWIR-FERENC, A., BIZIUK, M., 2006, THURMAN, , E. M.; MILLS, M. S., 1998).

O mecanismo de extragcdo por troca idnica consiste na interacdo dos analitos
com a fase sélida, baseando-se na sua carga idnica, podendo ser positiva (catidnica)
ou negativa (aniénica). Dessa forma, o analito também deve possui carga, a fim de
interagir com a fase sdlida, promovendo a interacdo entre as cargas,
consequentemente sua retencdo. Normalmente s&o utilizados como fase sdlida
compostos carregados, sendo eles grupo amino (NH;-), aminas quaternarias, acidos
carboxilicos, acido sulfénico aromatico. Os solventes utilizados deverédo variar
conforme o mecanismo adotado, mas normalmente sio utilizadas solugdes tampao de
fosfato, acetato, e citrato (E. M.; MILLS, M. S., 1998).

Na maioria das vezes, para a escolha da fase sdélida na EFS é seguido os
mesmos critérios adotados para a escolha da fase estacionaria na HPLC. O primeiro
critério a ser considerado € em relacdo a estrutura quimica do analito em questao,
considerando as propriedades e interacbes do sorvente com a matriz do analito
(JARDIM, 2010).

Uma forma de considerar a interacdo da fase soélida com o analito € analisar os

grupos funcionais presentes no mesmo. A determinagdo dos grupos funcionais do
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analito permite a escolha de uma fase sélida com maior seletividade entre o analito e

outros componentes da matriz (JARDIM, 2010).

A partir de dados constados na literatura, péde-se apresentar o Quadro 1,

contendo um guia geral para a escolha de uma fase solida apropriada para analitos

organicos com massas molares inferiores a 2000 Daltons.

Quadro 1. Guia geral para selecao de fase soélida e eluente, empregando amostras organicas

contendo analitos com massas molares inferiores a aproximadamente 2000 daltons (GSP,

2008).
Tipo de | Eluente do
Mecanismo Sorvente Tipo de analito . _
matriz analito
C18, C8, C2, | Grupos Solventes
Apolar (fase | . o Solugdes
cicloexil, funcionais polares como
reversa) polares
. fenil, apolares como metanol,
particao e (tampéo
B cianopropil, alquilas e acetonitrila e
adsorcao o . aquoso) )
polimérico aromaticos agua
_ . Grupos
Polar Silica, diol, Solventes
_ funcionais Solventes
(fase normal) | ciano, apolares
. _ _ polares como | apolares,
particao aminopropil, _ ) como hexano e
o aminas e | 6leos _
e adsorcéo diamino _ _ diclorometano
hidroxilas
Forte (acido | Grupos
sulfonico) funcionais Tampao como
Troca Aquosa, forca
. ou fraco | carregados . . acetato,
catibnica . N idnica baixa _
(acido positivamente citrato e fosfato
carboxilico) como aminas
Grupos
Forte (tetra o B
. . funcionais Tampdo como
Troca alquilaménio) Aquosa, forca
. carregados . . fosfato e
anibnica ou fraco . iGnica baixa
. negativamente acetato
(amino) o
como acidos
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organicos

Normalmente, os procedimentos de EFS consistem-se em 4 etapas: 1)
condicionamento da fase estacionaria com solvente adequado para ajustar as forgas do
solvente de eluicdo com o solvente da amostra; 2) introdugdo da amostra, quando
ocorre a retengcédo do analito e as vezes de alguns interferentes; 3) limpeza da coluna
para retirar os interferentes menos retidos que o analito, etapa esta conhecida como
lavagem com solvente ou clean-up; 4) eluigdo do analito (LANCAS, 2004).

O volume de amostra utilizado para realizar a metodologia de SPE pode variar
de alguns pL a mL. Para que se obtenha a eficiéncia maxima de extragéo, é necessario
determinar o volume de breakthrough, VB, ou seja, o volume maximo de amostra que
deve ser processado para que se obtenha a maior recuperagao possivel do analito
(JARDIM, 2010).

Na etapa de clean-up, deve-se utilizar um solvente que tenha forca suficiente
para arrastar os interferentes, porém nao os analitos. O solvente ideal € o proprio
solvente da amostra, desde que ele ndo remova os analitos de interesse. O eluente
deve eluir os analitos de interesse, mas nao permitir a eluicdao dos interferentes que
nao tenham sido eliminados na etapa de clean-up, por estarem muito retidos no
sorvente (JARDIM, 2010). Na Figura 2, podem ser visualizadas as principais etapas
envolvidas na EFS quando o objetivo é isolar e/ou concentrar o(s) analito(s) de
interesse (JARDIM, 2010).
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Figura 2. Etapas da EFS no modo de concentragdo ou isolamento do analito de interesse
(Jardim, 2010).

No campo da extragcdo de ANs, podem ser encontradas diversas metodologias
de EFS apresentadas por diferentes autores. Entre eles, meciona-se Headley et al.
(2002), que trouxe em seu trabalho a metodologia de extracdo com fase sdlida com
base DVB (divinilbenzeno), sendo o cartucho ENV+ (copolimero de poliestireno-
divinilbenzeno) utilizado no processo como fase solida, e metanol como fase movel.

Thomas et al. (2009) é outro autor que apresenta em seu trabalho a utilizagao da
fase solida ENV+, alem desta, o autor aborda também a utilizagao da fase sélida Cys.
No entanto, nesse trabalho foi utilizada duas fases moveis em uma extragao
sequencial, sendo metanol a primeira fase movel, seguida por diclorometano.

Samanipour et al. (2018) aborda duas metodologias de extragdes, em ambas
metodologias, é utilizado cartuchos hidrofilicos-lipofilico balanceados. Em seu estudo,
Samanipour et al. utiliza as fases sélidas Oasis HLB e ENV (C4s + ENV+). Como fase
movel, o autor faz uso dos solventes hexano, diclorometano e isopropanol, de forma
seuqgnecial. (SAMANIOPOUR et al., 2018). Alharbi et al. (2019) apresenta em seu
trabalho duas metodologias de extragao de ANs em AP utilizando cartuchos distintos.
Uma das metodologias apresentadas aborda a utilizagdo da fase sélida C18 e fase
movel metanol. A outra metodologia utiliza a fase sdlida Strata-X e a mesma fase
movel, metanol (ALHARBI et al. 2019).
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O método de EFS se mostrou promissor devido ao uso de volumes
relativamente pequenos de solvente na extracdo, a reducao de interferentes presentes
nas amostras e a capacidade de separar compostos polares dos nao polares. Além
disso, a concentragdo de uma amostra pode ser aumentada por um fator de 100 a
5000, tornando possivel a analise qualitativa e quantitativa a nivel de tracos (HEADLEY
et al., 2007; JARDIM, 2010). No entanto, a EFS possui algumas desvantagens, como o
elevado tempo de extracdo, os altos custos dos cartuchos e a baixa reprodutibilidade
de lote para lote de cartucho (NOVAKOVA, VLCKOVA, 2009).

1.5 Espectrometria de massas de ultra-alta resolugao (UHR-MS)

A técnica de espectrometria de massas de ultra-alta resolugdo € utilizada no
emprego de analises de matrizes complexas, principalmente nas areas de
metaboldmica e petrolebmica. Dessa forma, o uso de técnicas de analises de ultra-alta
resolucao tem se mostrado de grande importéncia para o estudo de matrizes de acidos
nafténicos. Esta técnica permite discriminar e identificar diversos compostos em forma
de ions gasosos mediante a sua relagdo massa/carga (m/z) com altissima exatidao de
massa (HUGHEY et al., 2001; MARSHALL e RODGERS, 2004).

O sistema de analise por espectrometria de massas consiste em cinco
componentes, sendo eles: a unidade de entrada de amostra, a fonte de ionizagao, o
analisador de massas, o detector de massas e por ultimo o sistema de dados (PAVIA et
al., 2010).

A unidade de entrada do espectrdmetro de massas € responsavel pela insergao
da amostra até a fonte de ionizagdo, além disso, assim como a fonte de ionizacgao,
esse componente pode funcionar sob vacuo ou em pressao atmosférica. A fonte de
ionizacdo é o componente responsavel por transformar as moléculas em ions em fase
gasosa. Na ionizagao por electrospray (ESI) a ionizagdo ocorre em solugao a presséo
atmosférica, onde a prépria fonte € a responsavel por vaporizar os ions para a fase
gasosa. Esses ions sao acelerados por um campo eletromagnético até o analisador,
componente responsavel pela discriminagdao dos ions de acordo com a sua razdo m/z.

Por fim, ao detector € atribuido o papel de detectar os ions discriminados e enviar
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sinais que sao processados pelo sistema de dados originando o espectro de massas
(PAVIA et al., 2010).

Atualmente, em analises de matrizes de petréleo e de seus derivados, sao
utilizadas majoritariamente fontes de ionizagdo que n&do necessitam de operar sob
vacuo, chamadas de fontes de ionizagdo a pressao atmosférica (API), dessa forma,
devido a essa caracteristica, a ionizacao das moléculas ocorre de forma branda, o que
gera pouco ou nenhum fragmento, se mostrando uma alternativa positiva para analises
de compostos dessa matriz. Como exemplo de fontes API, cita-se a ionizacdo a
ionizagao por electrospray (ESI), a fotoionizagdo a pressao atmosférica e a ionizagao
quimica a pressao atmosférica (APCI) (Li D.X. et al., 2015).

O electrospray (ESI) representa um método de ionizagdo no qual os ions sao
obtidos previamente em uma solugdo e posteriormente sdo vaporizados para a fase
gasosa. Esta técnica é aplicada para a ionizagao de compostos polares e de massas
elevadas. A anadlise sera realizada de acordo com a natureza basica ou acida da
amostra. No modo positivo é observado a ionizagdo de compostos basicos pela adi¢ao
de um 4&cido fraco gerando o aduto [M+H]*. Os compostos acidos formam espécies
desprotonadas pela adicdo de uma base fraca formando ions [M-H] para serem
analisados no modo negativo (LOBODIN et al., 2013).

Essas goticulas sao borrifadas para dentro de uma camara de ionizagao e sao
submetidas a um contrafluxo de gas de secagem, normalmente gas nitrogénio,
responsavel por evaporar o solvente nas goticulas. A densidade de carga das goticulas
€ aumentada até que ocorra a repulsao das forgas eletrostaticas da goticula, causando
a divisao da goticula em goticulas menores. Esse processo continua até que se tenha a
formacdo de ions sem a presenca de solvente. Os ions formados podem ter tanto
cargas negativas quanto positivas (GROSS et al., 2004).

O Q-Exactive Orbitrap, assim como o FT-ICR-MS, sao equipamentos de ultra-
alta resolucao utilizados em analises de matrizes complexas, tal como a petroledmica
(ELIUK et al., 2015).

O Orbitrap teve sua introdu¢do no mercado no ano de 1999, se mostrando um
detector de massas preciso e compacto. A primeira implementacdo comercial foi em

um instrumento hibrido (LTQ-Orbitrap) com um front-end de armadilha de ions linear e
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a partir deste, desenvolveu-se instrumentos baseados em Orbitrap (ZUBAREV,
MAKAROV, 2013).

No Orbitrap, os ions sdo injetados no volume entre os eletrodos central e
externo, ao longo de uma ranhura especialmente usinada com um eletrodo de
compensacgao (um “defletor’) em um dos eletrodos externos. Com a tensdo aplicada
entre os eletrodos central e externo, um campo elétrico radial que é formado curva a
trajetéria do ion em diregdo ao eletrodo central, enquanto a velocidade tangencial cria
uma forgca centrifuga oposta. Com a escolha correta dos parametros, os ions
permanecem em uma espiral quase circular dentro da armadilha. Ao mesmo tempo, o
campo elétrico axial causado pela forma cbnica especial dos eletrodos empurra os ions
para a parte mais larga da armadilha, iniciando oscilagbes axiais harmdnicas. Além
disso, dentro desse campo magnético é utilizado um gas tamp&o, normalmente gas
nitrogénio, com a finalidade de diminuir a energia cinética dos ions e estabilizar sua
movimentacao. Os eletrodos externos sdo entdo usados como placas receptoras para
deteccdo de corrente de imagem dessas oscilagdes axiais. A corrente da imagem
digitalizada no dominio do tempo é transformada em Fourier no dominio da frequéncia,
da mesma forma que no FTICR e depois convertida em um espectro de massa
(GROSS et al., 2004; ZUBAREV, MAKAROV, 2013).

Dessa forma, os equipamentos de espectrometria de massa de ultra-alta
resolugdo abriram novas possibilidades que permitiram o detalhamento a nivel
molecular da composi¢ao do 6leo bruto e de seus derivados, se tornando uma técnica

amplamente empregada nessas analises (GROSS et al., 2004).
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2. Objetivos

O trabalho tem como objetivo principal comparar e avaliar metodologias de
extragdo em fase solida para a extracdo de acidos nafténicos em matrizes de agua
produzida e caracterizar os extratos por espectrometria de massas de ultra-alta
resolugao (UHR-MS).

2.1 Objetivos especificos

2.1.1 Avaliar a eficiéncia de diferentes metodologias de extracdo de acidos

nafténicos empregando diferentes fases estacionarias (C, , ENV+, ENV (C8 + ENV+),

18’
HLB e Strata-X, APS);

2.1.2 Avaliar a influéncia dos solventes orgéanicos (acetonitrila, diclorometano,
isopropanol, n-hexano e metanol) e suas interagcbes com as fases estacionarias
estudadas;

2.1.3 Comparar a eficiéncia das metodologias de extracdo em fase solida com a
técnica de extracao liquido-liquido;

2.1.4 Realizar a semiquantificacdo das espécies acidas extraidas pelas
metodologias de extragdo em fase soélida;

2.1.5 Otimizar as metodologias de extracdo em fase solida que apresentaram
melhores resultados de extracao.
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3. Metodologia

3.1 Reagentes e amostras

As amostras de AP foram fornecidas pelo CENPES/Petrobras. Os solventes
utilizados foram diclorometano (DCM), metanol (MeOH), acetonitrila (ACN), hexano
(HEX) e isopropanol (IPA) grau HPLC da TEDIA (Fairfield, MO, EUA). Foi utilizado
acido cloridrico (HCI), e acido formico (AF) adquiridos da Sigma Aldrich (San Luis, MO,
EUA). Sulfato de sddio foi adquirido da Neon Quimica (Suzano, SP, BR). Padréo de
acido miristico foi adquirido da Cambridge Isotope Laboratories (Tewksbury, MA, EUA).
A solugdo padrao de acidos nafténicos foi obtida da Sigma Aldrich na concentragao
estoque de 100 mg.L™ (San Luis, MO, EUA).

3.2 Comparagao das metodologias apresentadas na literatura utilizando AP de

matriz brasileira

Nessa primeira etapa, foram realizados experimentos com a finalidade de
comparar as metodologias de extracdo em fase sélida, comumente utilizadas em

matrizes de aguas produzidas para a extragao de acidos nafténicos.
3.2.1 Preparo da amostra de AP

Realizou-se a centrifugacdo da amostra de AP de cdédigo 2020-005312-43
durante 25 minutos a velocidade de 15000 RPM. Apds a centrifugagdo, a agua
sobrenadante foi coletada e acidificada até pH 2,0 com HCI 2,0 mol.L™", e prosseguiu-

se com as extragoes.
3.2.2 Reprodugdes das metodologias de extracdo em fase soélida

Para a execugao desse trabalho, reproduziram-se as metodologias de extragao
de ANs por EFS apresentadas na literatura com a mesma matriz de AP, a fim de

identificar a metodologia com maior eficiéncia. As metodologias utilizadas foram as com
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fase estacionaria ENV+, ENV, Cys, Strata X, e HLB. As extracdes foram realizadas no
equipamento VISIPREP SPE Vacuum Manifold (SUPELCO Inc, Missouri, USA) em
duplicata.

As extragbes foram separadas em quatro grupos diferentes. No grupo | é a
apresentada a metodologia utilizada por Headley et al. (2002); no grupo Il apresenta-
se as metodologias utilizadas por Thomas et al. (2009); no grupo Il as metodologias
utilizadas por Samanipour et al. (2019); e no grupo IV as metodologias utilizadas por
Alharbi et al. (2019). A Figura 3 apresenta o fluxograma das metodologias

supracitadas.
Metodologias de extragao em fase solida
Grupo | Grupo Il Grupo lll Grupo IV
FE ENV+ Cig ENV+ ENV HLB Cis Strata-X

FM ACN @6omL) MeOH (10mL) MeOH (10mL) HEX (1omL) HEX (10 mL) MeOH (6,0 mL) MeOH (6,0 mL)

DCM (1omL) DCM (1omL) DCM (1omL) DCM (10 mL)

IPA (1omL) IPA (10mL)

Figura 3. Fluxograma das metodologias de extragao utilizadas no seguinte trabalho. Os grupos
das extragbes sao referentes aos autores que apresentam em seus trabalhos as respectivas
metodologias, replicando-se as condi¢bes apresentadas por cada autor. Grupo |: Headley et al.;

Grupo Il: Thomas et al.; Grupo lll: Samanipour et al.; Grupo IV: Alharbi et al.

3.2.2.1  Metodologia do grupo |

Para a execugao metodologia do grupo | (segundo Headley et al., 2002), utilizou-

se cartuchos comerciais ISOLUTE® ENV+ contendo 200 mg de fase sdlida. O cartucho
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foi condicionado com 10 mL de metanol, seguido por 10 mL de agua. Logo apds o
condicionamento, foram adicionados 25 mL da amostra acidificada de AP. Apds a
introdugdo da amostra, o cartucho foi lavado com 25 mL de agua ultra-pura e seco
durante 30 minutos com ar ambiente. Em seguida, realizou-se a eluicdo dos analitos
com 6,0 mL de acetonitrila. Apds a extracido completa, os extratos foram concentrados
em um concentrador de amostra Thermo SpeedVac Concentrator (Thermo Scientific,
Bremen, Alemanha) e armazenados em frasco ambar de 10 mL para futura

caracterizagao.

3.2.2.2 Metodologias do grupo Il

As metodologias grupo Il foram executadas segundo descrito por Thomas et al.,
2009. Para a extracao Tipo A, utilizou-se cartuchos comerciais ISOLUTE® ENV+
contendo 200 mg de fase sodlida. O cartucho foi condicionado com 6,0 mL de metanol,
seguido por 6,0 mL de agua. Logo apés o condicionamento, foram adicionados 25 mL
da amostra acidificada de AP. O cartucho foi lavado com 25 mL de agua ultra-pura e
seco durante 30 minutos com ar ambiente. Em seguida realizou-se a eluicado dos
analitos com 10 mL de metanol, seguido de uma eluigdo com 10 mL de diclorometano.

Para a execugao da extracéo Tipo B, preparou-se cartuchos de 12 mL com 1000
mg de fase solida C4s. O cartucho foi condicionado com 6,0 mL de metanol, seguido
por 6,0 mL de agua. Logo apdés o condicionamento, foram adicionados 25 mL da
amostra acidificada de AP. O cartucho foi lavado com 25 mL de agua ultra-pura e seco
durante 30 minutos com ar ambiente. Em seguida realizou-se a eluicdo dos analitos
com 10 mL de metanol, seguido de uma eluicdo com 10 mL de diclorometano. Apds a
extracdo completa, os extratos foram concentrados e armazenados em frasco ambar

de 10 mL para futura caracterizacao.

3.2.2.3 Metodologias do grupo |l

As metodologias do grupo Ill foram executadas segundo descrito por

Samanipour et al., 2019. Para a extracdao Tipo A, utilizou-se cartuchos comerciais
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ISOLUTE® ENV+ contendo 200 mg de fase sélida. O cartucho foi condicionado com 6,0
mL de metanol, seguido por 6,0 mL de agua. Logo apds o condicionamento, foram
adicionados 25 mL da amostra acidificada de AP, e em seguida realizou-se a eluigdo
dos analitos com 10 mL de hexano, 10 mL de diclorometano e 10 mL de isopropanol,
totalizando trés fracoes.

