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RESUMO

O preparo de amostra utilizando o método QUEChERS (acrénimo de Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, Safe) possibilita o isolamento de espécies de interesse em uma etapa
de extracdo empregando acetonitrila e separacao por salting out com NaCl e MgSOa,
seguida de uma etapa de limpeza (extracdo em fase solida dispersiva, dSPE).
Originalmente desenvolvida para extragao de agrotéxicos em alimentos, adaptacgdes e/ou
modificagdes tem sido, recentemente, propostas para analise de farmacos, produtos de
higiene pessoal, plastificantes e inclusive, agrotoxicos em diversas matrizes ambientais.
Neste trabalho, o objetivo foi otimizar um método rapido e eficaz para a determinagao de
diferentes poluentes de preocupacédo emergentes em amostras de agua superficial e em
solos empregando QUEChERS modificado e a cromatografia liquida (LC) com detecgao
por arranjo de diodos e/ou fluorescéncia (LC-DAD/FLD). No método QUEChERS-LC-DAD
para determinacdo de farmacos, horménios e bisfenol A em matrizes aquosas, um
planejamento fatorial fracionario Plackett-Burman foi empregado para identificar os
principais fatores que influenciavam o método de extragcédo, basicamente as quantidades
de MgSOs4, NaCl e PSA. Essas variaveis foram posteriormente otimizadas em um
planejamento composto central 23. O método otimizado foi validado segundo as diretrizes
da Diretiva da Comunidade Europeia 2002/657/EC. Curvas analiticas construidas na
matriz mostraram excelente linearidade na faixa de concentragao estudada (R? =2 0,9925).
Os limites de quantificagdo dos analitos variaram entre 1,0 e 10 uyg L-'. As recuperagdes
dos analitos foram obtidas entre 65 e 123% e desvios padrédo relativos (RSD) foram
inferiores a 22,3%. O método validado foi aplicado em amostras de agua coletadas no rio
Belém (Curitiba-PR) em diferentes estagbes do ano. Em todas as amostras foi possivel
detectar a presenca de cafeina (CAF) em concentragdes na faixa de 40,6 a 95,2 ug L™
no ponto coletado préximo a foz do rio. Ja para a modificacdo do método QUEChERS-
LC-DAD/FLD para os agrotoxicos atrazina e seus metabdlitos, desetilatrazina e
desisopropilatrazina, carbaril, carbendazim e diuron, um planejamento fatorial 24 foi
empregado para avaliar as condigdes de extracdo do QUEChERS. 1,0 g de solo
reidratado com 4,0 mL de agua e extraido com 2,0 mL de acetonitrila seguido da etapa
de salting out com 1,0 g MgSO4 e 0,5 g NaCl apresentaram as respostas mais adequadas
em termos de recuperacgao aparente (73 a 116%). O clean-up também foi investigado,
sendo que 25 mg de PSA combinado com 100 mg MgSO4 foram selecionados. O
protocolo desenvolvido foi validado de acordo com as exigéncias do guia
SANTE/11945/2015. O método apresentou linearidade na faixa de concentragcao
investigada para todos os agrotoxicos (R? = 0,998) a partir de curvas analiticas
construidas na matriz. As recuperacgodes obtidas foram na faixa de 75% a 108% com RSD
inferior a 20%, respectivamente. Por fim, o método foi testado frente a aplicacédo em
amostras reais. Nenhum agrotoxico foi determinado nas amostras coletadas.

Palavras-chave: QUEChERS. Planejamento fatorial. Micropoluentes. Aguas superficiais.
Solo.



ABSTRACT

Sample preparation employing the QUEChERS method (an acronym for Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged, and Safe) allows the isolation of species in an extraction step
using acetonitrile and separation by salting out with NaCl and MgSO4, followed by a clean-
up step (dispersive solid phase extraction, d-SPE). Initially, QUEChERS was developed
to extract pesticides from food, and adaptations and/or modifications have recently been
proposed for pharmaceuticals analysis, personal care products, plasticizers, and likewise
pesticides in several environmental matrices. The purpose herein was to optimize a fast
and efficient method to assess different contaminants of emerging concern in surface
water and soil samples using a modified QUEChERS and liquid chromatography with a
diode array and/or fluorescence detector (LC-DAD/FLD). In the QUEChERS-LC-DAD
method to determine pharmaceuticals, hormones, and bisphenol A in aqueous matrices,
a Plackett-Burman fractional factorial design was employed to identify the main factors
that influenced the extraction method, which were the content of MgSO4, NaCl, and PSA.
These variables were subsequently optimized using a 23 central composite design. The
optimized method was validated according to the Commission Decision of the European
Community 2002/657/EC. Analytical curves constructed in the matrix presented excellent
linearity under the evaluated range (R? = 0.9925). The quantification limits of the analytes
varied in the range of 1.0 and 10 ug L. The analytes recovery was achieved between
65.1 e 123% and relative standard deviations (RSD) were below 22.3%. The validated
method was applied in water samples collected in Belém river (Curitiba, PR) in different
seasons of the year. In all samples, it was possible to detect caffeine (CAF) in the
concentration range of 40.6 to 95.2 ug L' in the water sampled from the river mouth. For
the modification of the QUEChERS-LC-DAD/FLD method to the pesticides atrazine and
its metabolites, deethylatrazine and deisopropilatrazine, carbaryl, carbendazim and
diuron, a 2* factorial design was employed to assess the extraction conditions of the
QuEChERS. 1.0 g of the soil rehydrated with 4.0 mL of water and extracted with 2.0 mL
of acetonitrile followed by the salting out procedure with 1.0 g of MgSO4 and 0.5 g of NaCl
presented the more suitable response regarding the apparent recovery (72.8 to 116%).
The clean-up was also investigated, and 25 mg of PSA with 100 mg of MgSO4 were
selected. The developed protocol was evaluated according to the SANCO/825/00
requirements. The method presented linearity in the investigated concentration range to
all pesticides (R? = 0.998) by using curves constructed in the matrix. The recoveries were
in the range from 74.7% a 108%, and the precision lower than 20%. Finally, the method
was tested upon real sample application. None of the pesticides were determined in the
real samples.

Keywords: QUEChERS. Factorial design. Micropollutants. Surface water. Pesticides. Soil.
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PREFACIO

O presente trabalho foi dividido em trés capitulos. No capitulo 1 esta reportado
a revisdo bibliografica dos principais conceitos aplicados e uma visédo geral critica do
QUEChERS como método de preparo de amostra em Quimica Analitica Ambiental.

O Capitulo 2 aborda o desenvolvimento e validacdo de uma metodologia
analitica baseada no método QUEChERS para a determinagédo de contaminantes de
preocupacao emergentes (CEC, também conhecidos como contaminantes
emergentes) em aguas superficiais de um rio da regido de Curitiba-PR. A principal
modificagao introduzida nesse caso foi a utilizagdo de amostras liquidas, otimizacao
do processo de extracao através de planejamentos fatoriais e possibilidade de pré-
concentracao.

O Capitulo 3, por sua vez, engloba a modificagdo do método QUEChERS para
extracdo multiclasse de agrotoxicos em solos do estado do Parana. Nesse caso, a
reducao da quantidade de amostra e inser¢ao da pré-concentragao foram as principais
alteracdes realizadas em relagdo ao método original. Cabe aqui ressaltar que a
determinacdo dos compostos selecionados foi realizada empregando cromatografia
em fase liquida com detecg¢ao por arranjo de diodos e/ou fluorescéncia, que pode
sofrer grande influéncia dos componentes de ambas matrizes selecionadas. Dessa
forma, o clean-up do método QUEChERS ¢é essencial na determinagdo dos analitos

nessas matrizes ambientais.
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CAPITULO 1 INTRODUGAO GERAL

1.1 PREPARO DE AMOSTRAS

O preparo de amostra € parte essencial de um método analitico. Consiste,
geralmente, em um conjunto numeroso de etapas com a finalidade de que a amostra
se torne apropriada para analise podendo incluir: dissolugéo, extracdo do analito de
uma matriz complexa, concentracdo de um analito a um nivel dentro dos limites de
determinacao, conversdo quimica do analito a uma forma detectavel e remogao ou
mascaramento de interferentes (HARRIS, 2008).

Apesar de Smith (2003) relatar que a area de preparo de amostra era
negligenciada em comparacgao ao desenvolvimento das técnicas cromatograficas até
entdo, pode-se dizer que grande evolugédo foi vista nos ultimos 15 anos, sendo
reconhecida como uma importante etapa no desenvolvimento de um método analitico.
Com o crescimento das demandas na analise quimica, o preparo de amostra se
tornou, gradualmente, a maior parte da analise, tomando até 80% do processo
analitico total (CHEN et al., 2008).

Todo avanco analitico das técnicas de separacdo em relacdo a capacidade
de deteccdo pode ser perdido caso um método de preparo de amostra inadequado
seja empregado previamente a analise (SMITH, 2003). No caso do preparo de
amostras para determinagdes por cromatografia liquida (LC) ou cromatografia gasosa
(GC), é primordial que os interferentes da matriz sejam removidos por dois motivos
principais: longevidade do sistema cromatografico como um todo e melhora do sinal
analitico de uma substéancia de interesse (JARDIM, 2010).

A escolha da metodologia mais adequada para o preparo de amostra depende
fortemente do tipo de matriz em que a amostra se encontra, bem como as propriedade
fisico-quimicas dos analitos alvo como, por exemplo, solubilidade e coeficiente de
particao, além de suas concentragdes (TANKIEWICZ; FENIK; BIZIUK, 2011).

A andlise direta de contaminantes de preocupagdo emergente (CEC) tais
como farmacos, desreguladores enddcrinos e agrotdxicos em matrizes ambientais,
que vao desde aguas subterraneas a solo e sedimento, € bastante complexa e, muitas

vezes, impraticavel, necessitando de um adequado preparo de amostra. Dentre os
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procedimentos modernos usualmente empregados em matrizes ambientais sélidas e
liquidas ja existem uma série de artigos de revisdo no que se refere a extragdo em
fase sélida (GILART et al., 2014), extragao por solvente pressurizado (SUBEDI et al.,
2015), extragao assistida por micro-ondas (SANCHEZ-PRADO et al., 2015), ultrassom
(ALBERO et al., 2015), disperséo da matriz em fase solida (BARKER, 2012) e técnicas
miniaturizadas como microextragdo em fase sdélida (SOUZA-SILVA et al., 2015),
microextracao liquido-liquido dispersiva (PRIMEL et al., 2017) e extragdao em barra
sortiva (CAMINO-SANCHEZ et al., 2014).

A técnica classica de extracdo liquido-liquido (LLE, do inglés liquid-liquid
extraction), fundamentada na particdo entre dois liquidos imisciveis, foi, durante
muitos anos, a técnica mais empregada para o preparo de amostras liquidas ou
soluveis por apresentar simplicidade experimental, baixo custo e pela possibilidade de
variar a seletividade de acordo com o solvente selecionado (BARTH et al., 2015). Por
empregar grandes volumes de solventes de toxicidade moderada a alta (tolueno,
cloroférmio, tetraclorometano, hexano, entre outros), possibilidade de formacgao de
emulsoes e ser de dificil automacao, a tendéncia foi a substituicao da LLE por técnicas
mais modernas como a extragado em fase sélida (SPE) e microextracao liquido-liquido
dispersiva (DLLME) (BARTH et al., 2015). Apesar disso, o uso da LLE ainda é
reportado na literatura (LIU et al., 2015).

A SPE, baseada na extragao por sor¢cdo, € uma das principais técnicas
empregadas no preparo de amostra quando a etapa de concentragao € praticamente
obrigatéria (JARDIM, 2015). Consiste basicamente na passagem da matriz aquosa
por um cartucho contendo sorvente e, posteriormente, os analitos retidos nessa fase
sao eluidos. Entre as principais vantagens da SPE estdo simplicidade, flexibilidade,
alta seletividade, automacao, rapidez, maiores fatores de concentragcao e auséncia de
emulsdo, além da possibilidade do uso de diferentes fases sorventes (ANDRADE-
EIROA etal., 2016). As aplicagdes encontradas na literatura sdo inumeras e abrangem
diversos tipos de amostra, modificacdes das condicées da SPE e concentragao dos
compostos analisados (DE LIZ et al., 2017; HOU et al., 2014; PATROLECCO et al.,
2013).

Algumas das formas miniaturizadas de ambas as técnicas apresentadas
anteriormente, a DLLME e a microextragdo em fase sélida (SPME), também sao
amplamente empregadas para a determinagdo de compostos de interesse ambiental
(SPME: (BIELSKA; SMIDOVA; HOFMAN, 2014; BONANSEA; AME; WUNDERLIN,
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2013; DUROVIC; DPORBEVIC, 2012; HUANG et al., 2015), DLLME: (LEONG; HUANG,
2009; ZGOLA-GRZESKOWIAK, 2010)).

Na DLLME, uma mistura de solvente extrator e dispersor, imiscivel e miscivel
na amostra, respectivamente, sao dispersos dentro de uma amostra aquosa,
constituindo um sistema de fases ternario. Assim, a mistura obtida pela rapida injegéao
da mistura promove a disperséo do solvente na forma de microgotas, elevando a area
de contato onde ocorre a particdo (ZANELLA et al., 2015).0s maiores beneficios desta
técnica consistem na utilizacdo de pequenos volumes de solventes (de uL a mL), baixo
custo e rapidez. A principal desvantagem é quanto a escolha do solvente extrator, o
qual além de ser capaz de extrair os compostos de interesse, possuir baixa
solubilidade em agua e ser miscivel com solvente dispersor, deve ser compativel com
a técnica analitica a ser empregada (PRIMEL et al., 2017).

Na SPME, uma fibra de silica fundida é revestida com um filme fino de material
sorvente, que é exposta na amostra aquosa ou headspace por um determinado
tempo. Apds a extracdo, um dos modos de dessorc¢ao da fibra € a insercéo no injetor
do cromatégrafo a gas, onde ocorre a dessor¢ao térmica dos analitos A SPME ¢é
considerada uma técnica rapida e operacionalmente simples, com reduzida
manipulacdo da amostra, e ndo necessita, a principio, a participacao de solventes
(AUGUSTO et al., 2015). Em contraste com as técnicas de LLE e SPE, ditas como
exaustivas, as técnicas miniaturizadas, em geral, sdo consideradas como nao-
exaustivas, pois estao baseadas no equilibrio de particdo dos analitos entre a amostra
e a fase extratora (MITRA, 2003).

