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RESUMO

Nas ultimas décadas o consumo de pesticidas cresceu consideravelmente, devido a
necessidade de promover o controle de pragas nas lavouras, visando suprir a
demanda de produtos agricolas. Este elevado consumo associado ao emprego e ao
descarte inadequado pode levar a contaminagdo de aguas naturais e para o
consumo. Neste contexto, € essencial o monitoramento de pesticidas no ambiente.
Assim, no presente trabalho foram avaliados dois sistemas de extragédo, via
microextragao liquido-liquido dispersiva (DLLME) e microextragao liquido-liquido
homogénea (HLLME) para determinar diuron (DIU, log Ko 2,9), teflubenzuron (TFB,
log Kow 4,3), atrazina (ATZ, log Kow 2,7) e dois de seus metabdlitos: desiopropil-
atrazina (DIA, log Ko 1,1) e desetil-atrazina (DEA, log Kow 1,5) em matrizes aquosas
naturais. Ensaios preliminares revelaram melhores recuperacoes via DLLME para os
analitos mais polares, DIA e DEA, ao se adicionar diclorometano (DCM, log Koy 1,3 -
um solvente de maior polaridade), a mistura de solventes extrator:dispersor
composta por cloroférmio:acetonitrila (CLO, log Ko 2,0:ACN, log K,y -0,33). Logo, a
fim de se obter adequada polaridade da mistura de solventes na DLLME, para a
determinagcdo simultdnea dos analitos (com ampla faixa de polaridade), foi
desenvolvida uma metodologia DLLME com duplo solvente. O estabelecimento da
rotina de extragao foi investigado via modelagem de misturas para a determinagao
da melhor proporgdo entre os solventes extratores (CLO e DCM) e o solvente
dispersor (ACN), limitando a soma a 100 % em massa (1,5 g). Os ensaios foram
realizados pela extracdo de 5,00 mL de amostra aquosa fortificada com todos os
analitos, preparadas em 10 % (m/v) de NaCl. Ap6és a adicdo da mistura
CLO:DCM:ACN nas proporgdes de interesse, as amostras foram agitadas em vortex
por 30 s e centrifugadas (6 min a 4400 rpm). Em seguida, todo o extrato foi coletado,
evaporado sob fluxo de Ny, reconstituido na fase movel, e analisado por LC-DAD.
Por meio de um planejamento Simplex Lattice na regido correspondente as
melhores recuperagdes, foi possivel obter superficies de resposta significativas com
95% de confianga de acordo com a analise de variancia (ANOVA). A sobreposi¢cao
das superficies permitiu detectar a melhor proporgdo em massa entre os solventes:
47,5%:5%:47,5% (CLO:DCM:ACN). Portanto, nas condigdes otimizadas foram
empregados 481 uL de CLO, 56,6 yL de DCM e 906 pyL de ACN, garantindo
recuperacoes de 49,4 + 1,4 % para DIA, 73,2+ 1,2 % DEA, 95,1 £ 2,4 % ATZ, 94,7
2,2 % DIU e de 74,9 + 1,4 % TFB. O método foi aplicado com sucesso na analise de
amostras de aguas naturais coletadas na bacia hidrografica do rio Tibagi, no estado
do Parana, mostrando-se robusto, de acorco com o teste de Youden, preciso, com
coeficientes de variagcdo < 14 %, e exato, com desvio padrao inferior a 9 % nos
ensaios de recuperacao. Baixos limites de deteccdo foram alcangados (0,015 a
0,036 ug L'1) além de limites de quantificagcdo iguais a 0,049 ug L' para DIA, 0,014
ug L™ para DEA, 0,21 pg L™ para ATZ, 0,45 ug L™ para DIU e de 1,20 pg L™ para
TFB.

Palavras-chave: Pesticidas. Aguas naturais. Modelagem de misturas. DLLME.
LC-DAD.



ABSTRACT

In the last decades, pesticides consumption has grown considerably due to the need
of controlling pest in crops, in order to attend the growing demand for agriculture
products. The excessive consumption of pesticides, associated with their inadequate
disposal can lead to the contamination of both natural and drinking waters. In this
context, the monitoring of pesticides in the environment is essential. In the present
work two different extraction systems were evaluated, using liquid-liquid dispersive
microextraction (DLLME) and homogeneous liquid-liquid microextraction (HLLME) to
determine diuron (DIU, log Koy 2.9), teflubenzuron (TFB, log Ko 4.3), atrazine (ATZ,
log Kow 2.7) and two of its metabolites: deisopropyl atrazine (DIA, log Koy 1.1) and
desethyl-atrazine (DEA, log K, 1.5) in natural aqueous matrices. Preliminary tests
revealed better DLLME recoveries for the more polar analytes, DIA and DEA, when
dichloromethane, which is a solvent with higher polarity (DCM, log Kow 1.3), was
added to the extractor and to the disperser solvent mixture composed of chloroform:
acetonitrile (CLO, log Kow 2.0: ACN, log K,y -0.33). Therefore, to obtain the proper
polarity for the DLLME solvent mixture in the simultaneous determination of the
analytes, which present a broad polarity range, a binary solvent DLLME method was
developed. In order to determine the best ratio between the extractor solvents (CLO
and DCM) and the disperser solvent (ACN), the extraction routine was investigated
by modeling mixtures design, setting 100 % as 1.500 g. The assays were performed
by extraction of 5.00 mL of an aqueous sample fortified with all analytes, prepared in
10 % (w / v) NaCl. After addition of the CLO: DCM: ACN mixtures in the proportions
stablished by the modeling mixture design, the samples were vortexed for 30 s and
centrifuged for 6 min at 4400 rpm. Afterwards, the sedimented phase was entirely
collected, dried under a gentle flow of nitrogen, re-dissolved in the mobile phase and
analysed by LC-DAD. Simplex Lattice design performed in the region corresponding
to the best recoveries allowed achieving significant response surfaces with 95%
confidence according to the analysis of variance (ANOVA). The overlapping surfaces
permitted the detection of the best mass ratio among the solvents: 47.5%: 5%: 47.5%
(CLO: DCM: ACN). Therefore, 481 uL of CLO, 56.6 yL of DCM and 906 uL of ACN
were used under optimized conditions, guaranteeing recoveries of 49.4 £+ 1.4 % for
DIA, 73.2+1.2 % DEA, 951 £ 2.4 % ATZ,94.7 £ 2.2 % DIU e de 74,9 £+ 1,4 % TFB.
The method was successfully applied in the analysis of natural waters samples
collected in Tibagi river basin (Parana State), presenting adequate accuracy
(standard deviation lower than 9% in the recovery assays), precision (coefficients of
variation <14%), and robustness consistent with the Youden test. Low limits of
detection were achieved (0.015 to 0.036 Pg L™") in addition to limits of quantification
equal to 0.049 ug L™ for DIA, 0.014 ug L™ for DEA, 0.21 ug L™ for ATZ, 0.45 ug L™
for DIU and 1.20 ug L™ for TFB.

Key-words: Pesticides. Natural waters. Mixture design. DLLME. LC-DAD.
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1.  INTRODUGAO

Nos ultimos anos, a quimica analitica instrumental evoluiu de forma admiravel,
disponibilizando ferramentas para a determinagdo de inumeras espécies de
relevancia em concentracdes da ordem de tracos e ultra-tracos. Neste contexto é
possivel destacar as técnicas cromatograficas associadas a detectores de massa,
técnicas hifenadas de reconhecida importancia, e que nao raramente permitem a
deteccao de até fentogramas.

Embora a seletividade e a sensibilidade destas técnicas sejam dignas de
destaque, habitualmente o estabelecimento de métodos de analise requer o uso de
procedimentos de preparo de amostra, orientados a pré-concentrar os analitos e
separa-los de possiveis componentes da matriz (clean-up) que possam interferir na
analise. Com este propésito, técnicas de extracdo em fase liquida e sdlida tém sido
propostas desde o século XIX, o que faz com que atualmente exista uma grande
variedade de alternativas analiticas, aplicaveis a analise de amostras complexas.
Neste contexto, esforgos tém sido realizados para disponibilizar sistemas de
extragdo em micro-escala, objetivando principalmente, diminuir o consumo de
solventes.

Dentro do contexto dos sistemas de extragcéo por solventes, destaque deve ser
dado a microextragao liquido-liquido dispersiva (DLLME, do inglés: dispersive liquid-
liquid microextraction), técnica que tem possibilitado inumeras determinagdes de
poluentes de relevancia em matrizes ambientais.

Recentemente, grande atencdo tem sido dedicada a determinagdo de
micropoluentes organicos em matrizes ambientais e alimentos, principalmente
devido a constatacdo de efeitos adversos aos ecossistemas e a saude humana,
mesmo em concentragdes da ordem de pg L. Dentre estes poluentes é possivel
destacar farmacos, horménios e pesticidas.

O presente trabalho tem por objetivo avaliar sistemas de extragdo em fase
liguida para a determinacdo de pesticidas em amostras de aguas naturais. Os
sistemas de extracdo sdo fundamentados na técnica DLLME, introduzindo
modificagdes para operar na forma de sistemas homogéneos de extragdo. Os
pesticidas selecionados correspondem a diuron (herbicida do grupo fenil-uréia),

teflubenzuron (inseticida do grupo benzoiluréia), atrazina (herbicida do grupo das
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triazinas) e dois de seus metabdlitos: desisopropil-atrazina e desetil-atrazina,

especies de ocorréncia relatada em aguas naturais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. MICROPOLUENTES DE RELEVANCIA

O crescimento populacional e a consequente ampliacdo das atividades
industriais e agropecuarias promoveram nas Uultimas décadas um aumento
exacerbado da poluicdo ambiental, especialmente dos recursos hidricos, uma vez
que a agua é o principal dispersor de residuos associados ao despejo de esgotos
urbanos e industriais. Assim, a regulamentagdo de substancias potencialmente
téxicas ao meio ambiente e a saude tem sido uma preocupacdo das agéncias
ambientais de diversos paises (EU, 1998; BRASIL, 2005).

Neste contexto, destaca-se o monitoramento de poluentes organicos em baixas
concentragdes, usualmente na faixa de mg L™ a ng L (HILTON e THOMAS, 2003),
nas mais diversas matrizes, incluindo alimentos (PARA, 2013) e amostras
ambientais, como aguas naturais, efluentes, solos e atmosfera (SILVA e COLLINS,
2011). Esses contaminantes sao, de maneira geral, compostos de uso cotidiano, tais
como, aditivos industriais, defensivos agricolas, hormdnios esterdides e produtos
farmacéuticos (GAFFNEYA et al., 2014), dentre outras classes exemplificadas na
Tabela 1.

TABELA 1: ALGUMAS CLASSES DE MICROPOLUENTES.

Classe Exemplos
Produtos farmacéuticos
Antibidticos Sulfametazona, trimetoprima, eritromicina
Analgésicos e anti-inflamatérios Acido acetilsalicilico, codeina, ibuprofeno, diclofenaco
Drogas de uso psiquiatrico Diazepam, fluoxetina, carbamazepina, haloperidol
Reguladores lipidicos Acido clofibrico, benzafibrato, gemfibrozil
B-bloqueadores Metoprolol, atenolol, timolol
Estimulantes Cafeina
Esterdides e horménios Estrona, 17-B-estradiol, estriol, dietilestilbestrol

_ Agrotoxicos Atrazina, carbendazin, glifosato, diuron, teflubenzuron
Produtos de higiene pessoal
Fragrancias Nitropoliciclicos, macrociclicos
Protetores solares Canfora metilbenzilideno, benzofenona
Antissépticos Triclosan, clorofeno
Retardantes de chama Difeniléteres polibromados (PBDEs), bisfenol A
Aditivos industriais EDTA, sulfonados aromaticos

Fonte: (SILVA & COLLINS, 2011; BILA e DEZOTTI, 2007; MOMPELAT, LE BOT e THOMAS, 2009;
STUART et al., 2012, RODIL et al.,, 2009; CARBO et al., 2008).
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Dentro do numeroso grupo de poluentes de relevancia destacam-se os
pesticidas, que sao extensivamente utilizados na agricultura para o controle de
pragas. De maneira geral, estas espécies apresentam elevada toxicidade e
persisténcia no meio ambiente (KOIFMAN e HATAGIMA 2003), o que justifica os
esforcos dedicados ao estabelecimento de rotinas que permitam a sua quantificacao

em matrizes de interesse.

2.2. PESTICIDAS NO AMBIENTE

Nas ultimas décadas o consumo de pesticidas cresceu consideravelmente,
devido a necessidade de promover o controle de pragas nas lavouras, visando suprir
a crescente demanda de produtos agricolas. Essas substancias séo classificadas de
acordo com o0 seu emprego, sendo por exemplo os herbicidas utilizados na
prevencdo e combate de ervas daninhas, inseticidas no controle de insetos e
fungicidas para o controle de fungos. Ainda sao classificados em quatro classes, de
acordo com o potencial de periculosidade ambiental (IBAMA,1996), sendo os de
classe | altamente perigosos, classe Il muito perigosos, classe lll perigosos e os de
classe IV pouco perigosos ao meio ambiente.

Entre 2008 e 2013 o Brasil se destacou como maior consumidor mundial de
agrotoxicos (PARA, 2013; ABRASCO, 2012). Em 2011, a industria de defensivos
agricolas comercializou 1 bilh&do de litros de produtos, o que corresponde a 5,2 litros
por habitante. Em 2013 esse valor ja havia aumentado para 7,3 litros por habitante
(TYGEL, 2015).

Segundo o Boletim de Comercializagdo de Agrotoxicos e Afins divulgado pelo
IBAMA (2013), entre 2009 e 2012 a atrazina e carbendazim permaneceram entre os
dez ingredientes ativos mais comercializados no pais, enquanto o diuron esteve
entre os dez primeiros nos anos de 2010 e 2012. Ainda segundo o relatorio do
IBAMA, em 2012 o estado do Parana consumiu 55.113,12 toneladas de pesticidas,
das quais 290 ton correspondiam a ativos de classe |. A elevada comercializacéo fez
com que o Parana assumisse a terceira posicdo no mercado de agrotoxicos do pais
entre 2010 e 2012. A atrazina contribui significativamente para este consumo, e se
consagrou entre os dez ativos mais vendidos no Parana entre 2013 e 2014. O
Teflubenzuron também se destaca, sendo o 5° ativo mais comercializado no estado
em 2014 (SIAGRO).
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Dentre as diferentes classes de pesticidas comercializadas no Brasil, os
herbicidas foram os mais utilizados entre os anos de 2009 e 2012, seguidos pelos
fungicidas e inseticidas (IBAMA, 2013). Isso se reflete na agricultura paranaense,
sendo que em 2015 estas trés classes corresponderam a 80,49 % dos ativos
comercializados no estado (SIAGRO).

O elevado consumo associado a aplicagcdo de excessos desnecessarios na
produgdo, ao uso indevido em culturas n&do autorizadas, bem como, a destinacao
final inadequada dos residuos de lavagem das embalagens, podem levar a diversas
consequéncias para o meio ambiente. Dentre elas é possivel destacar o descontrole
populacional de insetos polinizadores, o aumento da resisténcia de pragas, o
surgimento de pragas secundarias devido a destruicdo de agentes naturais de
controle biolégico, bem como, a bioacumulagdo (VALICENTE, VIANA e MENDES,
2013).

O uso excessivo e o descarte inadequado podem ainda levar a contaminagao
do solo e dos recursos hidricos o que, de maneira geral, € evidenciado com maior
frequéncia nas regides de cultivo e em periodos proximos ao de aplicagdo. Contudo,
esses defensivos podem ser transportados por grandes distancias por meio de
diferentes mecanismos, com destaque para a precipitacdo de moléculas
volatilizadas através de agua de chuva, o carreamento pelo vento durante a
pulverizagdo dos ativos nas plantagdes, o deslocamento pelo escoamento de aguas
superficiais, além da possibilidade de lixiviagado até aguas subterraneas. Como
consequéncia, podem atingir organismos nao-alvo, bem como, serem
disponibilizados para o consumo humano, uma vez que, de modo geral, os
processos de tratamento de agua ndo tem como foco a remocgéo desses poluentes
(BILA e DEZOTTI, 2007).

Nesse contexto, a contaminacdo de aguas superficiais e de consumo ja vem
sendo relatada em diversos estados brasileiros, especialmente em regides de
elevada producéao agricola (ROCHA et al. 2015; MOREIRA et al., 2012; MACHADO
et al., 2016). A analise de agua da chuva nos municipios de Lucas do Rio Verde e
Campo Verde no Mato Grosso (MOREIRA et al., 2012), por exemplo, evidenciou a
contaminagao por atrazina, tanto em amostras coletadas no campo quanto nas
coletadas em regides urbanas, evidenciando o transporte pelo vento de pesticidas

volatilizados.
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Apesar dos efeitos da exposigcdo a baixas concentragcées de pesticidas ainda
serem alvos de investigacao, esses ativos se enquadram na classe das substancias
desreguladoras enddcrinas, que podem atuar mimetizando horménios naturais,
estimulando ou inibindo seus efeitos nos organismos, sendo que a exposi¢céo
continua pode estar associada ao diagnéstico de cancer e infertilidade (KOIFMAN e
HATAGIMA 2003). Alguns pesticidas podem ainda levar a disturbios neuroldgicos e
psiquiatricos (ARAUJO et al., 2007), além de abortos espontaneos e malformacdes
congénitas (ROJAS et al., 2000).

Em funcdo destes antecedentes, a Resolugcdo CONAMA n. 357/2005 (BRASIL,
2005) e a Portaria do Ministério da Saude 2914/2011 (BRASIL, 2011) regulamentam
os limites de pesticidas em aguas no Brasil. De acordo com estas resolugdes o teor
maximo permitido para atrazina em aguas para o consumo é de 2 g L', e de 90 pg
L' para o diuron. Contudo nem todos os pesticidas de uso liberado s&o
contemplados pelos o6rgdos competentes, ao mesmo tempo em que o
monitoramento de aguas naturais e de consumo ainda € bastante escasso. Quando
nao ha limites estabelecidos pela legislagédo brasileira utilizam-se os parametros
definidos pela Unido Européia (EU, 1998), que estabelece o maximo de 0,1 ug L™
para pesticidas individuais e de 0,5 ug L™ para a quantidade total de pesticidas em
aguas para o consumo (CARBO et al., 2008; DELLAMATRICE e MONTEIRO, 2014).

Portanto, é evidente a necessidade de monitorar pesticidas no ambiente, sendo
essencial o desenvolvimento de metodologias que permitam quantificar baixas
concentragbes em matrizes de relevancia ambiental. Assim, énfase especial sera
dada aos pesticidas diuron (DIU), teflubenzuron (TFB) e atrazina (ATZ), bem como,
dois de seus metabdlitos desetil-atrazina (DEA) e desisopropil-atrazina (DIA).
Algumas propriedades fisico-quimicas dos analitos estdo descritas a seguir e

listadas na Tabela 2.
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TABELA 2: PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DAS ESPECIES DE INTERESSE.