Para a execucao da extracdo Tipo B, utilizou-se cartuchos comerciais Waters™
Oasis HLB de 3,0 mL contendo 60 mg de fase sdélida. O cartucho foi condicionado com
6,0 mL de metanol, seguido por 6,0 mL de agua. Logo apds o condicionamento, foram
adicionados 25 mL da amostra acidificada de AP, e em seguida realizou-se a eluigao
dos analitos com 10 mL de hexano, 10 mL de diclorometano e 10 mL de isopropanol,
totalizando trés fragdes. Apos a extragdo completa, os extratos foram concentrados e

armazenados em frasco ambar de 10 mL para futura caracterizagao.
3.2.2.4 Metodologias do grupo IV

As metodologias grupo IV foram executadas segundo descrito por Alharbi et al.,
2019. Para a Extracao tipo A, utilizou-se cartuchos comerciais Strata-X® de 3,0 mL
contendo 200 mg de fase sdlida. O cartucho foi condicionado com 6,0 mL de metanol,
seguido de 6,0 mL de agua (0,1% HCI). Logo apdés o condicionamento, foram
adicionados 25 mL da amostra acidificada de AP. O cartucho foi lavado com 6 mL de
agua ultra pura e seco durante 15 minutos com ar ambiente. Em seguida realizou-se a
eluicdo dos analitos com 10 mL metanol.

Para a execucgao da extracao tipo B, preparou-se cartuchos de 12 mL com 1000
mg de fase solida C4s. O cartucho foi condicionado com 6,0 mL de metanol, seguido
por 6,0 mL de agua (0,1% HCI). Logo apds o condicionamento, foram adicionados 25
mL da amostra acidificada de AP. O cartucho foi lavado com 6,0 mL de agua ultra-pura
e seco durante 15 minutos com ar ambiente. Em seguida realizou-se a eluicdo dos
analitos com 10 mL de metanol. Apds a extragdo completa, os extratos foram

concentrados e armazenados em frasco ambar de 10 mL para futura caracterizagao.

3.2.3 Extragao liquido-liquido
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Para execugdo dessa metodologia, adaptada do método 5520 B retirado do
Standard Methods, utilizou-se 25 mL da amostra de AP e procedeu-se com a extragao
liquido-liquido, utilizando-se 25 mL do solvente organico extrator diclorometano por trés
vezes. Com todo o volume organico coletado, adicionou-se 5,0 g de sulfato de sdodio
anidro (Na;SO,4) para remogado de agua residual, e em seguida, realizou-se uma
filtragdo simples. A fragdo organica coletada foi concentrada e armazenados em frasco
ambar de 10 mL para futura caracterizagao.

3.2.4 Semiquantificagao dos acidos nafténicos

Realizou-se a semiquantificacdo dos ANs presentes nos extratos obtidos das
extragdes das metodologias propostas no item anterior. Para tal, foi necessaria a
construcdo e semivalidacdo do método de semiquantificacdo. Com o auxilio de
ferramentas analiticas, construiu-se a curva de calibaragdo utilizando-se padrao

deuterado de acido miristico.
3.2.4.1 Preparo das solugdes e curva de calibragao

Solugdes estoque dos padrdes de acido miristico foram preparadas, em metanol
na concentragao de 10 mg.mL'1. Solugdes intermediarias do acido miristico foram
preparadas a partir das solugdes estoques nas concentragdes de 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0
e 5,0 mg.mL'1. Para a validagao da curva analitica, preparou-se solugdes intermediarias
do acido miristico a partir da solugdo estoque nas concentragbes de 0,75; 2,75; 4,75
mg.mL™".

Para a construcédo da curva analitica, foi realizada a inje¢cédo direta em triplicata
das solugdes de padrdoes de acido miristico por ESI(-)-Orbitrap-MS em trés diferentes
dias. Para a obtenc&o do branco analitico, foi realizada em triplicata a injegao direta de
metanol por ESI(-)-Orbitrap-MS nos trés diferentes dias das analises. Para a validacao
da curva analitica foi realizada em triplicata a inje¢cao direta das solu¢des de padrdes

de acido miristico por ESI(-)-Orbitrap-MS em trés diferentes dias. A intensidade do ion
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do padrao de acido miristico no espectro de massas foi considerada para a construcao

da curva de calibracao.
3.2.4.2 Validagao analitica da metodologia de semiquantificagao

A fim de avaliar a validade e a eficiéncia da metodologia de semiquantificagéo
construida, foi necessario realizar a validacdo da mesma. Dessa forma, realizaram-se
trés analises interdias do padrao de acido miristico nas concentragdes de 0,75; 2,75;
4,75 mg.mL'1, sendo que as analises foram realizadas em ftriplicata. A partir dos
resultados obtidos nas andlises por ESI(-)-Orbitrap-MS, calculou-se o limite de
detecgdo (LD), limite de quantificagcéo (LQ), e a exatidao (E).

O limite de detecgéo foi calculado a partir da Equagao 1 (ANVISA, 2003).

3«DP

(Eq. 1) LD = 22

No qual:
LD: limite de deteccéao
DP: desvio padrao das medi¢des de intensidade do branco analitico
IC: inclinagao da curva de calibragao
O limite de quantificagdo foi calculado a partir da Equagao 2 (ANVISA,
2003).

10«DP
Ic

(Eq. 2) LQ =
No qual:

LQ: limite de quantificagcao

DP: desvio padrao das medi¢des de intensidade do branco analitico

IC: inclinagao da curva de calibragao

A exatidao foi calculada a partir da Equagao 3 (ANVISA, 2003).
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(Eq. 3) E = %* 100

No qual:
E: exatidao
CME: concentracdo média experimental

CT: concentracdo tedrica
3.2.5 Analise por espectrometria de massas de ultra-alta resolugéo

As fragdes obtidas dos métodos de extragao apresentados foram analisadas no
Q-Exactive Hybrid Quadrupole-Orbitrap (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha). A
fonte de ionizagdo usada foi o electrospray ionization (ESI) em modo negativo. Os
extratos obtidos foram redissolvidos em metanol a concentragdo de 0,001 mg.mL™" e
injetados, com o auxilio de uma bomba seringa, no espectrdmetro de massas a um
fluxo de 5,0 uL.min™". O nitrogénio foi utilizado como gas auxiliar a uma temperatura de
270°C. A voltagem do capilar foi ajustada para 3,5 kV e a temperatura do capilar foi
ajustada em 275°C.

3.2.6 Processamento de dados

As avaliagdes iniciais dos espectros de massas foram realizadas no software
Thermo Scientific™ Xcalibur™ (Thermo Fisher Scientific, EUA). O processamento de
dados foi realizado utilizando o software Composer (Versdo 1.5.3 Sierra Analytica,
Modesto, EUA) para atribuicdo de férmulas e recalibracdo de séries homologas
conhecidas. A analise dos dados em ferramentas graficas foi realizada por meio do
software de processamento de dados Thanus (desenvolvido pela UFG e Petrobras,
Brasil) que possibilita a elaboragao de diferentes tipos de graficos e a visualizagao
simultdnea de dados de diversas amostras, facilitando a interpretacdo e comparagao

do conjunto.

3.3 Extracdo em fase solida automatizada
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Nessa segunda etapa, foram realizados experimentos no sistema automatizado
de extracdo em fase sdélida GX-271 ASPEC, com a finalidade de padronizar os
parametros de extragcdo. Além disso, as extragcdes foram realizadas com solucdes

comerciais de ANs, cuja concentragao poderia ser estimada.
3.3.1 Preparacao da solucédo padrao de ANs

Preparou-se uma solugao estoque de padrdo de ANs na concentracao de 25
mg.mL'1 em metanol. A partir dessa solucédo estoque, preparou-se as demais solugoes
utilizadas nas extragcdes, em pH 2 e pH 7. Foram preparadas solugdes de 25 mL de
NaCl 35% para simular a AP, a essas solugdes, foi adicionado 100 uL da solucgéo
padrdo de ANs. Durante o texto nos referismos a essas solugdes de padrdao de ANs

com padr&o sigma.
3.3.2 Extragao em fase sélida utilizando a fase sélida ISOLUTE® ENV+

Para a execugdo dessa metodologia, utilizou-se cartuchos comerciais
ISOLUTE® ENV+ contendo 200 mg de fase solida. As extragbes foram realizadas no
equipamento de SPE online GX-271 ASPEC (Gilson Inc, Middleton, USA). O cartucho
foi condicionado com 10 mL de &gua, no fluxo de 600 uL.min™. Apds o
condicionamento, adicionou-se 25 mL da solugédo Padréao Sigma, a um fluxo de 600
uL.min™", apés a adicdo completa da amostra, realizou-se a etapa de lavagem. Lavou-
se o cartucho com 20 mL de &gua a um fluxo de 1000 pL.min™". Apds a lavagem, foi
passado 30 mL de ar no cartucho, a um fluxo de 1000 pL.min™" A eluicéo foi realizada
com 20 mL de diclorometano, a um fluxo de 600 uL.min‘1. Apods a extracdo completa,

os extratos foram secados e armazenados para futura caracterizagao.

3.3.3 Extragao em fase sélida utilizando a fase sdlida C8

Para a execucédo dessa metodologia, preparou-se cartuchos, pesando-se 1000
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mg de fase sélida Cg e empacotando a fase sélida a cartuchos de vidro de 6,0 mL. As
extragdes foram realizadas no equipamento de SPE online GX-271 ASPEC (Gilson Inc,
Middleton, USA). O cartucho foi condicionado com 10 mL de agua, no fluxo de 600
uL.min™". Apés o condicionamento, adicionou-se 25 mL da solucdo Padrdo Sigma, a um
fluxo de 600 pL.min'1, apos a adicao completa da amostra, realizou-se a etapa de
lavagem. Lavou-se o cartucho com 20 mL de agua a um fluxo de 1000 pL.min™". Apds a
lavagem, foi passado 30 mL de ar no cartucho, a um fluxo de 1000 uL.min™. A eluigao
foi realizada com 10 mL de metanol, a um fluxo de 600 pL.min™ seguido pela eluigéo
com 10 mL de metanol/acido formico 9:1 (v/v). Apds a extragdo completa, os extratos

foram secados e armazenados para futura caracterizagao.

3.3.4 Extragdo em fase solida utilizando a fase sélida C18

Para a execucédo dessa metodologia, preparou-se cartuchos, pesando-se 1000
mg de fase sélida C4g e empacotando a fase sdlida a cartuchos de vidro de 6,0 mL. As
extragdes foram realizadas no equipamento de SPE online GX-271 ASPEC (Gilson Inc,
Middleton, USA). O cartucho foi condicionado com 10 mL de agua, no fluxo de 600
uL.min™". Apés o condicionamento, adicionou-se 25 mL da solucdo Padrdo Sigma, a um
fluxo de 600 pL.min”', apds a adicdo completa da amostra, realizou-se a etapa de
lavagem. Lavou-se o cartucho com 20 mL de agua a um fluxo de 1000 pL.min™". Apds a
lavagem, foi passado 30 mL de ar no cartucho, a um fluxo de 1000 uL.min™. A eluigao
foi realizada com 10 mL de metanol, a um fluxo de 600 pL.min™ seguido pela eluigéo
com 10 mL de metanol/acido férmico 9:1 (v/v). Apds a extragdo completa, os extratos

foram secados e armazenados para futura caracterizagao.

3.3.5 Extragdo em fase solida utilizando a fase s6lida APS

Para a execugado dessa metodologia, preparou-se cartuchos, pesando-se 1000
mg de fase sélida Aminopropil Silica e empacotando a fase sdlida a cartuchos de vidro
de 6,0 mL. As extragdes foram realizadas no equipamento de SPE online GX-271
ASPEC (Gilson Inc, Middleton, USA). O cartucho foi condicionado com 10 mL de agua,
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no fluxo de 600 pL.min'1. Apds o condicionamento, adicionou-se 25 mL da solugao
Padrao Sigma, a um fluxo de 600 uL.min”, apés a adigdo completa da amostra,
realizou-se a etapa de lavagem. Lavou-se o cartucho com 20 mL de agua a um fluxo de
1000 uL.min™. Apés a lavagem, foi passado 30 mL de ar no cartucho, a um fluxo de
1000 pL.min'1. A eluicao foi realizada com 20 mL de diclorometano. Apds a extracao

completa, os extratos foram secados e armazenados para futura caracterizacao.

3.4 Otimizagao do sistema de extracao em fase solida

Na ultima etapa do trabalho foi realizada a otimizagdo das metodologias de
extracdo em fase sélida. Para tal, utilizaram-se as cinco fases estacionarias: C18, ENV,
HLB e Strata-X. Além disso, realizaram-se as extracbes com os solventes isopropanol

e diclorometano.
3.4.1 Preparo da amostra de AP

Realizou-se a centrifugacéo da amostra de AP de cédigo de identificacado 2020-
005312-43 durante 25 minutos a velocidade de 15000 RPM. Apds a centrifugagao, a
agua sobrenadante foi coletada e acidificada até pH 2,0 com HCI 2,0 mol.L”, e

prosseguiu-se com as extragoes.
3.4.2 Fase solida ENV

Assim como na etapa anterior, a otimizacao da fase soélida ENV foi realizada em
quatro extragdes, para tal utilizou-se cartuchos comerciais ISOLUTE® ENV+ contendo
200 mg de fase solida e 1000 mg de da fase sdlida C8. O cartucho foi condicionado
com 10 mL de metanol, seguido por 10 mL de agua. Logo apds o condicionamento,
foram adicionados 25 mL da amostra acidificada de AP. Na primeira extracao realizou-
se a eluicdo dos analitos com 10,0 mL de diclorometano, ja na segunda extragcéo
utilizou-se 20 mL de diclorometano, divididos em duas fracbes de 10 mL. Para a
terceira extracao, utilizou-se 10 mL de isopropanol, na quarta extracao foram utilizados
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20 mL de isopropanol, divididos em duas fragdes de 10 mL. Apds as extracdes
completas, os extratos foram concentrados em um concentrador de amostra Thermo
SpeedVac Concentrator (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha) e armazenados em
frasco ambar de 10 mL para futura caracterizacao.

3.4.3 Fase solida C18

A otimizacao da fase solida C18 foi realizada em quatro extra¢des, os cartuchos
foram empacotados com 1000 mg do sorvente C18. O cartucho foi condicionado com
10 mL de metanol, seguido por 10 mL de agua. Logo apds o condicionamento, foram
adicionados 25 mL da amostra acidificada de AP. Na primeira extragao realizou-se a
eluicdo dos analitos com 10,0 mL de diclorometano, ja na segunda extragao utilizou-se
20 mL de diclorometano, divididos em duas fragcoes de 10 mL. Para a terceira extragao,
utilizou-se 10 mL de isopropanol, na quarta extracdo foram utilizados 20 mL de
isopropanol, divididos em duas fragdes de 10 mL. Apds as extragdbes completas, os
extratos foram concentrados em um concentrador de amostra Thermo SpeedVac
Concentrator (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha) e armazenados em frasco ambar

de 10 mL para futura caracterizacao.

3.4.4 Fase so6lida HLB

A otimizacao da fase sélida HLB foi realizada em quatro extracdes, utilizou-se
cartuchos comerciais Waters™ Oasis HLB de 3,0 mL contendo 60 mg de fase sdlida..
O cartucho foi condicionado com 6,0 mL de metanol, seguido por 6,0 mL de agua. Logo
apos o condicionamento, foram adicionados 25 mL da amostra acidificada de AP. Na
primeira extragao realizou-se a eluicdo dos analitos com 10,0 mL de diclorometano, ja
na segunda extragdo utilizou-se 20 mL de diclorometano, divididos em duas fragbes de
10 mL. Para a terceira extracao, utilizou-se 10 mL de isopropanol, na quarta extracao
foram utilizados 20 mL de isopropanol, divididos em duas fragdes de 10 mL. Apds as
extracbes completas, os extratos foram concentrados em um concentrador de amostra

Thermo SpeedVac Concentrator (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha) e
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armazenados em frasco ambar de 10 mL para futura caracterizagao.
3.4.5 Fase sélida Strata-X

A otimizacdo da fase sélida Strata-X foi realizada em quatro extracdes, utilizou-
se cartuchos comerciais Strata-X® de 3,0 mL contendo 200 mg de fase sdlida. O
cartucho foi condicionado com 6,0 mL de metanol, seguido por 6,0 mL de agua (0,1%
HCI). Logo ap6s o condicionamento, foram adicionados 25 mL da amostra acidificada
de AP. Na primeira extracdo realizou-se a eluicdo dos analitos com 10,0 mL de
diclorometano, ja na segunda extragdo utilizou-se 20 mL de diclorometano, divididos
em duas fragbes de 10 mL. Para a terceira extragéo, utilizou-se 10 mL de isopropanol,
na quarta extragdo foram utilizados 20 mL de isopropanol, divididos em duas fracdes
de 10 mL. Apds as extracbes completas, os extratos foram concentrados em um
concentrador de amostra Thermo SpeedVac Concentrator (Thermo Scientific, Bremen,

Alemanha) e armazenados em frasco ambar de 10 mL para futura caracterizagao.

48



4. Resultados e discussoes

4.1 Comparagao de extragbes das metodologias apresentadas na literatura

utilizando matriz de AP brasileira.

A fim de estudar as metodologias de EFS para AP, e compreender a diferenca
entre as fases estacionarias na extracido desses compostos em uma mesma matriz de
estudo, realizou-se a reproducédo e comparacado das metodologias de extracdo em fase
sélida apresentadas na literatura. Foram reproduzidas sete diferentes metodologias
apresentadas por quatro autores. Além disso, servindo como parametro de
comparagao, realizou-se a metodologia de extragao liquido-liquido adaptada da
metodologia 5520 B do Standard Methods, utilizando como solvente extrator DCM.No
experimento apresentado foram avaliados os resultados obtidos pela extragdo da
mesma matriz de AP pelas diferentes metodologias de extragao.

Cada extracao EFS e ELL foi realizada em duplicada, utilizando-se um volume
de 25 mL de AP em pH 2,0. Tendo em vista que para a realizagdo dos experimentos foi
utilizada a mesma matriz de AP, é valida a comparagao entre os métodos a partir dos
espectros de massas e dos processamentos de dados resultantes das analises no

espectrémetro de massas de ultra-alta resolugao Q-Exactive Orbitrap.

4.1.1 Resultados da metodologia do grupo |

Nessa metodologia a extragdo dos ANs foi realizada utilizando-se a fase sdlida
Isolute® ENV+ 200 mg e o solvente de extragdo acetonitrila. Os extratos foram
analisados por ESI(-)-Orbitrap-MS. A Figura 4 apresenta o espectro de massas
resultante do extrato utilizando a metodologia apresentada no grupo | em comparagéo
com o espectro de massas obtido a partir da ELL a 0,001 mg.mL'1.A partir dos
espectros apresentados na Figura 4, observa-se uma semelhanga entre o perfil da
extragdo do grupo | com o perfil da ELL, o que fica indicado pela presenga de ions

semelhantes em ambos espectros.
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Figura 4. Comparagéo dos espectros de massas de ESI(-)-Orbitrap-MS dos extratos obtidos
pela duplicata de extragdes do grupo | com o extrato da metodologia padrao de ELL utilizando
diclorometano. O erro de atribuicdo utilizado no parametro de processamento € de 1 ppm.

Extracao 1: Primeira replicata; Extragao 2: Segunda replicata.

Ressalta-se que os espectros apresentam as informacdes sobre massa e
formula molecular das espécies da classe O2, a qual se tem maior interessem,
entretanto, por meio de processamento de dados € possivel determinar a féormula
molecular das espécies da classe O3 e O4 neste intervalo de m/z. Além disso, é
possivel perceber um pico contaminante de m/z 297.15295, sendo esse um
contaminante caracteristico encontrado nas amostras, proveniente dos compostos
utilizados na limpeza dos frascos. Todos os espectros de massas apresentados foram
tratados com o espectro de massas do branco. Para uma melhor analise dos
resultados e das possiveis interagdes dos analitos com a fase estacionaria e com a
fase moével durante a extragdo, os espectros foram processados pelo software

Composer, e a partir desses resultados, construiu-se os graficos presentes nas
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Figuras 5 e 6, as quais apresentam a distribuicdo de DBE por classes e o numero de
carbonos para cada classe e a Tabela 1, que apresenta o numero de formulas

atribuidas para as espécies pertencentes as classes 02, O3 e O4.