Para matrizes ambientais sdélidas, como solo e sedimento, por exemplo, as
técnicas de extragao por solvente pressurizado (PLE), extragao assistida por micro-
ondas (MAE), assistida por ultrassom (USE) e dispersdo da matriz em fase sélida
(MSPD) sé&o mais empregadas (PLE: (NIETO et al., 2007); MAE: (MADEJ, 2009;
SANCHEZ-PRADO et al., 2015); USE: (AMADORI et al., 2013); MSPD: (RALLIS et
al., 2012; SANCHEZ-BRUNETE et al., 2010)).

Na técnica PLE, conhecida também como extracdo acelerada por solvente
(ASE), a amostra e o solvente sao colocados em uma cela fechada e submetidas a
alta pressao (500 a 3000 psi). Com a pressao e temperatura elevadas, a solubilidade
dos analitos aumenta, ha redugao da tensao superficial do solvente que favorece sua
permeacdo pela amostra, aumentando a taxa de extragado (SUBEDI et al., 2015). As

vantagens do uso de PLE sao a redugéo do tempo e da quantidade de solvente para
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o preparo de amostra. Entretanto, ainda se faz necessario uma etapa de clean-up
(limpeza) da amostra. Além disso, as altas temperaturas podem causar decomposigao
dos analitos (DIMPE; NOMNGONGO, 2016).

A MAE envolve o uso de energia de micro-ondas (radiagao nao-ionizante com
frequéncia de 0,3 a 300 GHz) para irradiar uma amostra em contato com o solvente,
colocados em frascos abertos ou fechados, levando a tempos curtos de extragao
(SANCHEZ-PRADO et al., 2015). A principal desvantagem ¢é a selecado do tipo de
solvente, que deve apresentar alta constante dielétrica para absorver a energia de
micro-onda.

A técnica de MSPD consiste em misturar um suporte sélido adsorvente,
geralmente, utilizando silicas com fase ligada, como C8 e C18, ou ainda Florisil, com
uma amostra viscosa, solida ou semi-sélida. A mistura homogénea é entao transferida
para uma coluna, na qual um solvente apropriado promove a eluigcdo dos analitos de
forma similar a SPE (BARKER, 2012). O suporte solido, também chamado de
adsorvente ou dispersante, além de interagir com o analito, realiza a quebra da
arquitetura geral da amostra (dispersao), aumentando a area superficial entre o
material adsorvente e o analito aprisionado na matriz (DOREA, 2015). As principais
vantagens séo o emprego de menores quantidade de amostra e solvente, além da
possibilidade de realizar a extragdo de amostras viscosas e com material particulado,
impraticavel quando realizado por SPE. Entretanto, a menor quantidade de amostra
pode levar a uma diminuicdo na detectabilidade analitica. Outra limitagcdo é quanto a
reprodutibilidade da técnica em relagdo a alguns parametros como pressao aplicada
na homogeneizacéo, grau de homogeneidade e teor de umidade da amostra (DOREA,
2015).

Diante das inumeras formas de execucéo do preparo de amostra ambientais,
nota-se que algumas dessas técnicas possuem uma aplicagao limitada e/ou restrita.
Ainda, possuem, em sua maioria, um elevado tempo de execugao e de alto custo,
além de serem produzidas consideraveis quantidades de residuos.

Nos dultimos anos, uma tendéncia em Quimica Analitica tem sido o
desenvolvimento de técnicas de preparo de amostra multirresiduo, as quais tém a
finalidade de determinar o maior numero possivel de compostos, com o menor tempo
de analise possivel e a menor geracdo de residuos (FARRE et al., 2012). Para
enfrentar este desafio e melhorar as propostas analiticas para analise de amostras

complexas, além das técnicas miniaturizadas, novas tendéncias no preparo de
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amostra como o método QUEChERS (acrénimo do inglés Quick, Easy, Cheap,

Effective, Rugged, Safe), apresentaram performance satisfatéria nos ultimos anos.

1.1.1 QuEChERS

O método QUEChERS possibilita a extracdo e isolamento de espécies de
interesse da matriz em poucas etapas, com quantidade minima de solvente e foi
proposto por Michelangelo Anastassiades et al. em 2003. O método QUEChERS
surgiu para superar limitagdes existentes nos métodos multirresiduo de extragcao de
agrotoxicos em alimentos (método de Mills e de Luke), os quais empregavam grandes
guantidades de amostra e solvente e elevado numero de etapas, que acarretavam em
analise de elevado custo com grandes probabilidades de erros (ZANELLA et al.,
2015). O intuito inicial era que o método QUEChERS fosse um procedimento dindmico
com simplicidade experimental, capaz de ser empregado em qualquer laboratorio sem
sacrificar o resultado analitico (ANASTASSIADES et al., 2003).

Combinando trés etapas sequenciais, extragdo com acetonitrila, particao por
salting out e o clean-up por extracdo em fase sélida dispersiva (d-SPE), o QUEChERS
fornece uma amostra limpa para a analise cromatografica. A primeira etapa faz uso
de acetonitrila para extragdo das espécies de interesse, seguida de uma etapa de
particao liquido-liquido pela adigdo dos sais MgSO4 e NaCl. Apés centrifugacgéo, a
remogao da agua residual e a limpeza da amostra sao realizadas simultaneamente
empregando uma etapa d-SPE, na qual uma fase sorvente (PSA, do inglés, Primary
Secundary Amine, que se trata de uma silica modificada com grupos amino primarios
e secundarios) combinada com MgSO4é empregada (ANASTASSIADES et al., 2003).
A Figura 1.1 mostra um fluxograma do QUEChERS original.
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FIGURA 1.1 - FLUXOGRAMA DO METODO QUECHERS ORIGINAL PARA PREPARO DE AMOSTRA.

Extracdo liquido-liquido

10 g de amostra Clean-up (d-SPE)

10 mLA{;N Transferir 1 mL de extrato para
(tubo de teflon® 50 mL) tubo d-SPE (150 mg de MgSO,
. e 50 mg PSA)
Adigao de padrao interno
Agitar . Agitar por 30 s
Centrifugar 1 min
6000 rpm
Particdo (salting out)
Adicionar 4 g MgSO, e Analise
1 g de NaCl Cromatografica
Agitar vigorosamente
por 1 min
Centrifugar 5 min
5000 rpm

FONTE: Adaptado de (PRESTES et al., 2009)

A utilizac&o de acetonitrila como solvente apresenta uma série de vantagens:
1) extracdo de menores teores de coextrativos lipofilicos como ceras, gorduras e
pigmentos da matriz (GONZALEZ-CURBELO et al., 2015);

2) solubilidade da ACN em agua. Uma vez que foi desenvolvida para amostras de
alimentos com até 95% de agua na sua constituigdo, a solubilidade da ACN em agua
foi fator importante na extracdo dos analitos, devido a uma maior penetragédo do
solvente na amostra. Dessa forma, para amostras secas ou com baixo de teor de
agua, recomenda-se a adigdo de agua no sistema;

3) proporciona a extracado de uma ampla faixa de analitos com diferentes polaridades
e, quando acidificada, proporciona extracbes adequadas para analitos que
apresentam problemas de estabilidade (PRESTES et al., 2009);

4) é compativel com os sistemas cromatograficos, embora apresente um grande
volume de expansdo durante sua vaporizacdo nas analises por GC (GONZALEZ-
CURBELO et al., 2015).

Em relacdo a proporcdo amostra/solvente, os autores mostraram que a
proporcao de 1:1 foi suficiente e adequada para uma extracdo quantitativa, sem
envolver etapa de evaporacdo (ANASTASSIADES et al., 2003).

Na etapa de particdo, uma série de sais comumente utilizados em métodos
de preparo de amostra (MgSO4, MgCl2, NaNOs, NaCl, Na2SOa4, LiCl, além de frutose),

foram testados por Anastassiades et al. (2003). O MgSO4 apresentou as maiores
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recuperagbes para os analitos e um aumento significativo na camada superior de

ACN, com menor concentragdo da mesma em agua. Uma possivel explicagdo € que

0s anions dissolvidos, principalmente o 8042{, apresentam alta densidade de carga,
atuando na expulsdo dos analitos por um mecanismo combinado de repulsao
eletrostatica e aumento do efeito hidrofébico. Como neste caso o estado de solvatacao
€ entropicamente desfavorecido, os analitos se agregam e saem da fase aquosa
(HYDE et al., 2017). No caso do NaCl, apesar de nao apresentar recuperagdes
satisfatérias quando empregado sozinho, o uso combinado com MgSO4 proporcionou
uma redugdo dos componentes da matriz co-extraidos (ANASTASSIADES et al.,
2003).

A limpeza dos extratos €, sem duvida, essencial para garantir a longevidade
dos componentes cromatograficos, uma vez que compostos da matriz podem ficar
aderidos no sistema, diminuindo a robustez e confiabilidade dos resultados (ZANELLA
et al.,, 2015). Uma proposta muito simples para realizar o clean-up e secagem
simultanea do extrato foi proposta por Anastassiades et al. (2003) e denominada de
extragcdo em fase solida dispersiva (d-SPE), na qual certa quantidade de sorvente e
MgSO4 foram adicionados a 1 mL do extrato. A fungdo do sorvente é remover
possiveis coextrativos da matriz. Esta técnica pode ser comparada a MSPD,
entretanto, o sorvente é adicionado no extrato e ndo diretamente na amostra. Quando
comparada com a SPE tradicional, menor quantidade de sorvente € necessaria,
reduzindo os custos da analise, e um numero reduzido de etapas € realizado, na
auséncia de cartuchos (ANASTASSIADES et al., 2003). O principal sorvente testado
pelos autores e que propiciou a remocao efetiva de componentes polares da matriz,
como acidos graxos, outros acidos orgéanicos, agucares e pigmentos, foi a PSA (Figura
1.2).

FIGURA 1.2 - ESTRUTURA DO SORVENTE ETILENODIAMINO-N-PROPILSILANO (PSA).

N / H
/Sl\/\/N\/\NHz

Este sorvente atua como um trocador aniénico e pode interagir com outros

compostos da matriz através de ligagoes de hidrogénio ou dipolo-dipolo (ZANELLA et
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al., 2015). Por causa da formagao rapida das ligagdes de hidrogénio, o clean-up esta
completo depois de poucos segundos de agitacdo (ANASTASSIADES et al., 2003).
Além disso, os grupos amino primario e secundario conferem carater de estrutura
bidentada ao PSA, podendo apresentar um elevado efeito quelante.

Além disso, a etapa de d-SPE é considerada extremamente versatil uma vez
que diferentes tipos de sorventes, como, por exemplo, C18 e carbono grafitizado, e
suas misturas podem ser empregados (ZANELLA et al., 2015).

Outros dois métodos QUEChERS oficialmente utilizados sdo: o método da
European Standard EN 15662 e o da AOAC 2007.01. No primeiro caso, além do NaCl
e MgSOs4 séo utilizados sais de citrato tamponantes e menor quantidade de PSA (25
mg). Para o segundo caso, 1% de acido acético é adicionado juntamente com a
acetonitrila, o NaCl é substituido por acetato de sodio e outros sorventes foram
acrescentados na fase de clean-up como C18 e carvao grafitizado (SCHMIDT; SNOW,
2016).

As modificagdes introduzidas no método QUEChERS proposto originalmente
aumentaram a aplicabilidade do método frente a grande variedade de analitos e

matrizes passiveis de estudo.

1.1.1.1 Modificagdes no método QUEChERS

Embora o método QUEChERS seja aplicado com sucesso para analises
multirresiduo de agrotdxicos em alimentos se mostrando um procedimento rapido, de
baixo custo, com menor consumo de solventes e que mantém a robustez necessaria,
ajustes subsequentes para melhorar o desempenho do método, muitas vezes, sao
necessarios.

O desenvolvimento e a investigagdo do método QUEChERS envolve um
grande numero de variaveis, sendo indispensavel o conhecimento da influéncia
dessas variaveis na resposta a ser avaliada. As quantidades e tipos de solvente e
amostra, composicao do salting out, pH, agitacdo e centrifugacéo, sdo alguns dos
fatores que podem variar durante a etapa de extragdo. Para o clean-up, por sua vez,
os materiais sorventes devem ser selecionados de acordo com a possibilidade de
eliminacdo de interferentes presentes na amostra. E importante observar que apesar
de existirem indicagdes na literatura e métodos oficiais em relacdo as quantidades de

reagentes a serem utilizadas no método QUEChERS, a otimizagédo de cada passo é
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fundamental para a adequacao dos parametros do método a matriz e aos analitos em
estudo (SCHMIDT; SNOW, 2016).

O método QUEChERS tem sido adaptado e/ou modificado para andlise de:
outros tipos de analitos como farmacos e alguns desreguladores enddcrinos
(BOURDAT-DESCHAMPS et al., 2014; CERQUEIRA; CALDAS; PRIMEL, 2014;
KARAGEORGOU; SAMANIDOU, 2011; MACHADO et al.,, 2013), hormdnios
(PEYSSON; VULLIET, 2013), hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (CVETKOVIC
et al., 2016), e também aplicados em diversas matrizes ambientais, tais como agua
(BRONDI et al., 2011; SHI et al., 2012; WU et al., 2013), sedimento (BERLIOZ-
BARBIER et al., 2014; BRONDI et al., 2011; CZECH et al., 2016), solo (BRAGANCA
etal., 2012; CVETKOVIC et al., 2016; ROUVIRE et al., 2012; SALVIA; CREN-OLIVE;
VULLIET, 2013).