. MM pPK, Sigua DT50 solo
Ativo Estrutura (g mol'1) (25°C) log Kow (mg L'1) (dias)
cl
P
ATZ )|\ _ 21568 1,7 27 35 75
HN™ N )Ni
H3C) HsC CHj
cl
NH\N
1,30-
DIA /k/)\ 17360 g5 113 670 ;
ﬂ\l N NH,
H,C
Cl
.
DEA )|\ 187,68 S0 152 3200 .
_ ’ 1,65 '
H,N" N NH
Hsc)\CH3
T
Cl NH _N_
DIU W CH; 233,09 ; 287 356 89
o
Cl
cl
F
O o F
TFB /H\ I 38111 92 456 0,02 92
Cl NH NH
F
F

Fonte: (PPDB; MELLO, LOBO e YABE, 2009; YOON et al., 2012; MILHOME et al., 2009; LOOS e

NIESSNER, 1999; PACAKOVA et al., 1996; FAO/WHO, 2016).
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A atrazina, 2-cloro-4etilamino-6-isopropilamino-1,3,5-triazina, € um herbicida
triazinico de uso pré e pds-emergéncia, empregado em culturas como as da cana-
de-agucar e do milho (ANVISA, 2009). E absorvida nas raizes se translocando até
as folhas, ou diretamente nas folhas (pds-emergéncia), inibindo a fotossintese e
levando a morte das ervas daninhas (COUTINHO et al., 2005).

A exposigao humana a ATZ pode levar a disturbios neurolégicos e reprodutivos
como a redugao da qualidade do sémen (ABASS et al., 2012; CARMO et al., 2013;
HASE et al., 2008), desregulacédo no ciclo menstrual (CRAGIN et al., 2011),
anomalias pré-natais, abortos espontaneos, e ainda apresenta possivel associagao
com o cancer de mama (SIMPKINS et al., 2011).

Outro problema associado com a presenca de pesticidas no ambiente esta
relacionado a acgado microbiolégica que pode ocasionar a degradacido do mesmo,
gerando produtos com toxicidade comparavel e até mesmo superior a de seu
precursor. A ATZ pode sofrer degradagao via processos bidticos e abidticos, sendo
que a dealquilagdo microbioldgica, por exemplo, leva a formacéo de dois de seus
metabolitos: DIA e DEA (BARCELO e HENNION, 1997). Esses compostos possuem
menor log Ko, apresentando assim maior polaridade e solubilidade em agua (Tabela
2), o que torna a contaminagao de aguas naturais ainda mais preocupante.

Milhome et al. (2009) avaliaram o potencial de contaminacdo de aguas
superficiais e subterraneas por pesticidas na regido do Baixo Jaguaribe-CE, levando
em conta suas propriedades fisico-quimicas. Segundo o estudo, a ATZ foi
classificada com alto potencial de contaminagcdo de aguas superficiais e
subterraneas. Assim, como consequéncia de suas propriedades, a ATZ é o
contaminante detectado com maior frequéncia em aguas subterraneas segundo a
Agéncia Ambiental do Reino Unido (STUART et al., 2012), além de recorrente em
ambientes aquaticos em niveis acima do estipulado pela Unido Européia, o que
levou a proibicdo de seu uso em diversos paises como Espanha, Alemanha e lItalia
(DEB, 2006).

O diuron, 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetiluréia, € um herbicida do grupo fenil-
uréia utilizado em culturas como abacaxi, algodao, banana, café, cana-de-agucar e
uva (ANVISA, 2009). Apresenta propriedades fisico-quimicas semelhantes a ATZ,
como log K,y inferior a 3 e moderada solubilidade em agua. Estas propriedades
elevam a possibilidade de contaminacdo de aguas superficiais e subterraneas, de

modo que, assim como a atrazina, o diuron € classificado como perigoso ao meio
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ambiente, classe Il (ANVISA, 2009). Um estudo desenvolvido na Unesp confirmou o
potencial cancerigeno da exposi¢cdo ao diuron em ratos, revelando aumento na
incidéncia em cancer na bexiga, mesmo em doses cinco vezes menores do que as
consideradas nocivas até entdo (CATALANO et al., 2014). Ainda, a exposi¢cao ao
diuron ja foi associada a alteragbes de comportamento em peixes dourados
(SAGLIO e TRIJASSE, 2004), bem como, a ocorrécia de deformagbdes no
crescimento de embrides de sapos (SCHUYTEMA e NEBEKER, 2004; FURTADO et
al., 2007).

O teflubenzuron, 1-(3,5-dicloro-2,4-difluorofenil)-3-(2,6-difluorobenzoil)uréia, &
um inseticida do grupo benzoiluréia empregado no controle de artrépodes e
crustaceos, com acao na biossintese de quitina. Seu modo de atuacgdo ja é um
grande indicio da toxicidade aos organismos invertebrados aquaticos nao-alvo
(SEPA, 1999). E um inseticida de aplicagéo foliar em culturas de algodzo, aveia,
batata, café, cevada, cana-de-acucar, citros, fumo, girassol, milho, soja, sorgo,
tomate e trigo (ANVISA, 2009), sendo ainda utilizado no controle de parasitas em
produgdes de peixes.

Apesar ser considerado pouco toxico ao meio ambiente, classe IV, (ANVISA,
2009), segundo lkefuti (2012) o emprego de TFB no controle parasitario de peixes
pode levar a alteragdes toxicas transitorias em brénquias, figado e rins, apesar de
nao ter sido observado efeitos em ensaios agudos. A bioacumulacdo do TFB em
peixes também pode apresentar risco ao consumidor, logo devem ser respeitadas as
dosagens estabelecidas pelos fabricantes e o periodo de caréncia da
comercializagao.

Ainda de acordo com Milhome et al. (2009) o TFB, que apresenta baixa
solubilidade em agua, bem como, log K, superior a 3, foi classificado como um
pesticida de elevado potencial de contaminagcdo do solo, sendo a lixiviagao
desfavorecida, o que implica em baixa capacidade de contaminacdo de aguas
subterraneas. O TFB apresentou potencial de contaminagdo meédio para aguas
superficiais e ja foi detectado em areas de cultivo de algoddo no municipio de
Primavera do Leste (MT) na concentracdo de 2,62 pg L™ em uma das fazendas
avaliadas. No mesmo estudo foi detectado 0,78 ug L de diuron (CARBO et al.;
2008).
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2.3. DETERMINACAO DE PESTICIDAS POR CROMATOGRAFIA A LIQUIDO

A cromatografia € uma importante técnica de separagdo de misturas, sendo
vastamente empregada na industria e em laboratérios de analise e de pesquisa, e
vem se mostrando uma essencial ferramenta para analises ambientais. Atualmente,
com o0s avangos tecnoldgicos, é possivel determinar uma gama de substancias em
um curto intervalo de tempo, seja por cromatografia a gas (GC, do do inglés “Gas
Chromatography”) ou a liquido (LC, do inglés: Liquid Chromatography), com elevada
resolucao, eficiéncia e sensibilidade.

Em se tratando de analises ambientais via cromatografia, a detecgdo por
espectrometria de massas merece destaque e vem sendo vastamente empregada
para este fim, uma vez que, além de garantir apropriada analise qualitativa, permite
alcangar limites de quantificagdo (LOQ) muito baixos, ndo raramente na ordem de ng
L™ (SILVA e COLLINS, 2011). Contudo, apesar de muito eficaz para a analise
simultédnea, este sistema de deteccdo apresenta elevado custo de aquisicdo e
manutengdo, de modo que o monitoramento de compostos organicos por LC com
deteccdo por ultravioleta (UV) se apresenta como uma alternativa menos
dispendiosa e com sensibilidade adequada para analises ambientais, permitindo
atingir muitas vezes limites de deteccdo (LOD) na ordem de pg L (SILVA e
COLLINS, 2011). Além disso, detectores UV por arranjo de diodos (DAD, do inglés
“‘Diode Array Detector”) possibilitam o monitoramento simultédneo de diferentes
comprimentos de onda, além de permitirem verificar a pureza das bandas de elui¢cao
pela comparacdo espectral com uma biblioteca, ou mesmo com o espectro de
padrdes, fornecendo maior qualidade aos resultados das analises.

Diversos estudos relatam métodos para determinagdo simultanea de
pesticidas via cromatografia a liquido de fase reversa, essencialmente
fundamentados no uso de colunas de silica C18 e diversos métodos de detecgao. As
fases moveis mais utilizadas sdo sistemas metanol:agua ou acetonitrila:agua, com
ajuste da forga cromatografica até obtengédo da separagcéo adequada das bandas de
eluicdo. A adicdo de modificadores e tampdes permite o ajuste do pH do meio,
favorecendo a existéncia de uma unica espécie do analito, preferencialmente nao
ionizada, e melhorando suas interagdbes com a fase movel e a fase estacionaria
(SILVA e COLLINS, 2011).
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Carbo et al. (2008), por exemplo, desenvolveram um método LC-DAD para a
determinacao simultédnea de oito pesticidas em aguas subterréneas de plantagdes
de algoddo no MT, incluindo diuron e teflubenzuron. Foi empregada uma coluna C18
Omnisphere (250 mm x 4,6 mm, 5 um) e eluigdo por gradiente de acetonitrila:agua,
com injecao de 10 pL, sob vazdo de 1,0 mL min™', e monitoramento em 230 nm.
Nestas condigbes foi obtida adequada separagdo cromatografica entre diuron e
teflubenzuron e tempos de retengao (tr) de 21,72 min e 36,28 min respectivamente.

Na metodologia LC-DAD estabelecida pelo departamento de alimentos e
agricultura da Califérnia (CALIFORNIA DEPT. OF FOOD & AGRICULTURE, 1998)
foi utilizada uma coluna Ultrasphere C18 (50 mm x 4,5 mm, 5 pm) e eluigédo
isocratica de acetonitrila:agua (40:60 v:v) para a determinagao de atrazina e diuron,
obtendo-se tgr de 10,30 min e 11,20 min, respectivamente. Métodos similares foram
propostos por Yoon et al. (2012) e AMARAL et al. (2014) para a determinacao de
TFB e ATZ/DIA/DEA, respectivamente, tendo sido obtidos resultados similares.

Embora a seletividade e a sensibilidade das técnicas cromatograficas sejam
dignas de destaque, a baixa concentragcdo dos analitos e a complexidade das
matrizes ambientais faz com que o preparo de amostra precedendo a analise

cromatografica seja cada vez mais frequente no monitoramento de micropoluentes.

2.4. EXTRAGAO DE PESTICIDAS EM AMOSTRAS AQUOSAS AMBIENTAIS

De maneira geral, a determinagdo de micropoluentes em matrizes de
relevancia ambiental exige o emprego de métodos de preparo de amostra, que
garantam tanto a remocéao de interferentes (clean-up) quanto a pré-concentragao e o
isolamento do analito da matriz (MADUREIRA et al., 2010).

Atualmente, diversas técnicas vém sendo empregadas para este fim (CALDAS
et al., 2011), e importante destaque deve ser dado a extragdo em fase solida (SPE,
do inglés “Solid Phase Extraction”) (BOULANOUAR et al., 2018; CAO et al.,2017),
em que os analitos sdo retidos por uma fase soélida sorvente e posteriormente
eluidos com solvente adequado. A microextracdo em fase sélida (SPME, do inglés
“Solid Phase Microextraction”) (BOUSSAHEL et al., 2002; BONANSEA, AME e
WUNDERLIN et al., 2013) € uma técnica livre de solventes, que consiste na sorgéao
dos analitos em uma fibra de silica modificada e posterior dessorgéo diretamente no

injetor da cromatografia a gas ou solubilizagdo na fase mével para analise por LC. Ja
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a extragdo sortiva em barra magnética (SBSE, do inglés “Stir Bar Sorptive
Extraction”) (MARGOUN et al., 2013; ASSOUMANI et al., 2014), &€ baseada no
mesmo principio da SPME, e um material sortivo recobre uma barra magnética.

No contexto dos sistemas de extracdo em fase liquida € possivel destacar a
extragdo liquido-liquido (LLE, do inglés “Liquid-Liquid Extraction”), técnica que
consiste, de maneira geral, na extracdo de um soluto de uma fase liquida (aquosa)
por outra fase liquida imiscivel (organica) capaz de interagir com o soluto, sendo o
processo regido pelo coeficiente de particdo do analito entre as duas fases. A LLE
apresenta baixa seletividade, emprega grandes volumes de solventes orgéanicos (o
que pode limitar o fator de pré-concentragéo) e ainda apresenta certa dificuldade na
separacao das fases, especialmente em sistemas em que sdo geradas emulsdes.
Em fungado disto, nos ultimos anos houve um grande interesse em estabelecer
rotinas miniaturizadas e alternativas a LLE, como a microextracdo em fase liquida
(LPME, do inglés “Liquid Phase Microextraction) (PINTO et al., 2010), a
microextracdo em fase liquida com fibra oca (HF-LPME, do inglés “Hollow fiber-
based liquid phase microextraction”) (PAYAN et al., 2011), a microextracdo liquido-
liguido homogénea (HLLME, do inglés “Homogeneous  Liquid-Liquid
Microextraction”) (HOSSEINIA et al., 2013; XU et al., 2015; TORBATI et al., 2018;
WANG et al., 2016) e a microextragao liquido-liquido dispersiva (DLLME, do inglés
“Dispersive Liquid-Liquid Microextraction”) (MARTINS et al., 2012; CALDAS et al.,
2011; NAGAJARU e HUANG, 2007; CHOU, LIN e FUH, 2009; PRIMEL et al., 2017).
Dentre as qualidades almejadas pelos novos métodos pode-se citar rapidez,
seletividade, elevada recuperacao absoluta, aplicagcdo em diferentes classes de

substancias e minimo consumo de solventes téxicos (CALDAS et al., 2011).

2.4.1. Microextragao liquido-liquido homogénea (HLLME)

Na HLLME (Figura 1) a extracdo do soluto se da a partir de uma solugéo
homogénea. Nesta técnica o solvente extrator pode ser completamente miscivel em
agua (metanol, etanol, acetonitrila, acetona) ou composto por uma mistura de um
solvente imiscivel que é solubilizado na fase aquosa por um solvente miscivel
(consoluto) (FACCHIN e PASQUINI, 1998), de modo a se obter uma solugao
homogénea. Assim o contato do/dos solvente(s) com o soluto é largamente

favorecido, sem que seja necessaria agitagao vigorosa para que a extragdo ocorra.
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A separacado de fases € induzida por variagcbes que dependem da natureza do
sistema, podendo ser a redugcdo da temperatura apos uma extracdo a quente, a
alteracdo do pH, a adicdo de um solvente auxiliar ou a saturacdo do meio aquoso
com um sal soluvel (salting out), de modo a reduzir a miscibilidade entre as fases
organica e aquosa (ANTHEMIDIS e IOANNOU, 2009). A fase extratora pode entéo

ser recuperada para analise quantitativa, geralmente via cromatografia.

FIGURA 1. REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DO SISTEMA DE MICROEXTRAGAO LIQUIDO-
LIQUIDO HOMOGENEA (HLLME).
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FONTE: ADAPTADO DE SERVIER MEDICAL ART.

Ao se empregar um solvente que apresenta alta solubilidade na amostra
apenas em determinadas temperaturas, € possivel obter a separacédo das fases por
meio do resfriamento do sistema apds a extragao. Murata et al. (1972), por exemplo,
empregaram o carbonato de propileno, cuja solubilidade em agua aumenta
exponencialmente com a temperatura, como solvente extrator para a determinagao

de ions ferro Il em amostras aquosas. As extracdes foram realizadas a 80 °C, e a
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recuperacao do extrato foi efetuada por centrifugacéo apdés as amostras atingirem a
temperatura ambiente.

Ja a adicdo de um solvente auxiliar pode quebrar a homogeneidade do
sistema, ao deslocar a composi¢cdo da mistura para uma condi¢ado heterogénea. Um
sistema composto por agua, etanol e cloroférmio pode ser quebrado a um sistema
bifasico, por exemplo, pela adigdo de um excesso de agua, o que deslocaria a
composigao da mistura do ponto A (50 % etanol, 25 % cloroférmio, 25 % agua) para

B (25 % etanol, 37,5 % cloroférmio, 37,5 % agua), conforme a Figura 2.

FIGURA 2. DIAGRAMA DE FASES ETANOL-CLOROFORMIO-AGUA.
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FONTE: ADAPTADO DE SERON, 1981.

Em um sistema homogéneo em que o cloroférmio foi miscibilizado na amostra
aquosa pelo acido acético, por exemplo, a separagao pode ser promovida pela
adicdo de uma base, como o hidréxido de sddio, que consome o acido a acetato de
sédio. Assim, o cloroférmio deixa de ser solvatado pelo consoluto e como
consequéncia acaba se separando do meio aquoso. Esse sistema foi empregado
por Farajzadeh et al. (2009) para a determinagao de ions cobre (ll) em amostras de

agua.
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O efeito salting out permite a redugdo da miscibilidade de compostos
organicos em agua devido ao aumento da forga idnica do meio aquoso. Sais como o
sulfato de magnésio e cloreto de sodio sao eficazes na separagédo de acetonitrila da
agua, por exemplo, sendo empregados em sistemas homogéneos como ocorre na
primeira etapa da técnica QUEChERS (acrénimo do inglés: Quick Easy Cheap
Effective Rugged Safe) (PRESTES et al., 2009) para a anadlise de amostras
aquosas. Esse tipo de separagédo permite o uso de solventes misciveis em agua,
que apresentam boas caracteristicas extratoras, tal como elevadas constantes
dielétricas e numero de doadores, o que ndo era praticavel na LLE convencional
(ANTHEMIDIS e IODANNOQOU, 2009).

A HLLME é uma técnica simples, rapida,de baixo custo e que vem sendo
vastamente empregada para a extragdo de ions metalicos em amostras aquosas,
garantindo boas recuperagdes mesmo em concentragbes traco (ANTHEMIDIS e
IOANNQOU, 2009). Essas caracteristicas sdo extremamente desejaveis para a
determinacdo de analitos orgéanicos, contudo o emprego para este fim ainda é
bastante escasso.