Tabela 1. Numero médio de férmulas atribuidas nas classes 02, O3 e O4 das extragdes ELL e
EFS, a partir do espectro de massas de ESI(-)-Orbitrap-MS, usando a metodologia apresentada

no grupo |

Numero Médio de Formulas Atribuidas

Identificagao Classe O2 Classe O3 Classe O4 Total
Grupo | — ENV+ - ACN 45+ 2 315 34 +4 110 £ 11
ELL - DCM 37t4 19+12 28 £+ 11 84 + 28
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Figura 5. Distribuicdo de DBE por classes dos extratos obtidos a partir dos espectros de
massas de ESI(-)-Orbitrap-MS da duplicata de extra¢des do grupo | e ELL.
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Figura 6. Grafico do numero de carbonos para DBE das classes 02, O3 e O4 dos extratos
obtidos a partir dos espectros de massas de ESI(-)-Orbitrap-MS da duplicata de extragbes do

grupo I.

Observa-se pela Tabela 1 que a EFS exibiu uma maior quantidade de férmulas
atribuidas, em relagcdo a ELL, indicando que alguns compostos foram extraidos
preferencialmente pela metodologia EFS.

Além disso, a partir da analise das Figuras 5 e 6, é possivel observar que houve
a extragdo majoritaria de compostos de DBE no intervalo de 1 a 4 para as trés classes

extraidas. Vale ressaltar que dentre as 45 espécies da classe O2 presentes no extrato,
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estas se dividem majoriatiamente entre os compostos DBE 1 e 2, indicando a presenga
de acidos lineares e acidos nafténicos, com cadeias alquilicas variando de 5 a 20
atomos de carbono. No entanto, ao analisar as espécies das classes O3 e O4 se
observa a presenga majoritaria de compostos de DBE 2 e 3, correspondente aos
acidos nafténicos.

A Figura 7 traz o diagrama de Venn contendo a insercdo dos dados

apresentados na Tabela 1.

Grupo |

ELL

Figura 7. Diagrama de Venn construido a partir do nUmero médio de férmulas atribuidas em
ambas replicatas dos extratos ELL e EFS, a partir do espectro de massas de ESI(-)-Orbitrap-

MS apresentados no grupo |.

Pode-se observar pelo diagrama de Venn que houve a presencga exclusiva de 48
espécies no extrato de EFS, sendo 17 espécies da classe O4, 25 da classe O3 e
apenas 6 espécies da classe O2. Observa-se também que houve a extracdo de 51
espécies pelas duas metodologias apresentadas. Além disso, nota-se a presenca de 5
espécies exclusivas no extrato da ELL, sendo 2 espécies da classe O4, 1 espécie da
classe O3 e 2 espécies da classe O2. Com base no processamento de dados e
analises dos resultados, pode-se inferir que em numeros totais de espécies atribuidas
pelo software, a metodologia de extragdo EFS foi mais eficiente na extragdo dos ANs
presentes na matriz do que a metodologia ELL. Ademais, a fase estacionaria utilizada
nesta metodologia &€ composta por copolimero de poliestireno-divinilbbenzeno se
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baseando no mecanismo de extragdo em fase reversa, e por ser um solvente
moderadamente polar, a acetonitrila interage preferencialmente com as espécies
polares presentes na matriz, o que indica a maior ocorréncia de compostos de DBE 2 e

3, que apresentam maior polaridade, para as trés classes extraidas.
4.1.2 Resultados da metodologia do grupo |l

Na metodologia apresentada no grupo Il a extragdo dos AN foi realizada
utilizando-se a duas fases sélidas; a Isolute® ENV+ 200 mg e Cqs. A eluicdo foi
realizada sequencialmente com 10 mL de MeOH, identificando o primeiro extrato,
seguido por 10 mL de DCM, caracterizando o segundo extrato. Os extratos foram

concentrados e analisados por ESI-(-)-Orbitrap MS.
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Figura 8. Comparacao dos espectros de massas de ESI(-)-Orbitrap-MS dos extratos obtidos

pela extragao do grupo I, utilizando a fase sélida C4g € solventes de eluigdo sequenciais com o
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extrato utilizando a metodologia padrdao de ELL com solvente diclorometano. Extracdo 1:

Primeira replicata; Extragcao 2: Segunda replicata.

A Figura 8 apresenta o espectro de massas resultante dos extratos utilizando as
metodologias de extragdo com Cig apresentadas no grupo Il em comparagdo com o
espectro de massas obtido a partir da extracdo ELL a 0,001 mg mL™"

A partir dos espectros apresentados na Figura 8, observa-se uma semelhanga
entre o perfil da ELL com o perfil dos extratos de MeOH, da primeira e da segunda
extracdo, indicando a provavel presenca de espécies em comum. Nota-se ainda que os
espectros das extragbes com MeOH n&o apresentaram os picos mais intensos a partir
da m/z 200 que foram visualizados nos espectros da ELL e das extragcbes sequenciais
utilizando DCM, o que pode indicar que essas espécies nao foram eluidas com
metanol, sendo eluidas em seguida com o diclorometano, que € um solvente mais
apolar que o MeOH. Ressalta-se que os espectros apresentam as informagdes sobre
massa e férmula molecular das espécies da classe O2, a qual se tem maior interesse.
Para uma melhor analise dos resultados e das possiveis interagdes dos analitos com a
fase estacionaria e com a fase moével durante a extracdo, os espectros foram
processados pelo software Composer, e a partir desses resultados, construiu-se os
graficos presentes nas Figuras 9 e 10, as quais apresentam a distribuicdo de DBE por
classes e o numero de carbonos para cada classe e a Tabela 2, que apresenta o

numero de férmulas atribuidas para as espécies pertencentes as classes 02, O3 e O4.

Tabela 2. Numero médio de férmulas atribuidas nas classes 02, O3 e O4 das extragdes do
grupo I, utilizando C18 e da ELL padrao utilizando DCM, a partir do espectro de massas de
ESI(-)-Orbitrap-MS

Numero Médio de Formulas Atribuidas

Identificagao Classe O2 Classe O3 Classe O4 Total
Grupo Il - C1g — MeOH 40+ 3 82 15+£5 72 +10
Grupo Il - C45 - DCM 54 + 4 11 +1 1417 79 + 11

ELL - DCM 37+4 19+12 28 £ 11 84 + 28

Observa-se pela Tabela 2 que o extrato de DCM exibiu uma maior quantidade
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de férmulas atribuidas, em relacdo ao extrato de MeOH e a ELL. Observa-se também
que houve maior extracdo de compostos de classe O2 nos trés extratos, sendo o
extrato de DCM - solvente mais apolar que o MeOH - o que apresentou maior numero
de formulas atribuidas — 54 férmulas atribuidas - indicando uma possivel preferéncia de
extracdo para compostos de classe O2.

Vale ressaltar que a fase estacionaria Cqg se baseia no mecanismo de extragao
de fase reversa, o qual é apropriado para a extracdo de analitos pouco polares e
apolares, devido as interagcdes de Van der Waals entre o sorvente e os analitos (ZWIR-
FERENC, A.; BIZIUK, M., 2006). Além disso, esse mecanismo permite a eluicdo dos
compostos pelo uso de solventes pouco polares ou apolares, como € o caso dos
solventes utilizados nessa metodologia, procedendo a eluicdo de forma sequencial,
inicialmente com o uso do MeOH, solvente pouco polar e posteriormente o DCM,

moderadamente apolar.
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Figura 9. Distribuicdo de DBE por classes dos extratos obtidos a partir dos espectros de
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massas de ESI(-)-Orbitrap-MS da duplicata de extragdes do grupo Il utilizando a fase

estacioaria Cige da ELL.
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Figura 10. Grafico do numero de carbonos para DBE das classes 02, O3 e O4 dos extratos

obtidos a partir dos espectros de massas de ESI(-)-Orbitrap-MS da duplicata de extragbes do

grupo Il utilizando a fase estacionaria Cys.

A partir da analise das Figuras 9 e 10, é possivel observar que houve a extragédo

majoritaria de compostos de DBE 1 e DBE 2 para a classe O2 e nota-se ainda que o

extrato de DCM apresentou a maior intensidade para compostos de DBE 1, sendo

estes os acidos lineares, e o extrato de MeOH apresentou maior intensidade para

compostos de DBE 2, os compostos nafténicos. Uma possivel jutisficativa para esse
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comportamento se da ao analisar a polaridade dos solventes envolvidos na extragao,
uma vez que o DCM é um solvente moderadamente apolar, o que acarreta maior
interacao deste com os compostos apolares adsorvidos na fase estacionaria. Por outro
lado, o MeOH é um solvente polar, o que leva a maior interagdo deste com os
compostos polares adsorvidos na fase estacionaria. Nota-se também que o extrato de
DCM apresentou apenas compostoso de DBE 1 e DBE 2 para a classe O3 e o extrato
de MeOH apresentou somente compostos de DBE 5 para a mesma classe, ou seja, 0s
compostos aromaticos. Analisando a classe O4, percebe-se que somente compostos
de DBE 2 foram encontrados no extrato de DCM, ja no extrato de MeOH, observou-se
compostos de DBE 3 e DBE 4. Em relagdo ao numero de carbono, observam-se
cadeias de 6 a 21 carbonos nos compostos da classe O2.

A Figura 11 traz o diagrama de Venn contendo a inser¢do dos dados

apresentados na Tabela 2.

MeOH-C18  DCM-C18

ELL
Figura 11. Diagrama de Venn construido a partir do numero de férmulas atribuidas dos
extratos ELL e metanol e diclorometano utilizando a fase sélida Cqg, a partir do espectro de

massas de ESI(-)-Orbitrap-MS apresentado no grupo Il.

Pode-se observar pelo diagrama de Venn que houve a presenga exclusiva de 28
espécies no extrato de DCM, sendo 17 espécies da classe O2, 4 espécies da classe

O3 e 7 espécies da classe O4. Observa-se também 6 férmulas exclusivas do extrato de
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MeOH, sendo todas da classe O3. Houve a deteccdo de 19 espécies no extrato de
MeOH e no extrato ELL, sendo dessas 19 espécies, 12 da classe O4, 5 da classe O3 e
apenas 2 da classe O2. Observou-se também que foram apresentadas 34 férmulas em
ambas as extracdes, o que indica que nao houve seletividade por solventes para essas
34 espécies. Com base no processamento de dados, pode-se inferir que a EFS
sequencial do grupo Il utilizando a fase estacionaria C1g mostrou um bom desempenho
de extracao, fornecendo resultados mais satisfatorios na extracdo de espécies da
classe O2 em relacédo a ELL.

A Figura 12 apresenta o espectro de massas resultante dos extratos utilizando
as metodologias do grupo |l com a fase so6lida ENV+ em comparagdo com o espectro
de massas obtido a partir da ELL padrao utilizando DCM, analisados por ESI(-)-Orbitrap-
MS na concentracéo de a 0,001 mg.mL™”
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Figura 12. Comparagao dos espectros de massas de ESI(-)-Orbitrap-MS do extrato obtido pela
ELL com os extratos obtidos utilizando a fase sdélida ENV+ da metodologia apresentada no

grupo Il. Extracao 1: Primeira replicata; Extracao 2: Segunda replicata.

A partir dos espectros apresentados na Figura 12, observa-se uma semelhanga

entre o perfil da ELL com o perfil do extrato de MeOH da primeira e da segunda
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replicata, indicando a provavel presenca de espécies em comum, no entanto, assim
como na extragcao utilizando a fase Cis observa-se que nao houve a extragdo de
espécies acima da m/z 250, indicando n&o haver interacdo dessas espécies com o
solvente MeOH. Observa-se nos espectros dos extratos de DCM que houve a extragao
de espécies na faixa de m/z 200-300 que nao foram extraidas utilizando o solvente
MeOH, podendo-se inferir que essas espécies possuem afinidade com solventes
apolares, como é o caso do diclorometano, utilizando tanto na segunda etapa da EFS
do grupo Il, como na ELL padrdo. Contudo para uma melhor analise dos resultados e
das possiveis interacbes dos analitos com a fase estacionaria e com a fase moével
durante a extracio, os espectros foram processados pelo software Composer, e a partir
desses resultados, construiu-se os graficos presentes nas Figuras 13 e 14, as quais
apresentam a distribuicido de DBE por classes e o0 numero de carbonos para cada
classe e a Tabela 3, que apresenta o numero de formulas atribuidas para as espécies
pertencentes as classes 02, O3 e O4. Ressalta-se que os espectros apresentam as
informacdes sobre massa e formula molecular das espécies da classe 02, a qual se
tem maior interesse.

A Tabela 3 apresenta o numero médio de formulas atribuidas para as classes

02, O3 e O4 apos o tratamento dos dados utilizando o software Composer.

Tabela 3. Numero médio de férmulas atribuidas nas classes 02, O3 e O4 das extragdes do
grupo |l utilizando a fase solida ENV+ e da metodologia padréo de ELL utilizando o solvente

DCM, a partir dos espectros de massas de ESI(-)-Orbitrap-MS

Numero Médio de Formulas Atribuidas

Identificagao Classe O2 Classe O3 Classe O4 Total
Grupo Il - ENV+ - MeOH 40 £1 611 17 +4 6316
Grupo Il - ENV+ - DCM 67 +6 24 + 11 28 +10 119 + 27

ELL - DCM 374 19+12 28 + 11 84 + 28

Observa-se pela Tabela 3 que, assim como na extragao utilizando Cys, 0 extrato
de DCM exibiu uma maior quantidade de formulas atribuidas, em relagéo ao extrato de
MeOH e a ELL. Observa-se também em analise geral, que houve maior extragdo de
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compostos de classe O2 nos trés extratos, sendo o extrato de DCM o que apresentou
maior numero de férmulas atribuidas — 67 espécies atribuidas - para classe 02, classe
esta que possui maior interesse de extracdo. Ao se comparar as duas fases
estacionaria observa-se um maior numero de espécies da classe O2 utilizando a fase
sélida ENV+ e o solvente de eluicdo DCM, o que pode ser justificado pela interagéao
quimica dessas espécies com o solvente DCM, que € um solvente apolar, e a baixa
interacdo dessas espécies com a fase reversa de copolimero de poliestireno-

divinilbenzeno, permitindo a melhor extracdo dessas espécies.
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Figura 13. Distribuicdo de DBE por classes dos extratos obtidos a partir dos espectros de
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massas de ESI(-)-Orbitrap-MS da duplicata de extragdes do grupo Il utilizando a fase

estacioaria ENV+ e ELL.

A Figura 14 apresenta o grafico com a distribuicdo de numero de carbonos das

classes 02, O3 e 04, conforme os resultados de DBE apresentados anteriormente.
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Figura 14. Grafico do numero de carbonos para DBE das classes O2, O3 e O4 dos extratos
obtidos a partir dos espectros de massas de ESI(-)-Orbitrap-MS da duplicata de extra¢des do

grupo Il utilizando a fase estacionaria ENV+.

A partir da analise da Figura 13, nota-se o perfil semelhante de distribuicdo de
DBE da classe O2 nos extratos da fase estacionaria ENV+ em relagdo a extragao

apresentada anteriormente, utilizando a fase estacionaria C1s. Assim sendo, & possivel
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observar que houve a extragcdo majoritaria de compostos de DBE 1 e DBE 2 para a
classe O2 e que o extrato de DCM apresentou a maior intensidade para compostos de
DBE 1, sendo estes os acidos lineares, e o extrato de MeOH apresentou maior
intensidade para compostos de DBE 2, os compostos nafténicos. Apesar de ser
diferente, a ENV+ apresenta mecanismo de extragdo em fase reversa, assim como a
fase estacionaria C4g, portanto, espera-se que os resultados sejam semelhantes, uma
vez que foi empregado os mesmos solvenes de eluicdo em ambas extragdes. No
entanto, nota-se que os perfis de distribuicdo de DBE para as classes O3 e O4
apresentaram diferencgas, destacando-se a classe O3, que apresentou compostos de
DBE 2 apenas para o extrato de DCM, e compostos de DBE 5 apenas para o extrato
de MeOH, podendo-se inferir que houve a extracdo de compostos nafténicos para o
extrato de DCM e de compostos aromaticos para o extrato de MeOH.

Pela analise da Figura 14 ¢é possivel observar a distribuicdo do numero de
carbono das espécies extraidas para cada classe nos valores DBE selecionados.
Observa-se no grafico da classe O2 com DBE 1 que as espécies no intervalo de 7 a 10
atomos de carbono apresentam a maior intensidade no extrato de MeOH, ja as
especies no intervalo de 9 a 12 atomos de carbono apresentam maior intensidade no
extrato de DCM. No geral sdo observadas espécies na faixa de 6 a 21 atomos de
carbono para a classe O2.

A Figura 15 traz o diagrama de Venn contendo a inser¢do dos dados

apresentados na Tabela 3.

ELL ENV - DCM

2
ENV;MQOH
Figura 15. Diagrama de Venn construido a partir do nimero de férmulas atribuidas dos

extratos grupo Il MeOH e DCM utilizando a fase sélida ENV+ e o extrato de ELL utilizando
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DCM como solvente extrator, construido apds o processamento dos espectros de massas de
ESI(-)-Orbitrap-MS.

Pode-se observar pelo diagrama de Venn que houve a presencga exclusiva de 48
espécies no extrato de DCM — ENV+, dessas, 28 sao da classe 02, 13 sdo da classe
O3 e 7 sao da classe O4. Observa-se também 14 espécies exclusivas na intersecg¢ao
do extrato de MeOH e ELL, sendo 7 da classe O4, 5 da classe O3 e apenas 2 da
classe O2.

Com base no tratamento de dados, pode-se inferir que a EFS sequencial
utilizando a fase solida ENV+ apresentada no grupo Il apresentou um bom
desempenho de extragdo, mostrando resultados superiores a ELL no quesito de
numero de formulas extraidas e classe O2 preferencial.

Observa-se também que a extracao utilizando o solvente DCM se mostrou mais
eficiente, extraindo um maior numero de espécies, principalmente espécies da classe
02.

4.1.3 Resultados da metodologia do grupo lli

Utilizando a metodologia apresentada no grupo Ill, a extragcdo dos AN foi
realizada utilizando-se a duas fases solidas; a fase estacionaria intitulada pelo autor de
ENV (Isolute® ENV+ 200 mg + Cg) e Waters™ Oasis HLB 60 mg. A elui¢ao foi realizada
sequencialmente com 10 mL de HEX, identificando o primeiro extrato, seguido por 10
mL de DCM, caracterizando o segundo extrato e por ultimo 10 mL de IPA, formando o
terceiro extrato. Os extratos foram concentrados e entdo analisados por ESI(-)-Orbitrap
MS.

A Figura 16 apresenta o espectro de massas resultante das analises por ESI(-)-
Orbitrap-MS dos extratos utilizando as metodologia de extragdo do grupo lll, com a
fase sdlida ENV (C8 + ENV+) em comparagdo com o espectro de massas obtido a
partir da extragao padrao ELL utilizando DCM, analisados por ESI(-)-Orbitrap-MS na

concentragao de 0,001 mg.mL'1.
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Figura 16. Comparacéao dos espectros de massas de ESI(-)-Orbitrap-MS dos extratos
obtidos pela extragdo do grupo Il utilizando-se a fase solida ENV com o extrato da
metodologia ELL padréo utilizando o solvente DCM. Extragdo 1: Primeira replicata;

Extragcdo 2: Segunda replicata.

A partir dos espectros apresentados na Figura 16, observa-se uma semelhanga
entre o perfil da ELL com os perfis dos extratos de HEX e DCM. Os espectros obtidos

da fragdo do IPA apresentam um perfil com pouca semelhanga com os perfis das
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outras fragcdes e da ELL, exibindo mais picos na faixa m/z 200-300, o que pode indicar
resultados de uma extracdo mais efetiva de espécies da classe O4.