Cerqueira et al. (2014) propuseram um protocolo de extragdo empregando
QUEChERS e andlise por LC-MS/MS para determinacdo dos principais
representantes de algumas classes de CEC (agrotdxicos, farmacos e produtos de
higiene pessoal) em lodo de estagao de tratamento de agua. Os autores relataram a
utilizacdo de quitina na etapa de SPE dispersiva. Com o método otimizado,
recuperacdes na faixa de 50-120% foram obtidas, com RSD de 15% e LQ entre 1,0 e
50 ug kg'. Metilparabeno (preservativo empregado em produtos de higiene pessoal)
e tebuconazol (agrotoxico utilizado em plantagdes de arroz) foram encontrados nas
amostras reais analisadas em concentra¢des abaixo do LOQ (CERQUEIRA et al.,
2014).

Também em 2014, Berlioz-Barbier et al. otimizaram um método por LC-
MS/MS para determinacao de farmacos, agrotéxicos, produtos de higiene pessoal e
plastificantes em sedimento do rio Bourbre (Franga). O método QUEChERS
empregado foi modificado com tamp&o acetato na etapa de extracdo e PSA/GCB
foram utilizados na etapa de clean-up. O método validado proporcionou recuperagdes
entre 40 e 98 % para os analitos alvo (BERLIOZ-BARBIER et al., 2014).

As modificagdes podem ocorrer em ambas etapas como proposto por
Cvetkovic et al. (2016). Os autores avaliaram a extracdo de HPA do solo, modificando
o solvente de extragdo (de acetonitrila para hexano) e também testaram diversos
sorventes como florisil, terra diatomacea e uma zedlita, além dos convencionais, PSA
e C18. Considerando todos os ensaios realizados, os autores encontraram

recuperacdes mais adequadas quando a extracao foi conduzida com acetonitrila como
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solvente de extracdo e terra diatomacea como sorvente na etapa de clean-up. Tal
combinagao garantiu uma menor interferéncia de coextrativos e baixo sinal de fundo
(background).

Portanto, existem inumeras formas de modificagdo do método QUEChERS ja
relatadas na literatura. Entretanto, visto a potencialidade do método e as modificagcbes
ja realizadas, ainda existe possibilidade de aplicagdo de novas fases sorventes,

miniaturizacdo e automacao.

1.1.1.2 Aplicagdo do Método QUEChERS em agua e solo

A extragdo de poluentes organicos de amostras ambientais como solo,
sedimento e agua empregando o QUEChERS ja é uma realidade, tanto que algumas
revisdes sobre o tema ja foram publicadas (DE CARLO et al., 2015; PSZCZOLINSKA;
MICHEL, 2016; SCHMIDT; SNOW, 2016).

O método QUEChERS proporciona excelentes taxas de recuperagdo para
analitos de classes e propriedades fisicoquimicas distintas, além da eficiente
eliminacdo de interferentes empregando os mais diversos sorventes na etapa de
extracdo em fase sélida dispersiva. A associacdo do método QUEChERS com
técnicas cromatograficas com deteccao por espectrometria de massas tem sido bem-
sucedida até o presente momento. A alta seletividade e a detectabilidade da
espectrometria de massas reduziram significativamente os problemas com os
compostos de matriz interferentes. No entanto, uma vez que o detector MS é sensivel
a matriz podendo apresentar supressao ou aumento da ionizagao, geralmente, é
necessaria uma limpeza antes da determinagao cromatografica, sendo o método
QuUECHhERS uma alternativa muito simples para isto.

Os métodos para determinacdo de agrotoxicos em solo estéo
significativamente mais presentes que para poluentes organicos em agua. Lesueur et
al. (2008) desenvolveram um método QUEChERS para determinacdo de 24
agrotoxicos em solo por GC-MS e LC-MS/MS. 10 g de amostra foram extraidas com
20 mL de ACN, com particdo empregando 4,0 g MgSO4 e sais de citrato de sdodio
diidratado e hidrogenocitrato dissddico sesquidratado. O clean-up foi realizado com
150 mg de PSA e 950 mg de MgSOa. A recuperacdo média dos agrotoxicos foi obtida
na faixa de 27,3 a 120,9% com limites de detecgéo na faixa de 0,02 a 88 ug kg™
(LESUEUR et al., 2008).
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Caldas et al. (2011) propuseram a determinacdo de multiplas classes de
agrotoxicos em solo de lavoura de arroz empregando QUEChERS e LC com
espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS). As condi¢bes do QUEChERS
testadas foram a adigdo de sais na particdo, acidificacdo das amostras com acido
aceético, uso de tampéao e na etapa de clean-up, avaliaram PSA e C18. A principal
alteracdo em relagdo ao método original foi a acidificagdo da acetonitrila,
procedimento que aumentou a estabilidade dos analitos em ACN. A recuperagao
obtida nos niveis de fortificagdo de 10 a 500 ug kg™' foram entre 70,3 e 120% com
RSD menor que 18,2%. O método validado aplicado em amostras reais permitiu
quantificar tebuconazol e fipronil em concentragdes entre 10 e 182 ug kg (CALDAS
et al., 2011).

Em um método QUEChERS simplificado, Mei et al. (2011) propuseram um
procedimento para analise de cinco agrotoxicos em solo e analise por LC-MS/MS. A
inovacdo no método se deu na unificagcdo das etapas de extragdo e clean-up,
usualmente realizadas em tubos diferentes. Dessa forma, o QUEChERS foi realizado
em um unico passo sequencial, empregando como sorventes PSA/C18 na proporgao
de 1:1. Taxas de recuperagao foram observadas na faixa de 75 a 95% para os analitos
estudados, com limites de quantificagdo 0,017-0,067 ug kg™' (MEI; DU; CEN, 2011).

Brondi et al. (2011), desenvolveram um método QUEChERS para a
determinacgao de quatro agrotéxicos em agua e sedimento com analise por GC-MS.
Os autores empregaram as mesmas condigdes propostas inicialmente por
Anastassiades et al. (2003) sem otimiza-las para seu sistema. Ainda, a etapa de clean-
up foi realizada em um cartucho convencional de extragdo em fase sdlida contendo
PSA, C18 e MgSOa. As recuperacgdes obtidas para os agrotdéxicos em agua foi entre
63 e 116% sendo o RSD inferior a 12%. Os limites de detec¢ao obtidos em agua foram
de até 3 ug kg’ (BRONDI et al., 2011).

Além dos métodos cromatograficos acoplados a espectrometria de massas
salientados, mais recentemente, alguns autores propuseram a associagao do método
de extragdo QUEChERS com LC acoplados aos detectores por arranjo de diodos
(DAD) e de fluorescéncia (FLD) (BEDASSA; GURE; MEGERSA, 2015; DE CARLO et
al., 2015; MACHADO et al., 2013; REJCZAK; TUZIMSKI, 2017; TUZIMSKI; REJCZAK,
2016).

A maioria dos trabalhos salientados empregaram esse tipo de detecg¢ao para

amostras de alimentos. Apenas um trabalho otimizou um método QUEChERS para
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determinacgdo de agrotdxicos em solo e analise por LC-UV (DE CARLO et al., 2015).
As principais desvantagens associadas ao uso de QUEChERS e analise por LC-DAD
e FLD sado a elevada interferéncia no sinal analitico, altos limites de detecgao
(RAHMAN et al., 2017), além de serem considerados detectores nao-universais.
Apesar disso, a partir de modificagdes e otimizagdo do método de preparo de amostra,
€ possivel superar tais dificuldades e adequar as respostas aos niveis de

concentragao esperado em amostras ambientais complexas.

1.2 PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS

Uma das vertentes da quimiometria, um dos quatro grandes pilares da quimica
analitica, é a otimizagdo e estudo de condi¢gdes experimentais via planejamento
fatorial (PEREIRA FILHO, 2015). Geralmente, ferramentas estatisticas sé&o
empregadas na analise de resultados experimentais, no entanto, importancia deve ser
dada a aplicagao de tais conceitos antes e durante a execucido de experimentos
(MILLER; MILLER, 2010). A maioria das estratégias de otimizacdo para métodos
analiticos ainda avaliam uma variavel por vez (one-at-a-time). Esse método é bastante
ineficiente, pois, na maioria dos casos, nao atingem a resposta ideal procurada uma
vez que as interagdes entre os fatores analisados ndo sao considerados (LI et al.,
2016).

Duas qualidades devem estar presentes em um bom método de otimizacgao:
fornecer a resposta ideal ou pelo menos préxima ao ideal e atingi-lo com o menor
numero de etapas possiveis (MILLER; MILLER, 2010). Como, via de regra, o
desenvolvimento e a investigagdo de um método dependem de um grande numero de
variaveis, € indispensavel o conhecimento da influéncia dessas variaveis na resposta
a ser avaliada (MONTGOMERY, 2012; RODRIGUES; IEMMA, 2014).

A escolha do planejamento adequado depende diretamente do numero de
variaveis envolvidas, viabilidade do numero de ensaios, disponibilidade de matéria-
prima e logicamente do custo do processo em estudo. Existem diversas estratégias
para o delineamento experimental: planejamento fracionario ou de Plackett-Burman
para selecao de variaveis quando os fatores sdo muitos ou o conhecimento do
processo é pequeno; planejamento fatorial completo, usualmente para 2 ou 3 variaveis

independentes em dois niveis, para otimizar e construir modelos dentro de uma regiao
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otima; e validacdo das condi¢cbes otimizadas pela construcido de superficie de
resposta (BOX; HUNTER; HUNTER, 1978; RODRIGUES; IEMMA, 2014).

1.2.1 Planejamento Plackett-Burman (P-B)

Este planejamento é classificado como um delineamento fatorial fracionado
saturado de dois niveis proposto em 1946 pelos estatisticos R.L. Plackett e J.P.
Burman (PLACKETT; BURMAN, 2008). Este tipo de planejamento foi desenvolvido
como um modelo econémico, devido ao reduzido numero de experimentos, para a
analise exploratdria e selecdo de variaveis. Além disso, tem se mostrado adequado
para avaliagao da robustez durante a etapa de validagao de um método (FEDENIUK
et al., 2015; HEYDEN; MASSART, 1996; KARAGEORGOU; SAMANIDOU, 2014).

Como regra, as matrizes devem ser construidas com k fatores, onde k = (N —
1), sendo N o total de ensaios realizados. A primeira linha ou coluna da matriz possui
um padrao de sinais estabelecido. Para N = 12, por exemplo, o padrao € segundo a

funcdo de Legendre:

A B CDEFGHIJK
+ + - + + + - - - + -

As linhas ou colunas subsequentes sao formadas pelo deslocamento desse
padrao de sinais, onde o ultimo sinal se desloca para primeira linha/coluna, o sinal da
primeira se desloca para segunda e assim por diante num movimento helicoidal

(permutacao para baixo).

A BCDEFGHIJK

-+ + -+ + + - - -+
Uma ultima linha é adicionada contendo apenas sinais (-) para balancear o
conjunto de niveis (MILLER; MILLER, 2010). Dessa forma, com 12 experimentos seria
possivel avaliar até 11 variaveis ao mesmo tempo. Entretanto, para a escolha de um
delineamento P-B dois cuidados devem ser tomados para ndo comprometer as
informagdes obtidas: o numero total de ensaios deve ser, no minimo, quatro a mais
que o numero de variaveis a serem estudadas, deixando alguns graus de liberdade

para o calculo do erro padrao e o ponto central deve ser realizado, no minimo, em
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triplicata (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001). Os fatores que restam séo
comumente denominados de “inertes” (dummy factors) e sdo considerados como
auxiliares dos fatores reais.

O efeito de cada fator é calculado por

Efeito, = 22 — 222 Eq. 1.1

onde y+ representa a resposta do sistema quando o fator em questdo é mantido no
seu maior nivel e y- a resposta do mesmo no seu nivel baixo.

A simetria ortogonal do planejamento permite que o efeito de cada fator seja
determinado de forma individual (efeitos principais). Como o planejamento P-B possui
resolucao lll, produz efeitos principais que se confundem com os efeitos de interacao
entre dois fatores, sendo que estes ultimos n&o podem ser determinados ((BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001).

Poucos trabalhos na literatura aplicaram o planejamento P-B para screening
das variaveis empregadas no método QUEChERS, sendo a maioria deles voltados
para analise de alimentos (LI et al., 2017; LIU et al.,, 2016; LUO et al., 2017,
PETRARCA et al., 2014; YIN et al.,, 2014). Petrarca et al. (2014) identificaram a
porcentagem de acetonitrila, volume de acido acético e quantidade de MgSO4 como
os fatores mais significativos através do P-B para a recuperagéo de fumonisina B1 de
arroz.

Ja no trabalho de Zhou et al. (2018), o planejamento P-B indicou que as
variaveis mais importantes na recuperacdo de micotoxinas e drogas veterinarias de
amostras de leite e ovo foram as quantidades de PSA, NaCl, acetato de sddio e a
porcentagem de acido formico adicionada a ACN.

Apenas um trabalho propés uma investigagao preliminar do QUEChERS em
matriz ambiental (solo) através do planejamento P-B (LI et al., 2014). Os autores
avaliaram a influéncia de seis fatores (volume de agua, quantidades de GCB, PSA e
C18, porcentagem de acido acético e tempo de extragao) na extragado por QUEChERS
de um fungicida e seus metabdlitos em solo. Os efeitos principais significativos para
esse caso foram quantidade de PSA, volume de agua e porcentagem de acido acético.
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Uma vez identificados os diversos fatores que influenciam no resultado
analitico, sdo necessarios outros tipos de planejamento para determinar a combinagéo

de niveis do fator que proporcionara a resposta ideal.

1.2.2 Planejamento fatorial 2%

Planejamento fatoriais de dois niveis, onde k € o numero de fatores avaliados,
sdo de extrema utilidade para investigar quais fatores tem influéncia sobre
determinada resposta. Sao de simples execugao, permitem que os fatores avaliados
sejam qualitativos (tipo de solvente, de agitagao, etc.) ou quantitativos (concentragéo
do analito, pH, quantidade de sorvente, volume de solvente, etc.), e ainda, se
necessario, podem ser ampliados para planejamentos mais sofisticados (BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001).

Esse tipo de planejamento fatorial € considerado completo pois as variaveis
sdo ensaiadas em todas as combinagdes possiveis. Por exemplo, se dois fatores séo
investigados para um determinado sistema, quatro experimentos abrangendo
combinagdes entre os niveis mais baixos (-) e mais altos (+) dos fatores sé&o
executados. Como os fatores sdo alterados de forma conjunta, é possivel inferir o
efeito individual e a interacdo entre os fatores (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2001; TEOFILO; FERREIRA, 2006).