Hosseinia et al. (2013), determinaram quatro hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos em agua via HLLME-GC-FID (cromatografia a gas com detecc¢ao por
ionizagcdo de chama, do inglés: Gas Chromatography with Flame lonization
Detection). Foram empregados 50 pL de tolueno e 2,5 mL de metanol como
extratores a 22 mL de amostra aquosa contendo 1,5 mol L' de NaCl, em uma cela
especialmente desenvolvida para facilitar a coleta da fase orgénica sobrenadante.
Nestas condigdes foram obtidos limites de deteccdo entre 14 e 41 ug L™,

Xu et al. (2015) empregaram HLLME-GC-MS (cromatografia a gas acoplada
com espectrometria de massas, do inglés “Gas Chromatography Mass
Spectrometry) para a determinagdo de pesticidas triazéis em agua, por meio da
adicdo de uma mistura homogénea de 3,0 mL de amostra com 650 uL de acetonitrila
a 1,300 g de NaCl para promover a separagao por salting out assistida por ultrasom.
Na condicao otimizada foram obtidos LOD entre 0,04 e 14,4 ug L"e LOQentre 1,3 e
48,1 ug L. Com fatores de enriquecimento (FE) entre 120 e 190 vezes foram
atingidas recuperacdes nas amostras reais entre 89,6 e 119%, com desvio padréo

inferior a 8,1 %.
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2.4.2. Microextragao liquido-liquido dispersiva (DLLME)

A DLLME é uma técnica de pré-concentracdo baseada em um sistema ternario
de componentes, bastante semelhante a HLLME. A diferenga é que na HLLME
produz-se uma mistura de fases homogénea e em seguida se adiciona um
componente auxiliar que promova a separagao das fases. JA em DLLME a
separacgao das fases se da pela rapida adicdo de uma mistura contendo o solvente
extrator e um dispersor a amostra aquosa, de modo a gerar uma dispersao de
goticulas do solvente, sem formar fase homogénea como ocorre em HLLME. A
grande vantagem destas técnicas € a que a extragdo ocorre rapidamente devido a
elevada area de contato da amostra com os solventes, 0 que garante o rapido
estabelecimento do equilibrio.

Esta técnica tem sido aplicada para a determinagdo de pesticidas em matrizes
aquosas pois apresenta baixo custo, principalmente decorrente do baixo consumo
de solventes organicos, rapidez na extracao, facilidade de operacéao, elevadas taxas
de recuperacao e fatores de enriquecimento (FE). Além disso, é compativel com
analises cromatograficas por LC e GC (MARTINS et al., 2012; CALDAS et al., 2011).

A DLLME envolve etapas bastante simples (Figura 3). Inicialmente adiciona-se,
com o auxilio de uma seringa ou micropipeta, uma mistura contendo o solvente
extrator, que deve ser imiscivel em agua (ex.: clorobenzeno, tetracloreto de carbono
e tetracloroetileno), e um dispersor miscivel nas duas fases (ex.. metanol, etanol,

acetonitrila, acetona e tetra-hidrofurano) a amostra aquosa (CALDAS et al., 2011).
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FIGURA 3. REPRESENTAGAO E’SQUEMATICA DO SISTEMA DE MICROEXTRAGAO LiQUIDO-
LIQUIDO DISPERSIVA (DLLME).
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FONTE: ADAPTADO DE SERVIER MEDICAL ART.

Com a agitacdo promovida pelo jato da seringa ou mesmo pelo uso de um
vortex, o solvente extrator é disperso na fase aquosa, processo este facilitado pelo
solvente dispersor que € miscivel nas duas fases. Essa dispersdo gera microgotas
do solvente extrator, 0 que aumenta a area de contato com a amostra aquosa e
garante a rapida extragcdo dos analitos. A recuperagao do extrato organico pode ser
feita por centrifugacdo, que leva a sedimentagdo das microgotas, uma vez que, em
geral, os solventes empregados s&o mais densos que a agua. A fase sedimentada
pode entdo ser analisada diretamente pela técnica adequada ou ainda evaporada e
redissolvida em um solvente apropriado para a analise cromatografica.

Para a otimizagdo da DLLME é preciso levar em conta diversos parametros
tais como: (a) tipo de solvente extrator, que de maneira geral deve ser imiscivel e

mais denso que a agua, pouco volatii de modo a evitar perdas por evaporagao



35

durante o processo, extrair os compostos de interesse e ainda apresentar bom
comportamento cromatografico; (b) tipo de solvente dispersor que além de
apresentar baixa volatilidade, deve ser soluvel no solvente extrator e na fase
aquosa; (c) volume de solvente deve ser minimizado, a fim de elevar o fator de
enriquecimento, mas também garantir uma quantidade de fase sedimentada
suficiente para anélise; (d) tempo de extragédo, que é o intervalo entre a injegcao da
mistura extrator:dispersor e a centrifugagéo, geralmente bastante curto, sendo esta a
grande vantagem da técnica; (e) forca idnica, que deve ser elevada de modo a
facilitar separagéo das fases; e (f) pH, cujo ajuste visa manter os analitos na forma
neutra para que, assim, possam interagir com a fase organica extratora (MARTINS
et al., 2012; CALDAS et al., 2011).

A DLLME, assim como a HLLME, vem sendo largamente empregada na pré-
concentragdo de metais (ANTHEMIDIS e IOANNOU, 2009), contudo a aplicagéo
para a extracdo de compostos organicos ja € uma realidade. Nagaraju e Huang
(2007) empregaram DLLME para a determinagao de triazinas em matrizes aquosas,
utilizando 12 uL de clorobenzeno como solvente extrator, 1,0 mL de acetona como
solvente dirpersor para cada 5,00 mL de amostra contendo NaCl. A metodologia
permitiu tempos de extragdo bastante reduzidos (cerca de 3 minutos), boa
recuperacao para amostras reais (85,2-119,4 %), baixos desvios (< 8,67%) e fator
de enriquecimento de 150 vezes para atrazina. Ainda foram alcangcados LOD entre
0,021 € 0,120 ug L™

No estudo de Chou et al. (2009) foi utilizado diclorometano como solvente
extrator (60 pL) e tetra-hidrofurano como dispersor (1,0 mL) para a extracdo de
herbicidas do grupo feniluréia de amostras aquosas. As analises de sedimentos
foram realizadas por LC-UV, observando-se FE entre 68 e 126, recuperag¢des entre
91 e 104 % e LOQ entre 0,10 € 0,28 ug L™.

Caldas, Costa e Primel (2010) validaram uma metodologia empregando
DLLME-LC-MS para a determinagcdo dos pesticidas carbofuran, clomazone e
tebuconazole em agua, utilizando tetracloreto de carbono (60 pyL) como solvente
extrator e acetonitrila (2,0 mL) como dispersante, obtendo boas recuperagdes (63-
120 %), desvio padrao relativo entre 1,9% e 9,1%, e FE de 50 vezes, garantindo
LOQ de 0.02 ug L™.

Diversas modificagcbes vém sendo implementadas a DLLME (PRIMEL et al.,

2017) a exemplo da DLLME com liquidos id6nicos (IL, do inglés “lonic Liquid”)
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(TRUJILLO-RODRIGUEZ et al., 2013; GURE et al., 2015) e com solidificagdo da
gota unica (SFO, do inglés “Solidification of Floating Organic Drop”) (MANSOUR e
DANIELSON et al.,, 2017). Além disso, alternativas para propiciar adequada
dispersdo das microgotas vém sendo utilizadas como o emprego de vortex (VA, do
inglés “Vortex Assisted”) (HROUZKOVA, BRISOVA e SZARKA, 2016) ou ultrasom
(US, do inglés “Ultrasound Assisted”) (DUARTE; DORES e VILLA, 2016,; DIL et al.,
2016).

Algumas modificacbes da técnica visam facilitar a extragdo simultdnea de
analitos com coeficientes de particdo octanol/agua (K,,) bastante discrepantes.
Wang et al. (2014) empregaram 100 pyL de cloroférmio:undecanol (1:1) para a
determinacao de nicotina (log Kow 1,17) e cotinina (log Ko 0,07) em urina via DLLME
com solidificagdo da gota flutuante, conseguindo melhorar a recuperagao de
cotinina, em comparagdo ao emprego isolado destes solventes. Foram alcangados
LOD de 2 pg L™", com recuperagdes entre 72,0-105,0 % e desvios padréo relativo
inferiores a 8,43 %.

Farajzadeh e Khoshmaram (2015) empregaram uma mistura ternaria de
solventes extratores composta por cloroférmio (404 pL), diclorometano (122 pL) e
tetracloreto de carbono (44 L), utilizando 2 mL de dimetilformamida como dispersor.
Foi avaliada a migragao de aditivos plasticos de diversas polaridades (log Kow 1,6 -
6,6) das embalagens para seu conteudo (dgua mineral, suco de limao, vinagre,
iogurte e soda), sendo possivel melhorar significativamente a extracédo dos analitos
mais polares, atingindo recuperacgdes que variaram de 20-90 %. Foram atingidos FE
entre 980 e 4500, LOD entre 0,09 e 0,55 ug L' e LOQ entre 0,03 e 0,15 ug L™,
Neste estudo, a fim de investigar a melhor proporgéo entre os solventes extratores,
foi empregada modelagem de mistura, via planejamento Simplex Centroide, um tipo
de planejamento de experimentos que permite avaliar o efeito das diferentes

composi¢cdes de uma mistura na resposta de interesse.
2.5. MODELAGEM DE MISTURAS

Planejamentos experimentais sdo ferramentas uteis tanto para a determinagao
das variaveis que afetam o sistema de estudo, quanto para a otimizagcdo da/das
resposta(s) de interesse. Além de permitirem investigar simultaneamente um grande

numero de variaveis, os planejamentos possibilitam muitas vezes estimar os efeitos
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de interagao entre elas, o que via de regra nao pode ser acessado em otimizagdes
univariadas. Ainda, o emprego de planejamentos experimentais garantem, muitas
vezes, a otimizagdo das condigbes de interesse com um reduzido numero de
ensaios, o que permite economizar tempo e reduzir custos.

A modelagem de misturas € um tipo de planejamento experimental em que as
proporcdes entre os constituintes da mistura dependem uma das outras, sendo a
soma dos componentes limitada a 100 % (NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2010).
Este tipo de planejamento tem amplas aplicagdes na industria, no preparo e analise
de alimentos, bem como, na otimizagédo de experimentos, especialmente no que diz
respeito ao preparo de amostras (DORIVAL-GARCIA et al., 2016; FARAJZADEH e
KHOSHMARAM 2015, WANG et al. 2014; KIAROSTAMI, 2014).

Os resultados experimentais provenientes dos planejamentos podem ser
avaliados estatisticamente, o que geralmente facilita a interpretacdo dos dados
(CALADO e MONTGOMERY, 2003). A obtengdo de modelos empiricos, por
exemplo, permite avaliar a resposta como uma fungdo matematica das variaveis
investigadas. Assim €& possivel estimar a resposta para uma dada condi¢édo nao
experimentalmente realizada, desde que esta esteja contida nos limites inferiores e
superiores de cada uma das variaveis do planejamento experimental. Estes modelos
podem ser obtidos pelo método de minimos quadrados, cuja significancia estatistica
deve ser avaliada pela analise de variancia (ANOVA).

Para misturas ternarias os modelos que descrevem a resposta em fungcao da
composicao da mistura podem ser lineares (apenas os efeitos principais dos fatores
sao significativos), quadraticos (além dos efeitos principais levam em conta as
interagdes entre dois componentes da mistura), e cubicos (consideram também os
efeitos terciarios de interagdo). Para a construgcdo destes modelos, as diferentes
combinagdes da mistura sdo dispostas em um triangulo, sendo que os vértices
correspondem aos componentes puros, 0os pontos nas arestas as misturas binarias e
os pontos no interior do tridngulo as misturas ternarias.

Apods a realizagao do delineamento experimental, a resposta pode entdo ser
correlacionada com as proporgdes da mistura. Considerando uma mistura ternaria
dos componentes genéricos x;, X2 € x3 e levando em conta que a soma dos

constituintes deve ser igual a 100 %, ou seja:
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Xp+x, +x3=1 0

Um modelo linear para este sistema pode ser descrito por quatro termos:

_); = bo +b1x1 +b2x2 +b3X3 (2)

sendo ) aresposta, e b; o coeficiente linear associado ao componente i.

Como x; +Xx, +Xx3 =1, o termo b, pode ser substituido na Equagdo 2 por

b,(x; +x, +x3):
V =b,(x; + x5 +x3) +bx; +byx, +byxy (3)
agrupando os termos em x; e substituindo o termo (b, +b,) por b; tem-se:
y =(b, +b)x; + (b, +by)x, + (b, +b3)x; (4)
P =b, x +b;x2 +b;x3 (5)

assim, por exemplo, ao realizar o experimento com x; =1,x, =0,x3 =0 é possivel

estimar o coeficiente bl* ;
$ =b, x1+b, x0+b; x0 (6)

y =b (7)

Logo € possivel determinar o modelo linear para uma mistura de trés

componentes com a realizagdo de apenas trés experimentos, empregando-se 0s
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componentes puros, ou seja, nas condigdes (1,0,0), (0,1,0) e (0,0,1). Este tipo de

delineamento experimental esta exemplificado na Figura 4 A.

FIGURA 4. DIAGRAMAS TERNARIOS PARA OS PRINCIPAIS TIPOS DE MODELAGEM DE
MISTURAS DE TRES COMPONENTES. A) EXEMPLO GENERICO DE UMA MODELAGEM DE
MISTURAS DE TRES COMPONENTES. B) SIMPLEX LATTICE DESIGN. C) SIMPLEX CENTROID

DESIGN.
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Quando nado é possivel obter um modelo linear estatisticamente significativo

pode-se avaliar o modelo quadratico, que € descrito como:

A

y = bo + b1 x; + be2 + b3 X3 + b12x1x2 + b13x1x3 + b23x2x3 (8)

2 2 2
+ by x| + bypxs + byzx3
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Aplicando uma deducédo semelhante e novamente considerando a identidade

x| + X, +x3 =1, um simples rearranjo permite obter x; como fungdo de x> e xs:

x; =1—x, —x5. Assim é possivel substiruir tanto 1xb, = (x; + x, + x3)b, quanto
by xi =b, 1% %, =bj1x; (1—x, —x3) na equagdo 8. Fazendo o mesmo para

by, X5 € byx3, tem-se:

Y =b,(x; + x5 +x3) + by x; +Dyxy +byx3 + Dy X)Xy + by3x1X5 + Dyy Xy X5

9)

+byx (1= x5 = x3) + bypxy (1= x) —x3) + D333 (1—x) — x;)

Agrupando devidamente os termos é possivel descrever o modelo quadratico

com apenas 6 termos:

A * * * * * *
y =bx +b2x2 + b3 x5 + Djyx Xy + by3X x5 + Dy3xy x5 (10)

sendo b; =b, +b; +b; e b; =b; —b; —b; ,em que #

Assim, o modelo quadratico pode ser determinado com apenas seis
experimentos: os mesmos trés empregados para o modelo linear ((1,0,0), (0,1,0),
(0,0,1)), mais trés relativos as misturas binarias. Quando estes ensaios sao
realizados em proporgdes igualmente espagadas, conforme a Figura 4 B, o
planejamento é chamado de Simplex Lattice.

Arranjos e substituicbes semelhantes podem ser realizadas para o modelo
cubico (equacao 11), obtendo-se o modelo cubico especial (equacao 12) (NETO,
SCARMINIO e BRUNS, 2010) que pode ser descrito com apenas um termo a mais

que o modelo quadratico:

A * * * * % % *
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Portanto, o modelo cubico especial pode ser determinado com apenas sete

experimentos, que podem ser os mesmo empregados para a obtencdo do modelo
7 g . . . . Ve . . *
quadratico, incluindo apenas mais uma mistura ternaria para estimar o termo 5,3 .

Quando esta mistura ternaria é avaliada no ponto central do tridngulo (1/3,1/3,1/3),
conforme a Figura 4 C, o planejamento recebe o0 nome de Simplex Centroid.

Nem sempre é possivel obter modelos empiricos validos, o que é de grande
interesse ao se otimizar multiplas respostas, como ocorre, por exemplo, na analise
simultdnea de diferentes analitos. Isso pode ser alcancado, muitas vezes, com a
realizacdo de um maior numero de experimentos de modo a garantir uma melhor
estimativa dos coeficientes da equacao. Além disso, € essencial que o delineamento
experimental seja realizado em condigdes proximas a de melhor desempenho para o
sistema (NETO, SCARMINIO e BRUNS 2010), e por este motivo, muitas vezes, &
necessario efetuar uma modelagem com restricbes, o que exige a introdugédo de
pseudocomponentes para que as proporgdes entre os componentes da mistura
continuem variando entre 0 e 100 %. Essa conversao facilita o planejamento
experimental, simplifica o ajuste de modelos empiricos (NETO, SCARMINIO e
BRUNS, 2010) e pode ser realizada por meio da equacgao 13:

. _ x; —limite inferior de x,

x; =

1 — } limites inferiores (13)
sendo x; a composic¢ao de i na mistura e x;* a respectiva pseudocomponente.

O emprego deste tipo de delineamento experimental pode propiciar uma boa
abordagem para investigar as principais variaveis do método de extragdo por
DLLME, especialmente ao se empregar mais de um solvente extrator, o que pode

viabilizar a determinagao de compostos com polaridades muitos distintas.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho objetiva avaliar sistemas de extracdo em fase liquida via
DLLME e HLLME, para viabilizar a determinacao de pesticidas modelo em amostras
de aguas naturais, por LC-DAD. Os pesticidas selecionados correspondem a
teflubenzuron (inseticida), diuron e atrazina (herbicidas), incluindo dois dos principais

metabdlitos da atrazina: desisopropil-atrazina e desetil-atrazina.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1: Desenvolver uma metodologia analitica via LC-DAD para a determinagao
simultanea de DIU, TFB, ATZ, DIA e DEA.

2: Estudar a extracdo de DIU, TFB, ATZ, DIA e DEA de amostras aquosas,
utilizando-se sistema de extracao liquido-liquido dispersiva (DLLME).

3: Introduzir modificagbes no sistema de extragcdo anterior, de maneira a
permitir a sua operac¢ao na forma de sistemas homogéneos de extragdo (HLLME).

4: Avaliar a performance dos sistemas anteriores na determinagdo dos

pesticidas modelo em amostras de aguas naturais.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. EQUIPAMENTOS E INSUMOS

Os solventes empregados para a determinagdo cromatografica foram
acetonitrila grau HPLC (99,99 %, JTBaker) e agua ultrapura obtida por osmose
reversa e posteriormente deionizada (18,2 MQ cm, Millipore-Simplicity UV, Bedford,
MA, USA). Todas as amostras aquosas foram preparadas em agua ultrapura. Os
padrées dos analitos utilizados, adquiridos da Sigma Aldrich, estdo listados na
Tabela 3.

TABELA 3: RELAGAO DOS PADROES UTILIZADOS NO PRESENTE TRABALHO.

Padroes CAS Pureza
Desisopropil-atrazina (DIA) 1007-28-9 96 %
Desetil-atrazina (DEA) 6190-65-4 99,0 %
Atrazina (ATZ) 1912-24-9 98,8 %
Diuron (DIU) 330-54-1 >98 %
Teflubenzuron (TFB) 83121-18-0 98,8 %

O cloroférmio e o diclorometano utilizados como extratores foram de grau
cromatografico (99,99 %, Sigma-Aldrich). Metanol, acetonitrila e acetona utilizados
como solventes dispersores foram de grau HPLC (99,99 %, JTBaker). O sulfato de
magnésio anidro empregado na HLLME foi de grau analitico PA (=298,0 %, Sigma
Aldrich). Outros solventes e reagentes empregados, como etanol, tolueno,
cicloexano e cloreto de sédio também foram de grau analitico PA. As extragdes
foram realizadas em tubos para centrifuga de polipropileno de 15 mL com tampas
rosqueadas (Kasvi, K19-0015).