Contudo para uma melhor analise dos resultados e das possiveis interacdes dos
analitos com a fase estacionaria e com a fase mével durante a extracédo, os espectros
foram processados pelo software Composer, e a partir desses resultados, construiu-se
os graficos presentes nas Figuras 17 e 18, as quais apresentam a distribuicdo de DBE
por classes e o numero de carbonos para cada classe e a Tabela 4, que apresenta o
numero de formulas atribuidas para as espécies pertencentes as classes 02, O3 e O4.
Ressalta-se que os espectros apresentam as informacdes sobre massa e formula
molecular das espécies da classe 02, a qual se tem maior interesse.

A Tabela 4 apresenta o numero meédio de férmulas atribuidas para as classes

02, O3 e 04 apos o tratamento dos dados utilizando o software Composer.

Tabela 4. Niumero médio de féormulas atribuidas nas classes 02, O3 e 04, a partir dos
espectros de ESI(-)-Orbitrap-MS das extragdes EFS sequencial do grupo Il utilizando a fase

sélida ENV e da ELL padrao utilizando o solvente extrator DCM

Numero Médio de Formulas Atribuidas

Identificagao Classe O2 Classe O3 Classe 04 Total
Grupo Il - ENV - HEX 34 £1 - - 34 £1
Grupo Il - ENV - DCM 54 + 10 17+5 616 77 £ 21
Grupo Il - ENV - IPA 60 +2 47 £ 4 51+4 158 + 10

ELL - DCM 374 19+12 28 + 11 84 + 28

Observa-se pela Tabela 4 que a fragado IPA exibiu uma maior quantidade de
formulas atribuidas, em relacao as fragcoes em HEX e DCM e a ELL. Destaca-se que o
solvente HEX, que é mais apolar que os demais, extraiu somente espécies 02, se
mostrando uma boa alternativa para extracdes seletivas que visam apenas espécies
desta classe.

Em contrapartida, observa-se que o extrato de IPA apresentou maior numero de
espécies da classe 04, indicando ser uma boa alternativa para a extracdo de

compostos dessta classe. Em analises gerais, a metodologia utilizando a fase soélida
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ENV apresentada no grupo Ill exibiu melhores resultados de extragédo se comparada
com a metodologia usual de ELL utilizando o solvente DCM.

Nesta metodologia, a eluicdo dos analitos ocorreu com o aumento gradual da
polaridade da fase movel, iniciando-se a extragdo com HEX, em seguida DCM e por
ultimo o IPA. Ao analisar a Figura 17, observa-se o grafico da distribuicdo de DBE da
classe 02, nota-se que para o valor de DBE 1 ocorre o aumento da intensidade das
espécies conforme ocorre o aumento da polaridade da fase médvel, dessa forma, o
extrato de IPA apresentou a maior intensidade de compostos de DBE 1, indicando uma
possivel melhor interacdo deste solvente com os compostos lineares adsorvidos na
fase estacionaria. Além disso, para o valor de DBE 2, ocorre o inverso, o aumento da
intensidade conforme diminui a polaridade da fase mdével, indicando uma possivel
melhor interagdo do solvente HEX com os compostos nafténicos, que possuem DBE 2.

Ainda na classe 02, é possivel observar a presenca de compostos com valores
de DBE 3, 5 e 6. Ja no gréafico da classe O3, observa-se que os compostos com
valores de DBE 1 e 2 ocorrem apenas no extrato de IPA, e compostos com valores de
DBE 3 e 5 apresentam maior intensidade no extrato de DCM. Ja para a classe O4,
destaca-se os compostos com valores de DBE 3, os quais apresentam intensidade
semelhante tanto no extrato de DCM quanto no extrato de IPA, indicando nao haver
seletividade para esses compostos em relagdo aos dois solventes extratores.

Ainda na classe 02, é possivel observar a presenca de compostos com valores
de DBE 3, 5 e 6. Ja no gréafico da classe O3, observa-se que os compostos com
valores de DBE 1 e 2 ocorrem apenas no extrato de IPA, e compostos com valores de

DBE 3 e 5 apresentam maior intensidade no extrato de DCM.

67



100.0

Grupo lll - ENV —DCM
2 80.0 Grupo lll - ENV —HEX
E Grupo lll —ENV —IPA
% o0 ELL - DCM
; Classe 02
2 400
°
[
3
o
< 200
4 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
DBE
100.0 Grupo lll -ENV - DCM
Grupo lil —ENV —HEX
= 800
3 Grupo lll - ENV - IPA
]
>
:E'i 60.0 ELL-DCM
4 Classe O3
-]
I
£ 400
o
=
a3
a
< 200
0.0
0 1 2 3 4 5 6 7 ] 9 10
DBE
100.0
Grupo lll - ENV - DCM
g %o Grupo Ill —ENV —HEX
s Grupo lll —ENV - IPA
2 60.0
) ELL —DCM
3 Classe 04
E 400
o
c
3
a
< 200
0.0°

Figura 17. Distribuicdo de DBE por classes dos extratos obtidos a partir dos espectros de
massas de ESI(-)-Orbitrap-MS da duplicata de extragbes do grupo Ill utilizando a fase
estacioaria ENV e ELL.

Para a classe O4, destaca-se os compostos com valores de DBE 3, os quais
apresentam intensidade semelhante tanto no extrato de DCM quanto no extrato de IPA,
indicando nao haver seletividade para esses compostos em relacdo aos dois solventes

extratores
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A Figura 18 traz os graficos da distribuigdo de numero de cabono para os

valores de DBE mais abundantes, das classes O2, O3 e O4. Ao analisar os graficos da

classe 02, percebe-se que para o valor de DBE 1, os compostos que apresentam

maior intensidade estdo na faixa de 7 a 12 carbonos, em ambos extratos. Ja para o

valor de DBE 2, é notavel a maior intensidade para os compostos na faixa de 8 a 10

atomos de carbono em sua composigcédo, sendo o extrato de HEX o que apresenta

maior intesidade.
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Figura 18. Grafico do numero de carbonos para DBE das classes 02, O3 e O4 dos extratos

obtidos a partir dos espectros de massas de ESI(-)-Orbitrap-MS da duplicata de extragbes do

grupo Il utilizando a fase estacionaria ENV.
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Para os compostos da classe O3, observa-se no grafico com valor de DBE 3, a
maior intensidade de compostos na faixa de 8 a 14 carbonos para o extrato de IPA, e 8
a 10 carbonos para o extrato de DCM. Para o valor de DBE 5, ocorre maior intensidade
dos compostos na faixa de 9 a 15 carbonos para o extrato de IPA, semelhante aos
resultados obtidos para o valor de DBE 3. Por fim, para os compostos da classe O4,
tém-se os graficos de distribuicdo de carbonos para os valores de DBE 3, com
compostos na faixa de 7 a 18 carbonos para o extrato de IPA, e 9 a 14 carbonos para o
extrato de DCM e compostos para o valor de DBE 4, com espécies na faixa de 9 a 20
carbonos para o extrato de IPA e 11 a 16 carbonos para o extrato de DCM.

A Figura 19 traz o diagrama de Venn contendo a insercdo dos dados

apresentados na Tabela 4.

Figura 19. Diagrama de Venn construido a partir do nimero de férmulas atribuidas dos
extratos do grupo lll, obtidos pelo processamento dos espectros de ESI(-)-Orbitrap-MS,
utilizando a fase sélida ENV e os solventes HEX, DCM e IPA e do extrato da metodologia

padrao de ELL utilizando o solvente extrator DCM.

Pode-se observar pelo diagrama de Venn que houve a presencga exclusiva de 77
especies na fracado IPA, sendo 34 da classe O4, 26 da classe O3 e 17 da classe O2.
Observa-se também a presenca de 16 espécies na intersec¢cao do extrato de IPA e do
extrato de ELL, sendo 13 espécies da classe O4, 1 espécie da classe O3 e 2 espécie

da classe O2. O extrato de DCM apresentou 7 espécies exclusivas, sendo 6 espécies
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da classe O2 e apenas 1 da classe O3. Observou-se também que foram apresentadas
31 espécies em ambas as extragdes. Com base no tratamento de dados, pode-se
inferir que a EFS sequencial do grupo Il utilizando a fase sélida ENV apresentou um
bom desempenho de extragdo, mostrando resultados superiores a ELL no quesito de
numero de féormulas de espécies atribuidas. Pode-se inferir também que o solvente IPA
extraiu um numero superior de espécies, sendo que a maioria extraida é pertencente a
classe O2.

Para o grupo lll, a segunda metodologia realizada foi com a fase estacionaria
HLB. A Figura 20 apresenta os espectros de massas resultante das analises ESI(-)-MS
para as fragdes obtidas utilizando as metodologias de extracdo com HLB apresentadas
no grupo llI em comparagdo com o espectro de massas obtido a partir da ELL,
analisados por ESI(-)-Orbitrap-MS na concentragdo de 0,001 mg.mL™.

A partir dos espectros apresentados na Figura 20, observa-se uma semelhanga
entre o perfil da ELL com os perfis dos extratos de HEX, destacando-se que ndo houve
a extragdo por HEX das espécies acima de m/z 200. E notavel a maior presenca de
espécies nos espectros da extragdo com IPA, o que indica uma boa interagdo das
espécies adsorvidas na fase solida com esse solvente extrator.

No entanto, para uma melhor analise dos resultados e das possiveis interacoes
dos analitos com a fase estacionaria e com a fase moével durante a extragcdo, os
espectros foram processados pelo software Composer, e a partir desses resultados,
construiu-se os graficos presentes nas Figuras 21 e 22, as quais apresentam a
distribuicao de DBE por classes e o numero de carbonos para cada classe, e a Tabela
5, que apresenta o numero de formulas atribuidas para as espécies pertencentes as
classes 02, O3 e O4. Ressalta-se que os espectros apresentam as informagdes sobre

massa e formula molecular das espécies da classe 02, a qual se tem maior interesse.
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Figura 20. Comparagéo dos espectros de massas de ESI(-)-Orbitrap-MS dos extratos obtidos

pela extragcao do grupo Il utilizando-se a fase sélida HLB com o extrato da metodologia padrao

de ELL utilizando o solvente DCM. Extracdo 1: Primeira replicata; Extracdo 2: Segunda

replicata.

Observa-se pela Tabela 5 que o extrato de IPA exibiu uma maior quantidade de

féormulas atribuidas, em relacédo as fracoes HEX e DCM e a ELL. Observa-se também

que houve maior extracdo de compostos de classe O2 nas fragdes DCM e IPA em

relacdo a ELL. Além disso, a fracdo IPA apresentou maior numero de espécies O4,

indicando ser uma boa alternativa para a extracdo de compostos dessa espécie. Em

analises gerais, a metodologia do grupo Il utilizando a fase sélida HLB exibiu melhores

resultados de extracdo se comparada com a metodologia usual de ELL, além de

apresentar uma boa repetibilidade em relacdo a ELL.
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Tabela 5. Numero médio de formulas atribuidas nas classes 02, O3 e O4 das EFS sequencial

do grupo Il utilizando a fase sélida HLB e da ELL padréo utilizando o DCM

Nuamero Médio de Formulas Atribuidas

Identificagao Classe O2 Classe O3 Classe O4 Total
Grupo Il - HLB - HEX 34+3 - - 34+3
Grupo Il - HLB - DCM 7016 52+ 2 45+5 167 £ 12
Grupo Il - HLB - IPA 505 385 35+ 10 123 + 20

ELL - DCM 374 19+12 28 £ 11 84 + 28
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Figura 21. Distribuicao de DBE por classes dos extratos obtidos a partir dos espectros de
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massas de ESI(-)-Orbitrap-MS da duplicata de extragbes do grupo Ill utilizando a fase

estacioaria HLB e a ELL.

A extracdo nessa metodologia se deu pelo uso da fase estacionaria HLB

(balango hidrofilico-lipofilico), composta por copolimero de n-vinilpirrolidona-
divinilbenzeno, sua atuacado se baseia em interagdes de Van der Waals, na qual sua
zona central lipofilica interage com analitos apolares, e seus grupos hidrofilicos
interagem com os compostos polares que se dejesa extrair. Além disso, a etapa de

eluicdo com aumento gradual de polaridade dos solventes pode permitir a extragao

tanto dos compostos apolares quanto dos compostos polares presente na amostra.
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Figura 22. Grafico do numero de carbonos para DBE das classes 02, O3 e O4 dos extratos
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obtidos a partir dos espectros de massas de ESI(-)-Orbitrap-MS da duplicata de extragdes do

grupo Il utilizando a fase estacionaria HLB.

Ao se analisar a distribuicdo de DBE para a classe O2 da extracdo com a fase
estacionaria HLB, apresentada na Figura 21, observa-se um resultado semelhante aos
resultados apresentados anteriormente, na extracao utilizando-se a fase estacionaria
ENV. Dessa forma, para o valor de DBE 1, a intensidade dos compostos aumenta
conforme a polaridade do solvente extrator € aumentada, e para o valor de DBE 2,
destaca-se a maior intensidade para os compostos apresentados no extrato de HEX.
Além disso, os compostos de valores de DBE 5 e 6 apresentaram maior intensidade no
extrato de DCM, indicando uma possivel melhor interacdo dos compostos aromaticos
com esse solvente extrator. Um fato a ser destacado na extracdo utilizando a fase
solida HLB, é que nas classes O3 e O4 observou-se a presenca de compostos de
mesmo valor de DBE para os extratos de DCM e IPA, o que n&o ocorreu na extragao
utilizando a fase estacionaria ENV.

A Figura 22 traz os graficos da distribuigdo de numero de cabono para os
valores de DBE mais abundantes, das classes 02, O3 e O4. Ao analisar os graficos da
classe 02, percebe-se que para o valor de DBE 1, os compostos que apresentam
maior intensidade estdo na faixa de 7 a 10 carbonos, para o extrato de HEX e de 8 a 13
carbonos, para os extratos de DCM e IPA. Ja para o valor de DBE 2, é notavel a maior
intensidade para os compostos na faixa de 7 a 11 atomos de carbono em sua
composicao, sendo o extrato de HEX o que apresenta maior intesidade, assim como na
extragdo apresentara anteriormente, utilizando a fase estaionaria ENV. Para os
compostos da classe O3, observa-se no grafico com valor de DBE 2, a maior
intensidade de compostos na faixa de 6 a 10 carbonos para ambos extratos. Para os
valor de DBE 3, ocorre maior intensidade dos compostos na faixa de 8 a 14 carbonos
para ambos extratos. Por fim, para os compostos da classe O4, tém-se os graficos de
distribuicdo de carbonos para os valores de DBE 2, com compostos na faixa de 6 a 11
carbonos para ambos extratos. No grafico de distribuicdo de carbono para os valores
de DBE 3 e 4, é notavel a semelhanca do perfil de ambos os extratos, com espécies na
faixa de 6 a 14 carbonos e 11 a 19 carbonos para os respectivos valores de DBE.

A Figura 23 traz o diagrama de Venn contendo a insergdo dos dados

75



apresentados na Tabela 5.

Figura 23. Diagrama de Venn construido a partir do nimero de férmulas atribuidas, apés o
processamento dos espectros de massa por ESI(-)-Orbitrap-MS, dos extratos ELL; HEX; DMC

e IPA utilizando a fase soélida HLB apresentada no grupo Ill.

Pode-se observar pelo diagrama de Venn que houve a presencga exclusiva de 21
espéecies na fracdo IPA, sendo 10 da classe O4, 6 da classe O3 e apenas 5 da classe
0O2. Observa-se também 56 espécies na interseccdo do extrato de DCM e IPA. O
extrato de DCM apresentou 45 espécies exclusivas, sendo 18 espécies da classe 02,
16 espécies da classe O3 e apenas 11 espécies da classe O4. Pelos dados obtidos,
pode-se inferir que a EFS sequencial utilizando a fase sélida HLB apresentou um bom
desempenho de extragdo, mostrando resultados superiores a ELL no quesito de
numero de formulas extraidas, além da de apresentar melhor eficiéncia na extragao de
especies da classe O2 para a fragdo DCM, sendo que este solvente foi responsavel

pela extracao do maior numero de espécies.

4.1.4 Resultados da metodologia do grupo IV

Na metodologia apresentada no grupo IV, a extragdo dos ANs foi realizada
utilizando-se duas fases sodlidas; a fase sélida Strata-X® 60 mg e Cq5 1,0 g. A eluicao

foi realizada utilizando 10 mL de MeOH. Os extratos foram concentrados e analisados
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por ESI(-)-Orbitrap-MS.

A Figura 24 apresenta o espectro de massas resultante dos extratos utilizando

as metodologia de extragdo com C4g apresentadas no grupo IV. em comparagdo com o

espectro de massas obtido a partir da extracdo padrao ELL utilizando DCM, analisados

por ESI(-)-Orbitrap-MS na concentracdo de 0,001 mg.mL™".
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Figura 24. Comparagao dos espectros de massas por ESI(-)-Orbitrap-MS dos extratos obtidos

pela extragao do grupo IV utilizando a fase sdlida C4g com o extrato da ELL padrao utilizando o

solvente DCM. Extragéo 1: Primeira replicata; Extragédo 2: Segunda replicata.

A partir dos espectros apresentados na Figura 24, observa-se uma semelhanga

entre o perfil da ELL com os perfis dos extratos de C18, no entanto, o solvente MeOH

nao foi capaz de extrair algumas espécies apoés a faixa de m/z 250.

Entretanto, para uma melhor analise dos resultados e das possiveis interacdes
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dos analitos com a fase estacionaria e com a fase movel durante a extracdo, os
espectros foram processados pelo software Composer, e a partir desses resultados,
construiu-se os graficos presentes nas Figuras 25 e 26, as quais apresentam a
distribuicdo de DBE por classes e o numero de carbonos para cada classe e a Tabela
6, que apresenta o numero de formulas atribuidas para as espécies pertencentes as
classes 02, O3 e O4. Ressalta-se que os espectros apresentam as informacdes sobre
massa e formula molecular das espécies da classe 02, a qual se tem maior interesse.

A Tabela 6 apresenta o numero meédio de férmulas atribuidas para as classes
02, O3 e 04 apds o tratamento dos dados pelo software Composer.

Tabela 6. Numero médio de férmulas de espécies atribuidas nas classes 02, O3 e 04, obtidas
apos o processamento dos espectros de massas de ESI(-)-Orbitrap-MS, das extragdes ELL e

C18 da metodologia apresentada no grupo IV

Numero Médio de Formulas Atribuidas

Identificagao Classe O2 Classe O3 Classe O4 Total
Grupo IV — Cg — MeOH 48 £ 2 28+2 42 +2 118+ 6
ELL - DCM 37+4 19+12 28 + 11 84 + 28

Observa-se pela Tabela 6 que o extrato de C4g apresentou um numero médio de
formulas de espécies superior ao numero atribuido para a ELL. Nota-se ainda que o
numero de espécies da classe O2 e classe O4 foi proximo, indicando ndao haver
seletividade nas extragbes dos compostos dessas classes para metodologia
apresentada. A metodologia do grupo IV também apresentou uma boa repetibilidade,
considerando-se o desvio padrao das médias das espécies das duas replicatas.

A partir da analise da Figura 25, é possivel observar que houve a extracéo
majoritaria de compostos de DBE 2 - nafténicos - para a classe O2, com o solvente
MeOH, resultado este que corrobora com os resultados anteriores apresentados na
metodologia do grupo Il utilizando a mesma fase estacionaria. No entanto, observa-se
que o MeOH nao foi eficiente na extracdo de compostos de DBE 1, como ocorrera no
extrato de DCM da metodologia do grupo |l utilizando a fase estacionaria Cis. Uma

possivel justificativa para esse comportamento é de que alguns dos compostos com
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valor de DBE 1 - lineares — apresentam interagdes mais intensas com a fase
estacionaria, sendo possivel sua eluicdo apenas com solventes mais apolares que o

MeOH, como é o caso do DCM.
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Figura 25. Distribuicdo de DBE por classes dos extratos obtidos a partir dos espectros de
massas de ESI(-)-Orbitrap-MS da duplicata de extragdes do grupo IV utilizando a fase

estacioaria Cige a ELL.
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Além disso, é possivel observar a presenca de compotos com valores de DBE 3,

5 e 6 para a classe O3, destacando-se o fato da ocorréncia de maior intensidade para

compostos de DBE 5, tal como ocorrera na extragdo da metodologia do grupo |l

utilizando a fase estacionaria C4g e 0 solvente MeOH. Por ultimo, observa-se que para

a classe O4 houve a maior intensidade de compostos com valor de DBE 3 e 4, também

condizendo com os resultados apresentados anteriormente, na metodologia do grupo
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Figura 26. Grafico do numero de carbonos para DBE das classes O2, O3 e O4 dos extratos
obtidos a partir dos espectros de massas de ESI(-)-Orbitrap-MS da duplicata de extragdes do

grupo IV utilizando a fase estacionaria Cys.