Os efeitos dos fatores avaliados sao calculados de forma similar a Eq. 1.2,

sendo:

Efeitoi =y, — - Eq. 1.2

onde y,representa a média das respostas obtidas no nivel superior € y_ a média das
respostas no seu nivel baixo (PEREIRA FILHO, 2015). No caso dos efeitos de
interacao, o valor de efeito € obtido pela combinacdo dos sinais de cada fator com a
resposta obtida, a qual é aplicada na Eq. 1.2.

Um efeito, quer seja principal ou de interagéo, s6 é considerado significativo
a partir da realizagdo de duplicatas auténticas dos experimentos ou a partir da
estimativa do desvio padrao de replicatas no ponto central (0). Para ambos os casos,
o valor obtido é multiplicado pelo t de Student tabelado para determinado grau de

liberdade e intervalo de confianga. Ainda, uma interpretacdo geomeétrica pode ser
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atribuida aos efeitos calculados através da representacdo em um sistema cartesiano
onde cada eixo corresponde a um fator (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS,
2001). Assim, para dois fatores, por exemplo, as respostas obtidas a partir do
planejamento ocupam os vértices de um quadrado.

A principal vantagem dos planejamentos fatoriais completos € a completa
varredura da regido de estudo, pois utiliza todos os fatores e respectivos niveis, desde
que haja um dominio prévio do sistema.

A utilizacao desse tipo de planejamento fatorial associado ao QUEChERS tem
sido reportado com maior extensdo, mas somente para matrizes alimenticias (FACCO
et al., 2015; LORENZ et al., 2014; MATTAROZZI et al., 2016; VIERA et al., 2017).
Lorenz et al. (2014) avaliaram inicialmente o processo de extracdo QUEChERS de
agrotoxicos em frutas por meio de planejamentos 24 completo a fim de investigar as
principais variaveis (quantidade de amostra e solvente, pH e temperatura), que
influenciavam na recuperagao dos analitos. Um planejamento 24 completo também foi
empregado por Facco et al. (2015) para determinar as condigdes do QUEChERS mais

favoraveis para extracao de agrotoxicos de milho.

1.2.3 Metodologia de superficie de resposta e Planejamento Composto Central

A metodologia de superficie de resposta (RSM, do inglés, response surface
methodology) € uma colegdo de técnicas estatisticas e matematicas uteis na
modelagem e otimizagdo de uma resposta, através de um procedimento sequencial,
quando estas sao influenciadas por multiplos fatores (MONTGOMERY, 2012). Duas
etapas distintas, modelagem e deslocamento, sao repetidas até atingir uma regiao de
resposta 6tima (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001), através de caminho

de maxima inclinagao (Figura 1.3).
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FIGURA 1.3 - PROCEDIMENTO SEQUENCIA APLICADO NA RSM

Regido de operabilidade
) = Regidio do do processo
9 o 6timo
Contorno de resposta
a0 . constante
Caminho da
85 ascensio

80 75 70
ondigbes = &5

operacionais - ]

atuais <1

&0

FONTE: Modificado de (MONTGOMERY, 2012).

Usualmente, a primeira etapa do RSM consiste em empregar um polindbmio
de ordem inferior para estabelecer uma correlacdo verdadeira entre a resposta de
interesse e as variaveis independentes do sistema estudado. A partir dos
planejamentos fatoriais completos com replicatas do ponto central € possivel construir
um modelo estatistico para descrever a resposta em termos de um modelo empirico
linear:

y = ﬁ0+ﬁ1x1+ﬁ2X2+e Eq 13

onde x1 € x2 sd0 as variaveis codificadas, os termos 8 sdo os parametros do modelo
de regresséao estimado através do método dos minimos quadrados e e corresponde
aos residuos do modelo. Bo € a média geral das respostas, enquanto que B1 e 82 séo
iguais as metades das estimativas dos efeitos correspondentes (MONTGOMERY,
2012; RODRIGUES; IEMMA, 2014).

A significancia do modelo gerado é avaliada estatisticamente pela Analise de
Variancia (ANOVA). Além da regressao ser significativa e o modelo n&o apresentar
falta de ajuste, o exame do comportamento dos residuos é fundamental, pois deve ser
compativel com o erro aleatério esperado para um determinado sistema. Idealmente,

quando todas as previsdes coincidem com as respostas experimentais observadas,
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residuos estdo ausentes (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001). O modelo
ajustado pode ser expresso através de uma superficie de resposta ou grafico de
contorno nos quais € possivel visualizar a proximidade do ponto 6timo
(MONTGOMERY, 2012).

Uma vez encontrada a regido mais proxima do 6timo ou, por outro lado, se as
respostas ndo foram bem ajustadas para um modelo de primeira ordem, modelos mais
elaborados, como os de segunda ordem, podem ser empregados (MONTGOMERY,
2012):

Y = Po+ Pixs 4 Baxy + Praxf + Baaxs + Praxyx, +e Eq. 1.4

Nesse caso, além dos ensaios de um planejamento 2% ponto axiais sdo
acrescentados, a fim de que se tenha pontos suficiente para estimar todos os
parametros da equacao.

O planejamento mais popular apropriado para o ajuste de segunda ordem é o
Planejamento Composto Central (CCD, do inglés, Central Composite Design).
Geralmente, os CCD consistem de trés partes: a) um planejamento fatorial 2; b)
conjunto de experimentos no ponto central e c) experimentos nos niveis axiais (pontos
situados nos eixos do sistema de coordenadas e possuem distancia + a da origem —
Figura 1.4A, onde a= V2¥) (TEOFILO; FERREIRA, 2006). Para dois fatores, por
exemplo, a equivale a V2. As repeticdes no ponto central t&ém por finalidade estimar o
erro puro e estabilizar a variancia da resposta prevista O planejamento em estrela
(Figura 1.4B) é um dos exemplos mais empregados de CCD, uma vez que permite a
construcao de uma superficie de resposta com um menor nimero de ensaios. Em um
planejamento em estrela, um planejamento idéntico ao inicial € acrescentado, porém
girando 45° em relagao a orientagdo original (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS,
2001).
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FIGURA 1.4 - REPRESENTACAO DE UM PLANEJAMENTO COMPOSTO CENTRAL PARA A) 2 E
B) 3 FATORES.
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FONTE: Adaptado de (MONTGOMERY, 2012)

Uma das principais vantagens dos CCD € que eles podem ser construidos
sequencialmente de acordo com a necessidade, ja que é formado por trés partes
distintas. Um exemplo disso é que se um ajuste linear obtido através das respostas
do planejamento fatorial for satisfatério, ndo ha necessidade da execucgao dos pontos
axiais.

Com o intuito de otimizar o método QUEChERS com um menor numero de
experimentos e possibilidade de construcao da superficie de resposta, muitos autores
tem utilizado o CCD (FACCO et al., 2015; KEMMERICH et al., 2015; LI et al., 2017,
2014; RIZZETTI et al., 2016; ZHOU et al., 2018). Entretanto, visto a potencialidade
deste tipo de ferramenta, os dados dessa natureza ainda podem ser considerados
€sCassos.

Os trabalhos listados utilizam o CCD para avaliar tanto as condigbes de
extracdo quanto as de clean-up. Rizzetti et al. (2016) propuseram o uso de CCD para
otimizar as condi¢gdes do QUEChERS incluidas como relevantes a partir de uma
otimizacao univariada preliminar (concentracéo de hidroxido de sodio e quantidades
de C18, PSA e acetato de sédio). Como as amostras estudadas apresentavam carater
acido (suco de laranja), a concentracédo de NaOH teve efeito significativo bem como
os sorventes analisados, os quais apresentaram efeitos antagonicos no numero de

compostos recuperados na faixa adequada.
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Kemmerich et al. (2015) investigaram varias fases sorventes na etapa de
clean-up para extracdo de agrotoxicos de pimenta. Além de C18, PSA e carvao
grafitizado, foram testadas fases comumente empregadas na extragao em fase sélida
como Oasis HLB® e Strata X®, cobrindo uma ampla faixa de polaridades, custo e
caracteristicas de adsor¢cdo. A maior influéncia observada na extragcdo de 81
agrotoxicos estava relacionada a quantidade, independentemente do tipo de sorvente.

Alguns autores optaram pela investigacdo utilizando a metodologia de
superficie de resposta, iniciando o estudo das variaveis empregando planejamento
P-B e, posteriormente, otimizando as variaveis significativas empregando o CCD. Li
et al (2014) otimizaram as condi¢des previamente selecionadas (quantidade de PSA,
volume de agua e porcentagem de acido acético) para extracdo de fungicidas e seus
metabolitos de solo em um CCD 23. O modelo quadratico construido foi significativo e
sem falta de ajuste com 95% de confianga. O método otimizado quimiometricamente
foi empregado com sucesso na determinagéo de fluxapiroxade em solo (24 ug kg™),
bem acima do limite de quantificagéo de 0,5 ug kg'.

Tais relatos sugerem uma excelente abordagem para investigacdo das
principais variaveis do método de extragdo QUEChERS com a utilizagdo de técnicas

quimiométricas de planejamento de experimentos.

1.3 PARAMETROS DE MERITO DE METODOS ANALITICOS

A performance de um método analitico deve ser avaliada de forma criteriosa
a fim de garantir a qualidade e confiabilidade dos dados independente da metodologia
de andlise utilizada. A validagao € “um estudo experimental e documentado cujo
objetivo € demonstrar que o procedimento analitico avaliado é adequado a finalidade
proposta, de forma a assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos” (MAPA,
2011). Como o resultado de uma analise esta diretamente atrelada a uma tomada de
decisao, a obtencdo de dados analiticos ndo confiaveis pode trazer riscos dificeis de
mensurar. O processo de validacdo é continuo e exige do analista planejamento
criterioso e estatisticamente consistente desde as etapas iniciais do desenvolvimento
do método (MAPA, 2011; RIBANI et al., 2004).

Nao existe uma convergéncia entre os documentos oficiais de normatizacao

do processo de validagdo. No ambito nacional, a ANVISA (Agéncia Nacional de
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Vigilancia Sanitaria) e o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagao e
Qualidade Industrial) fornecem os guias de validagdo RDC n° 166 de 2017 e DOQ-
CGCRE-008 de 2010, respectivamente. As principais agéncias regulatérias também
apresentam documentos quanto a validagado de métodos analiticos (ANVISA, 2017;
EC, 2002; ICH, 2005; INMETRO, 2010; MAGNUSSON; ORNEMARK, 2014; SANCO,
2010; SANTE/EU, 2015; THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

Dessa forma, os parametros de validacdo devem ser baseados na intengao
do uso do método (RIBANI et al., 2004). As figuras de mérito mais abordadas séo
seletividade, linearidade, exatiddo, precisao (repetitividade e precisao intermediaria),

limites de deteccgao e quantificacdo e robustez.

1.3.1 Seletividade

Um dos primeiros passos no processo de validagdao de um método é a
verificacdo da extensao na qual um método analitico pode ser usado para determinar
os analitos alvo em misturas ou matrizes sem interferéncias de outros componentes
de comportamento semelhante (MAGNUSSON; ORNEMARK, 2014). Essa avaliagéo
deve ser continua ao longo do desenvolvimento do método. A capacidade do método
de discriminar o analito de substancias analogas como is6bmeros, metabdlitos,
produtos de degradacdo e demais constituintes da amostra (EC, 2002), é
particularmente importante para analises de amostras ambientais. O termo
seletividade é recomendado pela IUPAC; apesar disso, o termo especificidade
também pode ser encontrado em diversos guias de validacao (EC, 2002).

Existem diversas formas de avaliagdo da seletividade: a) analise da matriz
isenta e fortificada com o analito; b) comparagdo entre a amostra processada
fortificada e sinal do analito em solvente; c) através da confirmacgao pela resposta dos
detectores por arranjo de diodos (pureza de pico) e espectrdmetro de massas (massa
e fragmentacgéao), que fornecem comparagao do espectro do pico obtido na separagéo
com o de um padrao; e d) adicao de possiveis interferentes na amostra (EC, 2002;
ICH, 2005; MAGNUSSON; ORNEMARK, 2014).

No caso do método néo ser seletivo a um determinado grupo de analitos em
uma matriz, outros parametros importantes para um método analitico, como a

linearidade, exatid&do e precisao, estardo comprometidos (INMETRO, 2010).
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1.3.2 Linearidade

Linearidade € a capacidade do método produzir resultados diretamente
proporcionais a concentragdo do analito na amostra, dentro de uma faixa de
concentracdo (faixa de trabalho). A faixa de trabalho (Figura 1.5) deve estar
correlacionada com as concentragdes esperadas durante a aplicacdo do método. Os
limites inferiores e superiores da faixa de trabalho estdo restritos pelo limite de
quantificacédo (LOQ) e da resposta do equipamento, respectivamente (INMETRO,
2010). Os desvios da linearidade sdo comuns em concentra¢des elevadas devido a

resposta ndo ideal de detectores ou a efeitos quimicos (SKOOG et al., 2005).

FIGURA 1.5 - EXEMPLO TiPIQO DE CURVA ANALITICA OBTIDA EM DETERMINADA FAIXA DE
CONCENTRACAO.
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FONTE: Adaptado de (MAGNUSSON; ORNEMARK, 2014)
A linearidade é geralmente determinada empiricamente por meio de um
minimo de cinco concentragdes diferentes, distribuidas em intervalos regulares, em

triplicata (n=3).

O ajuste linear para cada analito € calculado a partir do método de minimos
quadrados ordinarios (MMQO), sendo a expressao resultante uma equacgao linear:

y=ax+b Eq. 1.5
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onde a e b s&o, respectivamente, os coeficientes angular e linear. Este ultimo pode
ainda ser chamado de intercepto (o valor de y quando x for zero). Uma vez que o
coeficiente angular indica a inclinagao da reta, pode-se estimar a sensibilidade do
meétodo para determinado analito e matriz através deste parametro.