Os materiais e vidrarias empregados no trabalho foram previamente calibrados.
A descontaminacgao das vidrarias e tubos foi realizada por lavagem com alcool etilico
comercial, agua da torneira e banho de HNO3; 10 % por 24 h, seguido de enxague
com agua de torneira, agua destilada, agua deionizada, e secos ao ar ou em estufa.

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatografo a liquido
(Varian 920-LC), equipado com amostrador automatico, detector com arranjo de
diodo (DAD), coluna C18 (microsorb-MV100-5, 250 x 4,6 mm, 5 uym), pré-coluna C18
de mesma marca e software GALAXIE v 1.9. As pesagens foram efetuadas em
balangas analiticas digitais OHAUS Adventure ProAV264P (+ 0,1 mg) e Mettler-
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Toledo XS205DU com precisao de + 0,01 mg. A agitacao das amostras foi realizada
em vortex B. Braun Biotech International Certomat MV, e a centrifugacédo em

centrifuga Eppendorf 5702.
4.2. METODOS
4.2.1. Preparo das solugdes estoque

Foram preparadas solugdes estoque de cada um dos analitos, na concentracéo
de 100 mg L™, pesando-se 1,00 mg dos padrées em balanga analitica (+ 0,01 mg), e
diluindo-os em 10,00 mL (micropipeta Brand Transferpette S) de metanol grau
cromatografico. Estes padrbes foram mantidos ao abrigo da luz e sob refrigeracéo a
-20 °C. A partir destas solugdes estoque, foram preparadas solugcdes de trabalho

através da diluicdo em agua ou em fase mével.
4.2.2. Analise cromatografica e curvas analiticas

A otimizag&o das condi¢gdes cromatograficas, bem como, das curvas analiticas
foram estabelecidas com base na literatura (CARBO et al., 2008; YOON et al., 2012;
CALIFORNIA DEPT. OF FOOD & AGRICULTURE, 1998; AMARAL et al., 2014;
SANTOS et al., 2012).

A partir destas informagdes, um modo de eluigdo gradiente foi desenvolvido
para a determinagdo simultdnea dos analitos, sendo otimizados paradmetros como o
volume de injecdo, a vazéo, a temperatura da coluna, bem como, as condigdes de
variagdo do gradiente acetonitrila:agua, de modo a garantir uma adequada
separagao entre os analitos.

A condigao otimizada consistiu numa elui¢do por gradiente de acetonitrila:agua
(v/v), com uma composicao inicial de 40 % de acetonitrila, aumentando linearmente
até 90 % de 8 min a 14 min, mantendo a 90 % por 19 min e retornando linearmente
as condig¢des iniciais até 22 min. Foram injetados 50 pL de amostra, sob vazao de
1,0 mL min™" & temperatura de 40°C.

Foram avaliadas curvas analiticas por padronizacdo externa em 13 niveis de
concentragdo (n=3) a partir da diluicdo das solugdes estoque entre 2,50 a 2500 ug L

' sendo os padrées preparados na proporgao inicial da fase mdvel (acetonitrila:agua
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40:60, v/v), o que permitiu a completa solubilizagcdo dos analitos na faixa de
concentragcao avaliada. Os analitos foram monitorados por detecgdo no ultravioleta
por DAD nos comprimentos de onda de maxima absorc¢ao: DIA e DEA em 215 nm,
ATZ em 223 nm, DIU 254 nm e TFB em 200 nm.

4.2.3. Microextracéao liquido-liquido dispersiva (DLLME)

Os padrbes aquosos contendo os analitos foram submetidos a processos de
DLLME, utilizando-se procedimentos baseados na literatura (MARTINS et al., 2012;
CALDAS et al., 2011; NAGAJARU e HUANG, 2007; CHOU et al., 2009; CALDAS et
al., 2010). Para a otimizagao das condi¢des de extragdao DLLME (ex. volume e o tipo
de solvente extrator, volume e tipo de solvente dispersor) foram empregados

sistemas univariados, e planejamentos de experimentos via modelagem de misturas.

4.2.3.1. Avaliacédo do solvente extrator e dispersor

A escolha dos solventes extrator e dispersor foi realizada de forma univariada
por meio de ensaios em ftriplicata empregando-se 300 pyL de solvente extrator com
1,000 mL dos diferentes solventes dispersores. A Tabela 4 sumariza as principais
caracteristicas fisico-quimicas dos solventes empregados nesta etapa. Com o
auxilio de micropipetas Transferpette S (Brand) os solventes foram adicionados a
5,00 mL de amostra, preparada em agua ultrapura e fortificada com 30,0 ug L™ de
cada analito. Nas condicbes investigadas foi possivel a completa solubilizagdo dos

analitos nas amostras fortificadas.

TABELA 4. SOLVENTES EMPREGADOS NOS ENSAIOS PRELIMINARES E ALGUMAS
PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS.

Solvente log Kow Densidade (g cm'3)
Diclorometano (DCM) 1,5 1,33
Cloroférmio (CLO) 2,0 1,47
Extrator Tolueno (TOL) 3,0 0,824
Ciclohexano 2,5 0,87
n-Octanol 3,44 0,78
Acetona -0,23 0,791
Dispersor Metanol (MeOH) -0,76 0,792
Etanol (EtOH) -0,24 0,789

Acetonitrila (ACN) - 0,33 0,786
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Para os solventes de maior densidade que a agua, os ensaios foram realizados
em tubos de polipropileno de 15 mL, empregando-se agitacado em vortex por 30 s,
seguida de centrifugag¢ao por 6 min a 4400 rpm.

Ja para os solventes menos densos os ensaios foram realizados em balbes
volumétricos de 5,00 mL com gargalos longos, a fim de facilitar a coleta do extrato
sobrenadante apds a extragdo. Os baldes foram agitados manualmente de forma
vigorosa por 30 s, e deixados em repouso até a completa separagao das fases.

Toda a fase sedimentada (no caso do uso de solventes extratores mais densos
que a agua)/sobrenadante (no caso do emprego dos solventes extratores menos
densos que a agua) foi coletada com o auxilio de uma seringa de vidro equipada
com agulha de acgo inox, evitando-se a coleta da fase aquosa, o que poderia
dificultar a etapa de secagem e/ou introduzir contaminantes ao extrato organico.
Todo o extrato coletado foi transferido para um frasco de 2 mL, completamente
evaporado sob fluxo suave de N, reconstituido em 250 uL de agua, e analisado por
LC-DAD. A figura 5 ilustra o sistema desenvolvido no laboratério para a secagem
das amostras sob fluxo de N,. Apesar do volume de injegdo do método
cromatografico ser de apenas 50 pL, havia necessidade de reconstituir as amostras
em 250 yL, uma vez que este se trata do volume minimo necessario para que a

agulha de injecédo do LC nao colete ar no momento da amostragem.

FIGURA 5. SISTEMA DE SECAGEM DE AMOSTRAS SOB FLUXO DE N,.
i ——

N —Sea 0800600000

T Agquecimento

T (2C)
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A fim melhorar a recuperacao para os analitos mais polares (DIA e DEA), foram
realizados ensaios empregando como agente extrator uma mistura de cloroférmio
(300 pL) e diclorometano (200 pL), e 1,000 mL dos solventes dispersores
(acetonitrila, acetona, metanol e etanol).

Apos a determinacdo dos solventes extrator e dispersor de melhor
desempenho, foram realizadas modelagens de misturas ternarias, a fim de
estabelecer as melhores proporgées entre os solventes, fixando-se 100 % como
sendo 1,500 g da mistura de solventes extratores e dispersor. Para facilitar o
preparo das misturas de solventes, as propor¢coes em massa de cada ensaio das
modelagens de misturas foram convertidas a valores de volume por meio das
respectivas densidades (Tabela 4).

Nestes ensaios foram empregados 5,00 mL de amostra preparada em 10 %
(m/v) de NaCl, fortificada com 30,0 ug L™ de cada um dos analitos, mantendo-se as
condigbes de agitacao, centrifugacdo e secagem descritas anteriormente. Modificou-
se apenas a etapa de reconstituicdo, que apds a secagem foram empregados 250
ML de acetonitrila:agua (40:60, v/v).

A anadlise estatistica das recuperacbes obtidas para os analitos nos
planejamentos experimentais foi realizada no software Statistica 7.0 (Statsoft, USA).

ApOs otimizagdo via modelagem de misturas, foi avaliada a quantidade em
massa da mistura dos solventes na recuperagao dos analitos (n = 3; 30,0 ug L'1), por
meio de ensaios empregando 0,800; 1,00; 1,25; 1,50; 1,75 e 2,00 g da mistura de

solventes.
4.2.3.2. Analise de amostras reais

As amostras de aguas naturais foram coletadas na regido leste do estado do
Parana na bacia do rio Tibagi (Figura 6) sendo a agua de lago coletada no Alagados
(Latitude: 25°01'11,2"; Longitude: 50°03'41,3", responsavel pelo abastecimento de
agua da cidade de Ponta Grossa. Ja as amostras de agua de nascente (Latitude:
24°48'31,8"; Longitude: 50°03'11,9") e do rio lapd (Latitude 24°41'07,0"; Longitude:

49°52'13,8") foram coletadas na cidade de Castro.
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FIGURA 6. USO DO SOLO NA REGIAO DA BACIA HIDROGRAFICA DO RIO TIBAGI-PARANA.

Uso do solo

Classes
Fonte: SEMA 2001-2002

[0 Agricultura intensiva

[ cobertura florestal

. Pastagem artificial e campos naturais
Reflorestamento

[ Represas

| Uso misto

'; I Areas urbanas

Alto Tibagi

FONTE: ADAPTADO DE SEMA (2010).

Todas as amostras foram filtradas através de membrana de fibra de vidro de
0,45 ym (Macherey-Nagel, Alemanha) e armazenadas em frascos de vidro ambar a
4 °C antes da analise. Foram entao fortificadas com diferentes niveis de cada analito

e submetidas a rotina de DLLME otimizada (Figura 7), seguido de validacéo.
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FIGURA 7. CONDIGCOES OTIMIZADAS DO METODO DLLME-LC-DAD.

Adigao
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N

LC-DAD Varian 920-LC

{ Grande 4rea de | C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 ym)
contato ! 50 pL, 1,0 mL min-1, 40°C
"""""""""" ' Gradiente ACN:H,0

FONTE: ADAPTADO DE SERVIER MEDICAL ART.

4.2.3.3. Validag&o do método DLLME-LC-DAD

O meétodo otimizado foi validado de acordo com as recomendacdes do Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizagao e Qualidade Industrial INMETRO, 2016) e da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003).

A linearidade foi investigada por padronizagédo externa (curvas instrumentais),
sendo as amostras preparadas na composic¢ao inicial do gradiente da fase moével
(acetonitrila:agua 40:60, v/v), na faixa de concentracdo entre 2,50 a 2500 ug L™
(n=3), e por superposi¢cdo de matriz em 6 niveis de concentragéo entre 0,5 e 100 pg
L™ (n=3). A sensibilidade foi estimada pelo coeficiente angular médio das trés curvas
independentes.

A detectabilidade instrumental e do método foi avaliada com base nas curvas
analiticas (padronizagao externa e superposicao de matriz respectivamente), por
meio dos limites de detecgcao (LOD) e de quantificagao (LOQ). O LOD foi estimado
pela relagcédo entre a estimativa do desvio do intercepto (s) e a inclinagéo da curva de
analitica (S) (LOD=3 s/S). J& o LOQ, que estd associado a menor concentragao
quantitativamente determinada, com valores aceitaveis de precisdo e exatidao, foi
estimado por dez vezes a razdo s/S (LOQ=10 s/S) (ANVISA, 2003).
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Os fatores de enriquecimento (FE) foram estimados de pela equagao 14:

concentragao determinada experimentalmente (14)

FE =

concentracio esperada

A seletividade do método foi avaliada pela pureza dos picos cromatograficos,
por meio da comparagao entre os espectros UV, gerados pelo detector DAD, das
bandas de eluicdo dos analitos nos extratos e nos padrées puros. A seletividade foi
ainda evidenciada pela auséncia de compostos coeluindo com os analitos, o que foi
confirmado pela comparacdo entre a andlise das amostras reais com e sem
fortificagao.

A precisdao do método foi avaliada por meio da extracdo em ftriplicata nas
amostras reais fortificadas em trés niveis de concentracao (baixa, média e alta). Os
niveis de fortificagdo foram escolhidos a fim de varrer toda a faixa linear das curvas
analiticas. Ou seja, apos a pré-concentragao, o nivel baixo de concentragéo ficou
proximo ao LOQ da padronizagéo externa (~10 ug L'1), no medio cerca de 1000 ug
L™, e no alto aproximadamente 2000 pg L.

Os resultados foram avaliados por meio dos coeficientes de variacdo (CV,
equacgao 15) em %, obtidos nos ensaios de repetibilidade, realizados no mesmo dia
(intra-day) e de precisdo intermediaria, com ensaios realizados em dois dias

diferentes (inter-day).

desvio padrio

CV (%) = x 100 (15)

concentracio média determinada

Para a estimativa do CV intra-day foram consideradas as recuperagdes obtidas
para as triplicatas dos dois dias diferentes, totalizando assim seis amostras.

A exatiddo do método de extracdo foi investigada por meio de ensaios de
recuperacao absoluta nas amostras reais, nos mesmos niveis de fortificagdo dos
ensaios de precisdo para as amostras da primeira coleta (trés niveis em
sextuplicata). Os valores de recuperagao foram estimados de acordo com a equagao

16:

i c1—C2
Recuperacio (%) = —Y3 % 100 (16)



51

Sendo:
C1 = concentracdo determinada na amostra fortificada
C2 = concentracao determinada na amostra sem fortificagao (branco)

C3 = concentracao adicionada

A robustez foi avaliada pelo teste de Youden (INMETRO, 2016), empregando
amostra real (rio lapd) fortificada com 50,0 pug L' de cada analito. Os sete
parametros avaliados foram vazao (A — 1,0 mL min: a—0,9 mL min'1), temperatura
da coluna (B - 40 °C; b — 42,5 °C), temperatura de secagem (C - temperatura
ambiente; ¢ - 30 °C), tempo de agitagao (D - 30 s; d — 25 s), tempo de centrifugacéo
(E - 6 min; e - 5 min), velocidade de centrifugacao (F - 4400 rpm; f — 4200 rpm), € %
NaCl (m/v) (G- 10 %; g — 9,5 %).

A avaliacao do efeito de cada fator pode ser realizada com base nas respostas
obtidas em cada ensaio, sendo a recuperagéo absoluta (%) a resposta de interesse
avaliada neste estudo. O célculo do efeito de cada fator pode ser realizado pela
comparagao entre a média das respostas nominais (fatores denominados com letras
maiusculas) com a média das respostas para as respectivas variagdes (em letras
minusculas) (Tabela 5, ultima linha). Assim, a equacdo para o calculo do efeito da
vazéo (A/a) por exemplo, seria:

S+t+u+v_w+x+y+z (17)
4

Vazao=

TABELA 5: MATRIZ DOS FATORES EMPREGADOS PARA A AVALIACAO DA ROBUSTEZ DO
METODO.

Combinacao dos fatores

Fatores 1 2 3 4 5 6 7 8
Vazao (1,0-0,9 mL min™) A A A A a a a a
T coluna (40 - 42,5 °C) B B b b B B b b
T secagem (Tmp — 30°C) C c C c C c ; c
t agitagdo (30 - 25s) b D d d d d D D
t centrifuga (6 — 5 min) E e E e e E e E
Velocidade de centrifuga (4400- 4200 rpm) F f f F F f f F
NaCl (10 — 9,5 % m/v) G g g G g G G g
Resposta S t u v w X y z
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4.2.4. Superposicao de matriz (“matrix-matched”)

A fim de avaliar efeito de matriz foi realizada uma nova amostragem no rio lapo
e na Nascente. Foram entdo construidas curvas analiticas em seis niveis de
concentragao (0,50; 1,00; 5,0; 10,0; 50,0 e 100 pg LT, n=3) via superposi¢ao de
matriz (“matrix-matched”), empregando o método DLLME-LC-DAD otimizado tanto
nas amostras reais quanto em agua ultrapura nos mesmos niveis de fortificagao

para fins comparativos.
4.2.5. Microextragao liquido-liquido homogénea (HLLME)

A fim de estabelecer um método de extracdo em meio homogéneo a partir do
método DLLME otimizado, foi realizado um planejamento fatorial 2° preliminar
variando-se o volume de acetonitrila, cloroférmio e diclorometano, nas condi¢cbes
descritas na Tabela 6. O ponto central foi avaliado em ftriplicata a fim de estimar a

variancia do sistema.

TABELA 6: FATORES E NiVEIS DO PRIMEIRO PLANEJAMENTO 2° PARA A RECUPERACAO
DOS ANALITOS EM AGUA.

Niveis
Variaveis (=) (0) (+)
Volume de CLO (uL) 0 25,0 50,0
Volume de DCM (uL) 0 25,0 50,0
Volume de ACN (mL) 1,00 1,50 2,00

Estes ensaios foram realizados em tubos Kasvi de 15 mL, por meio da extragao
de 5,00 mL de amostra aquosa fortificada com 30,0 ug L™ de cada um dos analitos.
Apos a adicao dos solventes as amostras foram agitadas em vortex por 30 s a fim de
garantir a homogeneidade da solugdo. A separagédo das fases foi entdo promovida
com base no efeito salting out através da adicao de 1,000 g de sulfato de magnésio
anidro PA (>99,8 %, Sigma Aldrich), seguida de agitagcao em vortex por 30 s e
centrifugacdo por 3 min a 4400 rpm. Toda a fase sobrenadante foi coletada com
uma seringa de vidro equipada com agulha de ago inox, evaporada sob fluxo de Ny,
reconstituida na fase movel, e analisada por LC-DAD.

Com a finalidade de reduzir a quantidade de reagentes empregados, bem

como, elevar o fator de enriquecimento dos analitos, foi realizado um segundo
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planejamento fatorial 2% com triplicata do ponto central para avaliar a quantidade de
sulfato de magnésio, o volume da amostra e o volume de acetonitrila, sendo os

niveis investigados apresentados na Tabela 7.

TABELA 7: FATORES E NIVEIS DO SEGUNDO PLANEJAMENTO 2° PARA A OTIMIZACAO DOS
PARAMETROS DO METODO HLLME.