Ao se analisar a Figura 26 para a classe O2, observa-se que no valor de DBE 2,
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0 que apresentou a maior intensidade para a classe destacada, houve a presenca mais
intensa de compostos com numero de carbonos na faixa de 7 a 11. Além disso, para o
valor de DBE 1, observa-se intensidades proximas para os compostos na faixa de 6 a
19 carbonos. Para a classe O3 e valor de DBE 3, observa-se compostos na faixa de
numero de carbonos de 8 a 14, para os compostos com valores de DBE 5 a faixa de
numero de carbono variou de 8 a 16 carbonos e para o valor de DBE 6, a faixa de
numero de carbonos variou de 12 a 16 carbonos. Por ultimo, observa-se os graficos
para a classe O4, para o valor de DBE 2, os compostos variaram em uma faixa de 6 a
12 carbonos.

Para os valores de DBE 3, a faixa de numero de carbonos variou de 7 a 17
carbonos. Por fim, para o valor de DBE 4, a faixa do numero de carbonos variou de 11
a 19 carbonos.

A Figura 27 traz o diagrama de Venn contendo a insercdo dos dados
apresentados na Tabela 6.

C18 - MeOH

— ELL

Figura 27. Diagrama de Venn construido a partir do numero de férmulas atribuidas, obtidas
pelo processamento dos espectros de massa de ESI(-)-Orbitrap-MS dos extratos do grupo IV,

utilizando a fase sélida C4s e 0 extrato da ELL padrdo com DCM.

O diagrama de Venn apresentou a presencga exclusiva de 58 espécies no extrato
de C18, sendo 24 espécies da classe O4, 21 espécies da classe O3 e 12 espécies da
classe O2. Houve também a presenca exclusiva de 2 espécies da classe O2 no extrato

de ELL. Foram apresentadas 54 espécies em ambas as extragdes. Com base no
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tratamento de dados, pode-se inferir que a EFS utilizando a fase sdélida Cis

apresentada no grupo

IV apresentou um bom desempenho de extracdo em

comparagao com a ELL, extraindo um maior numero de espécies das trés classes

estudadas.

A Figura 28 apresenta o espectro de massas resultante dos extratos utilizando a

metodologia de extracdo com Strata-X apresentadas no grupo IV em comparagédo com

o0 espectro de massas obtido a partir da ELL, analisados por ESI(-)-Orbitrap-MS na

concentragao de 0,001 mg.mL‘1.
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Figura 28. Comparacao dos espectros de massas do extrato de ESI(-)-Orbitrap-MS obtido pela

extragao do grupo IV utilizando a fase sdlida Strata-X e solvente MeOH com o extrato da ELL

padrao utilizando o solvente DCM. Extragdo 1: Primeira replicata; Extragdo 2: Segunda

replicata.
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A partir dos espectros apresentados na Figura 28, observa-se uma pequena
semelhanga entre o perfil da ELL com os perfis dos extratos de Strata-X, sendo
apresentada uma maior quantidade de ions no espectro das extragdes do grupo IV. A
Tabela 7 apresenta o numero médio de formulas atribuidas para as classes 02, O3 e
04 apbds o tratamento dos dados pelo software Composer.

Porém, para uma melhor analise dos resultados e das possiveis interagdes dos
analitos com a fase estacionaria e com a fase médvel durante a extracdo, os
espectrosforam processados pelo software Composer, e a partir desses resultados,
construiu-se os graficos presentes nas Figuras 29 e 30, as quais apresentam a
distribuicao de DBE por classes e o numero de carbonos para cada classe e a Tabela
6, que apresenta o numero de formulas atribuidas para as espécies pertencentes as
classes 02, O3 e O4. Ressalta-se que os espectros apresentam as informagdes sobre

massa e formula molecular das espécies da classe 02, a qual se tem maior interesse.

Tabela 7. Numero médio de férmulas atribuidas nas classes 02, O3 e O4 das extragbes ELL e
Strata-X, obtidas pelo processamento do espectro de massas por ESI(-)-Orbitrap-MS da

metodologia apresentada no grupo IV

Numero Médio de Formulas Atribuidas

Identificagao Classe O2 Classe O3 Classe 04 Total
Grupo IV — Strata-X - MeOH 45 £ 1 20+£12 41 £ 17 106 £ 30
ELL - DCM 37+4 19+12 28 £ 11 84 £ 28

Observa-se pela Tabela 7 que o extrato de Strata-X apresentou um numero
médio de férmulas préximo ao numero de formulas atribuidas para a ELL. Além disso,
observa-se altos valores de desvio padrdo para a média entre as espécies atribuidas
para a replicata 1 e 2, possivelmente indicando baixa repetibilidade. Ao considerar-se o
custo de extracdo da metodologia do grupo IV utilizando cartucho Strata-X e o
resultado apresentado por esta, semelhante a ELL padrdo, pode-se recomendar a
utilizacdo da metodologia padrdo de ELL, por ser mais simples e possuir um menor
custo de aplicagéo.

Assim como a fase HLB, a fase estacionaria Strata-X € composta por copolimero
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de n-vinilpirrolidona-divinilbenzeno e sua atuacéao se baseia em interagdes de Van der
Waals, na qual sua zona central lipofilica interage com analitos apolares, e seus grupos
hidrofilicos interagem com os compostos polares que se dejesa extrair. Além disso, a
etapa de eluigdo com aumento gradual de polaridade dos solventes pode permitir a
extracdo dos compostos apolares quanto dos compostos polares presentes na
amostra. No entanto, nessa metodologia foi utilizado somente o MeOH como solvente
extrator. Sabe-se que o MeOH é um solvente moderadamente polar, e sua utilizagao
nessa extragdo pode n&o remover a totalidade dos analitos adsorvidos na fase
estacionaria, o que explicaria o baixo numero de espécies atribuidas para o extrato.

A partir da analise da Figura 29, é possivel observar que houve a extracéo
majoritaria de compostos de DBE 2 - nafténicos - para a classe O2, com o solvente
MeOH, indicando a possivel afinidade desses compostos com solvente
moderadamente polar. Além disso, o grafico de distribuicdo de DBE para a classe 02
da metodologia utilizando a fase estacionaria Strata-X se assemelha ao resultado da
metodologia apresentada anteriormente, utilizando a fase estacionaria C1s. Nota-se que
o MeOH nao foi eficiente na extragdo de compostos de DBE 1 — lineares -, o que pode
indicar a maior afinidade desses compostos com a fase estacionaria. Este fato foi
observado nos resultados anteiores com o solvente de extracdo MeOH. Uma possivel
solucao para esta problematica seria a eluigdo sequencial com solvente extrator apolar,
tal como DCM.

Além disso, é possivel observar a presenca de compotos com valores de DBE 3,
4, 5 e 6 para a classe O3, destacando-se o fato da ocorréncia de maior intensidade
para compostos de DBE 5, tal como ocorrera nas extragdes das metodologias
apresentadas anteriormente que utilizam o solvente MeOH. Por ultimo, observa-se que
para a classe O4 houve a maior intensidade de compostos com valor de DBE 3 e 4,

também condizendo com os resultados apresentados anteriormente.
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Figura 29. Distribuicdo de DBE por classes dos extratos obtidos a partir dos espectros de
massas de ESI(-)-Orbitrap-MS da duplicata de extragdes do grupo IV utilizando a fase

estacioaria Strata-X e ELL.

Ao se analisar a Figura 29 para a classe O2, observa-se que no valor de DBE 2,
0 que apresentou a maior intensidade de compostos com numero de carbonos na faixa
de 7 a 11, indicando a provavel presenga de compostos de cadeias menores com
possivel carater polar. Para a classe O3 e valor de DBE 4, observa-se compostos na
faixa de numero de carbonos de 8 a 16, para os compostos com valores de DBE 5 a
faixa de numero de carbono variou de 7 a 16 carbonos. Por ultimo, observa-se os

graficos para a classe O4, para o valor de DBE 3 os compostos variaram em uma faixa
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de 8 a 19 carbonos e para o valor de DBE 4 os compostos variaram em uma faixa de

10 a 20 carbonos.

g

Abundancia Relativa (%)
s
=

=
=4
=3

GrupoIV - Strata-X—-MeoH Classe 02
e ; DBE 2
400 I
200 ." A
I ‘\\.\I\.
5 10 15 20 5

=
=1

Numere de Carbonos

80 Grupo IV - Strata-x— MeoH Classe O3

. DBE 3
B
S0
s
€
5300
g
£
Ba00
£ W A
‘:’ r’/ .'n\
100 G
N
0.0
0 5 10 15 20 25
Nimero de Carbonos

8.0 Grupo IV - Strata-X—MeOH Classe 04

- DBE 3

g

Sao

=

o

T 00

[

3 200

5 \

2 7\

100 \_F
’ R
00 1/ \\
] 5 10 15 2 5

Numero de Carbonos

8% GrupoIv - strata-X-MeoH Classe O3
500 DBE 5
Sa00
s
I}

5300
%m
i A
d o
10.0 e /; \\h
00 ; 0 1 1] %
Numero de Carbonos

8% Grupolv-strata-x-meoH Classe 04

500 DBE 4
g
S0
:

S0
Q
00
£ N\
2 AN

e AN

-~ \\b
00 ”
8 ; 10 s b %

Numero de Carbonos

Figura 30. Grafico do niumero de carbonos para DBE das classes 02, O3 e O4 dos extratos

obtidos a partir dos espectros de massas de ESI(-)-Orbitrap-MS da duplicata de extra¢des do

grupo IV utilizando a fase estacionaria Strata-X.

A Figura 31 traz o diagrama de Venn contendo a insercdo dos dados

apresentados na Tabela 7.
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Strata-}, - MeOH

ELL
Figura 31. Diagrama de Venn construido apds o processamento do espectro de massas de
ESI(-)-Orbitrap-MS, a partir do numero de formulas atribuidas dos extratos ELL; e fase sdlida

Strata-X apresentada na metodologia do grupo V.

Pode-se observar pelo diagrama de Venn que houve a presencga exclusiva de 23
espécies no extrato de Strata-X, sendo 15 espécies da classe O4, 5 espécies da classe
02 e 3 espécies da classe O3. Foram apresentadas 53 espécies em ambas as
extragdes e apenas 3 espécies exclusivas no extrato ELL, sendo 2 espécies da classe
02 e apenas 1 espécie da classe O4. Com base no tratamento de dados, pode-se
inferir que a EFS utilizando a fase sélida Strata-X apresentada no grupo IV apresentou
um desempenho de extracdo semelhante a ELL, ressalvada a extragao de espécies da
classe O4, que foi significativamente superior a ELL, as demais espécies extraidas

foram semelhantes.

4.1.5 Comparagéao dos resultados apresentados nas metodologias

A partir dos resultados das metodologias estudadas, tem-se a possibilidade de
comparar a eficiéncia das extracdes apresentadas por cada uma. A Tabela 8 apresenta
o compilado do numero de espécies extraidas e detectadas em cada metodologia, os
resultados foram separados pelas respectivas fracbes de eluicdo com os diversos
solventes, a fim de possibilitar a comparacédo das espécies que sao extraidas por
determinado solvente. Vale ressaltar que as extracbes foram realizadas de forma

sequencial, sendo informadas na tabela de acordo com a ordem de realizagao.
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Tabela 8. Numero médio de férmulas atribuidas nas classes 02, O3 e O4, obtidas pelo
processamento dos espectros de massas por ESI(-)-Orbitrap-MS para todas as metodologias

apresentadas no trabalho

Nuamero Médio de Formulas Atribuidas

Identificagao Classe O2 Classe O3 Classe 04 Total
1 - Grupo | — ENV+ - ACN 45+ 2 315 34 +4 110 + 11
2 - Grupo Il - C4g — MeOH 812 15+5 72 £10
3 -Grupo Il - C45 - DCM 54 +4 11+ 1 1417 79 + 11
4 - Grupo Il - ENV+ - MeOH 40 £ 1 61 1714 63+6
5 - Grupo Il - ENV+ - DCM 67 £6 24 £ 11 28 £10 119 £ 27
6 - Grupo Il - ENV - HEX 34 £1 - - 34 +1
7 - Grupo lll - ENV - DCM 54 +10 1715 66 77 £ 21
8 - Grupo Il - ENV - IPA 60 +2 47 £ 4 51+4 158 £ 10
9 - Grupo lll - HLB - HEX 34+3 - - 34+3
10 - Grupo Il - HLB - DCM 706 52 +2 4515 167 £ 12
11 - Grupo Il - HLB - IPA 505 385 35+ 10 123 £ 20
12 - Grupo IV — C4g — MeOH 48 £ 2 28+2 42 +2 118+ 6
13 - Grupo IV - Strata-X - MeOH 45 +1 20+12 41 £ 17 106 + 30
14 - ELL - DCM 374 19+12 28 £ 11 84 + 28

Com base nos resultado da Tabela 8, observa-se que trés metodologias
apresentaram os melhores resultados para a extracdo de espécies da classe 02,
sendo elas a metodologia do grupo Il identificada em 5, as metodologias do gruopo lli
identificadas em 8 e 10. Observa-se também, que o solvente HEX utilizado nas duas
metodologias do grupo lll extou somente as espécies da classe O2, possibilitando a
extracdo seletiva dessas espécies. Em termos de numero total de espécies, as
metodologias do grupo lll se destacaram em relagdo as demais, apresentando um
numero total de 269 + 32 espécies para a fase solida ENV e 324 + 35 espécies para a
fase solida HLB, com grande destaque para a fragdo do extrato eluida com DCM, a
qual apresentou um grande numero de espécies atribuidas, em sua maioria, espécies

da classe O2.
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4.2 Semiquantificacdo dos acidos nafténicos extraidos da matriz de agua
produzida brasileira

Nas discussdes anteriores foram apresentados resultados referentes a
caracterizagao de espécies de acidos nafténicos extraidos por diferentes metodologias,
que foram separadas e identificadas em quatro diferentes grupos.

Na presente discussdo sera apresentada a semiquantificacdo das espécies de
acidos nafténicos da classe 02, que foram caracterizadas anteriormente. Para tal, foi
necessaria a construgdo de uma curva analitica, utilizando-se padrdo deuterado de

acido miristico.
4.2.1 Construgao e validagao da metodologia semiquantitativa

Para a construgdo e a validagdo da metodologia semiquantitativa foram
avaliadas algumas figuras de mérito, tais como, recuperagao, linearidade, limite de
deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ). A curva foi construida em triplicata, em
uma faixa de 0,5 a 5,0 mg.mL" de padréo deuterado de acido miristico. Foi avaliada a

relacdo da intensidade versus concentracdo, e os dados obtidos estao ilustrados na

Figura 32.
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Figura 32. Curva analitica da intensidade absoluta versus concentragdo do padrao deuterado

de &cido miristico obtida por ESI(-)-Orbitrap-MS na faixa de 0,5 a 5,0 mg.mL™".
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Com base na curva analitica do padrao deuterado de acido miristico
apresentado na Figura 32, obteve-se a Equacao 1. O valor do coeficiente de
determinagdo (R? foi 0,9639, o que indica que houve linearidade entre as

concentracdes das solucdes padrdes analisadas.

Y+5,0x107

(Eq.1) X = 7,0x107

A validagado da metodologia analitica consistiu na analise de solugdes de padrao
deuterado de acido miristico em trés concentragdes diferentes, sendo elas 0,75; 2,75 e
4,75 mg.mL'1, realizadas em triplicatas e em trés dias distintos, caracterizando as
analises interdias.

A partir dessas analises, obtiveram-se os resultados apresentados na Tabela 9,

os quais foram utilizados para a validagdo da metodologia de semiquantificagéo.

Tabela 9. Valores intradia e interdia da concentracido tedrica, da média de concentragao
observada para n = 3, do desvio padrao, do desvio padrao relativo, da recuperagcdo e do
coeficiente de variagao obtidos pelas analises das solucbes padrées de acido miristico para as
concentragdes 0,75; 2,75 e 4,75 mg.mL™" calculados a partir da equacéo da reta obtida pela

curva analitica da Figura 32 (continuacao)

Concentragao tedrica /

p C (n=3) DP DPR/ % Re / % CV/I%
mg.mL
Intradia 1
0,75 0,87 0,1375 13,75 116,4 15,75
2,75 2,57 0,0756 7,56 93,51 2,940
4,75 4,52 0,4484 44,84 95,24 9,913
Intradia 2
0,75 0,86 0,0113 1,13 114,6 1,316
2,75 2,51 0,0515 5,15 91,42 2,048
4,75 4,92 0,2396 23,96 103,6 4871
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Tabela 9. Valores intradia e interdia da concentracido tedrica, da média de concentragao
observada para n = 3, do desvio padrdo, do desvio padrao relativo, da recuperacéo e do
coeficiente de variagao obtidos pelas analises das solugcbes padrdes de acido miristico para as
concentragdes 0,75; 2,75 e 4,75 mg.mL™" calculados a partir da equacdo da reta obtida pela

curva analitica da Figura 32 (conclus&o)

Concentragao teodrica /

mg.mL” C (n=3) DP DPR/% Rel% CVI/%
Intradia 3
0,75 0,92 0,0277 2,77 123,1 3,001
2,75 2,74 0,1656 16,56 99,57 6,047
4,75 4,61 0,0515 5,15 97,14 1,116
Interdia
0,75 0,89 0,0338 3,38 118,0 3,819
2,75 2,61 0,1163 11,63 94,83 4,459
4,75 4,69 0,2071 20,71 98,65 4,419

Os valores de LD e LQ foram determinados a partir da analise do branco
analitico por ESI(-)-Orbitrap-MS em trés diferentes dias, apresentados na Tabela 10 e

calculados a partir das Equacgoes 2 e 3.

Tabela 10. Valores da média de intensidade absoluta do branco (lIA), desvio padrdao da
intensidade do branco analitico (DP), coeficiente angular da equagéo da curva (IC), limite de
detecgéo (LD) e limite de quantificagao (LQ)
IAbranco DP IC LD/ mg.mL"’ LQ/mg.mL"
6,66x10° 225x10°  7,00x10" 0,00963 0,0321

Os valores dos limites encontrados, assim como o coeficiente de determinacgao e
os valores de recuperagao, foram adequados e compativeis com a curva analitica, o
que permitiu a sua utilizagdo para estimar e semiquantificar as espécies de acidos
nafténicos extraidas pelas metodologias de extragdo em fase solida apresentadas no

estudo anterior.
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4.2.2 Semiquantificacdo e caracterizacdo das espécies da classe 02

extraidas

A fim de estudar as metodologias de EFS para APs e compreender a diferenca
entre as fases estacionarias na extracido desses compostos em uma mesma matriz de
estudo, realizou-se a reproducédo e comparagao das metodologias de extracdo em fase
sélida apresentadas na literatura. Foram reproduzidas sete diferentes metodologias
apresentadas por quatro autores. Além disso, servindo como parametro de
comparagao, realizou-se a metodologia de extragdo liquido-liquido adaptada da
metodologia 5520 B do Standard Methods, utilizando como solvente extrator DCM,
atualmente utilizada nos processos de extracbes de APs pelo Laboratério de
Cromatografia e Espectrometria de Massas (LaCEM). No experimento apresentado
foram avaliados os resultados obtidos pela extracdo da mesma matriz de AP pelas
diferentes metodologias de extragao.