A utilizaggdo do MMQO exige a adequagédo dos dados frente a alguns
parametros do método. Para que a regresséo linear seja valida, além da relagéo linear
entre a concentragéo e a area de pico, refletida no coeficiente de determinagao (R?),
os residuos precisam ter distribuicdo aleatoria, serem independentes entre si e
homocedasticos (distribuicdo constante dos residuos dentro da faixa de trabalho). A
aleatoriedade pode ser avaliada visualmente pelo grafico de distribuigcdo dos residuos
(¥ versus residuos, onde y se refere a resposta teorica obtida a partir da equagéo da
reta). A homocedasticidade deve ser avaliada em termos de analise das variancias
das respostas instrumentais (teste F) entre os niveis de concentragdao avaliados.
Quando o valor de F obtido entre dois niveis da curva analitica for inferior ao tabelado,
consideram-se as respostas homocedasticas. A independéncia dos residuos foi

calculada pelo teste de Durbin-Watson:

_Zisp(eieiy)? Eq. 1.6

N 2
Yi=16i

d

onde e corresponde ao valor dos residuos (Yexperimental — Ytesrico). OS residuos sao
considerados independentes quando d > du (du € tabelado e depende do tamanho do
conjunto amostral) (MAPA, 2011).

Experimentalmente, as curvas analiticas podem ser construidas a partir de:
a) padrdes de calibragdo em solugao ou solvente; b) matriz isenta dos analitos
fortificada com os padrdes e c¢) extrato da matriz isenta dos analitos fortificado com os
padrées (MAPA, 2011).

Dentre os métodos de calibragdo mais empregados para a quantificacdo dos
compostos estdo a padronizagao externa e interna, superposi¢cédo de matriz e adigao
de padrao. A mais comum e simples é a padronizagao externa e, assim € denominada,
pois os padrdes de calibracdo sao preparados e analisados separados das amostras
(CUADROS-RODRIGUEZ et al., 2007). O sinal da amostra obtida é correlacionado
com a curva analitica construida a partir das solugdes-padrdao por interpolagao
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(KOSCIELNIAK; WIECZOREK, 2016). Este método é mais suscetivel aos desvios
gerados por componentes presentes na matriz da amostra.

A padronizagado interna consiste em adicionar quantidade conhecida e
constante de um composto denominado padrao interno (Pl) a solugdes padrao na
faixa de concentragdes a ser investigada. Idealmente, um bom PI deve ser similar ao
analito e possuir um tempo de retengao préximo ao ser quantificado, nao fazer parte
da amostra e nem reagir com componentes da amostra (COLLINS; BRAGA;
BONATO, 2006). Ap6s analise dessas solugdes, a curva analitica € construida
correlacionando a razao das areas analito/Pl com a concentracdo. As amostras sao
analisadas da mesma forma, com adicao do PI. A padronizacéo interna € uma forma
de reduzir as influéncias no decorrer do método analito, pois o fator de resposta nao
se altera (RIMAY!I et al., 2015). Por outro lado, o alto custo de aquisi¢do de padrdes
internos, é uma das desvantagens do método.

O estabelecimento do método de superposi¢cao de matriz (matrix-matched)
consiste na adi¢gao do padrao do analito em uma matriz livre da presenca dos analitos,
mas similar a da amostra. A constru¢ao da curva pode ser realizada tanto por
padronizagcdo externa quanto interna. A principal vantagem desse método é a
compensagao do efeito matriz pela aproximagdo da correspondéncia com a
composicao da amostra (RIBANI et al., 2004). O efeito matriz tende a ser bastante
variavel e de dificil predicao pois se refere a resposta de um ou mais componentes
com distintas propriedades fisicoquimicas (CUADROS-RODRIGUEZ et al., 2007).

Em amostras nas quais pode ocorrer o efeito matriz e ndo se tem a matriz
isenta dos analitos, o método de adicdo de padrao € mais indicado. O procedimento
basico desse método consiste na adicdo de solugcdo padrao de concentragao
crescente conhecida enquanto os demais componentes da amostra permanecem
constantes. A curva analitica é construida em fungao da concentracao adicionada de
analito, enquanto que a concentragdo inicial da amostra é obtida a partir da
extrapolacéo da curva (y = 0) (KOSCIELNIAK; WIECZOREK, 2016).

1.3.4 Exatidao
A exatiddo de um método expressa a proximidade do valor obtido de um valor

referéncia. Dessa forma, ela € estudada em termos de veracidade e precisdo. A

veracidade, por sua vez, € o “grau de concordancia entre a média de um numero
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infinito de valores medidos repetidos e um valor de referéncia”. Como n&o é possivel
obter experimentalmente um numero infinito de medidas, a veracidade € avaliada pelo
desvio (bias), que recai na comparagao da médias dos resultados experimentais com
uma referéncia (MAGNUSSON; ORNEMARK, 2014; MAPA, 2011). Quanto menor
essa diferencga, mais exato é o método. Para calcular a veracidade em termos de bias,
se faz necessario o uso de materiais de referéncia certificado (CRM) ou comparagéo
de métodos. Os CRM séao padrdes internacionais com uma incerteza conhecida e,
portanto, podem ser usados para abordar todos os aspectos do bias (THOMPSON,;
ELLISON; WOOQOD, 2002). A resposta das amostras padrao obtidas pelo método
testado sdo comparadas com o valor referéncia certificado. Nesse caso, como é
necessaria a aquisicao do CRM, o preco das anadlises se eleva. A comparagao de
métodos consiste em assumir que o valor de referéncia € obtido através de um método
referéncia estabelecido com incerteza conhecida (THOMPSON; ELLISON; WOOD,
2002). O bias é calculado com base em avaliagdes estatisticas, como o teste t de
comparacgao de meédias, por exemplo.

Na auséncia de CRM, outros dois modos sdo empregados para investigar a
veracidade: ensaios de recuperacao e adicao de padrao.

Sem duvida, a recuperagao (R) € o método mais empregado para avaliar a
exatidao no desenvolvimento de métodos analiticos. As amostras sao fortificadas com
concentragcdes conhecidas do analito e submetidas a analise. A diferenca entre os
dois resultados, concentracéo obtida e fortificada, € chamada de recuperacéo:

Concentracao média medida X 100

Exatidao % = — — Eq. 1.7
concentracao de fortificagdao

Nao existe convergéncia quanto a faixa de concentracdo em que a
recuperagdo deve ser investigada. O ICH, INMETRO e ANVISA, por exemplo,
estabelecem que trés niveis de concentracao distribuidos dentro da faixa linear devem
ser analisados em triplicata. A SANCO/825/00, por sua vez, requer quintuplicata em
dois niveis de concentragdes (proximas ao LOQ e outra superior). A Diretiva 657 da
Comunidade Europeia, preconiza que, quando ndo € possivel a compara¢gao com um
padrao de referéncia, fortificam-se brancos da matriz, nas concentragbes de 1, 1,5 e
2 vezes a concentracido minima requerida para uma boa performance do método em

sextuplicata.
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Nos métodos de adicdo de padrao, para os quais ndo é possivel obter uma

amostra isenta dos analitos, a recuperacao é calculada como:

R0, = (Concentragdo média medida — concentracao do branco ) X 100 Eq.1.8
0T concentragdo de fortificacao

Os niveis aceitos para os valores de recuperagao variam diretamente com a
faixa de concentracao investigada. Gonzalez, Herrador e Asuero (2010), baseados
em levantamentos estatisticos, propuseram diversas porcentagens de recuperagao
com base no nivel de concentragao do analito. Para analitos presentes na amostra
em concentracdes de até uma parte por bilhdo sdo admitidas recuperagdes entre 40
e 120% (GONZALEZ; HERRADOR; ASUERO, 2010). Os critérios de aceitagéo
admitidos pela Diretiva 657 da Comunidade Europeia para o estudo de recuperagao
dos analitos sao bastante rigidos, sendo considerados adequados quando os valores
estdo dentro de £ 10 % do valor alvo (concentragao de fortificagdo). A SANCO/825/00
admite valores de recuperagao de 70 a 120%, mas aceita valores fora dessa faixa

desde que justificaveis.
1.3.3 Precisao

Do ponto de vista estatistico, a precisao mede a dispersédo dos dados em
determinadas condi¢cdes de analise. A precisdo é dependente da concentragdo do
analito e entdo deve ser determinadas ao longo da faixa de concentracao de interesse
(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). E comumente expressa por meio da
repetitividade, precisdao intermediaria e da reprodutibilidade. Nas condicbes
usualmente empregadas nos laboratérios de pesquisa, a validagdo da precisdo em
termos das duas primeiras € aceita.

A repetibilidade expressa a precisao avaliada sob as mesmas condi¢des
experimentais (mesmo operador, equipamento, local, solugdo padréo, etc) em um
curto periodo de tempo. A repetibilidade também & conhecida por precisao intradia ou
intraensaio.

A precisao intermediaria (interensaio ou reprodutibilidade intralaboratorial),
estd relacionada a precisdo avaliada empregando condi¢des similares a da

repetitividade quanto a amostra, método e laboratoério, mas diferindo em uma ou mais
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condigbes (diferentes analistas, equipamentos, dias, entre outros). Os experimentos
realizado para precisao intermediaria devem refletir as condi¢des dentro do laboratorio
em um futuro ensaio (GONZALEZ; HERRADOR; ASUERO, 2010).

Em ambos os casos, a precisao pode ser expressa pela estimativa do desvio

padrao relativo (RSD) ou coeficiente de variagao (CV), segundo a Equagao 1.9:

S
RSD%=—— X100 Eq. 1.9

onde s é a estimativa do desvio padrao e ¢ é a concentracdo média das replicatas
ensaiadas.

Em geral, os experimentos para determinagdo da precisdo acompanham os
ensaios realizados para a recuperagao (EC, 2002; INMETRO, 2010; SANCO, 2010;
TECHNICAL; USE, 1996). Assim como para recuperagao, o critério de aceitagao para
valores de precisao também €& dependente da faixa de concentracdo estudada. A
Diretiva 657 da Comunidade Europeia e o guia da SANCO/825/00 aceitam valores de
precisdo de até 20% para fragdes massicas dos analitos na faixa de 10 a 100 ug kg™
Além disso, € esperado que menores dispersdes nos resultados sejam observadas
para ensaios de repetibilidade (MAGNUSSON; ORNEMARK, 2014).

1.3.5 Limites de deteccao e quantificagao

A determinagédo dos limites de deteccao (LOD) e quantificagédo (LOQ) tem
grande importancia para métodos cujo o objetivo € determinar baixos niveis de
concentragao (INMETRO, 2010). Dessa forma, esses parametros s&o cruciais para
estabelecer um limite estatisticamente seguro para a quantificagdo de analitos
proximo a esses niveis.

O LOD pode ser definido como a menor concentragdo detectavel da
substancia em analise, mas sem garantia de precisao e exatidao. O LOQ por sua vez,
€ a menor concentragao do analito que pode ser determinada com precisao e exatidao
aceitaveis sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas. Apesar disso, esses termos
sdo ainda hoje bastante controversos, principalmente devido a divergéncia na
terminologia aplicavel. Por exemplo, o LOD n&o é aceito por todas os guias de
validacao (INMETRO, 2010). A SANCO/825/00 é um desses casos e apenas admite

o LOQ como sendo o menor nivel validado com relagédo a precisao e recuperagao.
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Isso reflete nas diferentes possibilidades de como esses parametros podem
ser determinados: método visual, com base nos parametros da curva analitica, com
base na relagdo sinal/ruido. Shrivastava et al. (2011) fizeram um levantamento e
discussao de todas as propostas apresentadas em documentos de validagéo
internacional para o LOD e LOQ (SHRIVASTAVA; GUPTA, 2011).

E necessario entdo, que a melhor forma de determinacdo dos LOD e LOQ

seja estudada para cada caso, desde que fundamentada em critérios analiticos.

1.3.6 Robustez

O conhecimento sobre a robustez de um método é fundamental para garantir
a validade analitica do mesmo. Ela pode ser definida como a “suscetibilidade de um
método analitico frente a pequenas mudancas nas condigcdes experimentais”
(KARAGEORGOU; SAMANIDOU, 2014). Tais alteragdes compreendem mudancga de
reagente, condigbes de estocagem, condi¢cdes do preparo de amostra e do método de
analise, pH e temperatura. O teste de robustez indica o quao preciso deve ser o
controle das variaveis que influenciam o sistema, levando a uma maior
reprodutibilidade do método (HEYDEN; MASSART, 1996).

A validacao da robustez pode ser feita por pequenas alteragcdes nos fatores
que influenciam o método de forma univariada ou empregando planejamentos
fatoriais, como por exemplo, o planejamento fracionario Plackett-Burman (FEDENIUK
etal., 2015). O planejamento mais conhecido aplicado a robustez € o teste de Youden,
que além de avaliar a robustez do método, também ordena a influéncia de cada fator
no resultado final. Esta abordagem é recomendada pelo INMETRO e pela Diretiva
657. No teste de Youden, sete fatores sdo investigados em oito ensaios, realizados
em duplicata para o calculo do efeito. Como se trata de um planejamento fatorial
fracionario, para investigar menos fatores, ndo basta excluir as linhas da matriz de
planejamento, mas sim se deve selecionar um planejamento mais indicado.

Segundo o MAPA (2011) nado existe atribuicdo de um valor numérico para a
robustez por ndo se tratar de uma grandeza fisica ou quimica. A avaliagao se da em
relagéo a significancia de um efeito sobre a resposta esperada. Quando n&o ha efeito

significativo, o método analitico € considerado robusto.
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CAPiTULO2: ANALISE MULTICLASSE DE CONTAMINANTES DE
PREOCUPAGAO EMERGENTE EM AGUAS SUPERFICIAIS USANDO
QUECHERS-LC-DAD

2.1 INTRODUGAO

Nas ultimas décadas, as inumeras atividades antropicas contribuiram com a
contaminagao de praticamente todos os compartimentos ambientais, levando a um
problema mundial no que se refere a ocorréncia de poluentes no ambiente
(GAVRILESCU et al., 2015; GHISELLI; JARDIM, 2007; GRAZIELI; COLLINS, 2011;
TIJANI; FATOBA; PETRIK, 2013).