Niveis
Variaveis (<) (0) (+)
Massa de MgSO, (Yom/v) 30 35 40
Volume amostra (uL) 5,00 7,50 10,0
Volume de ACN (mL) 1,25 1,50 1,75

Nestes ensaios seguiram-se 0s mesmos procedimentos descritos para o
primeiro planejamento, com exceg¢ao do tempo de centrifugacao, que foi de 6 min a

fim de garantir uma melhor separacao das fases apés a etapa de salting out.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. OTIMIZAGAO DA ANALISE CROMATOGRAFICA

Para a otimizacdo da separacdo cromatografica foram testadas diferentes
condigdes com base na literatura (CARBO et al., 2008; YOON et al., 2012;
CALIFORNIA DEPT. OF FOOD & AGRICULTURE, 1998; AMARAL et al., 2014;
SANTOS et al., 2012). Foram avaliados parametros como volume de injecao (30 e
50 pL), vazdo da fase movel (0,9 e 1,0 mL min™), temperatura da coluna
(temperatura ambiente e 40 °C), bem como diferentes condi¢ées de eluigdo por
gradiente acetonitrila:agua.

Optou-se por manter a vazdo em 1,0 mL min™' pois em menores vazdes havia
um maior alargamento das bandas de eluigéo, dificultando a resolugéo entre analitos
ATZ e DIU. O volume de injecdo foi fixado em 50 yL pois volumes inferiores
reduziam significativamente a intensidade dos picos, devido a menor quantidade de
analito injetada, o que poderia elevar os LOD e LOQ do método. A temperatura da
coluna foi mantida a 40 °C, o que facilita a transferéncia de massa permitindo um
menor alargamento das bandas de eluigdo, melhorando assim a resolugdo entre
ATZ e DIU. Além disso, manter a temperatura da coluna acima da ambiente evita
variagdes devido a oscilagdes ambientais, o que garantiu maior reprodutibilidade ao
método cromatografico.

Assim, as melhores condi¢gdes de separagao para a determinagcédo simultanea
dos analitos foram obtidas ao se empregar eluicdo por gradiente acetonitrila:agua
(v/v), iniciando com 40 % de acetonitrila, aumentando para 90 % entre 8 min e 14
min, mantendo a 90 % até 19 min e retornando linearmente as condicdes iniciais até
22 min.

Na Figura 8 sdo mostrados os cromatogramas obtidos nas melhores condi¢des
de monitoramento, ou seja, nos comprimentos de maxima absorgao na regido do UV
(Amax) para cada uma das espécies de interesse. Estes valores foram selecionados a
partir dos espectros gerados pelo DAD no tgr de cada analito: 215 nm para DIA e
DEA, 223 nm para ATZ, 254 nm para DIU e 200 nm para TFB, como pode ser
evidenciado pela maior intensidade das bandas de eluicdo dos analitos nos

comprimentos de onda mencionados. Observou-se uma boa separacdo dos picos
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cromatograficos, sendo que os tempos de retengao foram de 3,57 min para DIA,
4,48 min DEA, 11,40 min ATZ, 12,23 min DIU e 18,11 min para TFB.

FIGURA 8. CROMATOGRAMAS OBTIDOS PELO METODO LC-DAD OTIMIZADO.,ANALISE DE
UMA MISTURA DOS PADROES (1000 pg L") PREPARADA NA FASE MOVEL
(ACETONITRILA:AGUA, 40:60, v/v). MONITORAMENTO EM A) 200 nm; B) 215 nm; C) 223 nm; D)

254 nm.
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Os tempos de retencdo de ATZ e DIU mostram-se elevados, pois estes

compostos coeluiam nas condigdes de gradiente cuja composi¢ao da acetonitrila era

elevada mais rapidamente. Por este motivo, o intervalo de tempo de 6 min foi
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necessario para aumentar a proporgcao de acetonitrila até 90 % e obter uma minima

resolucao (R) dos picos, estimada pela equagao 18:

2 Aty

R=—" (18)
b,+ b,

sendo Atgr a diferenca entre os tempos de retengcdo dos analitos e b; a largura da
bases da banda de elui¢éo do analito i.

Como a absorgcdo da ATZ em 254 nm ndo é muito expressiva, a resolucao
entre os picos era critica apenas em 223 nm, assim nas condi¢gbes otimizadas de
gradiente foi obtida uma resolugdo aceitavel mesmo em elevadas concentracdes
(R=1,04, 500 ug L ™.

Devido a baixa polaridade do TFB (log Kon 4,3), s6 foi possivel obter sua
eluicdo ao se atingir 90 % de acetonitrila na fase mével, o que elevou o tempo

necessario para cada corrida.
5.2. CURVAS ANALITICAS

Apds a definicdo das condi¢gdes cromatograficas de analise (método1), foi
realizada a padronizagdo externa dos analitos em triplicata por LC-DAD. Uma
primeira curva analitica, preparada em agua, foi desenvolvida na faixa de 2,50 a
2000 ug L™ a fim de determinar as recuperacdes dos ensaios preliminares para a
escolha dos solventes extratores e dispersores, cujas fases sedimentadas foram
evaporadas sob fluxo de N e reconstituidas em agua ultrapura.

Devido & baixa solubilidade do TFB em agua (0,02 mg L™), os resultados
demonstraram uma baixa recuperacdo deste analito apds a extracdo via DLLME
com reconstituicdo em agua. Assim, foi necessario construir novas curvas analiticas
por padronizagédo externa (Figura 9), preparando as amostras na composi¢ao inicial
da fase moével do gradiente, composta por acetonitrila:agua (40:60, v/v), o que
permitiu a completa solubilizagdo do analito na faixa de concentragéo avaliada (10,0
a 2500 ug L™). Os parametros obtidos via minimos quadrados e algumas figuras de

mérito analitico destas curvas estdo apresentados na Tabela 8. As concentracdes
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inferiores aos respectivos LOQ n&o foram empregadas na construgdo das curvas

analiticas, sendo estas avaliadas apenas na faixa linear, conforme a Tabela 8.

FIGURA 9. A) CURVAS ANALITICAS MEDIAS OBTIDAS POR LC-DAD PARA DIA (215 nm), DEA
(215 nm), ATZ (223 nm), DIU (254 nm) E TFB (200 nm). B) AMPLIACAO DAS CURVAS. METODO
CROMATOGRAFICO 1.
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TABELA 8: PRINCIPAIS FIGURAS DE MERITO PARA A DETERMINAGAO DOS ANALITOS
OBTIDAS POR LC-DAD. CURVA ANALITICA PREPARADA NA FASE MOVEL. METODO 1.

Parametros DIA DEA ATZ DIU TFB
(215 nm) (215 nm) (223 nm) (254 nm) (200 nm)
Coeficiente Linear (a) 0,000350 0,00757 0,00868 -0,0139 -0,0182
sdea 0,00143 0,000412 0,00313 0,00213 0,00379
Coeficiente Angular (b) 0,00646 0,00677 0,00606 0,00344 0,00459
sdeb 0,0000465 0,00483 0,0000293 0,0000174 0,0000372
Coeficiente de correlagéo (r) 0,9997 0,9998 0,9999 0,9999 0,9997
Faixa linear 2,50-2500 2,5-2500 10,0-2500 10,0-2500  10,0-2500
LOD (ug L™) 0,66 0,18 1,3 1,6 2,3
LOQ (ug L) 2,2 0,61 4.4 5,2 7,6

Analisando as curvas analiticas preparadas na fase movel (Tabela 8) é
possivel perceber uma boa linearidade para todos os compostos (r > 0,9997) na
faixa de concentracdo estudada, sendo os coeficientes de correlacdo superiores a
0,990 como é recomendado pela ANVISA (2003). Os limites de detecgédo (LOD) e
quantificagéo (LOQ) foram estimados de acordo com recomendagdes da ANVISA
(2003), e estao proximos ao descrito pela literatura (CARBO et al., 2008; YOON et
al., 2012; CALIFORNIA DEPT. OF FOOD & AGRICULTURE, 1998; AMARAL et al.,
2014; SANTOS et al.,, 2012), lembrando que até entdo nenhuma etapa de pré-
concentracao foi realizada.

Devido a necessidade de troca da coluna e da pré-coluna por consumiveis de
mesma dimensdes e marca, o gradiente de eluigdo precisou ser ligeiramente
modificado (método 2), uma vez que neste novo sistema ocorria uma leve perda de
resolucao entre ATZ e DIU (R=0,91 a 223 nm, 1000ug L‘1), 0 que poderia implicar
em problemas na quantificagdo, especialmente para as concentracdes mais
elevadas. O volume de injecao, a temperatura, a vazao e os comprimentos de onda
monitorados foram mantidos, sendo alteradas apenas as condi¢cées do gradiente,
em que a propor¢ao de acetonitrila na fase movel passou a ser aumentada mais
lentamente: inicio com 40 % de acetonitrila, aumentando para 90 % entre 8 min e 15
min, mantendo a 90 % até 20 min e retornando linearmente as condigdes iniciais até
23 min. Nestas condi¢cdes ocorreu um pequeno atraso na eluicdo dos analitos, como
pode ser evidenciado na Figura 10, sendo que os tr dos passaram a ser 3,67 min
para DIA, 4,56 min DEA, 11,59 min ATZ, 12,31 min DIU e 18,84 min para TFB,
sendo a resolugdo entre ATZ e DIU em 223 nm igual a 1,02 (para uma

concentragao de 500 pg L 7).
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FIGURA 10. CROMATOGRAMAS TiPICOS OBTIDOS PELOS METODOS CROMATOGRAFICOS 1
E 2. MONITORAMENTO EM 223 nm.
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O método cromatografico 2 foi empregado na analise das amostras reais via
DLLME da segunda coleta, bem como, na construgdo das curvas analiticas por
superposi¢cao de matriz empregando o método DLLME otimizado na amostra do rio
lapd, da Nascente e em agua ultrapura.

Este método foi ainda utilizado para a construgdo de novas curvas analiticas
por padronizacdo externa, nos mesmos niveis da anterior, que foram empregadas
na quantificagcdo dos ensaios de otimizagdo da HLLME (segundo planejamento
fatorial 23, item 5.5). A Tabela 9 apresenta os principais parametros de mérito das
curvas analiticas obtidas empregando-se o método 2, na qual é possivel evidenciar

a adequada linearidade obtida (r>0,9993) para a determinagéo de todos os analitos.
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TABELA 9: PRINCIPAIS FIGURAS DE MERITO PARA A DETERMINAGAO DOS ANALITOS
OBTIDAS POR LC-DAD. CURVA ANALITICA PREPARADA NA FASE MOVEL. METODO 2.

Parametros DIA DEA ATZ DIU TFB
(215 nm) (215 nm) (223 nm) (254 nm) (200 nm)
Coeficiente Linear (a) -0,00392 0,00248 -0,00042 -0,0082 0,0071
sdea 0,00210 0,00377 0,00301 0,00281 0,00372
Coeficiente Angular (b) 0,00720 0,00475 0,00635 0,00277 0,00487
sdeb 0,0000547  0,0000207 0,0000581 0,0000268  0,0000602
Coeficiente de correlagéo (r) 0,9998 0,9999 0,9996 0,9997 0,9993
Faixa linear 5,00-2500 10-2500 10,0-2500  10,0-2500 10,0-2500
LOD (ug L™) 0,87 2,4 1,5 3,0 2,3
LOQ (ug L) 2,9 7.9 4.9 10 7,6

5.3. OTIMIZACAO DA TECNICA DE DLLME
5.3.1. Avaliagado dos solventes extrator e dispersor

Ensaios preliminares empregando diferentes misturas de solventes extratores e
dispersores foram realizados a fim de escolher uma composicdo de melhor
desempenho para a extragcdo simultadnea dos analitos. A escolha dos solventes de
extragao e de dispersao foi realizada com base na literatura (MARTINS et al., 2012;
CALDAS et al., 2011; NAGAJARU e HUANG, 2007; CHOU et al., 2009; CALDAS,
COSTA E PRIMEL, 2010) e nos coeficientes de particdo dos analitos e dos
solventes. Os volumes de solvente empregados foram escolhidos a fim de se obter
cerca de 500 pL de extrato organico, garantindo assim n&o apenas a pre-
concentracdo dos analitos, mas também a adequada precisdo na etapa da coleta
dos extratos, sem ainda comprometer o tempo necessario para a secagem sob fluxo
de Na.

A Figura 11 relaciona as recuperag¢des dos analitos com o tipo de solvente
extrator e dispersor empregados para a determinagédo dos compostos em 5,00 mL

de uma solugao padrao fortificada com 30,0 ug L' de cada um dos analitos.
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FIGURA 11. ENSAIOS DE RECUPERACAO EMPREGANDO DIFERENTES SOLVENTES
EXTRATORES E DISPERSORES. A) DLLME CONVENCIONAL B) DLLME COM DUPLO
SOLVENTE EXTRATOR. SIGLAS: CLOROFORMIO (CLO), DICLOROMETANO (DCM), ETANOL
(ETOH), METANOL (MEOH), TOLUENO (TOL), ACETONITRILA (ACN).
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Nestes experimentos toda a fase sedimentada/sobrenadante foi coletada, seca
sob fluxo suave de N e reconstituida em 250 pyL de agua ultrapura. Portanto, para
estes ensaios, a quantificagdo foi realizada com base nas curvas analiticas
preparadas em agua ultrapura. Ainda, nas condi¢des investigadas nesta etapa nao
foi possivel recuperar o TFB em nenhum dos ensaios, como sera discutido na segao
5.3.2.

O emprego de n-octanol como solvente de extragao foi descartado devido ao
elevado tempo necessario para sua evaporagao sob fluxo de N, (ponto de ebuli¢do a
195 °C). Além disso, acrescentar uma segunda etapa de extragdo dos analitos deste
solvente, utilizando um solvente de maior volatiidade ou que pudesse ser
diretamente injetado no sistema cromatografico, ndo pareceu viavel, pois além de
perdas na recuperagao elevaria significativamente o tempo de preparo das
amostras. A aplicagéo de cicloexano também foi descartada devido as baixas taxas
de recuperacgao, sendo as concentragdes determinadas apds extragao inferiores aos
LOQ das curvas de padronizagao externa dos analitos. Ainda o emprego deste
solvente implicou em grande dificuldade na coleta do extrato organico sobrenadante,
acarretando em baixa precisdo do método de extracio, fato também observado para
o solvente extrator tolueno, principalmente quando associado aos dispersores MeOH
e EtOH.
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O uso de diclorometano como unico solvente extrator também foi inviabilizado
devido a dificuldade em se obter a separagcdo de fases organica e aquosa nas
condigdes investigadas. Contudo, devido a sua maior polaridade (log K, 1,5) optou-
se por adicionar este solvente as extragbes que empregam cloroformio como
extrator, solvente que havia apresentado melhor desempenho (Figura 11 A), de
modo a se trabalhar com uma mistura binaria de solventes extratores, o que ja vem
sendo descrito na literatura (WANG et al., 2014; FARAJZADEH e KHOSHMARAM,
2015). Com isso, foi possivel melhorar a recuperacédo dos analitos mais polares e de
maior solubilidade em agua (DIA e DEA), especialmente ao se utilizar acetonitrila
como dispersor, como se observa na Figura 11 (B). A fim de verificar qual a melhor
proporgao entre os solventes (extratores e dispersor) para a extragao simultanea dos
analitos, foram realizadas modelagens de misturas, como sera descrito no item
5.3.3.

5.3.2. Solvente de reconstituicao

Até entdo, ndo havia sido possivel obter dados de recuperagao para o TFB (log
Kow 4,3) em nenhum dos ensaios realizados, mesmo empregando solventes de
baixa polaridade como cicloexano e tolueno nos procedimentos de extracdo. Tendo
em vista a baixa solubilidade do TFB em agua e que este analito (pK; 9,2) se
apresenta majoritariamente na forma neutra em pH 4,8 (agua ultrapura) (MILHOME
et al., 2009), sendo o ajuste de pH desnecessario na analise cromatografica, optou-
se por modificar o solvente de reconstituicdo das amostras submetidas a extragao.
Ao reconstituir os extratos na composicio inicial da fase mével houve melhora
significativa nos dados de recuperagcdo deste analito, de baixa polaridade e
solubilidade em agua. Logo, foi realizada a construgdo de novas curvas analiticas
preparadas na fase moével, para avaliar a recuperagao dos analitos empregando-se
acetonitrila:agua (40:60 v/v) na reconstituigdo das amostras submetidas a extragao
por solventes.

Apesar de sua baixa solubilidade em agua (0,02 mg L"), o TFB é bastante
soltvel em metanol (1,8 g L ™) (FAO/WHO, 2016), o que pode justificar a auséncia de
problemas na quantificacdo deste analito tanto nas curvas analiticas preparadas em

agua, quanto nas extragcdes de amostras aquosas fortificadas devido a presenga,
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ainda que em pequenas quantidades, deste solvente, uma vez este foi empregado
para a preparagao das solugdes estoque (sec¢ao 4.2.1.).

Ainda de acordo com a literatura, boa linearidade foi observada para a
determinacdo de TFB entre 1 e 300 pg L (ZHANG et al., 2012). As amostras
empregadas neste estudo foram obtidas pela diluigdo de solugdo estoque
(preparada em acetonitrila) em agua ultrapura, indicando que a presenga de um
solvente organico, no qual este analito seja bastante soltvel (1,1 g L em
acetonitrila) (FAO/WHO, 2016) pode elevar significativamente sua solubilidade no

meio aquoso.
5.3.3. Modelagem de mistura CLO:DCM:ACN

Nos ensaios realizados empregando-se a mistura CLO:DCM:ACN, que conferiu
o melhor desempenho na recuperacdo dos analitos (seg¢éo 5.3.1), foram utilizados
300 pL de CLO, 200 uL de DCM e 1,000 mL de ACN. Considerando as densidades
destes solventes (CLO 1,48 g mL™"; DCM 1,327 g mL™"; ACN 0,786 g mL™") é possivel
estimar a proporgdo em massa como sendo 0,444 g de CLO; 0,265 g de DCM e
0,786 g de ACN. Logo, a massa total de solvente empregada foi de 1,495 g, ou seja,
a proporgédo em %(m/m) empregada na mistura foi de 29,7%cL0:17,7%pcm:52,6%acn.
Nestas condi¢des as recuperagdes obtidas foram: 31,4 % DIA, 59,6 % DEA, 72,6%
ATZ e 73,9 % DIU.

Neste contexto, a fim de investigar a melhor propor¢cédo entre os solventes
(extratores (CLO e DCM) e dispersor (ACN)), foram realizadas duas modelagens de
mistura de trés componentes (CLO:DCM:ACN), fixando-se o 100 % como sendo
1,500 g de solvente. Na primeira modelagem, realizada sem restricbes de limites
para cada um dos componentes, objetivou-se avaliar a extragdo de cloroférmio e
diclorometano isoladamente, empregando-se acetonitrila como dispersor. Ja na
segunda modelagem, realizada com restrigdes, procurou-se avaliar detalhadamente
a regiao contendo as melhores taxas de recuperacdo, e obter modelos empiricos
validos.