Cada extracao EFS e ELL foi realizada em duplicata, utilizando-se um volume de
25 mL de AP em pH 2,0. Tendo em vista que para a realizacdo dos experimentos foi
utilizada a mesma matriz de AP, é valida a comparagao entre os métodos a partir dos
espectros de massas e dos processamentos de dados resultantes das analises no
espectrémetro de massas de ultra-alta resolugao Q-Exactive Orbitrap.

Partindo dos resultados obtidos pelo processamento dos espectros de massa
obtidos por ESI(-)-Orbitrap-MS foi possivel proceder com a caracterizagdo e

semiquantificacdo dos extratos de cada metodologia.

4.2.2.1 Resultados da metodologia do grupo |

Conforme apresentado nos resultados anteriores, a partir do espectro da Figura

3, construiu-se a Tabela 11, a qual apresenta o numero de formulas atribuidas para as

espécies pertencentes a classes O2.
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Tabela 11. Numero médio de férmulas atribuidas da classe O2 das extragdes ELL e EFS, a

partir do espectro de massas de ESI(-)-Orbitrap-MS, usando a metodologia apresentada no
grupo |

L Numero médio de férmulas
Identificagao

atribuidas
Grupo | — ENV+ - ACN 45+ 2
ELL - DCM 37+4

Valendo-se da Equagao 1, foi possivel realizar a semiquantificacdo das
espécies de ANs presentes no extrato. Os valores obtidos foram organizados de forma
grafica a fim de facilitar a compreenséo e interpretacdo desses resultados e estao
ilustrados na Figura 33, a qual apresenta o grafico da distribuicdo da concentragao
versus o numero de carbono versus DBE.

A partir da Figura 33, percebe-se que houve a maior concentragédo das espécies
nos valores de DBE 1, especificamente nos numeros de carbono 16 e 18, indicando as
férmulas C16H320, € C1gH3602 € DBE 2, nos numeros de carbono 8, 9 e 10, indicando
as formulas CgH140,, CgH160, e C4oH1g02. Tal comportamento se mostra de acordo
com os resultados apresentados na Figura 33, em que as maiores intesidades
observadas foram atribuidas aos compostos com valores de DBE 1 e 2.

Além disso, é possivel notar que para os demais valores de DBE e numero de
carbono, as concentragdes se mostraram semelhantes.
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Figura 33. Distribuicido da concentracao das espécies acidas em fungao do niumero de carbono
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e dos valores de DBE do extrato ACN para a classe O2 utilizando a metodologia do grupo |

com a fase estacionaria ENV+.

4.2.2.2 Resultados da metodologia do grupo Il

A partir do espectro da Figura 8, construiu-se a Tabela 12, a qual apresenta o
numero de formulas atribuidas para as espécies pertencentes a classes O2 presentes

no extrato da metodologia do grupo I, utilizando a fase sélida C18.

Tabela 12. Numero médio de férmulas atribuidas da classe O2 das extragbes ELL e EFS, a
partir do espectro de massas de ESI(-)-Orbitrap-MS, usando a metodologia apresentada no

grupo Il com a fase estacionaria C18

Identificagao Numero médio de féormulas atribuidas
Grupo Il - C1g — MeOH 40+ 3
Grupo Il = C1g - DCM 54 +4
ELL - DCM 37+4

Com o uso da Equacgao 1, foi possivel realizar a semiquantificacdo das espécies
de ANs da classe O2 presentes nos dois extrato. Os valores obtidos foram organizados
de forma grafica a fim de facilitar a compreenséao e interpretacdo desses resultados e
estdo ilustrados na Figura 34, a qual apresenta o grafico da distribuicdo da
concentracdo versus o numero de carbono versus DBE para os extratos de MeOH e
DCM.

A partir da Figura 34 ¢ possivel observar que as espécies presentes no extrato
de MeOH apresentam maior concentragao, fato esse que pode ser explicado devido a
extracdo sequencial que é realizada, sendo o MeOH o primeiro solvente de eluig¢ao.
Destaca-se ainda a maior concentracdo de compostos com DBE 2 no extrato de
MeOH, especificamente os compostos com numero de carbono 8, 9 e 10, indicando as
férmulas CgH1402, CgH1602 € C1oH150..
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Figura 34. Distribuicdo da concentragdo das espécies acidas em fungéo do niumero de carbono
e dos valores de DBE dos extratos de MeOH e DCM para a classe O2 utilizando a metodologia
do grupo Il com a fase estacionaria Cys.

Apesar de o solvente DCM ter extraido o maior numero de espécies, é
perceptivel que essas espécies estdo presentes em menor concentragdo, se
comparadas as especies do extrato de MeOH. Esses resultados se dao pelo fato do
DCM ser usado para extracido de forma sequencial, apds a extragado com MeOH.

Baseando-se nos dados do espectro de massas apresentados na Figura 7,
construiu-se a Tabela 13, a qual apresenta o numero de formulas atribuidas para as

espécies pertencentes as classes O2 presentes no extrato da metodologia do grupo I,
utilizando a fase solida ENV+.

Tabela 13. Numero médio de férmulas atribuidas da classe O2 das extragdes ELL e EFS, a

partir do espectro de massas de ESI(-)-Orbitrap-MS, usando a metodologia apresentada no
grupo Il com a fase estacionaria ENV+

Identificacao Numero médio de formulas atribuidas
Grupo Il - ENV+ — MeOH 40 £ 1
Grupo Il — ENV+ - DCM 67 +6
ELL - DCM 37+4

95



Com auxilio da Equagao 1, foi possivel realizar a semiquantificacdo das
especies de ANs da classe O2 presentes nos trés extrato. Os valores obtidos foram
organizados de forma grafica a fim de facilitar a compreensao e interpretacao desses
resultados e estado ilustrados na Figura 35, a qual apresenta o grafico da distribuicao

da concentracao versus o numero de carbono versus DBE para os extratos de MeOH e
DCM.
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Figura 35. Distribuicido da concentracao das espécies acidas em fungao do niumero de carbono
e dos valores de DBE dos extratos de MeOH e DCM para a classe O2 utilizando a metodologia
do grupo Il com a fase estacionaria ENV+.

A partir da Figura 35 é possivel observar que assim como na metodologia
utilizando a fase estacionaria C1s, na metodologia utilizando a fase estacionaria ENV+
as especies presentes no extrato de MeOH também apresentaram maior concentragao,
devido ao fato de que a extracdo sequencial € realizada primeiramente com o solvente
extrator MeOH. Destaca-se também que a maior concentracdo foi de compostos com
DBE 2 no extrato de MeOH, assim como nos resultados apresentados anteriormente,
especificamente os compostos com numero de carbono 8, 9 e 10, indicando as
féormulas CgH140,, CgH1602 € C1oH1302. Apesar de o solvente DCM ter extraido o maior
numero de espécies, € perceptivel que essas espécies estdo presentes em menor

concentracdo, se comparadas as espécies do extrato de MeOH. Esses resultados se

96



dao pelo fato do DCM ser usado apés o MeOH na metodologia de extragao.

4.2.2.3 Resultados das metodologias do grupo lli

A Tabela 14, construida a partir dos dados obtidos pelo processamento do
espectro de massas da Figura 16, traz o numero de féormulas atribuidas para as
espécies pertencentes a classes O2 presentes no extrato da metodologia do grupo i,
utilizando a fase solida ENV.

Tabela 14. Numero médio de férmulas atribuidas da classe O2 das extragbes ELL e EFS, a
partir do espectro de massas de ESI(-)-Orbitrap-MS, usando a metodologia apresentada no

grupo lll com a fase estacionaria ENV

Identificagao Numero médio de formulas atribuidas
Grupo Il = ENV — HEX 34 1
Grupo lll — ENV - DCM 54 +10
Grupo lll — ENV - IPA 59 +12
ELL - DCM 3714

Com o uso da Equagao 1, foi possivel realizar a semiquantificacdo das espécies
de ANs da classe O2 presentes nos dois extrato. Os valores obtidos foram organizados
de forma grafica a fim de facilitar a compreenséao e interpretacdo desses resultados e
estdo ilustrados na Figura 36, a qual apresenta o grafico da distribuicdo da
concentracido versus o numero de carbono versus DBE para os extratos de HEX, DCM
e IPA.

Pela analise da Figura 36, percebe-se que para os extratos de HEX e DCM, os
compostos de DBE 2 apresentaram maior concentracido, destacando-se os compostos
com 7, 8 e 9 carbonos, especificamente os compostos com as formulas C7H120.,
CgH1402 e CgH1602. Ja para o extrato de IPA, os compostos com DBE 1 foram os que
apresentaram maior concentracdo, com destaque para os compostos com 9, 10 e 11
carbonos, especificamente os compostos com as formulas CgH1gO2, CqoH200, €
C1H220,.
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Figura 36. Distribuicdo da concentragdo das espécies acidas em fungéo do niumero de carbono
e dos valores de DBE dos extratos de HEX, DCM e IPA para a classe O2 utilizando a
metodologia do grupo Il com a fase estacionaria ENV.

Para o grupo lll, na segunda metodologia realizada com a fase estacionaria

HLB, a Figura 20 traz o espectro de massas, o qual foi processado e seus dados foram
utilizados para a criagdo da Tabela 15.

Tabela 15. Niumero médio de férmulas atribuidas da classe O2 das extragdes ELL e EFS, a

partir do espectro de massas de ESI(-)-Orbitrap-MS, usando a metodologia apresentada no
grupo Ill com a fase estacionaria HLB

Identificagao Numero médio de féormulas atribuidas
Grupo Il = HLB — HEX 34+3
Grupo Il = HLB - DCM 706
Grupo Il = HLB - IPA 68 + 2
ELL - DCM 37+4

A partir da Equacao 1 foi possivel realizar a semiquantificacdo das espécies de
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ANs da classe O2 presentes nos trés extrato obtidos. Os valores foram organizados de
forma grafica a fim de facilitar a compreensdo e interpretagdo desses resultados e
estdo ilustrados na Figura 37, a qual apresenta o grafico da distribuicdo da
concentracao versus o numero de carbono versus DBE para os extratos de HEX, DCM
e IPA.
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Figura 37. Distribuicdo da concentracao das espécies acidas em fungao do numero de carbono
e dos valores de DBE dos extratos de HEX, DCM e IPA para a classe O2 utilizando a

metodologia do grupo Ill com a fase estacionaria HLB.

Pela analise da Figura 37, percebe-se que para o extrato de HEX, os compostos
de DBE 2 apresentaram maior concentracao, destacando-se os compostos com 7, 8 e
9 carbonos, especificamente os compostos com as férmulas C;H1,0,, CgH140, e
CoH1602. Além disso, percebe-se uma grande diferenga na concentragdo dos
compostos do extrato de HEX, fato que pode ser justificado por este extrato se tratar da
primeira eluicdo. Ja para o extrato de DCM, os compostos com DBE 2, 5 E 6 foram os
que apresentaram maior concentracdo. Para o extrato de IPA, percebe-se uma maior
concentragdo em alguns compostos de DBE 2, com 8, 9 e 10 carbonos,
especificamente os compostos com as formulas CgH102, C1oH1802 € C11H2002. Além

disso, percebe-se que os compostos no extrato IPA foram os que apresentaram menor
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concentragao, o que € esperado, haja vista que este extrato foi o ultimo a ser eluido.

4.2.2.4 Resultados da metodologia do grupo IV

A Tabela 16 aborda os resultados obtidos pelo processamento do espectro de

massas apresentado anteriormente na Figura 24, o qual traz os resultados referentes a
extrac&do da primeira metodologia do grupo IV.

Tabela 16. Numero médio de férmulas atribuidas da classe O2 das extragdes ELL e EFS, a

partir do espectro de massas de ESI(-)-Orbitrap-MS, usando a metodologia apresentada no
grupo IV com a fase estacionaria C18

L Numero médio de férmulas
Identificagao

atribuidas
Grupo IV - C4g - MeOH 48 + 2
ELL - DCM 37 +4

Com o uso da Equacgao 1, foi possivel realizar a semiquantificacdo das espécies
de ANs da classe O2 presentes no extrato. Os valores obtidos foram organizados de
forma grafica a fim de facilitar a compreensao e interpretagcdo desses resultados e
estdo ilustrados na Figura 38, a qual apresenta o grafico da distribuicdo da

concentracao versus o numero de carbono versus DBE para o extrato de MeOH.
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Figura 38. Distribuicdo da concentracao das espécies acidas em fungao do numero de carbono
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e dos valores de DBE do extrato MeOH para a classe O2 utilizando a metodologia do grupo IV

com a fase estacionaria Cis.

Analisando-se a Figura 38, é possivel perceber que as espécies de DBE 2
apresentaram maior concentracao, especificamente nos compostos 8, 9 e 10 carbonos,
indicando as formulas CgH140,, CgH1602 € C19H1502, esses resultados corroboram com
os resultados apresentados anteriormente, para metodologias que utilizam a mesma
fase estacionaria e a mesma fase movel.

Além disso, observa-se os valores de DBE 3, 5 e 6 também apresentaram
concentragdes relativamente altas para alguns de seus compostos, especificamente os

compostos com 10, 11 e 12 carbonos.

A Tabela 17 apresenta o numero de espécies da classe O2 para a segunda
metodologia do grupo IV, utilizando a fase estacionaria Strata-X.

Tabela 17. Numero médio de férmulas atribuidas da classe O2 das extragbes ELL e EFS, a
partir do espectro de massas de ESI(-)-Orbitrap-MS, usando a metodologia apresentada no

grupo IV com a fase estacionaria Strata-X

L Numero médio de férmulas
Identificagao

atribuidas
Grupo IV - Strata-X - MeOH 45 £ 1
ELL - DCM 37+4

Como auxilio da Equagao 1 realizou-se a semiquantificacdo das espécies de
ANs da classe O2 presentes no extrato. Além disso, com a finalidade de facilicaar a
compreensao e interpretacdo dos dados, os valores foram organizados de forma
grafica e estado ilustrados na Figura 39, a qual apresenta o grafico da distribuicao da
concentracdo versus o numero de carbono versus DBE para os extratos de HEX, DCM
e IPA.

Analisando-se a Figura 39, € possivel perceber que, assim como nos resultados
apresentados anteriormente, as espécies de DBE 2 foram as que apresentaram maior
concentragdo, especificamente nos compostos 8, 9 e 10 carbonos, indicando as
féormulas C7H120,, CgH1402 e CgH1602. Além disso, nota-se a baixa concentracdo de
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compostos de DBE 1, indicando n&o haver uma boa interagdo da fase mdvel com
esses compostos adsorvidos na fase estacionaria.
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Figura 39. Distribuicido da concentracao das espécies acidas em fungao do numero de carbono

e dos valores de DBE do extrato MeOH para a classe O2 utilizando a metodologia do grupo IV
com a fase estacionaria Strata-X.

4.2.2.5 Comparagao dos resultados apresentados nas metodologias

A partir dos resultados das metodologias estudadas, tem-se a possibilidade de
comparar a eficiéncia das extracdes apresentadas por cada uma. Em uma analise
geral, pode-se concluir que os compostos com valores de DBE 1 e 2 foram
majoritariamente extraidos, especificamente compostos com baixo numero de carbono,
variando-se de 6 a 11 carbonos.

Além disso, € possivel perceber que as extragbes sequenciais utilizando um
gradiente de polaridade na fase movel apresentou resultados mais satisfatorios, em
relagcdo as metodologias de extragdes que aplicaram somente um solvente extrator.
Outro fato a ser destacado € a alta concentracdo de compostos de DBE 2 em
praticamente todos os extratos, especificamente os compostos com formula molecular
C7H1202, CgH1402, CgH160, C10H1802 € C11H2002.
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4.3 Otimizacao e testes de metodologias de extragcado em fase solida para acidos

nafténicos

4.3.1 Testes de metodologias de EFS com padrao de acido nafénico

A fim de se ter uma padronizagdo das metodologias de EFS, realizou-se nessa
primeira etapa de testes, extracdes utilizando cinco diferentes fases sélidas, baseando-
se nos resultados obtidos anteiormente para cada metodologia. No experimento
apresentado, foram avaliadas trés variaveis, sendo elas: o pH da amostra, o tipo de
sorvente utilizado e o solvente para eluicdo (metanol, metanol/acido férmico 9:1(v/v) e
diclorometano).

Dentre as fases solidas utilizadas no experimento, duas delas foram obtidas
comercialmente; Strata-X® 200 mg e Isolute® ENV+ 200 mg. As demais fases solidas
(C8; C18; APS) foram empacotadas em cartucho de vidro de 6,0 mL com 1000 mg do
respectivo sorvente.

A fim de se ter controle sobre os compostos extraidos e suas concentragdes,
utilizou-se como amostra para extracdo uma solugdo de compostos acidos na
concentragdod e 10 mg.mL™, obtida comercialmente, da fabricante Sigma Aldrich, a
qual foi nomeada de solugédo Padrdo Sigma.

Tendo em vista que para a realizacdo dos experimentos, utilizou-se a mesma
matriz da solugdo de Padrdo Sigma em pH 2,0 e pH 7,0, é valida a comparagao entre
os meétodos a partir dos espectros de massas e dos processamentos de dados
resultantes das analises no espectrobmetro de massas de ultra-alta resolugdo Q-

Exactive Orbitrap.
4.3.1.1 Extracdo com a fase solida C8

Para a extragao da solugao Padrdo Sigma utilizando o sorvente de fase reversa
C8, variou-se o solvente de eluigao, iniciando-se a eluicdo da primeira fragcdo com
metanol, e em seguida a eluicdo de outra fragdo, com metanol/acido formico 9:1 (v/v), a
fim de garantir a total recuperagédo dos analitos desejaveis.
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Para este estudo, realizou-se duas extragdes, a primeira com a amostra de pH 7
e a segunda com a amostra de pH2. A Figura 40 apresenta os espectros de massas

resultantes dos extratos em comparagédo com o espectro de massas da injegao direta

do Padrao Sigma.
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Figura 40. Comparagao dos espectros de massas obtidos por ESI(-)-OrbitrapMS do Padrao

Sigma, do extrato eluido com metanol, e do extrato eluido com metanol/acido férmico 9:1 (v/v)

para as extragées em pH 7 e pH 2 utilizando a fase sélida C8.
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A partir dos espectros apresentando na Figura 40, pode-se observar que foi
possivel extrair algumas espécies de ANs presentes no Padrdo Sigma. Observa-se
também, que o metanol puro nao foi suficiente para recuperacéo total das espécies,
sendo que algumas espécies foram detectadas com intensidade absoluta elevada nos
extratos eluidos com o metanol acidificado. Também observa-se um pico mais intenso
que os demais com m/z 297,28, referente ao acido nonadecandico. Os demais sinais
dos espectros dos extratos apresentam menor intensidade em comparagdo com o
espectro do Padrdo Sigma, no entanto, é possivel observar a presenga desses
compostos nas fracdes extraidas.

Apesar disso, ndo é possivel realizar uma analise profunda baseando-se apenas
nos espectros de massas dos extratos. Portanto, faz-se necessario o processamento
de dados e o estudo dos resultados obtidos a partir de tal processamento.

A Tabela 18 apresenta o numero de formulas atribuidas para a classe O2 apds o

tratamento dos dados pelo software Composer.

Tabela 18. Numero de formulas atribuidas e recuperacao relativa das fragcbes de metanol e

metanol acidificado do extrato da metodologia utilizando o sorvente C8.

Identificagao N° de formulas Recuperagao relativa (%)
atribuidas
Pd. Sigma 55 -
C8 — MeOH —pH 2 44 80,00
C8 — MeOH/AF —pH 2 35 63,64
C8 —MeOH —-pH 7 31 53,36
C8 — MeOH/AF —pH 7 36 65,46

Analisando-se os resultados apresentados na Tabela 18 é possivel concluir que
em nenhuma das metodologias houve a extracdo completa dos compostos presentes
na solugcdo Padrdo Sigma. No entanto, nota-se que em 3 extragbes o indice de
recuperacao relativa passou de 60%, e na extracdo da solucdo em pH2 utilizando
MeOH esse indice alcangou os 80% de recuperagao. Ressalta-se que recuperacéao foi
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calculada tendo como base as 55 féormulas atribuidas para o Padrdo Sigma como
100%, e entao se realizou o calculo de proporcionalidade.