CEC ou Contaminantes Emergentes (CE) s&o termos que definem, de forma
ampla, “qualquer produto quimico sintético ou de ocorréncia natural, ou ainda qualquer
micro-organismo que nao € comumente monitorado, mas tem potencial para entrar no
ambiente com efeitos adversos conhecidos ou suspeitos a ecologia e/ou a saude
humana” (UNESCO, 2017). Tais compostos ndo haviam sido detectados
anteriormente ou foram detectados em concentragdes significativamente diferentes
das reais devido a limitagbes instrumentais no ambito da detec¢do. Além disso, todos
os dias sdo langados uma infinidade de compostos que podem se tornar novas fontes
de contaminantes emergentes, tornando crescente a lista de candidatos (DA SILVA et
al., 2013; LI, 2014; MURRAY; THOMAS; BODOUR, 2010; SAUVE; DESROSIERS,
2014).

Em geral, os CEC s&o encontrados em concentragdes trago (na faixa de ug L-
Tang L"), o que representa concentragdes inferiores aos valores maximos permitidos
pelas principais agéncias reguladoras, além de muitos deles serem ainda hoje
negligenciados pelas legislagbes (COMERTON; ANDREWS; BAGLEY, 2009;
MURRAY; THOMAS; BODOUR, 2010; STUART et al., 2012).

A lista de compostos xenobidticos inclui, por exemplo, as seguintes familias
de compostos quimicos: compostos desreguladores enddcrino (EDC, do inglés,
endocrine disrupting compounds) como estrogénios naturais e sintéticos, alquilfenois
e ftalatos, farmacos e plastificantes (MOMPELAT; LE BOT; THOMAS, 2009;
PATROLECCO et al., 2013; VALLS-CANTENYS et al., 2016; ZIYLAN; INCE, 2011).
Todos os grupos listados apresentam risco aos ecossistemas nos quais sao inseridos,
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ainda que suas reais implicagbes ndo sejam bem conhecidas, pois dependem do
comportamento, distribuicdo e interagcdo entre as substancias (GRAZIELI; COLLINS,
2011; LAPWORTH et al., 2012; RODIL et al., 2012; STUART et al., 2012).

2.1.1 Farmacos

A presenca de farmacos no meio ambiente se deve basicamente as excregcdes
metabdlicas de pessoas e animais em tratamento médico, além do descarte incorreto
em pias e vasos sanitarios (BOTITSI; FROSYNI; TSIPI, 2007). Os principais
problemas ambientais associados a presenca de farmacos se relacionam com a sua
bioacumulagéo e, no caso dos antibidticos, com o0 aumento da resisténcia microbiana
(BOSCHER et al., 2010; FENT; WESTON; CAMINADA, 2006).

A Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 2015) relatou que o mercado
farmacéutico global esta faturando 300 bilhées de ddlares por ano, sendo grande parte
investida na comercializacdo dos produtos. Esse panorama é de extrema
preocupacgao ja que o uso rotineiro de inumeros produtos farmacéuticos levou, nos
ultimos anos, a um aumento na ocorréncia destes compostos em diversas matrizes
como agua superficial (ARCHANA; DHODAPKAR; KUMAR, 2016; MONTAGNER,;
JARDIM, 2011), 4gua subterranea (PAIGA; DELERUE-MATOS, 2016), afluentes e
efluentes de estacdo de tratamento de esgoto (VALLS-CANTENYS et al., 2016).
Mompelat et al. (2009) relataram a ocorréncia de produtos farmacéuticos em aguas
superficiais, bem como, suas concentracbes maximas. O antibidtico sulfametoxazol
foi detectado nos EUA e Franga nas concentragcdbes de 1900 e
540 ng L, respectivamente. O anticonvulsivante carbamazepina foi encontrado em
concentragdes que variaram de 43 a 258 ng L' em paises como Alemanha, Franca e
EUA.

Em estudos similares, o estimulante cafeina foi encontrado em paises como
EUA e Franga em concentragbes de até 119 ng L' (GAFFNEY et al., 2014;
MOMPELAT; LE BOT; THOMAS, 2009). Quantidades extremamente elevadas de
farmacos foram quantificadas por HPLC-MS/MS em afluentes (19850 ng L' de
acetaminofeno e 4215 ng L' de ibuprofeno) e efluentes (1032 ng L' de diclofenaco)
de duas estagdes de tratamento de esgoto da cidade de Catalunha (PEDROUZO et
al., 2011). Em Luxemburgo, Pailler et al. (2009) encontraram niveis elevados de

ibuprofeno (10 — 4000 ng L") em aguas superficiais e residuarias principalmente
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durante periodos chuvosos. Liu et al. (2009) compilaram dados de alguns
desreguladores enddécrinos como horménios e nonilfenol encontrados em aguas
superficial, subterranea e para consumo humano em varios paises. Nos EUA em
2004, por exemplo, a presenca de B-estradiol na concentragdo de 13 a 80 ng L' nas
aguas subterraneas foi relatada na regido entre os estados de Missouri e Arkansas
(LIU; KANJO; MIZUTANI, 2009).

No Brasil, os primeiros estudos orientados a avaliar a presenga deste tipo de
contaminacgao iniciaram na década de 90, quando Stumpf et al. reportaram em 1999
pela primeira vez a presenca de compostos farmaceuticamente ativos (PhAC, do
inglés pharmaceutically active compounds) em esgotos, efluentes e aguas naturais,
no estado do Rio de Janeiro (STUMPF et al., 1999). Mais recentemente, Maldaner e
Jardim (2012) avaliaram diversos poluentes organicos emergentes em agua para
consumo humano fornecidas por diferentes estagdes de tratamento de agua da cidade
de Campinas (MALDANER; JARDIM, 2012). Apos o desenvolvimento do método, a
analise de amostras reais comprovou a presenga de alguns compostos como
diazepam, ibuprofeno e paracetamol abaixo do limite de quantificacdo da técnica
estabelecida. Tais trabalhos destacam a presenca onipresente destes poluentes em
compartimentos ambientais e uma preocupagdo constante com as &aguas
disponibilizadas para consumo humano, enfatizando a necessidade do
desenvolvimento e aprimoramento de técnicas analiticas para a deteccdo dos

mesmaos.

2.1.2 Hormonios e Bisfenol A

Estrogénios naturais — estrona (E1), 17B-estradiol (E2), estriol (E3) — s&o
hormonios esteroidais produzidos a partir do colesterol, com a fungao de estimular o
desenvolvimento de estruturas reprodutivas femininas e caracteristicas sexuais
secundarias (AUFARTOVA et al, 2011). Horménios sintéticos como o 17a-
etinilestradiol (EE2), sdo utilizados em terapias de reposi¢cao e métodos contraceptivos
(BILA; DEZOTTI, 2007; REIS FILHO; ARAUJO; VIEIRA, 2006).

Similarmente aos farmacos, a principal via de contaminagdo ambiental por
estrogénios é representada pela excregcao de hormdnios naturais, principalmente de
mulheres em idade fértil (LINTELMANN et al., 2003; REIS FILHO; ARAUJO; VIEIRA,
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2006), e sintéticos, principalmente utilizados como contraceptivos (AUFARTOVA et
al., 2011; BILA; DEZOTTI, 2007).

O bisfenol A (BFA) é um conhecido plastificante empregado em larga escala
na producao de plastico policarbonato, resinas epoxi, poliésteres e retardantes de
chama (SALGUEIRO-GONZALEZ et al., 2017). Muitos dos produtos usados
diariamente, como por exemplo, componentes eletrénicos, garrafas plasticas,
recipientes para comida e até mesmo resinas dentarias e dispositivos médicos,
apresentam BFA em sua constituicio.

Em geral, estima-se que a alteragao provocada por estas espécies poluentes
no sistema enddcrino pode envolver mecanismos antagonistas ou de mimetizagao na
acao dos horménios, desregulagao da biossintese ou do metabolismo dos esterdides
e ainda, alteracdo do numero de receptores hormonais (COMERTON; ANDREWS;
BAGLEY, 2009; LINTELMANN et al., 2003; PACAKOVA et al., 2009). Os efeitos
relatados na literatura convergem para o aparecimento de anormalidades no sistema
reprodutivo, destacando a interferéncia na sintese de receptores estrogénicos,
infertilidade, aumento da incidéncia de cancer e feminizagao de espécies (SHI et al.,
2017; SOLOMON; SCHETTLER, 2000; WARING; HARRIS, 2005).

Apesar de serem considerados ainda como contaminantes n&o-regulados em
termos de concentracdo maxima permitida em aguas de diversas origens, 0s
horménios E2 e EE2 foram recentemente incluidos na lista de substancias prioritarias
da Diretiva da Comunidade Europeia e na lista de candidatos a novos contaminantes
da Agéncia de Protegcdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA, 2009). Por outro
lado, o BFA ainda nao foi incluido como substancia prioritaria, mesmo havendo
evidéncias dos seus diferentes efeitos sobre 0s organismos
(PERKINS et al., 2017; SHI et al., 2017).

A detecgao desses compostos ja foi realizada em amostras coletadas em
estagdes de tratamento de esgoto (CORRALES et al., 2015; DIAS et al., 2015;
KUSTER et al., 2008; PEDROUZO et al., 2011; VYMAZAL; BREZINOVA; KOZELUH,
2015), em aguas superficiais (MACHADO et al., 2016; MARTINOVIC-WEIGELT et al.,
2013; PRIETO; SCHRADER; MOEDER, 2010) e at¢é mesmo em aguas de
abastecimento (NIE et al., 2014). No Brasil, 0 monitoramento de hormonios também
foi iniciado por Stumpf et al. (1999) e segue até os dias atuais: Sodré et al. (SODRE
et al., 2007) detectaram E1, E2, E3 e EE2 entre LOQ e 39 ng L-' em amostras de agua

de rio da regido de Sao Paulo. Ainda, os autores encontraram BFA em todas as
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amostras coletadas em concentracdes de até 84 ng L' (SODRE et al., 2010). Torres
et al. (2015) monitoraram os mesmos hormoénios do trabalho anterior em aguas
destinadas ao consumo humano tendo sido encontrado concentragdes entre 28 e 194
ng L. Machado et al. (2016) detectaram BFA em aguas de reservatorio na cidade de
S3ao Paulo em concentragées de 11 a 19 ng L.

Neste contexto, o monitoramento de poluentes de preocupagdo emergente é
um dos principais desafios do ultimo século. Matrizes aquaticas sdo consideradas
complexas, pois apresentam grande variedade de compostos interferentes, matéria
organica e minerais. Em fungéo das dificuldades que este tipo de analise implica, o
desenvolvimento de métodos analiticos deve permitir a deteccdo destes compostos
em concentragdes trago e em matrizes de elevada complexidade, como alimentos,
solo, aguas naturais e efluentes. Além do emprego de técnicas cromatograficas
acopladas a deteccéo por espectrometria de massas, o monitoramento de multiplas
classes de poluentes organicos também pode ser realizado empregando detectores
por arranjo de diodos desde que o preparo de amostra seja adequadamente
executado e que os compostos de interesse absorvam na regiao do UV-Vis. O método
QuEChERS € uma abordagem de maior simplicidade analitica para extragao e clean-
up de amostras que vem sendo atualmente empregado na analise de alimentos.

Como o método QUEChERS é pouco explorado para matrizes ambientais,
para garantir niveis adequados de recuperacdo, € relevante a utilizagdo de
ferramentas quimiométricas como planejamentos fatoriais na etapa de otimizagdo. As
principais vantagens da otimizagdo multivariada de um método € a redugédo do numero
de experimentos, economia de reagentes e, principalmente, a possibilidade de avaliar
possiveis efeitos de interacdo entre as variaveis.

Dentro deste contexto, o presente trabalho propde a otimizacdo do método
QuUEChERS como técnica para extragao de nove analitos (farmacos, horménios e
bisfenol A) de agua superficial. Um planejamento fatorial fracionario foi empregado
para identificar os principais fatores que influenciavam o método, sendo,
posteriormente, otimizados em um planejamento composto central. O método
desenvolvido foi validado e aplicado em amostras de agua coletadas no rio Belém

(Curitiba-PR) em diferentes estagdes do ano.
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2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Reagentes e materiais

Representantes de diversas classes foram selecionados: antibioticos
(sulfametoxazol, cloranfenicol), horménios naturais e sintéticos (B-estradiol e 17a-
etinilestradiol), psicotropicos (carbamazepina, diazepam), estimulante e/ou tragador
de lancamento de esgoto doméstico em aguas naturais (cafeina), além do plastificante
bisfenol A de atividade reconhecida no sistema endocrino. Os padrbes (Tabela 2.1)
dos farmacos, estrogénios e bisfenol A foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (St Louis,
MO, EUA). Para a cafeina e hidroclorotiazida, padrbes farmacéuticos foram
empregados (Farmanguinhos Fio Cruz). Os padrdes dos psicofarmacos, diazepam e

carbamazepina, foram adquiridos da USP® (Rockville, MD, EUA).

TABELA 2.1 - ESTRUTURA MOLECULAR E PROPRIEDADES FiSICOQUIMICAS DOS COMPOSTOS

SELECIONADOS
Analito / Classe Estrutura I\hllllglsasral Solubilidade a K log
Molecular 1 25°C/mgLt P™ Ko
N g mol
pB-Estradiol (E2) .
Estrogénio natural PeOL 272,39 3.6 10,33 4,01
17 o-Etinilestradiol (EE2) s \
Estrogénio sintético m 296,41 1.3 10,33 3,67
Bisfenol A (BFA)
Plastificante T, 22829 120 9.6 332
Cafeina (CAF) o 5 g
Estimulante/ tragador de AJI> 194,19 21600 14 -
langamento de esgoto j
Carbamazepina (CBZ) 30 236.97 177 150 245
Antiepilético _— ’ ' ’ ’
Cloranfenicol (CRF) s 35313 2500 749 114
Antibidtico W Myta ’ , ;
Diazepam (DZP) Ne “‘N 284,74 50 34 282
Anxiolitico o) ’ ’ ’
Hidroclorotiazida (HCT) o
Diurético w L 297,78 722 79 -
Sulfametoxazol (SMX) 22 1~ o
Antibiético ST 253,28 610 6,16 0,89

* solubilidade a 27 °C
** solubilidade a 37 °C
Fonte: (DRUGBANK, 2018; KIM et al., 2016)



55

A acetonitrila e o metanol grau HPLC foram adquiridos da J.T. Baker®
(Philipsburg, NJ, EUA). A agua de osmose foi adquirida através de um sistema de
osmose reversa Quimis® Q842 (Diadema, SP). A agua deionizada foi obtida com um
sistema Milli-Q® equipado com uma lampada UV (18,2 MQ cm, Bedford, MA, EUA),
alimentado com a agua de osmose. Sulfato de magnésio anidro (MgSOs), cloreto de
sédio (NaCl), sorventes para o clean-up, etilenodiamino-N-propilsilano (PSA, 50 um)
e octadecilsilano (C18, 40 - 63 uym) foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (St Louis, MO,
EUA) e Agilent® (Santa Clara, EUA), respectivamente. Os extratos de acetonitrila
foram secos sob fluxo de nitrogénio (90% de pureza) fornecidos pela Air Liquide.