Todos os ensaios foram realizados por meio da extragdo de 5,00 mL de
amostra aquosa fortificada com 30,0 pug L™ de cada um dos analitos. As amostras
foram preparadas em 10,0 % (m/v) de NaCl, a fim de facilitar a separagao entre as

fases organica e aquosa, evitando a obtengcdo de apenas uma fase, como ocorreu
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em todos os ensaios até entdo realizados empregando DCM como solvente extrator.
Além disso, a presenga de NaCl eleva a forga ibnica do meio, promovendo uma
melhor extracdo devido ao efeito salting out (CALDAS et al., 2011; NAGARAJU e
HUANG, 2007). Ap6s a adigdao da mistura CLO:DCM:ACN nas proporgdes de
interesse, as amostras foram agitadas em vortex por 30 s e centrifugadas por 6 min
a 4400 rpm. Em seguida, toda a fase sedimentada foi coletada, evaporada sob fluxo

suave de Ny, reconstituida na fase movel, e analisada por LC-DAD.

5.3.3.1. Modelagem 1

As condi¢cbes empregadas na primeira modelagem estdo descritas na Tabela
10 e podem ser observadas na Figura 12. Estas composi¢des foram selecionadas a
fim de avaliar em um mesmo planejamento o efeito dos dois solventes extratores
individualmente sem a presenga do solvente dispersor (pontos situados nos vértices
do tridngulo), o efeito individual do solvente extrator com o solvente dispersor
(pontos nas arestas), bem como, o efeito da combinagdo dos dois solventes
extratores com o solvente dispersor em diferentes proporgdes (pontos internos no

diagrama).

TABELA 10: CONDIGOES ENSAIADAS NA PRIMEIRA MODELAGEM DE MISTURA. MASSA

TOTAL 1,5g.

Ensaio % (m:m:m) Massa de solvente (g) Volume de solvente (mL)
CLO DCM ACN CLO DCM ACN CLO DCM ACN

1 100 0 0 1,50 0 0 1,01 0 0

2 50 50 0 0,750 0,750 0 0,507 0,566 0

3 0 100 0 0 1,50 0 0 1,13 0
4 70 20 10 1,05 0,300 0,150 0,709 0,226 0,191
5 20 70 10 0,300 1,05 0,150 0,203 0,792 0,191
6 0 50 50 0 0,750 0,750 0 0,566 0,954
7 10 0 90 0,150 0 1,35 0,101 0 1,72
8 50 0 50 0,750 0 0,750 0,507 0 0,954
9 50 10 40 0,750 0,150 0,600 0,507 0,113 0,763
10 35 10 55 0,525 0,150 0,825 0,355 0,113 1,05
11 20 10 70 0,300 0,150 1,05 0,203 0,113 1,33
12 20 40 40 0,300 0,375 0,825 0,203 0,283 1,05
13 35 25 40 0,300 0,600 0,600 0,203 0,453 0,763
14 40 40 20 0,600 0,600 0,300 0,405 0,453 0,382

30 20 50 0,450 0,300 0,750 0,304 0,226 0,954

Y
a
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FIGURA 12. PROPORGOES EM MASSA EMPREGADAS NA MODELAGEM 1. O ENSAIO 15,
DESTACADO EM VERMELHO, FOI REALIZADO EM TRIPLICATA.
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O ensaio 15 possui condigbes semelhantes ao ensaio preliminar empregando
CLO:DCM:ACN e foi realizado em triplicata para estimar o desvio padréo
experimental, totalizando assim 17 experimentos. Nao foi realizado o experimento
empregando somente ACN devido a impossibilidade de recuperar a fase organica
nas condi¢cdes investigadas. As recuperagdes obtidas nos ensaios estido descritas
na Tabela 11.

No ensaio 2, em que ndo se empregou acetonitrila (Tabela 10), ndo foi possivel
recuperar nenhum dos analitos, o que demonstra a importdncia do solvente
dispersor no rapido estabelecimento do equilibrio entre as fases, permitindo
adequadas recuperagdes em tempos de extracao bastante curtos (ANTHEMIDIS e
IOANNOU, 2009). Ja nos ensaios 6 e 12, que empregam pouco ou nenhum CLO,
também nao foi possivel recuperar os analitos em concentracbes superiores aos
respectivos LOQ, revelando a importancia do CLO para atingir polaridade adequada

para a extragao.
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TABELA 11: RECUPERAGOES (%) OBTIDAS PARA OS ANALITOS NA PRIMEIRA MODELAGEM
DE MISTURA. O ENSAIO 15 FOI REALIZADO EM TRIPLICATA.

Ensaio DIA DEA ATZ DIU TFB
1 51,1 83,4 99,3 99,5 67,7
2 - - - - -
3 48,8 78,9 96,0 96,7 82,5
4 52,3 80,1 96,9 96,3 59,6
5 28,3 438 52,3 53,1 33,8
6 - - - - -
7 30,5 48,2 78,8 82,9 53,9
8 452 69,7 90,0 91,4 46,3
9 49,0 73,0 94,6 95,0 59,3
10 39,7 59,7 81,0 82,5 51,4
11 52,3 77,5 103,0 100,4 -
12 - - - - -
13 50,8 74,6 96,0 94,0 52,7
14 51,6 78,2 94,9 94,6 62,2
15 488+225 727+306 91,7+421 951448 64,3+576

Apesar da auséncia do dispersor, foram obtidas recuperagdes satisfatorias
(>70 %) para a maioria dos analitos nos ensaios 1 e 3, devido a grande quantidade
de CLO e DCM empregadas, 1,01 e 1,13 mL respectivamente. Logo, dentre os
ensaios realizados, o 15 permitiu boas recuperacdes para os analitos com consumo
de solventes clorados relativamente menor. Além disso, observa-se neste ensaio
ganho significativo na extracdo dos analitos, em comparagao ao ensaio preliminar
CLO:DCM:ACN, em que nédo foi empregado NaCl, evidenciando assim o efeito
salting out. Além disso, boas recuperagdes foram observadas nos ensaios 9 e 13,
cujas condigbes sao proximas as empregadas no ensaio 15, indicando que esta
regiao deve apresentar o melhor desempenho na extragéo dos analitos.

Objetivando-se a obtengao de modelos empiricos validos préximos a regiao de
maxima extracao, foi realizada uma segunda modelagem empregando-se condicdes

préximas as utilizadas no ensaio 15 da primeira modelagem.

5.3.3.2. Modelagem 2

Nesta etapa foi realizada uma modelagem com restricbes, sendo impostos
limites inferiores e superiores para as propor¢des da mistura de solventes, a fim de
avaliar detalhadamente a sub-regido de melhor taxa de recuperagdo para 0s
analitos. As condigdes empregadas neste planejamento estdo descritas na Tabela

12 e na Figura 13.



TABELA 12: CONDIGOES ENSAIADAS NA MODELAGEM 2. MASSA TOTAL 1,5 g.

. % (m:m:m) Massa de solvente (g) Volume de solvente (mL)
Ensalo CLO DCM ACN CLO DCM ACN CLO DCM ACN
1 70 0 30 1,05 0,000 0,450 0,709 0,000 0,573
2 50 20 30 0,750 0,300 0,450 0,507 0,226 0,573
3 30 40 30 0,450 0,600 0,450 0,304 0,453 0,573
4 30 20 50 0,450 0,300 0,750 0,304 0,226 0,954
5 30 0 70 0,450 0,000 1,05 0,304 0,000 1,336
6 50 0 50 0,750 0,000 0,750 0,507 0,000 0,954
7 60 5 35 0,900 0,075 0,525 0,608 0,057 0,668
8 35 30 35 0,525 0,450 0,525 0,355 0,340 0,668
9 35 5 60 0,525 0,075 0,900 0,355 0,057 1,15
10 50 10 40 0,750 0,150 0,600 0,507 0,113 0,763
11 40 20 40 0,600 0,300 0,600 0,405 0,226 0,763
12 40 10 50 0,600 0,150 0,750 0,405 0,113 0,954
13 35 175 475 0,525 0,263 0,713 0,355 0,198 0,906
14 475 17,5 35 0,713 0,263 0,525 0,481 0,198 0,668
15 47,5 5 47,5 0,713 0,075 0,713 0,481 0,057 0,906

67

FIGURA 13. PROPORGOES EM MASSA EMPREGADAS NA MODELAGEM 2 COM RESTRIGAO
DE LIMITES INFERIORES E SUPERIORES DOS SOLVENTES. O ENSAIO 10, DESTACADO EM
VERMELHO, FOI REALIZADO EM TRIPLICATA.
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Como este planejamento trata-se de uma modelagem com restrigdes as

composi¢cdes da mistura foram codificadas a fim de facilitar a interpretagdo dos
modelos matematicos (NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2010). Tal codificagdo foi

realizada por meio da equacéao 13 (pagina 41).
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Assim, com base nas restricbes impostas na modelagem 2, por exemplo,
(Figura 13) é possivel verificar que a composi¢ao de CLO é restrita entre 30 % (limite
inferior do CLO) e 70 % (limite superior do CLO), a de DCM entre 0 a 40 % e a de
ACN de 30 a 70 % , logo:

Zizmztes inferiores=03+0+03=10 (19)

portanto, o limite superior do CLO que € 70 %, ou seja, 0,70 passa a ser igual a 1:

CLO — limiteinferiorde CLO 0,70 —0,30 0,40
CLO* = — - - = = =1 (20)
1— ¥Ylimites inferiores 1-—0,60 0,40
bem como o limite inferior de CLO passa ser zero:
CLO —limiteinferiordeCLO 0,30 — 0,30 0
CLO* = —— _ = = =0 (21)
1— ¥ limites inferiores 1-0,60 0,40

Assim, todas as composig¢des do planejamento restrito foram codificadas, o que
€ realizado facilmente pelo software Statistica 7.0, de modo que os modelos
matematicos passam a ser descritos em termos das pseudocomponentes x;* e néo
mais de x;.

A Tabela 13 apresenta as respostas obtidas para os ensaios realizados na

modelagem 2.

TABELA 13: RECUPERAGOES (%) OBTIDAS PARA OS ANALITOS NA SEGUNDA MODELAGEM
DE MISTURA. O ENSAIO 10 FOI REALIZADO EM TRIPLICATA.

Ensaio DIA DEA ATZ DIU TFB
1 44,6 69,5 81,1 85,0 56,9
2 46,7 711 87,7 90,8 60,3
3 43,6 65,5 78,6 80,8 53,4
4 46,2 69,2 86,9 89,9 58,1
5 39,8 62,4 86,2 90,7 57,4
6 46,3 70,3 91,2 93,5 61,3
7 471 72,2 88,3 90,4 63,8
8 45,0 68,3 83,1 85,2 61,6
9 42.8 65,8 86,3 88,4 58,2
10 48,6 £ 0,651 73,9t1,10 92,1%£1,79 95,6 £1,79 60,7 £ 1,50
11 41,9 62,7 77,8 80,4 54,7
12 48,8 73,9 92,7 97,3 61,1
13 45,4 69,3 87,2 90,6 58,8
14 47,2 71,8 89,2 91,3 55,5
15 48,1 73,3 92,4 96,2 74,0
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A fim de verificar os efeitos dos fatores na recuperacdo dos analitos e a
possibilidade de obtengdo de modelos validos, foram testados modelos lineares,
quadraticos e cubicos empregando-se ANOVA, considerando 95 % de confianga.

Apenas com os ensaios da modelagem 2 n&o foi possivel obter uma superficie
valida para o TFB, possivelmente devido ao reduzido niumero de experimentos
realizados proximos a regido de melhor recuperagado deste analito. Logo, foram
adicionados os resultados referentes aos ensaios 5, 7, 8, 10, 12, 13, 14 e as
replicatas do ensaio 15 da modelagem 1, para a obtencdo de uma superficie de
resposta valida, conforme a Figura 14. Ou seja, foram empregados 27 ensaios na

construcao deste modelo.

FIGURA 14. PROPORCOES EM MASSA EMPREGADAS PARA A OBTENGCAO DO MODELO
SIGNIFICATIVO PARA TFB. EM PRETO AS CONDIGOES DA MODELAGEM 2 E EM AZUL AS
CONDICOES REFERENTES AOS ENSAIOS 5, 7, 8, 10, 12, 13, 14 E 15 DA MODELAGEM 1.
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Dentre os modelos avaliados o que melhor representou a taxa de recuperagao
dos analitos em funcdo das propor¢cdes dos solventes (extratores e dispersor)
utilizados durante os procedimentos de extracao foi 0 modelo quadratico, sendo os

parametros das ANOVA apresentados na Tabela 14.
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TABELA 14: ANOVA PARA OS MODELOS QUADRATICOS OBTIDOS PARA DIA, DEA, ATZE DIU
POR MODELAGEM DE MISTURA. MODELAGEM 2 COM RESTRICOES.

Graus de Média

Analito Fonte de variagdo qua d?é(imz (SQ) liberdade quadratica Teste F
(v) (MQ)
Regresséo (R) 72,8 5 14,6 4,23
Residuos (r) 37,8 11 3,45
DIA Falta de ajuste (fa)) 36,9 9 8,80 8,80
Erro puro (ep) 0,932 2 1,00
Total 110,6 16
% de variancia explicada = 50,3
% maxima de variancia explicavel = 65,8
Regresséao (R) 148,8 5 29,8 343
Residuos (r) 95,3 11 8,67 ’
Falta de ajuste (faj) 92,9 9 10,32 8.61
DEA Erro puro (ep) 2,40 2 1,20 ’
Total 2441 16
% de variancia explicada = 43,2
% maxima de varidncia explicavel = 61,0
Regresséao (R) 234,3 5 46,9 3.68
Residuos (r) 139,9 11 12,7 ’
Falta de ajuste (fa)) 133,5 9 14,9
ATZ Erro puro (ep) 6,38 2 3,19 4,64
Total 374,2 16
% de variancia explicada = 45,6
% maxima de variancia explicavel = 62,6
Regresséao (R) 260,5 5 52,1 3.23
Residuos (r) 177,2 11 16,1 ’
Falta de ajuste (faj) 170,7 9 19,0
DIU Erro puro (ep) 6,50 2 3,25 5,83
Total 437,7 16
% de variancia explicada = 41,1
% maxima de variancia explicavel = 59,5
Regresséo (R) 6026 5 1205 9.09
Residuos (r) 2785 21 132,6 ’
Falta de ajuste (faj) 2061 16 162,6
TFB Erro puro (ep) 185 5 36,8 4,41
Total 8811 26

% de variancia explicada = 60,86
% maxima de variancia explicavel = 68,39

Os modelos exibiram porcentagem de variancia explicada satisfatorias, levando
em conta a porcentagem de maxima de variancia explicavel pelo modelo. Além
disso, todas as regressodes foram significativas com 95 % de confianga, uma vez que
as razdées MQr/MQ (Fcaicuiado) foram superiores ao valor de Fiapeiado- Para os modelos
de DIA, DEA, ATZ, DIU considera-se o valor de F,-511 = 3,11 enquanto para o
modelode TFB o valore tabelado é de F,-521 = 2,68. Ainda, ndo foi observada falta
de ajuste em nenhum dos modelos, sendo MQy5/MQegp (Fraita de gjuste) inferiores a 19,32
(Fu=02) para os modelos obtidos para DIA, DEA, ATZ e DIU, e inferior a 4,604

(Fuv=165) para TFB. Além disso, foram observados valores baixos e aleatorios para os
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residuos produzidos pelos modelos empiricos, confirmando a obtengdo de
modelagens adequadas.

Foram entdo construidas superficies de resposta com base nos modelos
quadraticos (Figura 15), que evidenciam a dependéncia da recuperacéo dos analitos
com as diferentes propor¢cdes de solventes avaliadas. Vale ressaltar que as
composi¢cbes da mistura foram codificadas, de modo que nas superficies
apresentadas na Figura 15 a composigao de cada solvente varia entre O e 1.

As cores quentes representam as maiores taxas de recuperagao obtidas para
os analitos, enquanto que cores frias correspondem a menores recuperagcdes. Com
isso € possivel verificar a importancia do emprego da mistura dos solventes
extratores CLO:DCM na extragdo de DIA e DEA, sendo esta regido a de melhor
desempenho, fornecendo recuperagdes proximas a 46 % para DIA, 72 % para DEA,
92 % para ATZ, 94 % para DIU e de 60 % para o TFB.
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FIGURA 15. CURVAS DE NiVEL DO MODELO QUADRATICO PARA RECUPERAGAO (%) DOS
ANALITOS EM FUNCAO DAS PROPORGOES DE SOLVENTE CLO:DCM:ACN. A) DIA; B) DEA; C)
ATZ; D) DIU. AS SETAS BRANCAS INDICAM A MELHOR CONDIGAO PARA A DETERMINAGAO

SIMULTANEA DOS ANALITOS.
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Uma melhor avaliagdo dos efeitos pode ser realizada observando-se os
graficos de Pareto para os respectivos modelos quadraticos, apresentados na Figura
16. As linhas pontilhadas representam os valores da estimativa do desvio associado
ao valor de t de student com 95 % de confianga (f,-2 = 4,303). Com base neste
critério todos os efeitos principais e secundarios foram significativos, sendo que a
interacdo entre os fatores apresentou efeito sinérgico, melhorando a recuperagao

dos analitos.

FIGURA 16. GRAFICOS DE PARETO PARA OS ANALITOS, OBTIDOS PARA OS MODELOS
QUADRATICOS PARA DIA, DEA, ATZ E DIU.
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Além disso, é possivel perceber a importancia do emprego do dispersor
acetonitrila na resposta de todos os analitos, especialmente nos de polaridade

intermediaria (ATZ e DIU), em que este feito foi o mais significativo. Sua principal



74

funcao é facilitar a extracdo dos analitos da fase aquosa para a organica imiscivel.
Ainda, o emprego do solvente extrator de maior polaridade, DCM, foi importante
para todos os analitos, sendo mais sinérgico que a ACN para os analitos DIA e DEA,
também de maior polaridade. Ja para o TFB, o analito de menor polaridade, o
emprego de DCM é antagbnico a sua recuperagdo, como era de se esperar devido
as distintas polaridades. O mesmo pode ser observado para o efeito de interagao
entre DCM*ACN. Assim, ao se reduzir significativamente a composi¢ao de DCM na
mistura e elevando o teor de CLO e ACN, houve melhora significativa na
recuperacao deste analito, que passou de 64,3 % em média (30 %cLo 20 %pcm 50
%acn) para 74,0 % (47,5 %cLo 5,0 Y%pcm 47,5 %acn). Contudo, o efeito da mistura
CLO*DCM foi sinérgico para o TFB, assim como para os outros analitos.
Considerando a codificagdo realizada, conforme descrito anteriormente, os

modelos quadraticos obtidos para os analitos podem ser escritos na forma:

recuperagado(%) = bZLOCLO * +bZCNACN * +b,§CMDCM * +bz'LOxACNCLO *ACN*  (22)
+ber oxpefCLO* DCM * +b 'y cnr perdDCM * ACN *

sendo by* os valores dos efeitos da pseudocomponente xi* apresentados nos
graficos de pareto para cada analito, ou seja, bcio® € o valor do efeito da
pseudocomponente CLO* na recuperagao do analito.