A partir do numero de espécies que foram atribuidas aos extratos e para auxiliar
na interpretacéo dos dados, construiu-se o diagrama de Venn presente na Figura 41.

pH 2

pH7

_MeOH/AF  Pd.Si

__MeOH/AF

Figura 41. Diagrama de Venn do numero de formulas atribuidas no processamento de dados
dos espectros ESI(-)-Orbitrap-MS dos extratos da metodologia utilizando o sorvente C8 com as

amostras depH2e pH 7.

Analisando-se a Figura 41, é possivel perceber que a maioria das espécies
estdo presentes na intersegéo dos trés extratos, tanto nos extratos da solugao de pH 2
quanto nos extratos da solugdo de pH 7. No entanto, observa-se que em ambas as
extracbes ndo foi possivel recuperar algumas espécies que estavam presentes no
Padrao Sigma, desta forma, se faz necessaria a identificagao de tais espécies, a fim de
se tragar um perfil de possiveis interagcdes dessas espécies com o sorvente, fato que
possivelmente contribuiu para a sua retengao na fase sodlida.

Dessa forma, a Tabela 19 apresenta as espécies nao identificadas nos extratos

e seus valores de DBE.
Tabela 19. Tabela contendo as férmulas e valores de DBE das espécies nao identificadas nos

extratos das solugdes de pH 2 e pH 7 da extragao utilizando a fase solida C8 (continuagao)

Presenca pH Presenca pH Presenca

Espécie DBE

2 7 Sigma
C6H1002 2 Sim Nao Sim
C6H1202 1 Sim Nao Sim
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Tabela 19. Tabela contendo as férmulas e valores de DBE das espécies nao identificadas nos

extratos das solucdes de pH 2 e pH 7 da extragao utilizando a fase sélida C8 (conclusao)

Presenca pH Presenca pH Presenca

Espécie DBE
2 7 Sigma

C7H60O> 5 Sim Néo Sim
CgH140, 2 Sim Nao Sim
C10H1602 3 Sim Sim Sim
C11H1402 5 Sim N&o Sim
C12H1602 5 Sim N&o Sim
C13H1802 5 Sim N&o Sim
C13H2002 4 Sim Nao Sim
C14H2002 5 Sim Nao Sim
C15H2202 5 Sim Sim Sim
C16H2402 5 Sim N&o Sim
C17H2602 5 Nao Sim Sim
C18H3602 1 Sim Sim Sim
C1sH3202 3 N&o Néo Sim
C1sH2802 5 Nao N&o Sim
C20H340> 4 Nao Nao Sim

A partir das analises das espécies nao identificadas nos extratos, € possiel
perceber uma relagao entre os valores de DBE e a sua retencdo na fase sodlida, uma
vez que ha ocorréncia de maior retencao das espécies de DBE 5 na solucédo de pH 5,
se tratando das espécies aromaticas e nafténicas. Além disso, é possivel notar, que
mesmo em menor quantidade, ha também a retengcdo de algumas espécies com
valores de DBE 1, 2, 3 e 4. Esses resultados indicam que possivelmente ha pouca ou
nenhuma interacado dessas espécies com o solvente de eluigdo, nesse caso o MeOH e
MeOH/AF
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4.3.1.2 Extracdo com a fase solida C18

Assim como na extracdo da metodologia anterior, a extragcdo utilizando o
sorvente C18 também foi realizada iniciando-se a eluicdo com metanol, e em seguida,
uma segunda fragdo foi eluida utilizando-se metanol/acido férmico 9:1 (v/v). A Figura
42 apresenta a comparagao dos espectros de massas do Padréo Sigma e das fragdes

do extrato.
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Figura 42. Comparacgao dos espectros de massas obtidos por ESI(-)-OrbitrapMS do Padrao
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Sigma, do extrato eluido com metanol, e do extrato eluido com metanol/acido férmico 9:1 (v/v)

para as extracdes em pH 7 e pH 2 utilizando a fase sélida C18.

Analisando a Figura 42, observa-se nitidamente que o espectro de massas do
extrato de MeOH para a solugao de pH 2 foi o que apresentou a maior semelhanca em
relagdo ao Padrdo Sigma, por outro lado, nota-se que o espectro de massas do extrato
de MeOH/AF para a mesma solugao apresentou poucos picos perceptiveis, 0 que pode
ser explicado pelo fato dessa extracdo ocorrer de forma sequencial. Além disso, os
espectros de massa para os dois extratos da solucdo de pH 7 apresentam picos com
baixa intensidade, porém, semelhantes aos picos de m/z observados no Padréo Sigma.

Para uma analise mais especifica € necessario o tratamento de dados, dessa
forma, os espectros de massas foram processados pelo software Composer a fim de
fornecer informagdes mais especificas.

Dessa forma, a partir do processamento de dados, foi possivel construir a
Tabela 20, a qual apresenta o numero de férmulas atribuidas para a classe O2 apds o
tratamento dos dados pelo software Composer.

Tabela 20. Numero de formulas atribuidas e recuperacao relativa das fragcbes de metanol e

metanol acidificado do extrato da metodologia utilizando o sorvente C18

Identificagao N° de formulas Recuperacgao relativa (%)
atribuidas
Pd. Sigma 55 -
C18 — MeOH - pH 2 46 83,63
C18 — MeOH/AF — pH 2 31 56,36
C18 —=MeOH —-pH 7 42 76,37
C18 — MeOH/AF —pH 7 39 70,91

Analisando-se os resultados apresentados na Tabela 20 conclui-se que em
nenhuma das metodologias houve a extragdo completa dos compostos presentes na
solugédo Padrao Sigma. Todavia, o extrato de MeOH da solug&o de pH 2 apresentou 46

férmulas atribuidas, numero préximo ao encontrado no Padrdao Sigma, portanto, pode-
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se inferir que esse solvente tem uma boa interacdo com as espécies acidas adsorvidas
na fase soélida C18. Em relacao ao extrato de MeOH/AF ter apresentado baixo indice
de recuperagao vai de acordo com o esperado, ja que a extragdo ocorre de forma
sequencial. Além disso, nota-se que houve uma recuperagao relativa satisfatéria para a
solugao de pH 7, ja que em ambos extratos esse indice passou de 60%. Ressalta-se
que recuperagao foi calculada tendo como base as 55 formulas atribuidas para o
Padréo Sigma como 100%, e entéo se realizou o calculo de proporcionalidade.

A partir do numero de espécies que foram atribuidas aos extratos e para auxiliar

na interpretacdo dos dados, construiu-se o diagrama de Venn presente na Figura 43.

MeOH MeOH

Figura 43. Diagrama de Venn do numero de formulas atribuidas no processamento de dados
dos espectros ESI(-)-Orbitrap-MS dos extratos da metodologia utilizando o sorvente C18 com
as amostras de pH 2 e pH 7.

Assim como nos resultados anteriores, a partir da analise da Figura 43, é
possivel perceber que a maioria das espécies estao presentes na intersecao dos trés
extratos, tanto nos extratos da solugdo de pH 2 quanto nos extratos da solugado de pH
7. Atenta-se ainda que na intersecdo do extrato de MeOH com o Padrao Sigma na
solugao de pH 2 houve a presenga de um numero significativo de espécies, fato que se
€ esperado, visto que a extracdo sequencial se inicia com o solvente MeOH. Assim
como ocorreu anteriormente, observa-se que em ambas as extragbes nao foi possivel

recuperar algumas espécies que estavam presentes no Padrdo Sigma, entdo é
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necessario a identificacdo das espécies nao extraidas para tentar entender o que pode
ter ocorrido.

Dessa forma, a Tabela 21 apresenta as espécies nao identificadas nos extratos
e seus valores de DBE.

Tabela 21. Tabela contendo as férmulas e valores de DBE das espécies nao identificadas nos

extratos das solugbes de pH 2 e pH 7 da extragao utilizando a fase sélida C18

Presenca pH Presenca pH Presenca

Espécie DBE
2 7 Sigma

CesH1002 2 N&o Néao Sim
CeH1202 1 Néo Néao Sim
C7H60O> 5 N&o N&o Sim
C7H440, 1 Nao Sim Sim
CsH1602 1 Sim Néao Sim
C11H1402 5 Sim Néao Sim
C12H1602 5 Sim Nao Sim
C16H320- 1 Nao Nao Sim
C16H2402 5 N&o Sim Sim
C18H3602 1 Néo Sim Sim
C19H340> 3 Sim Nao Sim
C19H360 2 Sim Nao Sim
C20H340> 4 Néo Néao Sim

Diferente dos resultados apresentados anteiormente, na extragao utilizando a
fase solida C18 houve uma menor quantidade de espécies nao identificadas, o que
pode indicar uma melhor eficiéncia de extragdo. Além disso, percebe-se que algumas
das espécies nao identificadas na metodologia utilizando o sorvente C8, também nao
foram identificadas na metodologia utilizando o sorvente C18, o que poderia indicar que
tais espécies possuem maior afinidade com a fase solida. Outro fato que diverge dos
resultados anteriores € a menor presenga de compostos de valor de DBE 5, sendo que

na extracao utilizando C8 houve maior presenca de compostos de DBE 5. A auséncia
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desses compostos nos extratos pode indicar que ndo ha interacdo suficiente entre os
compostos e os solventes de eluicdo nesse caso o MeOH e MeOH/AF.
4.3.1.3 Extragao com a fase solida APS
Outra metodologia abordada nesse estudo consistiu na utilizagdo do sorvente
aminopropil silica (APS) como fase sélida. Diferente das metodologias apresentadas
anteriormente, o APS é um sorvente polar, constituindo uma fase sélida polar e que

atua com mecanismo de troca idnica, no experimento apresentado a elui¢do ocorreu

com diclorometano.
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Figura 44. Comparagao dos espectros de massas obtidos por ESI(-)-OrbitrapMS do Padrao
Sigma, do extrato eluido com diclorometano para as extragdes em pH 7 e pH 2 utilizando a
fase sélida APS
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A Figura 44 apresenta os espectros de massas dos extratos obtidos utilizando a
metodologia APS e o espectro de massas do Padrdo Sigma. Analisando-se o0s
espectros, observa-se uma similaridade nos perfis, indicando que houve a extragao de
algumas das espécies de ANs presentes no Padrao Sigma.

No entanto, para a avaliacdo das extragdes, € necessaria a analise dos dados
processados. A Tabela 22 apresenta o numero de formulas atribuidas para o extrato de

ANs e para o Padréo Sigma.

Tabela 22. Numero de férmulas atribuidas e recuperagéo relativa dos extratos da metodologia

utilizando o sorvente APS

Identificagao N° de formulas atribuidas Recuperagao relativa (%)
Pd. Sigma 55 -
APS —DCM —pH 2 28 50,90
APS —DCM —pH 7 26 47,27

Observa-se que para a metodologia utilizando o sorvente APS, o numero de
férmulas atribuidas apresentou uma inclinagdo negativa se comparado com os
numeros de formulas atribuidas para as metodologias anteriores. Apesar da
similaridade nos perfis dos espectros de massas, o numero de espécies atribuidas
obtidas apds o processamento de dados néo apresentou resultados satisfatorios.

Um dos possiveis motivos para a recuperacgao relativamente baixa na extragao
dessa metodologia € a utilizagdo do solvente diclorometano, apesar de ser um solvente
apolar, existe a possibilidade de que nao tenha sido o capaz de eluir todas as espécies
adsorvidas no sorvente. Outra possibilidade € a de que a agua tenha eluido algumas
espécies, durante o processo de lavagem para a retirada de sal. Uma terceira
possibilidade para a baixa recuperacdo é a pouca interagdo dos analitos com o
sorvente, existindo a possibilidade de ndo adsor¢do com o sorvente no momento da
insercdo da amostra no cartucho. O experimento foi repetido com a finalidade de se
detecar a causa da baixa recuperacdo e os resultados posteriores apresentarao

algumas possiveis justificativas para esse resultado insatisfatério.
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4.3.1.4 Extragcado com a fase sélida ENV+

Uma das metodologias abordadas nos resultados anteriores e que apresentou
bons indices de recuperagao foi a metodologia utilizando a fase sélida ENV+, portanto,
nos resultados a seguir serdo apresentados alguns indices sobre a eficiéncia da
metodologia com a solugdo Padrdo Sigma. O sorvente da ENV+ € um copolimero de
poliestireno-divinilbenzeno, portanto, o mecanismo de atuacdo desse cartucho se
baseia em um mecanismo de fase reversa. Sabendo disso, o solvente de eluigdo
utilizado para tal metodologia é o diclorometano.

A Figura 45 apresenta os espectros de massas dos extratos obtidos em

comparagao com o espectro de massas do Padrao Sigma.
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Figura 45. Comparagao dos espectros de massas obtidos por ESI(-)-OrbitrapMS do Padrao
Sigma, do extrato eluido com diclorometano para as extragdes em pH 7 e pH 2 utilizando a
fase sélida ENV+.
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Analisando-se a Figura 45 observa-se a semelhanga nos padrées de varios
picos de m/z do espectro do extrato e do Padrao Sigma, o que significa indicativos de
uma boa extragdo de algumas espécies de ANs presentes no padrao.

Entretanto, para se ter uma analise a eficiéncia de recuperacdo das espeécies, €
necessario analisar os dados apds o processamento dos espectros de massas. A
Tabela 23 traz os dados referentes ao numero de formulas atribuidas para o extrato de
ANs da metodologia ENV+.

Tabela 23. Numero de férmulas atribuidas e recuperagéo relativa dos extratos da metodologia

utilizando a fase solida ENV+

Identificagao N° de formulas atribuidas Recuperagao relativa (%)
Pd. Sigma 55 -
ENV+ - DCM - pH 2 48 92,72
ENV+—-DCM —-pH 7 42 76,36

A partir da analise dos resultados apresentados na Tabela 23 conclui-se que em
nenhuma das metodologias houve a extragdo total dos compostos presentes na
solugdo Padrdo Sigma. Entretanto, o extrato da solugdo de pH 2 apresentou 51
férmulas atribuidas, dentre as metodologias estudas até agora este foi o0 maior numero
de férmulas atribuidas, proximo ao encontrado no Padrdo Sigma, portanto, pode-se
inferir que essa metodologia de extracdo € a mais eficiente entre as metodologias
estudadas até o momento. Esse fato pode indicar que o solvente tem uma boa
interagdo com as espécies acidas adsorvidas na fase solida ENV+. Além disso, nota-se
que também houve uma recuperacao relativa satisfatéria para a solugdo de pH 7, no
qual o indice de recuperagcdo do extrato foi superior a 70%. Os resultados obtidos
nessa metodologia vao de acordo com os resultados apresentado anteriormente
utilizando a fase solida ENV+, na primeira parte do trabalho.

A partir do numero de espécies que foram atribuidas aos extratos e para auxiliar

na interpretagdo dos dados, construiu-se o diagrama de Venn presente na Figura 46.
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Pd. Sigma pH 2 Pd. Sigma pH7

ENV+ - DCM

ENV+ - DCM

Figura 46. Diagrama de Venn do numero de formulas atribuidas no processamento de dados
dos espectros ESI(-)-Orbitrap-MS dos extratos da metodologia utilizando a fase sélida ENV+

com as amostrasde pH 2 e pH 7.

A partir da analise da Figura 46, observa-se um resultado satisfatorio para o
extrato da solugéo de pH 2, na qual apenas 7 espécies nao foram identificadas. Ja para
o extrato da solugdo de pH 7, 13 espécies nao foram identificadas. Vale ressaltar que
dentre as cinco metodologias de extragdo estudadas, a metodologia utilizando a fase
solida ENV+ e o solvente DCM extraiu o maior numero de espécies da solugdo de pH
2.

A Tabela 24 apresenta as espécies de acidos que nao foram identificadas nos

extratos.

Tabela 24. Tabela contendo as férmulas e valores de DBE das espécies nao identificadas nos

extratos das solucdes de pH 2 e pH 7 da extragao utilizando a fase sélida ENV+ (continuagéo)

Presengca pH Presengca pH Presencga

Espécie DBE
2 7 Sigma

CsH1002 2 Sim Nao Sim
CsH120- 1 Sim Nao Sim
C7HgO> 5 Nao Nao Sim
C7H140> 1 Sim Nao Sim
C11H1402 5 Sim Nao Sim
C12H1602 5 Sim Nao Sim
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Tabela 24. Tabela contendo as formulas e valores de DBE das espécies nao identificadas nos

extratos das solucdes de pH 2 e pH 7 da extragao utilizando a fase sélida ENV+ (conclusao)

Presenca pH Presenca pH Presenca

Espécie DBE
2 7 Sigma

C13H2002 4 Nao Sim Sim
C15H2202 5 Nao Sim Sim
C16H3202 1 Sim Néo Sim
C16H2402 5 Néo Sim Sim
C1gH2802 5 Sim Nao Sim
C19H3202 4 Sim Néo Sim

Nota-se que algumas das espécies nao identificadas nesses extratos coincidem
com as espécies nao identificadas nos extratos anteriores, fato que pode ser
considerado, uma vez que possivelmente essas espécies nao estdo sendo extraidas,
ou estdo sendo eluidas na agua de lavagem. No entanto, ao se comparar os resultados
obtidos nessa metodologia com os resultados apresentados para as demais
metodologias anteriores, percebe-se que a metodologia atual foi a que apresentou
melhores resultados em relacdo ao numero total de espécies identificadas. Destaca-se
que essa metodologia utilizando a fase sélida ENV+ e a solugdo de padréao em pH 2,
extraiu espécies de menor numero de carbono, tais como as espécies C6 e C7, que

nao haviam sido extraidas nas demais metodologias.

4.3.1.5 Extracao utilizando a fase sélida Strata-X

A quinta metodologia consistiu na utilizagdo do cartucho comercial Strata-X de
fase reversa, composto por uma base polimérica de divinilbenzeno e n-vinilpirrolidona.
Como solvente extrator, foi utilizada a mistura de metanol/acido férmico 9:1 (v/v).

A Figura 47 apresenta o espectro de massas dos extratos obtidos e do Padrdo
Sigma. Observa-se similaridade nos picos de m/z apresentados nos espectros de
massas dos extratos e do Padrao Sigma, indicando que houve a extragdo de espécies

presentes no padrao, entretanto, € necessario analisar os dados apds o tratamento,
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para determinar a recuperacao relativa e demais informacdes especificas.
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Figura 47. Comparagao dos espectros de massas obtidos por ESI(-)-OrbitrapMS do Padrao
Sigma, do extrato eluido com metanol/acido férmico (9:1 v/v) para as extragcdes em pH 7 e pH
2.

A Tabela 25 apresenta o numero de formulas atribuidas para os extratos da
metodologia Strata-X apds o processamento do espectro de massas e tratamento dos
dados.

Analisando-se a Tabela 25 é possivel notar que em nenhuma das metodologias
houve a extragcdo completa dos compostos presentes na solugdo Padrdo Sigma.
Também é possivel notar que o extrato da solugao de pH 2 apresentou mais formulas
atribuidas que o extrato da solugcédo de pH 7, o que corrobora com os resultados

anteriores.
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Tabela 25. Numero de formulas atribuidas e recuperacgao relativa dos extratos da metodologia

utilizando a fase solida Strata-X

N° de formulas

Identificagao Recuperacao relativa (%)
atribuidas
Pd. Sigma 55 -
Strata-X — MeOH/AF — pH 2 37 67,27
Strata-X — MeOH/AF — pH 7 33 60,00

A partir dos dados obtidos pelo processamento dos espectros de massas foi

possivel construir o diagrama de Venn apresentado na Figura 48.

Pd. Sigma pH 2 Pd. Sigma

Strata-X - MeOH/AF Strata-X - MeOH/AF

Figura 48. Diagrama de Venn do numero de férmulas atribuidas no processamento de dados
dos espectros ESI(-)-Orbitrap-MS dos extratos da metodologia utilizando a fase soélida Strata-X

com as amostrasde pH2 e pH 7.