O pH das solugdes foi medido com um medidor de pH OHAUS Starter 2100.
Foram utilizados tubos de polipropileno (15 mL) com tampas rosqueaveis (Kasvi,
Curitiba, PR, Brasil) para as extra¢des do procedimento QUEChERS.

Todas as solugdes foram preparadas utilizando-se vidraria analitica
previamente calibrada. As vidrarias utilizadas para analise por LC foram lavadas com
alcool etilico comercial, agua da torneira e deixadas em banho de acido nitrico 10%
por um periodo minimo de 24 horas. Em seguida, foram abundantemente enxaguadas

com agua de osmose reversa, agua deionizada e secas ao ar ou em estufa.

2.2.2 Preparo das solugdes

Solugdes estoque de cada um dos analitos foram preparadas na concentracéo
de 100 mg L dissolvendo-se 1,00 mg dos padrées em 10,0 mL de metanol. Estes
padrbes foram mantidos ao abrigo da luz e sob refrigeragao (-20,0 °C). A partir destas
solucdes estoque, foram preparadas diariamente solugdes trabalho por diluicdo em
agua deionizada ou solvente apropriado. Para amostras da curva analitica, foram
preparadas solugdes na fase mével composta por 15% de acetonitrila e 85% de agua
deionizada. O tampéao fosfato utilizado para os testes de fase mével foi preparado
pesando-se 1,3609 g de fosfato de potassio monobasico e dissolvido em um litro de
agua ultrapura. O pH da solugéo (3,5) foi entdo ajustado com acido fosférico

concentrado.
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2.2.3 Condigbes cromatograficas

As determinagdes foram realizadas em um equipamento de LC Agilent 1260
Infinity (Santa Clara, EUA) com um injetor automatico G1329B 1260ALS, bomba
quaternaria G1311C 1260 VL e um detector por arranjo de diodos G1315C 1260DAD
VL+ (volume de fluxo de células de 18 pL). Os cromatogramas foram adquiridos e
processados usando o software OpenLab EZChrom Elite. A separagao dos analitos
foi realizada em uma coluna C18 Microsorb 250 x 4,6 mm (tamanho de particula de 5
pMm) com coluna de guarda de mesma fase estacionaria (12,5 x 4,6 mm, 5 um). As
fases moveis foram previamente filtradas em membrana de PTFE 0,45 ym (Macherey
Nagel) e desgaseificadas em um Ultrassom Ultracleaner 1400 (Unique, Indaiatuba,
SP, Brasil).

O estabelecimento de uma rotina cromatografica para farmacos de multiplas
classes teve como base algumas informagdes descritas na literatura para antibioticos:
(ALGHAMDI, 2015; HOANG et al., 2015; MADUREIRA et al., 2010; SVERSUT et al.,
2014); hormoénios (VERBINNEN; NUNES; VIEIRA, 2010; ZHU et al.,, 2014);
plastificantes (NENG; NOGUEIRA, 2014) e cafeina (BARANOWSKA; JOANNA,
2015). Como a literatura em geral ndo converge para um UuUnico método
cromatografico, alguns métodos foram propostos e testados empregando como fases
moveis combinagdes entre acetonitrila, metanol, agua e tampéo fosfato 0,01 mol L
pH 3,50.

Os nove analitos foram separados empregando vaz&o constante de
0,6 mL min-', em modo gradiente onde as fases moveis empregadas foram acetonitrila
(fase A) e agua ultrapura (fase B). A composic¢ao inicial de 15% A (85% B) foi
aumentada linearmente até 85% A (15% B) em 32 minutos, passando a 100% A em
3 minutos, a qual foi mantida por 2 minutos. A seguir, a condic¢do inicial foi alcangada
e mantida por 3 minutos. O tempo total de corrida foi 45 minutos, com 50 pL de volume
de injecao de amostra. A temperatura da coluna foi mantida em 30°C. A deteccéo foi
realizada nos comprimentos de onda 254 nm (DZP), 270 nm (HCT e SMX) e 280 nm
(CAF, CRF, CBZ, BFA, E2 e EE2). Curvas analiticas foram construidas em solvente
na faixa de 2 a 1000 ug L' e utilizadas para a estimar a concentragido dos analitos

durante a etapa de otimizagéo.
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2.2.4 Otimizacdo do método QUEChERS

O método QUEChERS foi otimizado em duas etapas. Inicialmente, um
planejamento fatorial fracionario do tipo Plackett-Burman (P-B) foi empregado para a
triagem dos fatores: volume de solvente de extracdo (ACN), quantidade de MgSOs4 e
NaCl, pH da amostra, tempo de extragédo, quantidade de C18, PSA e MgSO4 na fase
de clean-up nos niveis mostrados na Tabela 2.2. Os fatores e niveis foram
selecionados com base em antecedentes da literatura e na redugcdo do volume de
amostra, sendo que os demais fatores foram reduzidos proporcionalmente. A amostra
utilizada para a otimizagao foi coletada no parque S&o Lourengo (P2, a localizagéo
deste ponto esta melhor descrita no item 2.2.6) e fortificada com 20 ug L', exceto HCT
(45 pug L") e SMX (65 ug L"). Os ensaios foram realizados aleatoriamente de acordo

com a matriz do planejamento na Tabela 2.3.

TABELA 2.2 - FATORES E NIVEIS EMPREGADOS NO PLANEJAMENTO PLACKETT-BURMAN
PARA O SCREENING DAS VARIAVEIS DO METODO QUECHERS (VOLUME DA
AMOSTRA: 7,0 mL)

Nivel
Fatores A 0 1
A Volume de solvente de extracdo / mL 3,0 4.0 5,0
B Massa de MgSO4/ g 0,5 0,75 1,0
C Massa de NaCl / g 0,25 0,625 1,0
D pH da amostra 5,5 7,0 8,5
E Tempo de extragao 1min 5min30s 10min
F Massa de C18 / mg 12,5 31,3 50
G Massa de PSA/ mg 7,5 18,8 30
H MgSO4/cleanup/ mg 25 62,5 100
TABELA 2.3 - MATRIZ PLACKETT-BURMAN PARA 12 ENSAIOS
Ensaio A B C D E F G H | J K
1 + - + - - - + + + - +
+ + - + - - - + + + -
3 - + + - + - - - + + +
4 + - + + - + - - - + +
5 + + = + + - + - - - +
6 + + + = + + - + - - -
7 = + + + = + + - + - -
8 - - + + + = + + - + -
9 - = = + + + = + + - +
10 + - - - + + + - + + -
1 - + = = - + + + - + +
12 - - - - - - - - - -
13/14/15 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Os fatores mais significativos obtidos através do planejamento P-B foram
utilizados em um novo planejamento a fim de otimizar a extragdo. Para tanto um
planejamento composto central (CCD) 23 com quintuplicata do ponto central foi
desenvolvido com os fatores: quantidade de MgSO4, NaCl e PSA (Tabela 2.4). Os
demais fatores foram mantidos conforme indicado pelo planejamento anterior (pH
natural aproximadamente 7,0, tempo de extracdo 1 min, quantidade de C18 e

MgSOa4 ciean-up €m 50 mg e 100 mg, respectivamente).

TABELA 2.4 - FATORES, NIVEIS E MATRIZ DO PLANEJAMENTO COMPOSTO CENTRAL 23 COM
QUINTUPLICATA DO PONTO CENTRAL (VOLUME DA AMOSTRA: 5,0 mL)

Nivel

Fator o x 0 1 a
(X1) MgSO4 /g 0,83 1 1,25 1,5 1,67
(X2) NaCl / g 0,66 1 1,5 2 2,34
(X3) PSA/ mg 16,4 30 50 70 83,6
Ensaio X1/g X2/g X3/ mg

1 -1 -1 -1

2 1 -1 -1

3 -1 1 -1

4 1 1 -1

5 -1 -1 1

6 1 -1 1

7 -1 1 1

8 1 1 1

9 -1,68 0 0

10 1,68 0 0

11 0 -1,68 0

12 0 1,68 0

13 0 0 -1,68

14 0 0 1,68

15-19 0 0 0

Apés o célculo dos efeitos, a Analise de Variancia (ANOVA) com 95% de
confianga foi realizada para examinar a significancia dos efeitos obtidos e quando
possivel, a construcdo de superficies de resposta foi realizada no Statistica 7.0
(Statsoft, USA).

Apos determinar as melhores condigdes de extracao via CCD, investigou-se
a possibilidade do método QUEChERS apresentar um fator de concentragao pela
variacdo dos volumes de acetonitrila na etapa de extracdo e do volume de
reconstituicdo com fase movel. Foram avaliados a redugao do volume de acetonitrila

de 5,0 mL para 3,0 mL e 2,5 mL. Para os volumes de reconstituicdo, foram estudados
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100, 250, 500 pyL e 1,0 mL (este ultimo utilizado anteriormente a etapa de sua
otimizac¢do). Os resultados foram avaliados em termos de recuperagao dos analitos e

os desvios padrao relativos obtidos em cada caso.

2.2.5 Validagédo do método QUEChERS-LC-DAD

O método foi validado segundo critérios especificados pela Diretiva da
Comissado Europeia 2002/657/EC (EC, 2002). Os parametros avaliados foram
seletividade, faixa linear, precisdo, exatidao e robustez.

A seletividade foi conduzida por comparacdo dos tempos de retengao dos
analitos (tr) e dos espectros dos analitos em solvente e na matriz aquosa. Um teste F
entre a variancia da solugdo padrdao em dois niveis de concentragdo (20 e 100 ug L")
foi comparada com a variancia dessas mesmas concentra¢gdes nas amostras.

A linearidade foi estudada na faixa entre 1,0 e 100 ug L' (n=3) utilizando o
método de superposicdo de matriz (matrix-matched). No caso de analitos que ja
estavam presentes na amostra coletada para construgcao das curvas (CAF e E2), as
areas obtidas a partir da fortificagao foram subtraidas da média dos brancos. Este
procedimento foi adotado diante da grande variagdo da concentragao desses analitos
nas diferentes coletas, inclusive estando ausente em algumas amostras. O método de
adicao de padrao foi utilizado para confirmar a concentragao de cafeina nas amostras.
As curvas analiticas foram construidas com pelo menos cinco niveis de
concentragdes. O ajuste linear para cada analito foi expresso pela equagao da reta e
coeficiente de determinagdo (R?), calculados a partir do método de minimos
quadrados ordinarios (MMQO), e analise dos residuos quanto a aleatoriedade,
homocedasticidade e independéncia.

A exatiddo foi avaliada pela recuperagao relativa (Eq. 1.7) de amostras
fortificadas em 1, 1,5 e 2 vezes o valor de concentracdo minima requerido para cada
analito (20, 30 e 40 ug L' para a maioria dos analitos, exceto para SMX para a qual
os niveis foram mantidos em 30, 40 e 60 ug L").

A precisdao do método foi estudada através da repetibilidade e precisido
intralaboratorial (precisao intermediaria, expressas pelo RSD calculado de acordo com
a Eq. 1.9) nos mesmos niveis de concentragdes dos ensaios de recuperagdo. No caso
da precisdo intermediaria foram realizados ensaios em coletas diferentes (coleta de

novembro e janeiro).
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Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) s&o considerados
parametros de detectabilidade de um método. O LOD foi estimado usando os

parametros da curva analitica de acordo com a Eq. 2.1:

LOD =33 x % Eq. 2.1

onde s € a estimativa do desvio do coeficiente linear obtido para as trés curvas
analiticas independentes e S, o coeficiente angular (slope) da curva analitica média.
O LOQ foi avaliado pelo método visual como sendo a menor concentragao possivel
de detectar com exatidéo e precisdo (RSD < 20%).

Para avaliar a estabilidade dos analitos em solucdo padrao, 32 amostras
branco foram fortificados com 50 pg L'. Duas amostras foram analisadas
imediatamente apds preparo e as demais amostras foram estocadas a -20 °C, a 4 °C,
a temperatura ambiente na presenga e auséncia de luz (frasco ambar) e analisadas
apos 1, 2 e 4 semanas. A estabilidade dos analitos foi avaliada empregando-se os
testes F e teste t de Student com um nivel de 95% de confianga.