Por meio da sobreposicdo das superficies de resposta, foi possivel detectar a
melhor proporgao entre os solventes para a extragdo simultanea dos analitos, como
sendo igual a 47,5 %cLo 5,0 %pcm 47,5 %acn (ponto 15 da modelagem 2) indicada

pelas setas brancas na Figura 15 (pagina 72).
5.3.3.3. Avaliacédo da quantidade de solvente empregada

A influéncia da quantidade em massa da mistura dos solventes na recuperacao
dos analitos foi investigada na propor¢do de melhor desempenho obtida pela
modelagem de misturas (47,5 %cLo, 5,0 %pcm © 47,5 %acn), sendo os ensaior
realizados em triplicata (30 pg L™"). As condicdes empregadas estdo descritas na

Tabela 15 e os resultados obtidos na Figura 17.
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TABELA 15: CONDICOES EMPREGADAS NA AVALIACAO DA QUANTIDADE DE SOLVENTE.

Massa total Massa de solvente (g) Volume de solvente (mL)
(9) CLO DCM ACN cLo DCM ACN
0,800 0,380 0,040 0,380 0,257 0,030 0,483
1,000 0,475 0,050 0,475 0,321 0,038 0,604
1,250 0,594 0,063 0,594 0,401 0,047 0,755
1,500 0,713 0,075 0,713 0,481 0,057 0,906
1,750 0,831 0,088 0,831 0,562 0,066 1,06
2,000 0,950 0,100 0,950 0,642 0,075 1,21

FIGURA 17. AVALIACAO DA MASSA TOTAL DE SOLVENTE NA EXTRAGAO DOS ANALITOS POR
DLLME (47,5 %cLo, 5,0 %ocm E 47,5 %acn)-
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Avaliando-se a Figura 17 € possivel perceber que ndo houve grande diferenga
nas recuperagoes de ATZ, DIU e TFB com a variagdo da quantidade de solvente
empregada, contudo menores massas da mistura de solventes reduziram
significativamente a recuperagao de DIA e DEA, o que limitou a possibilidade de se
empregar volumes inferiores de solventes organicos clorados. Além disso, maiores
quantidades nao forneceram ganho apreciavel nas taxas de recuperacéo, de modo
que optou-se por manter a massa total em 1,50 g, ou seja, empregando-se 481 pL
de CLO, 56,6 yL DCM e 906 pL ACN. Nestas condigdes a taxa de recuperagao
absoluta foi de 49,4 + 1,4 % para DIA, 73,2 £ 1,2 % para DEA, 95,1 £ 2,4 % ATZ,
947+22%DIUede 74,9+ 1,4 % TFB.
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5.4. VALIDACAO DO METODO DLLME-LC-DAD E ANALISE DE AMOSTRAS
REAIS

A validagdo do método DLLME-LC-DAD foi efetuada diretamente nas amostras
reais, coletadas em trés locais diferentes na bacia do rio Tibagi. O rio Tibagi possui
550 km de extensao e limita uma das 16 bacias hidrograficas do estado do Parana,
ocupando cerca de 13 % da area do estado (SEMA, 2010). A agricultura intensiva
corresponde ao principal uso do solo desta bacia, especialmente nas regides norte e
sul, onde estao situadas cidades como Londrina, Castro e Ponta Grossa, em que as
culturas como a do milho, da soja e do trigo sdo de grande importancia econdmica
(SEMA, 2010). Estas culturas sao as principais responsaveis pelo consumo de
pesticidas no Parana, e juntas consumiram mais de 70 % dos defensivos
comercializados no estado entre 2013 e 2015 (SIAGRO). Logo o potencial de
contaminagao dos recursos hidricos nesta regido € elevado, tornando essencial o
monitoramento de pesticidas no ambiente.

Foram realizadas duas amostragens, em agosto de 2016 e em junho de 2017,
tendo sido coletadas amostras de agua de rio na cidade de Castro (rio lapo e
Nascente de rio em uma fazenda), e de agua de lago em Ponta Grossa (lago
Alagados, responsavel pelo abastecimento da regido). Nas amostras da primeira
coleta foi realizada a validagdo do método de extragéo, avaliando-se os parametros
de exatiddo, precisdo e robustez. Na segunda coleta foram avaliadas as curvas
por superposicdao de matriz (matrix matched) nas amostras do rio lapé e da
Nascente.

A exatidao foi avaliada em termos de recuperagao absoluta, em trés niveis
(n=6), e os resultados, com a respectiva estimativa do desvio padrao (s), estao
mostrados na Tabela 16 (primeira coleta, agosto de 2016). O método apresentou
recuperacgoes satisfatorias para a maioria dos analitos (> 70 %) em todos os pontos
amostrados, com exceg¢ao do DIA que, como discutido anteriormente, apresenta

uma menor recuperacao devido a sua elevada polaridade.
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Baixos valores de s foram obtidos, sendo que os maiores valores estao
associados as concentragdes mais baixas, ou seja, aquelas proximas aos valores de
LOQ. Além disso, maiores desvios foram observados para o TFB, que elui na regiao
de deriva da linha de base, devido ao aumento da composicdo de acetonitrila na
fase movel, o que pode implicar em maior imprecisdo. Além disso, nessa regiao
existe a possibilidade de eluicdo de interferentes apolares. No entanto, os valores de
s ficaram dentro do limite (<15 %) estabelecido pela ANVISA (2003), bem como, néo
foi observado efeito de matriz significativo nas taxas de recuperacao dos analitos.
Isso péde ser confirmado pela comparagao estatistica entre as médias de diferentes
grupos, realizada pela ANOVA de fator unico. A Tabela 17 apresenta os parametros
obtidos pela ANOVA (95 % de confianga) para a comparagao das recuperagdes dos
analitos nas diferentes amostras da primeira coleta (lapd, Nascente, Alagados e

agua ultrapura), fortificadas com 50,0 ug L™ (n=6) de cada um dos analitos.

TABELA 17: PARAMETROS OBTIDOS PELAS ANOVAs DE FATOR UNICO PARA AVALIAGAO DO
EFEITO DE MATRIZ NOS DIFERENTES PONTOS DE COLETA. COLETA 1 (AGOSTO 2016)

Analito Fonte de variagao SQ v MQ F
Entre grupos 28,9 3 9,64 2,89
DIA Dentro de grupos 66,7 20 3,33
Total 95,6 23
Entre grupos 65,5 3 21,8 1,36
DEA Dentro de grupos 320,4 20 16,0
Total 385,9 23
Entre grupos 88,5 3 29,5 1,10
ATZ Dentro de grupos 535,0 20 26,7
Total 623,4 23
Entre grupos 71,7 3 23,9 1,02
DIU Dentro de grupos 469,6 20 23,5
Total 541,4 23
Entre grupos 138,8 3 46,3 1,97
TFB Dentro de grupos 470,0 20 23,5
Total 608,8 23

A partir dos resultados da ANOVA de fator unico, compara-se o valor de F
(dado pela raz&o entre a média quadratica (MQ) entre os grupos e a MQ dentro dos
grupos), com o valor de Fgico. Com 95 % de confianga e para os graus de liberdade
3 e 20, 0 Feritico = 3,098. Assim, todos os valores de F obtidos s&o inferiores ao Fiico,

indicando que néo existem diferengas significativas na recuperagdo dos analitos
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entre as diferentes amostras coletadas. Logo, pode-se concluir que o método
DLLME-LC-DAD néo é suscetivel ao efeito de matriz das amostras analisadas.

Esta auséncia de efeito de matriz € um indicio de que o método pode ser
empregado com sucesso mesmo quando ha uma variagado no pH das amostras, uma
vez que os valores de pH para as amostras reais coletadas no lapé (pH 6,70), na
nascente (pH 6,43) e no Alagados (pH 6,75) sao relativamente distintos.

A precisdo do método foi avaliada por meio de ensaios de repetibilidade e
preciséo intermediaria em trés niveis de fortificagdo (n=3) nos trés pontos de coleta
das amostras reais, sendo os resultados também apresentados na Tabela 16. Foram
obtidos baixos coeficientes de variagdo (CV) para todos os analitos nos testes de
repetibilidade, ndo ultrapassando 12 %. Ja para a precisao intermediaria, avaliada
em dias diferentes, maiores variagbes sao esperadas, especialmente em
concentracdes mais baixas, proximas aos valores de LOQ, como pode ser
observado para todos os analitos. Contudo, os valores de CV observados nao foram
superiores a 14 % para nenhum analito, valor relativamente baixo em andlise de
amostras ambientais. Além disso, todos os dados de CV estédo dentro do limite de 15
% estabelecido pela ANVISA (2003).

A robustez do método foi investigada por meio do teste de Youden (INMETRO,
2016) aplicado & amostra do rio lapé fortificada com 50,0 pyg L™ de cada um dos

analitos, sendo os efeitos dos fatores na recuperagao apresentados na Tabela 18.

TABELA 18: EFEITOS OBTIDOS PARA OS SETE PARAMETROS AVALIADOS PELO TESTE DE

YOUDEN.
Parametros Efeito

DIA DEA ATZ DIU TFB

Ala Vazao (1,0-0,9 mL min™) -3,57 -4,72 -5,97  -11,12 -6,78
B/b T coluna (40 - 42,5 °C) -1,92 -2,98 -3,15  -0,56 -6,31
Clc T secagem (T amp — 30°C) 3,05 5,89 8,14 3,10 -1,89
D/d t agitacao (30 - 25s) -0,51 0,13 -2,50 -0,68 -0,42
E/e t centrifuga (6 — 5 min) -3,04 -4,64 -4,74  -4,85 3,58
F/f  Velocidade de centrifuga (4400- 4200 rpm) 0,08 0,14 2,15 1,19 4,83
Glg NaCl (10 — 9,5 % m/v) 2,48 4,94 949 4,95 10,37

s 1,67 3,37 5,96 6,40 4,1
S x 1t (v=5; 95 % de confianca) 4,29 8,66 15,3 16,5 10,5

A variagao do tempo de agitagdo ndo promoveu grande efeito na recuperagao

dos analitos, evidenciando o rapido estabelecimento do equilibrio, o que ja é
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esperado na DLLME. Contudo optou-se por manter a agitagdo em vortex uma vez
que a simples adicdo da mistura de solventes com a micropipeta ndo apresentou
resultados reprodutiveis em ensaios preliminares. A diminuicdo do tempo de
centrifugacdo ndo foi eficiente em promover a completa separagdo, sendo
observada uma fina camada de emulsao entre as duas fases, o que dificulta a coleta
do extrato organico, logo o tempo foi fixado em 6 min. A secagem dos extratos a 30
°C reduziu o tempo necessario nesta etapa, sendo esta condicdo adotada no
procedimento otimizado. Ja a menor vazao teve efeito negativo na recuperagao dos
analitos devido ao alargamento significativo das bandas de eluigdo, contudo a alta
precisdo da bomba cromatografica permite o controle rigoroso deste parametro.

Uma forma de avaliar estatisticamente os efeitos do teste de Youden é
compara-os com a estimativa do desvio padrédo (s), obtida pela preciséo
intermediaria do método no mesmo nivel de concentragdo, associada ao valor de
de student para o respectivo numero de replicatas. Efeitos inferiores ao produto syt
nao sao considerados significativos no nivel de confianga avaliado (HEYDEN et al.,
2001). Considerando o valor de t para sextuplicata com 95 % de confianga (f,-5 =
2,571), nenhum dos efeitos obtidos pelo teste de Youden foi significativo em
comparagao com a precisao inter-day (Tabela 18) estimada nas amostras do lapo
(50 ug L n=6), de modo que o método pode ser considerado robusto as variagdes
empregadas. Logo, com base nos resultados dos ensaios de validagdo, o método
desenvolvido apresenta-se satisfatorio para a determinacao de todos os analitos.

Uma segunda amostragem realizada em junho de 2017 foi empregada para a
construcado de curvas por superposicado de matriz. Estas curvas foram construidas
nas amostras coletadas no rio lapd, na Nascente e em agua ultrapura para fins
comparativos. Nao foram contruidas curvas com a amostra do Alagados, contudo foi
avaliado, além da prova em branco, o nivel de fortificacdo de 50 ug L™ (n=3) tendo
sido obtidas taxas de recuperacao similares as das outras amostras desta coleta
(41,0+£02%DIA, 74 £+ 1% DEA,97 +1 % ATZ, 101 +£1 % DIU, 78 £ 1 % TFB). A
Tabela 19 apresenta os valores de recuperagéo obtidos na segunda coleta, em trés
diferentes nives de fortificacdo (5,00; 50,0 e 100 pg L™'; n=3). Estes valores foram
estimados por meio das curvas de padronizagao externa obtidas empregando-se o
método cromatografico 2 (se¢do 5.2), em decorréncia da troca de colunas do

sistema cromatografico.
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TABELA 19: RECUPERAGAO PARA OS ANALITOS NA SEGUNDA COLETA (JUNHO DE 2017).

Amostra Nivel de lapé Nascente Ultrapura
fortifica_;;éo Recuperagao Recuperagao Recuperagéo

Analito (mgL™) * s (%)* *+ s (%) *s (%)
5,00 40+1 38+1 42+2
DIA 50,0 40+1 40+1 4011
100 41+1 41+1 40+1
5,00 81+3 7713 78+1
DEA 50,0 804 75+3 78+1
100 801 771 77%2
5,00 9713 9613 9743
ATZ 50,0 94+3 93+1 95+3
100 92+1 95+1 92+1
5,00 95+2 9713 9916

DIU 50,0 101+3 100+1 102+1
100 9743 100+1 98+1
5,00 6414 704 7043
TFB 50,0 731 71+2 7311
100 70+1 711 71+1

Assim como na primeira coleta, ndo foram observadas grandes diferengas na
recuperagcao dos analitos entre as amostras. Ainda, os valores de s obtidos nao
ultrapassaram 6 %, estando abaixo de 15 % como recomendado pela ANVISA
(2003).

Apesar dos pontos de coleta estarem localizados em uma regido de grande
producao agricola (especialmente de milho e soja, culturas em que o uso de ATZ,
DIU e TFB é permitido no Brasil), na analise das amostras sem fortificagéo (n=3) nao
foi detectada a presenca dos analitos em nenhum dos pontos amostrados, tanto na
primeira quanto na segunda coleta, como pode ser verificado nos cromatogramas
das amostra reais apos a extragao por DLLME (Figura 18). Além disso, a auséncia
de compostos eluindo no mesmo tempo de retengao dos analitos, na analise de
todas as amostras sem fortificagdo, demonstra a adequada seletividade do método
DLLME-LC-DAD desenvolvido.
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FIGURA 18. CROMATOGRAMAS TiPICOS DAS AMOSTRAS REAIS (215 nm) APOS DLLME. A)
COLETA 1 — PROVAS EM BRANCO E FORTIFICADAS COM 100 ug L™ DE DIA E 50,0 yg L' DOS
OUTROS ANALITOS; B) COLETA 2 — PROVAS EM BRANCO E FORTIFICADAS COM 50,0 ug L™

DE CADA ANALITO.
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A adequada seletividade do método cromatografico pode ser evidenciada na
Figura 19, em que é possivel observar que apesar da presengca de compostos
eluindo préoximos ao TFB, o pico apresenta-se bem resolvido, mesmo com
monitoramento em 200 nm que € passivel de absorcdo por muitos interferentes
organicos presentes na amostra. Esta seletividade pode ser confirmada para todos
os analitos, por meio da avaliagdo da pureza dos picos cromatograficos, via
comparagao entre os espectros UV, gerados pelo DAD, das bandas de eluigdo dos
analitos nos extratos e nos padrdes puros. Vale ressaltar que as irregularidades na
linha de base, melhor evidenciadas na ampliagdo da Figura 19, justificam os maiores
valores de LOD e LOQ obtidos para este analito nas amostras reais, em
comparagao com agua ultrapura (Tabela 20), uma vez que muitos interferentes da
matriz podem eluir nesta regido. Contudo a intensidade dessas bandas estdo no
limite do ruido e nao tiveram efeito significativo na sensibilidade das curvas
analiticas obtidas por superposi¢do de matriz, como evidenciado nas Figuras 20 e
21.

FIGURA 19. CROMATOGRAMA TiPICO DE AMOSTRA REAL (IAPO-COLETA 2) APOS DLLME,
ANALISE DA AMOSTRA SEM FORTIFICACAO E AMOSTRA FORTIFICADA COM 50,0 ug L DE
CADA UM DOS ANALITOS. METODO CROMATOGRAFICO 2 E MONITORAMENTO EM 200 nm.
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Branco

40+
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As Figuras 20 e 21 apresentam as curvas obtidas por superposicédo de matriz
para cada analito apos a DLLME, tanto nas amostras reais (lap6 e Nascente) quanto
em agua ultrapura, sendo os principais parametros de mérito analitico apresentados
na Tabela 20.
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FIGURA 20. CURVAS ANALITICAS (n=3) OBTIDAS POR MATRIX MATCHED EM AGUA
ULTRAPURA (CIRCULOS VERMELHOS) E NA NASCENTE (QUADRADOS PRETOS). A) DIA; B)
DEA; C) ATZ; D) DIU; E)TFB.
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FIGURA 21. CURVAS ANALITICAS (n=3) OBTIDAS POR MATRIX MATCHED EM AGUA
ULTRAPURA (CIRCULOS VERMELHOS) E NO RIO IAPO (QUADRADOS PRETOS). A) DIA; B)
DEA; C) ATZ; D) DIU; E)TFB.
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TABELA 20: PRINCIPAIS FIGURAS DE MERITO PARA A DETERMINAGAO DOS ANALITOS POR
SUPERPOSICAO DE MATRIZ VIA DLLME-LC-DAD.