Ao se analisar a Figura 48, & possivel perceber, que assim como na
metodologia utilizando a fase sélida APS, ndo houve uma extragao eficiente, tendo em
vista que das 55 espécies, 18 nao foram identificadas no extrato da solugéo de pH 2 e
22 nao foram identificadas no extrato da solucéo de pH 7.

Assim como mencionado anteriormente, um dos possiveis motivos para a

recuperacgao relativamente baixa na extragdo dessa metodologia € a possibilidade de
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que a agua tenha eluido algumas espécies, durante o processo de lavagem para a
retirada de sal. Outra possibilidade para a baixa recuperacao é a pouca interacdo dos
analitos com o sorvente, existindo a possibilidade de ndo adsor¢do com o sorvente no

momento da inser¢cdo da amostra no cartucho.
4.3.2 Identificagao de problemas nas extracdes

Como mencionado anteriormente, testes foram realizados a fim de se ter
conhecimento dos possiveis motivos que resultaram na baixa recuperacdo das
metodologias utilizando as fases solidas APS e Strata-X, apresentadas anteriormente
no item 4.3.1. Dentre esses testes, o primeiro a ser realizado foi a verificagdo da agua
proveniente da lavagem para a remogéao de sal. Durante as extragdes anteriores, essa
agua era descartada e eram coletadas apenas as fragdes dos extratos, no entanto,
foram realizadas novas extragdes, seguindo as mesmas metodologias, e entao coletou-
se a agua proveniente da lavagem dos cartuchos.

As fragbes contendo a agua foram tratadas da mesma forma que as fragdes
contendo os extratos, foram secadas e entdo redissolvidas em metanol a uma
concentragdo de 0,001 mg.mL™ e analisadas por ESI(-)-Orbitrap-MS.

A Figura 49 apresenta os espectros de massas ESI(-)-Orbitrap-MS para as
aguas de lavagem da extragdes utilizando as cinco metodologias supracitadas no item
4.3.1.

Analisando a Figura 49 é possivel perceber que ha a presenga de espécies
acidas na agua de lavagem, principalmente no espectro de massas do extrato da
metodologia APS, o que justifica a sua baixa receuperagdo em relagdo a eluicdo
utilizando o solvente diclorometano. E possivel perceber também que foi identificadas
diversas espécies acidas para a agua de lavagem da metodologia utilizando a Strata-X,
o que também explicaria a sua baixa recuperagéo.

Além disso, encontra-se em menor quantidade picos m/z referentes aos acidos
nos demais espectros. Além disso, observa-se que a espécie presente na m/z 255.23
referente ao acido hexadecandico ou acido palmitido (C4H3202) apresenta maior

intensidade se comparado as demais espécies.
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A partir dos espectros de massas € possivel obter dados mais especificos,
principalmente em relagdo ao numero de espécies identificadas nos extratos, como

também as suas féormulas moleculares.
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Figura 49. Espectros de massas obtidos por ESI(-)-OrbitrapMS da agua de lavagem das
metodologias APS, ENV+, C8, C18 e Strata-X.

A Tabela 26 apresentam as informacdes relativas ao numero de espécies de
acidos indentificadas em cada agua de lavagem, bem como sua recuperagdo em

relacdo ao numero total de espécies identificadas no Padrao Sigma.
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Tabela 26. Numero de férmulas atribuidas e recuperagao relativa da agua de lavagem das
metodologias APS, ENV+, C8, C18 e Strata-X

N° de formulas

Identificacao o Recuperacgao relativa (%)
atribuidas

Pd. Sigma 55 -

Agua Lav. — APS 48 87,30
Agua Lav. — ENV+ 34 61,80
Agua Lav. — C8 37 67,30
Agua Lav — C18 35 63,60
Agua Lav — Strata-X 42 76,60

Os resultados obtidos pela analise da agua de lavagem das metodologias foram
importantes para se chegar ao motivo da baixa recuperacdo das metodologias usando
as fases sélidas APS e Strata-X. Nao obstante, percebeu-se que também ha a eluicao
de algumas espécies de acidos nas metodologias ENV+, C8 e C18.

Baseando-se nesses resultados, optou-se por eliminar a etapa de lavagem nas
metodologias de extragdo em fase sélida. No entanto, devido a presencao de sal nas
amostras, foi necessario algumas abordagens que pudessem remover esse sal. Uma
dessas abordagens foi a secar todo o extrato, e apds seco resuspender com
diclorometano, que por ser um solvente apolar, ndo foi capaz de dissolver os sais
presentes no extrato. Apds resuspendido, a a solugcdo de diclorometano contendo as

espécies acidas foi secada novamente, e por fim, obteve-se o extrato seco.

4.3.3 Otimizag&do das metodologias de extragao em fase sélida

Nesta ultima parte do trabalho, procedeu-se com a otimizagdo das metodologias
apresentadas no item 4.1 realizando-se a extragdo da AP de codigo 2020-005312-43.
Para isso, alguns testes foram realizados. Um dos testes realizados foi a variagdo do
pH de extacdo, conforme apresentado no item 4.3.1, onde estabeleceu-se, a partir dos

resultados, que o melhor pH para a extracdo dos ANs era o pH 2, conforme relatado na
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literatura. Além disso, indentificou-se problemas quanto a etapa de lavagem, na qual
estava sendo eluidas algumas espécies de acidos nafténicos na agua de lavagem,
dessa forma, optou-se por nao realizar esta etapa. Por ultimo, os resutados que seréo
apresentados levardo em conta os solventes de eluigdo, tal qual a sua quantidade
utilizada nas extracdes.

Para se analisar a quantidade de solvente necessario para a eluicdo das
espéceis, foram realizados dois tipos de extragdes, na primeira leva de extracdes
utilizou-se 10 mL de cada solvente e obteve-se somente uma fracdo. Ja para a
segunda leva, utilizou-se 10 mL do solvente, caracterizando-se a primeira fracédo e logo
em seguida, realizou-se outra eluicdo com 10 mL do solvente, sendo classificado como
segunda fragao.

Apods a eluicao os extratos foram secos, e como ndo passaram pela etapa de
lavagem durante a extracdo, estes extratos foram resuspendidos com o solvente
diclorometano, a fim de se solubilizar somente as espécies acidas do extrasto, e reter o
sal proveniente da amostra de AP.

Para a obtengao dos resultados, partindo-se dos extratos preparou-se solucdes
na concentragao de 0,001 mg.mL'1 e entdo analisou-se essas solugdes, obtendo-se
assim os espectros de massas referentes a cada extrato. Apds o processamento dos
espectros de massas, obteve-se informagdes referentes ao numero de espécies de
acidos idenfiticadas em cada extrato, e a partir desse numero, determinou-se o volume
de solvente e/ou o numero de fragcdes necessarias para a eluicio das espécies acidas.

A Tabela 27 apresenta o numero de formulas atribuidas para cada extrato da

primeira etapa de extragao, apds o processamento dos espectros de massas.
Tabela 27. Numero de férmulas atribuidas nas classes 02, O3 e 04, obtidas pelo
processamento dos espectros de massas por ESI(-)-Orbitrap-MS para as metodologias

apresentadas na otimizagao (continuagéo)

Numero de férmulas atribuidas
Identificagao Classe 02 Classe O3 Classe 04 Total
Cis— DCM 38 - - 38
Cis—IPA 45 31 28 104
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Tabela 27. Numero de férmulas atribuidas nas classes 02, O3 e 04, obtidas pelo
processamento dos espectros de massas por ESI(-)-Orbitrap-MS para as metodologias

apresentadas na otimizagao (conclusao)

Numero de formulas atribuidas

Identificacao Classe 02 Identificagao Classe 02 Total
ENV - DCM 40 5 - 45
ENV - IPA 74 54 47 175
STX-DCM 37 - 25 62
STX-1PA 30 - 6 36
HLB — DCM 34 - 5 39
HLB - IPA 49 13 25 87

Tendo-se como base a Tabela 27, é possivel observar informagdes referentes
ao numero de espécies identificadas para cada extrato. Primeiramente, tem-se a
extracao utilizando a fase solida C18, é possivel observar que na extracao utilizando 10
mL de diclorometano houve a identificacdo de apenas 38 espécies, sendo essas
espécies somente da classe 02, o que pode indicar baixa interacao do solvene extrator
com as espécies adsorvidas na fase. J&a ao se verifcar os resultados da extragao
utilizando 10 mL de isopropanol, percebe-se que houve a identificacido de 104 espécies
no extrato, sendo um numero de espécie duas vezes maior do que o observado na
extracdo com diclorometano. Sendo assim, para essa fase sélida, & preferivel a
utilizagao do solvente isopropanol, pois este foi capaz de extrair um numero superior de
espécies de acidos.

O mesmo acontece na extracéo utilizando a fase solida ENV (ENV+ + C8), 10
mL de diclorometano foi capaz de extrair apenas 40 espécies da classe O2 e 5
espécies da classe O3. Ja para a mesma fase sdlida utilizando o solvente isopropanol,
identificou-se 74 espécies da classe 02, 54 espécies da classe O3 e 47 espécies da
classe 04, totalizando 175 espécies identificadas no extrato. Assim como apresentado
anteriormente, para essa fase sodlida nessas condigdes de extragdo, € preferivel a
utilizagcao do solvente isopropanol.

Para a extracdo utilizando a fase sélida Strata-X, observa-se o oposto do que foi
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observado nas extragcdes apresentadas anteriormente. Nessa extracdo o solvente
diclorometano foi o mais eficaz na extracdo das espécies acidas, visto que no extrato
obtido com diclorometano identificou-se 37 espécies da classe O2 e 25 espécies da
classe 04, totalizando 62 espécies de acidos. Por outro lado, no extrato obtido com o
isopropanol, identificou-se 30 espécies da casse O2 e apenas 6 espécies da classe O4.
Portanto, para essa fase soélida nessas condigdes de extracao, é preferivel a utilizacéo
do solvente diclorometano.

Por fim, para a extracdo utilizando a fase sélida HLB, observa-se o mesmo
comportamento. O solvente diclorometano foi capaz de extrair 34 espécies da classe
02 e apenas 5 espécies da classe O4, totalizando 39 espécies. Ja no extrato obtido
pelo solvente isopropanol, identificou-se 49 espécies da classe O2, 13 espécies da
classe O3 e 25 espécies da classe 04, totalizando 87 espécies identificadas. Mediante
0 exposto, para essa fase sélida nessas condicdes de extracao, € preferivel a utilizagao
do solvente diclorometano.

A Tabela 28 apresenta o numero de férmulas atribuidas para cada extrato da
segunda etapa de extragdo, apds o processamento dos espectros de massas.

Tabela 28. Numero de férmulas atribuidas nas classes 02, O3 e 04, obtidas pelo
processamento dos espectros de massas por ESI(-)-Orbitrap-MS para as metodologias

apresentadas na otimizagao onde F1: primeira fragdo F2: segunda fragédo (continuacao)

Numero de formulas atribuidas
Identificagao Classe 02 Classe O3 Classe 04 Total

Cis— DCM - F1 35 5 - 40
Cis— DCM - F2 54 32 25 111
Cis— IPA—F1 50 31 50 131
Cis— IPA—F2 - - - -

ENV — DCM — F1 31 3 - 34

ENV — DCM — F2 57 50 27 134
ENV — IPA — F1 44 27 41 112
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Tabela 28. Numero de formulas atribuidas nas classes 02, O3 e 04, obtidas pelo
processamento dos espectros de massas por ESI(-)-Orbitrap-MS para as metodologias

apresentadas na otimizagao onde F1: primeira fragdo F2: segunda fragédo (conclusao)

Numero de féormulas atribuidas
Identificagao Classe 02 Classe O3 Classe 04 Total

ENV - IPA-F2 63 39 52 154
STX-DCM - F1 44 12 33 89
STX-DCM-F2 49 24 31 104

STX—-IPA-F1 42 11 21 74

STX—-IPA-F2 10 - 4 14
HLB — DCM - F1 35 13 21 69
HLB — DCM — F2 47 33 31 111

HLB — IPA - F1 48 29 24 101

HLB — IPA - F2 37 14 19 70

Os resultados obtidos na segunda leva de extragbes possuem informagdes
importantes acerca das metodologias utilizadas. Primeiramente, para a metodologia de
extragdo utilizando a fase sélida C18, é possivel perceber algumas divergéncias em
relacado aos resultados apresentados anteriormente. Nota-se que na primeira fragcao de
eluicdo utilizando o solvente diclorometano, o resultado apresentado foi proximo ao
resultado apresentado anteriormente, no entanto, ao se analisar a segunda fragéo
obtiida, percebe-se que esta fragdo foi responsavel pela eluicdo de grande parte das
espécies acidas, sendo que, foram identificados no segundo extrato 54 espécies da
classe 02, 32 espécies da classe O3 e 25 espécies da classe O4. Esses resultados
apresentados indicam que para uma melhor extragao, € necessario um volume maior
de solvente, levando em consideragao que apenas 10 mL de diclorometano nao foram
suficientes para a eluicdo completa das espécies, sendo necessario mais 10 mL do
mesmo solvente. Ja para a extragao utilizando o solvente isopropanol, a primeira fragao
foi responsavel pela extracdo de 131 espécies, das quais 50 sido da classe 02, 31 da
classe O3 e 50 da classe O4. Além disso, vale ressaltar que na fracdo dois ndao foram

identificadas espécies de acidos, o que pode indicar que as espécies foram eluidas na
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totalidade com apenas 10 mL de solvente.

Para a extragao utilizando a fase solida ENV (ENV+ + C8) os resultados também
foram divergentes. Na primeira fragao utilizando o solvente diclorometano, houve uma
extragdo semelhante a apresentada anteriormente, no entanto, assim como aconteceu
com a extragao utilizando a fase solida C18, a segunda fragdo apresentou um numero
elevado de espécies acidas, sendo 57 espécies da classe 02, 50 espécies da classe
O3 e 27 da classe 04, totalizando 134 espécies. Na eluicdo com o solvente
isopropanol, a primeira fragao, apesar de apresentar muitas espécies, também teve o
numero total de espécies menor do que na segunda fragdo. Este comportamento pode
ser justificado inferindo-se que apenas 10 mL de solvente n&o tiveram a forga de
eluicdo necessaria para a extragao total das espécies, sendo necessario um volume
maior de solvente. Além disso, o isopropanol foi capaz de extrair mais espécies do que
o diclorometano, portanto, € recomendado que nessas condicdes de extracao, utilize-
se o solvente isopropanol, a fim de se obter melhores resultados.

Para a extragao utilizando a fase sdlida Strata-X, os resultados apresentados
manteram-se semelhantes ao que foi apresentado anteriormente, ainda observa-se o
oposto do que foi observado nas extracdes utilizando as demais fases solidas. Na
primeira fragdo com o solvente diclorometano, houve a extragcdo de menos espécies do
que na segunda fragdo, 0 que ja se esperava, tendo em conta os resultados das
demais metodologias. No entanto, para a extragéo utilizando o solvente isopropanol, o
resultado foi o oposto, sendo que na primeira fragdo houve a eluicido de 74 espécies e
no extrato da segunda fragdo foram identificadas apenas 14 espécies. Além disso, em
numeros totais de espécies identificadas, o solvente diclorometano foi mais eficaz,
portanto, € recomendado o uso deste solvente para essas condigdes de extracio.

Por ultimo, as extracdes utilizando a fase soélida HLB também tiveram resultados
divergentes, sendo que, na primeira fragao utilizando o solvente diclorometano, houve
a extracao de poucas espécies, 69 no total, sendo 35 da classe 02, 13 da classe O3 e
21 da classe O4, assim como mostrado anteriormente, no entanto, foram identificadas
mais espécies na segunda fragdo 111 no total, sendo 47 da classe O2, 33 da classe O3
e 31 da classe O4, o que ja se esperava, conforme os resultados anteriores. Para a

eluicdo utilizando o solvente isopropanol, foram identificadas no extrato da primeira
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fragcdo 101 espécies, ja na segunda fragcao, 70 espécies. Ao se analisar de acordo com
0 numero total de espécies, o solvente diclorometano foi mais eficiente na extragao

quando se verificam as duas fragdes, portanto, para a extragdo nessas condigdes, €
recomendado o uso de diclorometano.
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5. Conclusao

Com base nos resultados apresentados no presente trabalho, péde-se apontar
que as metodologias apresentadas no grupo Ill foram mais eficientes na extragao de
ANs da amostra de AP estudada, tendo-se em vista que a totalidade das espécies
identificadas nos extratos das metodologias utilizando a fase solida ENV e HLB foram
respectivamente 269 e 324 espécies das classes 02, O3 e O4. Destaca-se ainda, que
as duas metodologias apresentadas nesse grupo, extrairam um numero significativo de
compostos da classe O3 e O4 no extrato de IPA. Para a classe O2 extraiu-se
preferencialmente compostos de DBE 1 no extrato de IPA e compostos de DBE 2 no
extrato de HEX, em ambas fases estacionarias. Além disso, observou-se nessas duas
metodologias do grupo Il a extracdo seletiva de compostos da classe 02, utilizando o
solvente HEX.

A semiquantificacdo das espécies identificadas nas extragdes da primeira parte
do trabalho mostra que de fato ha maiores concentragdes de algumas espécies em
relagdo as outras quando se utiliza determinado solvente, fato que pode ser justificado
baseando-se na interacdo do solvente especifico com a espécie em questéo.
Analisando-se as metodologias que utilizam metanol e diclorometano como solvente de
eluicdo, é possivel notar que o solvente metanol extrai preferencialmente compostos
com valores de DBE 2, enquanto o solvente diclorometano extrai preferencialmente
compostos com valores de DBE 1. Além disso, os extratos eluidos com hexano
apresentaram altas concentracdes de espéices de DBE 2, indicando uma preférencia
dessas espécies por este solvente.

Em uma analise geral, pode-se concluir que os compostos com valores de DBE
1 e 2 foram majoritariamente extraidos, especificamente compostos com baixo numero
de carbono, variando-se de 6 a 11 carbonos.

Além disso, € possivel perceber que as extragbes sequenciais utilizando um
gradiente de polaridade na fase mével apresentaram resultados mais satisfatérios, em
relacdo as metodologias de extragées que aplicaram somente um solvente extrator.
Outro fato a ser destacado € a alta concentracdo de compostos de DBE 2 em

praticamente todos os extratos, especificamente os compostos com formula molecular
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C7H1202, CgH1402, CoH160, C10H1802 € C11H200x.

Nos experimentos de testes de metodologias, algumas das fases sélidas
apresentaram baixa recuperacdo das espécies extraidas, fato que chamou atencao.
Apos alguns experimentos de EFS ficou constatado que as espécies acidas foram
identificadas na agua de lavagem, utilizada na etapa de retirada de sal do cartucho.
Mediante a identificacdo desses problemas, decidiu-se interromper essa etapa de
lavagem, a fim de preservar o maior numero de espécies acidas a serem eluidas pelo
solvente organico. Além disso, os resultados das extragdes utilizando-se a solugéo
Padrao Sigma no pH 2 apresentaram resultados mais satisfatérios que as mesmas
extracdes utilizando a solugao em pH 7, portanto, optou-se por continuar as seguintes
extragdes em pH 2.

Por fim, realizaram-se testes relativos ao solvente de eluicdo e a quantidade a
ser utilizada. Esses testes forneceram informagdes importantes acerca dos volumes
que devem ser utilizados na extracdo com o objetivo de proporcionar maiores
recuperagdes. Em todas as quatro metodologias estudadas, ENV, C18, HLB e Strata-X,
foi preferivel a utilizagdo de 20 mL de solvente extrator, divididos em duas fragbes de
10 mL. Além disso, é possivel notar que algumas fases sélidas performaram melhores
que outras, dessa forma classificam-se as fases soélidas conforme a eficiéncia
demonstrada nesses testes. Assim sendo, a fase solida ENV com o solvente
isopropanol foi a que apresentou melhores resultados de extragao, seguida pela fase
sélida Strata-X com o solvente diclorometano, HLB com o solvente diclorometano, e

por ultimo a fase soélida C18 com o solvente diclorometano.
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