DIA DEA ATZ DIU TFB
(215nm) (215nm) (223 nm) (254 nm) (200 nm)
Coeficiente Linear (a) -0,00551 0,01338 -0,00703 -0,00967 -0,02317
Coeficiente Angular (b) 0,05781 0,07237 0,11858  0,05489  0,07081
Coeficiente de

Parametros

Agua 0,9998 00992 09990 09999  0,9989
ultrapura correlagao (r)
Faixainear (ug L")~ 0,50-100  0,50-100  0,50-100 0,50-100  2,50-100
LOD (ug L) 0,015 0,042 0,062 0.13 0,36
LOQ (g L ) 0.049 0.14 0,21 0.45 12
Cosficiente Linear (a) _-0,01346 _ 0,000324 _ 0,01208 _ 0,01032 _-0,02023
Coeficiente Angular (b) ~ 0,05881  0,07537 011668  0,05454  0,06958
. Coeficients de 0,9999 00997 009998 09997  0,9946
lapé correlagao (r)
Faixa linear (ug L")~ 0,50-100  0,50-100  0,50-100 0,50-100  2,50-100
LOD (ug L) 0,046 0,066 0,087 0,05 0,54
LOQ (ug L ) 0.15 0,22 0,29 017 18
Coeficiente Linear (a) __-0,00845 00078 00071 _ -0.1168 _ 0,03213
Coeficiente Angular (b) 0,05786 0,07179 0,1207 0,05534 0,06824
N Coeficiente de 0,9999 09998 09999 00999  0,9989
ascente correlagao (r)
Faixa linear (ug L")~ 0,50-100  0,50-100  0,50-100 0,50-100  50-100
LOD (ug L) 0,015 0.11 0,050 0,042 0,998
LOQ (ug L ) 0.051 0.368 0.168 0.14 33

Adequada linearidade (r>0,990) (ANVISA, 2003) foi observada para todos os
analitos. Além disso, ndo foram observadas grandes diferengas entre as curvas
obtidas nas amostras reais e em agua ultrapura, como pode ser evidenciado tanto
nas Figuras 20 e 21 quanto na Tabela 20, confirmando mais uma vez que o método
DLLME-LC-DAD néao é vulneravel ao efeito de matriz para estas amostras.

Os niveis avaliados na construgcao das curvas por superposicao de matriz
foram escolhidos de modo que, considerando os respectivos FE (Tabela 21), fossem
atingidas concentracbes apdés a extracdo que abrangessem a faixa linear da
padronizagdo externa. Ainda as curvas foram estimadas apenas dentro da faixa
linear, sendo as concentragdes inferiores aos LOQ ndo empregadas na construgéo

das curvas por superposicao de matriz.

TABELA 21: PRINCIPAIS PARAMETROS DE MERITO DO METODO DLLME-LC-DAD PROPOSTO.

Analito Recuperagao absoluta * s* (%) FE
DIA (215 nm) 49+1 9,8
DEA (215 nm) 731 14,6
ATZ (223 nm) 95+2 19
DIU (254 nm) 95+2 19
TFB (200 nm) 7512 15

*s estimado para 50,0 yg L-1 (n=3)
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Mesmo com os baixos fatores de enriquecimento (FE) fornecidos pelo método
proposto (9,8 a 19), foram obtidos valores de LOD e LOQ semelhantes aos
alcangados em métodos com elevado FE, como a extragdo em fase solida (SPE), a
microextracdo em fase solida (SPME) e a recuperagdo magnética associada a
DLLME com liquido i6énico (MR-IL-DLLME) na determinagdo de ATZ, DIA, DEA e
TFB em aguas naturais, como pode ser verificado na Tabela 22. Mesmo com a
detecgao por DAD, foram atingidos valores de LOQ semelhantes aos obtidos por
GC-MS (associado a extracdo por SPE), técnica conhecidamente mais sensivel,
porém dispendiosa.

Os valores de LOQ obtidos para ATZ e DIU sao inferiores aos limites
estabelecidos pela legislagdo brasileira para aguas de consumo (2,0 e 90,0 ug L™,
respectivamente) (BRASIL, 2011; BRASIL, 2005). Além disso, o uso de cartuchos de
SPE, bem como, liquidos ibnicos nas extra¢des torna essas metodologias bastantes
dispendiosas. Assim, o método proposto se mostra financeiramente viavel, uma vez
que os solventes empregados sao de baixo custo, mesmo quando de alta pureza
(grau cromatografico). Ainda, apesar da alta toxicidade dos solventes orgéanicos
clorados, as quantidades empregadas no processo de extracdo sdo bastante
inferiores as utilizadas em uma LLE convencional, o que reduz os possiveis
impactos associados ao uso destas substancias.

Além de ter se mostrado preciso, exato, robusto e ndo suscetivel a efeito de
matriz para as amostras analisadas, o método apresentou parametros de mérito
analitico consistentes e comparaveis aos relatados na literatura. Assim, o método
proposto mostra-se adequado e de baixo custo para a determinagao dos analitos em

matrizes aquosas naturais.
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5.5. OTIMIZACAO DA TECNICA DE HLLME

A fim de estabelecer uma rotina de HLLME a partir da DLLME previamente
otimizada, foi realizado um planejamento fatorial 23 preliminar, com triplicata do
ponto central (PC), a fim de investigar a extragdo utilizando CLO e DCM
isoladamente, na presenca de ACN para a obtengdo da fase unica, bem como,
avaliar a extragao apenas com ACN. As condigdes ensaiadas com suas respectivas

recuperagoes estdo apresentadas na Tabela 23.

TABELA 23: RESULTADOS OBTIDOS PARA O PRIMEIRO PLANEJAMENTO FATORIAL 2°
AVALIANDO OS EFEITOS DO VOLUME DE CLOROFORMIO, DICLOROMETANO E
ACETONITRILA NA RECUPERACAO DOS ANALITOS.

Variaveis Recuperacao (%)

Ensaio Vach Vero Vbem DIA DEA ATZ DIU TFB
1 - - - 34,3 36,7 41,5 46,8 41,5
2 + - - 88,1 99,4 80,8 89,5 78,0
3 - + - 36,3 42,6 53,4 58,3 53,4
4 + + - 77,5 80,4 78,1 90,3 72,2
5 - - + 40,7 46,0 54,6 62,6 54,5
6 + - + 63,6 59,5 59,2 70,1 60,9
7 - + + 27,2 35,5 47,2 46,0 50,8
8 + + + 77,0 74,4 78,1 89,5 115

Média do PC 54,3 45,4 66,7 60,0 62,7
S 1,5 0,70 2,3 1,7 1,8

Os volumes dos solventes clorados (Tabela 6, pagina 52) foram escolhidos de
modo a minimizar a quantidade de ACN necessaria para a obtencdo de uma fase
homogénea. A separacao das fases foi realizada com base no efeito salting out a fim
de garantir a obtengao do extrato organico imiscivel na fase aquosa, mesmo quando
empregado apenas acetonitrila como solvente de extracdo. Além de eficiente, este
método de separacgao € bastante rapido e apresenta baixo custo.

A fim de avaliar a influéncia dos fatores na resposta, foi realizado o calculo dos

efeitos do planejamento, cujos valores estdo apresentados na Tabela 24.
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TABELA 24: EFEITOS PRINCIPAIS E DE INTERAGAO PARA O PRIMEIRO PLANEJAMENTO 2°.
OS VALORES EM NEGRITO SAO SIGNIFICATIVOS COM 95 % DE CONFIANCA.

Efeitos
Analito s,t Principais Interagao
Vach Voo  Voewm | VacnXVero  VacnXVoem  VeroXVoem  VeroXVoemXVacn
DIA 6,3 419 -214 -6,90 3,58 -5,59 2,10 9,89
DEA 3,0 38,2 -219 -10,9 0,137 -12,1 4,40 12,6
ATZ 9,9 248 5,16 -3,63 2,93 -7,12 0,589 10,4
DIU 7,5 31,4 380 -4,16 6,32 -5,94 -2,40 11,7
TFB 7,6 31,3 14,0 8,91 9,94 3,73 10,9 18,8

Os efeitos dos planejamentos fatoriais podem ser avaliados estatisticamente

por meio da comparagdo com a estimativa do desvio padrao (s) do ponto central

associada ao valor de t de student para o respectivo nimero de replicatas (t,-2 =

4,303) com 95 % de confianga. Assim os efeitos de interagdo terciaria foram

significativos para a determinagao de todos os analitos, de modo que a avaliagao do

efeito do volume de cada um dos solventes ndo pode ser realizada individualmente.

Para uma melhor visualizagédo a Figura 22 apresenta a interpretagdo geomeétrica dos

efeitos para cada analito.
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FIGURA 22. INTERPRETAGOES GEOMETRICAS PARA: A) DIA, B) DEA, C) ATZ, D) DIU E E) TFB
DOS EFEITOS SIGNIFICATIVOS DO PLANEJAMENTO 2°, SETAS AZUIS E LARANJADAS
INDICAM AS PRINCIPAIS TENDENCIAS OBSERVADAS NA VARIACAO DA RECUPERACAO DOS

ANALITOS.
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De acordo com a Figura 22 ha uma tendéncia de melhores recuperagcdes no
sentido do ensaio 2 para todos os analitos, conforme indicam as setas azuis,
sugerindo que o emprego apenas de ACN pode ser viavel para a extragéo
simultanea dos compostos de interesse via HLLME. Ja para o TFB, o analito mais
apolar, outra tendéncia bem acentuada pode ser observada no sentido do ensaio 8
(setas alaranjadas), demostrando que a presencga dos solventes clorados pode ser
eficaz na determinagdo de analitos de carater apolar. No caso da ATZ e DIU,
resultados similares e boas recuperagdes foram observados tanto no ensaio 2
(apenas ACN) quanto no 8 (ACN + DCM + CLO) ou 4 (ACN e CLO).

Vale ainda ressaltar que o ensaio 2 forneceu recuperagdes para DIA e DEA
bastante superiores as obtidas pelo método DLLME otimizado anteriormente. Isto
pode estar associado ndao apenas ao maior volume de ACN empregado, mas
também ao uso do sulfato de magnésio para promover a separacéo das fases. Nas
condigdes investigadas o emprego deste sal possibilitou quase que a completa
expulsdo da fase organica da aquosa, o que pode ter favorecido expressivamente a
extragao.

Foi entdo realizado um novo planejamento fatorial 2° empregando apenas
acetonitrila como solvente de extragdo. Devido a troca da coluna e da pré-coluna,
como ja discutido, a quantificagdo das amostras deste segundo planejamento foi
realizada com base nas curvas analiticas obtidas pelo método cromatografico 2,
conforme descrito no item 5.2.

Foram entdo avaliados o volume de acetonitrila (Vacn), @ quantidade de
MgSO4, bem como, o volume de amostra, a fim de reduzir a quantidade de
reagentes e melhorar a pré-concentragdo dos analitos. O nivel inferior do Vacn
(Tabela 7, pagina 53) escolhido para este planejamento foi de 1,25 mL, pois de
acordo com ensaios preliminares, este foi o volume minimo necessario para a
obtencao de resultados precisos, devido a dificuldade de coleta do extrato orgénico
na parte superior do tubo de extracdo. Além disso, menores volumes de solvente
acarretavam na coleta de uma pequena porgao da fase aquosa juntamente com o
extrato organico, fato que dificultava a secagem dos extratos por fluxo de N3 e
promovia uma separacao de fases na etapa de reconstituicdo na fase movel, em
decorréncia do excesso de sal presente na porcao da fase aquosa coletada,

inviabilizando a quantificagcdo das amostras.
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Ja a quantidade de sal foi avaliada em % m/v devido aos distintos volumes de

amostra empregados no planejamento. O nivel (-) foi estabelecido como sendo 30 %

de MgSO4 pois, de acordo com ensaios preliminares, este teor consistiu no minimo

necessario para a efetiva separacao das fases. A Tabela 25 apresenta as taxas de

recuperacgao obtidas neste planejamento.

TABELA 25: RESULTADOS OBTIDOS PARA O SEGUNDO PLANEJAMENTO FATORIAL 2°
AVALIANDO OS EFEITOS DO VOLUME DE ACETONITRILA, VOLUME DE AMOSTRA E TEOR DE

SULFATO DE MAGNESIO NA RECUPERAGAO DOS ANALITOS.

Variaveis Recuperacao (%)

Ensaio Vacn Vamostra % MgSO, DIA DEA ATZ DIU TFB
1 - - - 51,4 86,8 65,9 96,6 64,5
2 + - - 65,2 80,8 84,5 97,5 47,1
3 - + - 58,1 72,8 84,0 96,6 46,3
4 + + - 67,4 108,4 88,9 105,4 72,3
5 - - + 67,8 83,1 91,5 96,7 49,6
6 + - + 69,8 88,7 81,2 100,5 112,3
7 - + + 64,3 83,7 81,2 96,0 77,8
8 + + + 66,6 84,1 81,5 95,0 49,7

Média do PC 60,0 77,1 84,6 96,4 55,5
S 2,3 2,6 1,6 2,9 5,2

A fim de avaliar a influéncia dos fatores estudados na recuperacao dos analitos

foi realizado o calculo dos efeitos, e os resultados estdo apresentados na Tabela 26.

TABELA 26: EFEITOS PRINCIPAIS E DE INTERAGAO PARA O SEGUNDO PLANEJAMENTO 2°

OTIMIZADO.
Efeitos
Anal Principais Interagao
it g
nalito st Vac X Vack X VamosTrA Vacn X
Vach  Vamostra % MgSO, v %MgSO VamosTra X
AMOSTRA o 4 %MgSO4 %MgSO4
DIA 9,8 2,59 0,209 2,51 -0,381 -1,79 -1,47 0,459
DEA 11,3 1,59 0,432 -0,407 1,63 -1,05 -0,785 -2,09
ATZ 6,8 2,08 1,93 1,85 -0,496 -5,12 -4,94 3,71
DIU 12,6 1,61 0,224 -1,02 0,383 -0,888 -1,80 -1,63
TFB 225 1,67 -1,06 2,28 -1,83 1,00 -1,60 -5,17

Conforme a Tabela 26, com 95 % de confianga (t,-2 = 4,303), nenhum efeito foi

signicativo para a recuperagdo dos analitos nas amostras aquosas. Apesar do

ensaio 6 ter fornecido recuperacdes elevadas para todos os analitos, neste ensaio

foi empregada a maior quantidade de sal, além do menor volume de amostra (5,00

mL), limitando o fator de enriquecimento a 20 vezes. Assim, dentre as respostas
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obtidas neste planejamento pode-se destacar as condi¢bes do ensaio 4, que
apresentou boas recuperagdes para todos os analitos. Neste ensaio foi mantida a
quantidade de sal no minimo necessario para a separacéo das fases (30 %), bem
como, foi utilizado o maior volume de amostra (10,0 mL), o que permite elevar o FE
para 40 vezes. Ainda, apesar de ndo permitir reduzir ao minimo a quantidade de
solvente, ao empregar um volume relativamente grande (1,75 mL) facilita a coleta da
fase organica na parte superior do tubo de extragédo, fornecendo assim melhores
precisdes.

Em todos os ensaios até entéo realizados para a otimizagdo da HLLME houve
uma grande dificuldade na secagem dos extratos organicos obtidos, sendo que o
tempo necessario para esta etapa chegava a ser de algumas horas. Foram entao
realizados ensaios empregando-se 150, 200 e 300 mg de MgSO, para desidratar os
extratos antes da secagem sob fluxo de N,. Estes ensaios foram efetuados em
microtubos tipo eppendorf de 2 mL, sendo os extratos organicos obtidos apos a
HLLME (nas condi¢gdes do ensaio 4 — planejamento 2) transferidos aos tubos
contendo as diferentes quantidades de MgSQ,, seguido de agitagdo em vortex por
30 s e centrifugagéo por 3 min a 4400 rpm. Como resultado constatou-se que cerca
de dois tergos do volume do extrato era composto por agua, uma vez que ocorria a
separagcdo da fase aquosa da organica (ACN). Assim, novos ensaios foram
realizados utilizando-se 2,000 g de cloreto de sédio juntamente com o sulfato de
magnésio na etapa do salting out da HLLME, empregando-se as condi¢gbes do
ensaio 4 (planejamento 2), que havia apresentado até entdo as melhores respostas.
Nestes ensaios foi possivel a secagem do extrato organico em menos de 15 min,
evidenciando o aumento da forgca ibnica adicional promovido pelo NaCl, e a
consequente maior eficiéncia desta etapa do processo. Este efeito ndo ocorria pela
adicdo de maiores quantidades do MgSO, devido ao seu limite de solubilidade no
meio aquoso que é de 25,5 % m/v.

Embora o método HLLME n&o tenha sido extensivamente estudado neste
trabalho, as etapas iniciais de otimizacdo evidenciaram que as condigbes para
obtencado de uma boa extragao para os analitos estudados € muito similar a etapa de
extragcdo liquido-liquido realizada pelo método QUEChERS. Em fungéo disto, as
contribui¢cdes e/ou inovagdes que poderiam surgir desta vertente do trabalho ficaram
muito limitadas, fato que associado ao limite de tempo para a conclusédo do projeto,

levou a interrupgéo desta etapa.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS E CONCLUSOES

A utilizacdo da modelagem de misturas, para investigar a melhor composigao
entre os solventes extratores e o dispersor, foi bem-sucedida para a localizagdo de
uma condicdo de melhor desempenho para a extragao simultdnea das espécies de
interesse via DLLME (481 uL de CLO, 56,6 yL DCM e 906 pL ACN). O emprego de
dois solventes extratores melhorou a extragdo dos analitos mais polares (DIA e
DEA), garantindo recuperagdes dentro da faixa aceitavel (70-120 %) para a maioria
dos analitos, com excecéo do DIA, em que a recuperacéao foi de 48 % devido a sua
elevada polaridade. Assim, foi possivel estabelecer um método DLLME rapido,
barato e sensivel para a determinagdo simultdanea de compostos com polaridades
bastante distintas. Além disso, foram obtidos baixos valores de LOQ (0,049-1,2 ug L°
1), comparaveis com outros métodos de extracdo como SPE, mesmo quando
associados a sistemas de quantificacdo conhecidamente mais sensiveis como GC-
MS.

O método DLLME-LC-DAD otimizado foi validado e aplicado com sucesso em
amostras de aguas naturais, coletadas em trés diferentes pontos da bacia do rio
Tibagi, situada no estado do Parana-Brasil, apresentando precisdo (CV< 14 %)
(ANVISA, 2003), exatiddo e robustez adequadas, ndo tendo sido observado efeito
de matriz significativo nas amostras analisadas. Além disso, apesar dos pontos de
coleta estarem localizados em uma regido de grande produgao agricola, ndo foi
detectada a presenca dos analitos em nenhum dos pontos amostrados, tanto na
primeira (agosto 2016) quanto na segunda coleta (junho de 2017).

Ensaios preliminares para a otimizagdo de um sistema homogéneo de extragao
apresentaram melhores recuperagdes para a maioria dos analitos empregando-se
apenas acetonitrila como solvente extrator, seguida de uma etapa de particao
liquido-liquido pela adicdo dos sais MgSO, (uma das etapas do método
QuEChERS). A excecgao ocorreu para o TFB, cuja recuperagao foi mais elevada na
presenca dos solventes clorados, essencialmente devido ao menor carater polar
deste analito. Contudo, mesmo em condig¢ao desfavoravel, uma taxa de recuperagao
em torno de 80 % foi obtida para TFB. Para este ultimo caso, a etapa de extragéo
dos analitos é realizada em acetonitrila, seguida de uma etapa de particado liquido-

liquido pela adigdo dos sais MgSO4 e NaCl.
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