A robustez foi estimada empregando o teste de Youden, que além de avaliar
a robustez do método, também ordena a influéncia de cada fator no resultado final.
Os fatores selecionados e seus niveis (valores nominais — letras maiusculas e a
variacao — letras minusculas) bem como a matriz ensaiada sdo mostrados na Tabela
2.5. A amostra selecionada para realizar o teste de Youden foi aquela sujeita a maior

interferéncia da matriz (Boqueirdo, P3), fortificadas no nivel de 20 ug L.
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TABELA 2.5 — FATORES, NIVEIS E MATRIZ PARA O TESTE DE YOUDEN NA INVESTIGACAO DA
ROBUSTEZ DO METODO

Fator Nominal Variacao
Proporgéo do inicio do gradiente / % 15 (A) 16 (a)
Quantidade de NaCl / g 1(B) 0,9 (b)
Quantidade de MgSOa4/ g 1,5 (C) 1,6 (¢)
Quantidade de PSA / mg 30 (D) 32 (d)
Quantidade de C18 / mg 50 (E) 48 (e)
Tempo de centrifugagédo / min* 10/15 (F) 8/13 (f)
Temperatura de secagem / °C 30 (G) 32 (9)
Fatores 1 2 3 4 5 6 7 8
Proporgéo do inicio do gradiente / % A(+) A(+) A(+) A(+) a(-) a(-) a(-) a()
Quantidade de NaCl / g B(+) B(+) b(-) b(-) B(+) B(+) b(-) b(-)
Quantidade de MgSQOa4/ g C(#+) c(-) C(+) c(-) C(+) c(-) C(+) c(-)
Quantidade de PSA / mg D(+) D(+) d(-) d(-) d(-) d(-) D(+) D(+)
Quantidade de C18 / mg E(+) e(-) E(+) e(-) e(-) E(+) e(-) E(+)
Tempo de centrifugagéo / min F(+) f(-) f(-) F(+) F(+) f(-) f(-) F(+)
Temperatura de secagem / °C G(+) g(-) g(-) G(+) g(-) G(+) G(+) g(-)
Resultados s t u VvV W X y z

*tempo de centrifugagéo na etapa de extragao/clean-up.

Para avaliar o efeito de cada fator, a média dos valores nominais foi subtraida

da média dos valores obtidos para variagao ensaiada como mostra a Eq. 2.2 a seguir:

Efeito Proporgéo do inicio do gradiente

ZAi_ZAi:s+t+u+v_w+x+y+z Eq. 2.2
4 4 4 4

O calculo dos efeitos para cada fator estudado foi realizado de forma analoga.
Para avaliar a significancia dos efeitos, a estimativa do erro experimental foi

calculada a partir da realizacio de replicatas auténticas de cada ensaio:

42
s(efeito) = % Eq. 2.3

onde s? é a variancia agrupada de todos os efeitos, calculada de acordo com a Eq.
24:
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2 2 2
V1S7 + 1,85 + -+ vgSs

g2 = 21 2°2 878 Eq. 2.4
v+ v+t vg

na qual v; € o numero de graus de liberdade (n; — 1).

Como o numero de repeticdes foi o mesmo em todos os ensaios, a estimativa
agrupada foi a média das variancias obtidas para os ensaios individuais.

Um efeito s6 é considerado estatisticamente significativo quando o valor
absoluto for superior a tv=s x s(efeito). O valor de t de Student para oito graus de
liberdade e com 95% de confianga é igual a 2,306 (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2001).

2.2.6 Amostras reais

A sub-bacia do rio Belém foi selecionada para ser analisada neste trabalho
por ser uma das mais importantes da cidade de Curitiba, com extensédo de 17,13 km.
Nasce no bairro Cachoeira, atravessa a cidade de norte a sul, cortando regides de
alto grau de densidade populacional como bairros periféricos das Zonas Norte e Sul e
a Zona Central da cidade, até desaguar no rio Iguacu, no bairro Boqueirao
(BOLLMANN; EDWIGES, 2008).

O primeiro ponto (P1) de amostragem foi a 500 m da nascente, nas
proximidades do Parque Municipal Nascentes do Belém. O segundo ponto (P2) foi no
Parque Sao Lourenco, a 5,4 km da nascente. E o terceiro ponto de coleta (P3) foi
realizado préximo a foz do rio Belém no Boqueirdo (Figura 2.1). O pH das amostras
coletadas variou entre 6,7 a 8,1.

As amostras de agua foram coletadas em frascos de vidro ambar de 4 L
previamente limpos e secos, ambientado com a agua a ser coletada. A cada frasco
foram adicionados 4 mL de metanol para inibir o crescimento microbiano. As amostras
foram entéo filtradas utilizando filtro de fibra de vidro GF3 de 55 mm e 0,60 um de
poro (Macherey Nagel) para remog¢do do material particulado e guardadas sob
refrigeragcdo em frascos a&mbar a 4 °C por um periodo maximo de 72 horas. O pH das
amostras foi medido apés a filtragao.



FIGURA 2.1 - LOCALIZAGAO DOS PONTOS DE AMOSTRAGEM NO RIO BELEM.
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Quatro campanhas amostrais foram realizadas para avaliar a influéncia da

sazonalidade no método proposto (Julho2016/inverno, Novembro2016/primavera,

Janeiro2017/verao, Abril2017/outono e Agosto2017/inverno).



64

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Otimizagao das condi¢gdes cromatograficas

Para a determinacao simultanea dos farmacos selecionados, a otimizacéo da
fase movel representa uma etapa crucial para a obtengcdo de boa resolugéo
cromatografica em menor tempo de analise. Dessa forma, foram realizados
primeiramente ensaios qualitativos com base em informag¢des contidas na literatura
acerca da melhor constituicdo da fase modvel, empregando misturas de metanol,
acetonitrila, agua e tampao fosfato em pH acido. Ainda, diferentes vazdes, gradientes
e comprimentos de onda foram investigados.

A separagao mais adequada dos nove analitos foi conseguida com agua e
acetonitrila em eluigdo por gradiente, vazao de 0,6 mL min-! e temperatura mantida
em 30 °C. Sob essas condi¢cbes, os cromatogramas apresentados na Figura 2.2
mostram a separacédo dos nove compostos em tempo de analise de 32 minutos. De
acordo com os espectros UV obtidos pelo DAD, os comprimentos de onda nos quais
os valores de absorbancia foram os maximos passiveis de obtencido foram fixados
para deteccao dos analitos: 254 nm para DZP, 270 nm para HCT e SMX, e 280 nm
para CAF, CRF, CBZ, BFA, E2 e EE2.
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FIGURA 2.2 - CROMATOGRAMAS OBTIDOS PARA O METODO CROMATOGRAFICO LC-DAD
OTIMIZADO EM CADA UM DOS COMPRIMENTOS DE ONDA AVALIADOS A) 254 nm,
B) 270 nm E C) 280 nm (CONCENTRACAO DOS ANALITOS: 100 pg L).

3.0

A

mwAll

mAU

mAU

mAU

mAU

2.54

2.0

1.54

1.0

0.5

0.04

-0.5

-1.0

3.0

2.5

2.0

1.54

1.0

0.5

0.04

-0.5

-1.0

DZ

8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tempo de retencdo / min

26

28

30 | 32

HCT
SMX

SN

8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tempo de retengéo / min

26

28

30 | 32

3.0

2.51

2.04

0.5

0.0

:\“W\,,Q

-0.5

CAF

CBzZ

CRF

EE2

8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tempo de retengdo / min

26

28

30 | 32



66

E possivel observar que a intensidade dos sinais para BFA, E2 e EE2 sdo
bastante inferiores aos demais compostos analisados (menor absortividade molar).
Isso reflete na menor sensibilidade obtida quando curvas analiticas foram construidas
em solvente (proporgao inicial da fase movel 15:85 ACN:H20) mostrados na Tabela
2.6.

TABELA 2.6 - FIGURAS DE MERITO PARA A DETERMINAQAO DOS FARMACOS, HORMONIOS E
BISFENOL A EMPREGANDO O METODO CROMATOGRAFICO OTIMIZADO (CURVA
ANALITICA EM SOLVENTE)

Analito Aoao™/ Equagao Curva analitica re W'/ LOD _1/ LOQ _1/

min  pugL Mg L

CAF 280 Ap=416,2 ccar —217,9  0,9999 9,6 2,8 8,3
CRF 280 Ap =276,8 ccrr — 1268  0,9998 17,3 5,4 16,5
CcBZ 280 Ap =445,8 ccaz - 1474 0,9999 20,7 4,4 13,5
HCT 270 Ap =599,9 cHcT - 953,17  0,9999 114 3,8 10,8
BFA 280 Ap =129,8 cear +877,6 00,9999 24,2 3,0 9,10
E2 280 Ap = 54,78 ce2 — 144,5 0,9993 25,3 6,5 19,7
EE2 280 Ap =54,19 cee2—628,0 0,9994 26,6 4,9 14,9
SMX 270 Ap=614,6 csux— 1582  0,9999 16,6 7,2 21,7

DZP 254 Ap =489,2 cbzp — 4256 0,9999 28,6 6,7 20,3
*Apap: comprimento de onda monitorado
**tr: tempo de retengao
***LOD: limite de detecgédo; LOQ: limite de quantificag&o; calculados com base nos parametros da curva
analitica (ICH, 2005)

As curvas em solvente foram inicialmente construidas para verificar a faixa de
resposta linear, principalmente para as concentragdes mais baixas, a fim de estipular
um valor de concentragcao quantificavel para as fortificacdes realizadas no decorrer da
otimizagao do método de extracido. Além disso, os LOD e LOQ foram estipulados por
meio dos parametros da curva analitica para estimar o limite instrumental de deteccgao

e quantificacdo dos analitos.

2.3.2 Otimizagao do método QUEChERS via planejamento fatorial

2.3.2.1 Planejamento Plackett-Burman

O planejamento fatorial fracionario de dois niveis Plackett-Burman é,

geralmente, utilizado para investigagado dos fatores principais que mais influenciam

um sistema contendo inumeras variaveis. O QUEChERS é um sistema que apresenta
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diversas etapas e fatores que influenciam na extracdo de compostos, sendo o
planejamento P-B bastante apropriado para o screening inicial das variaveis mais
importantes. A redugéo do numero experimento é drastica neste tipo de planejamento.
Em um planejamento completo, seriam necessarios 256 experimentos para otimizar
simultaneamente 8 fatores, ao passo que no planejamento P-B, apenas 12 ensaios
sdo necessarios. De acordo com essas informagdes e com o levantamento
bibliografico, oito variaveis foram selecionadas para avaliagdo do método de extragao
(Tabela 2.2).

ApOs a realizagdo do experimento de acordo com a matriz do planejamento
P-B (Tabela 2.3), os resultados obtidos em termos de recuperacéo estdo na Tabela
2.7. E possivel observar que para alguns analitos valores de recuperacéo superiores

a 120% foram obtidos, o que pode refletir uma maior interferéncia da matriz.

TABELA 2.7 - RECUPERAGOES OBTIDAS EMPREGANDO PLANEJAMENTO PLACKETT-BURMAN
PARA SCREENING DAS VARIAVEIS DO METODO QuEChERS (AMOSTRA
FORTIFICADA COM 20 ug L' DOS ANALITOS, EXCETO HCT (45 ug L))

Recuperagao / %

CAF  CBZ CRF HCT BFA E2 EE2 SMX DZP
155 111 102 97 182 80 108 97 133
136 89 102 83 161 104 104 60 188
126 110 115 92 171 72 88 90 125
126 107 130 90 182 120 123 62 126
131 83 95 73 141 86 114 54 89
158 99 97 86 174 68 101 82 111
119 108 127 95 178 132 148 64 137
52 58 64 47 96 68 66 19 66
30 20 27 18 47 25 33 8 16
132 91 97 77 163 70 31 74 94
118 75 78 65 146 52 63 58 88

0 0 0 0 0 0 0 0 0

126 107 117 95 172 110 160 54 97
121 97 108 95 172 101 173 54 143
125 99 113 93 171 89 173 55 138

Ensaio

RPN AN A WN =

O ensaio 12 apresentou problemas em relacdo a separagdo das fases na
etapa de extracao, ndo sendo coletada a aliquota de acetonitrila para etapa de clean
up.

O calculo dos efeitos principais e sua avaliagao através da ANOVA com 95%
de confianga foram realizados e os resultados sdo mostrados através dos graficos de
Pareto em termos de valores absolutos de efeito (Figura 2.3). E importante ressaltar
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que o planejamento P-B permite apenas o calculo dos efeitos principais das variaveis,
pois apresenta numero reduzido de experimentos e os efeitos de ordem superior estao

confundidos, sendo de dificil interpretacéo.

FIGURA 2.3 - GRAFICOS DE PARETO PARA OS EFEITOS PRINCIPAIS (VALORES ABSOLUTOS)
A PARTIR DO PLANEJAMENTO PLACKETT-BURMAN PARA A) CAF, B) CBZ, C)
CRF, D) HCT, E) BFA, F) E2, G) EE2, H) SMX E 1) DZP. O NiVEL DE SIGNIFICANCIA
PARA CADA ANALITO E REPRESENTADO PELA LINHA VERTICAL VERMELHA.
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Para a maioria dos compostos analisados os fatores mais significativos (efeito
positivo) foram: a quantidade de MgSOa4, NaCl, volume de solvente e quantidade de
amina primaria secundaria — PSA.

A quantidade de MgSO4 e NaCl influenciam diretamente no efeito salting out
da etapa de extracdo. Anastassiades et al. (2003), durante a proposicdo do método
original, ja levantaram a hip6tese em relagcéo a dualidade de comportamento desses
sais (ANASTASSIADES et al., 2003). Entre os sais testados pelos propositores do
método, o MgSOa4 anidro resultou em melhores recuperagoes, especialmente para
analitos mais polares. Os autores ainda afirmaram que a adicao de NaCl ajuda a
controlar a seletividade da extragao. Por outo lado, a adicdo de excesso de NaCl no
sistema resultou em menor volume de fase de acetonitrila recuperada apoés o salting-
out (SCHENCK et al.,, 2002). Tais antecedentes mostram a importancia de se
investigar as quantidades adequadas desses sais para um determinado conjunto de
analitos e amostra.

Em relagao ao efeito do sorvente (PSA), sua estrutura bidentada proporciona
um elevado efeito quelante, retendo, através de ligagdes de hidrogénio, acidos graxos

livres e outros compostos polares presentes na matriz como agucares, lipidios e
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corantes (ANASTASSIADES et al., 2003). Como as amostras utilizadas provém de
um rio considerado poluido (ou muito poluido em alguns trechos) (BOLLMANN;
EDWIGES, 2008), inumeros sao os compostos destas classes a serem removidos.
Deste modo, a influéncia significativa deste parametro reflete a necessidade de
eliminar coextrativos mais polares da matriz. Ainda, como a concentragdo de
interferentes pode variar de acordo com a amostra, atengao especial deve ser dada a
essa variavel para evitar a saturagao da PSA, necessitando de quantidades maiores
deste fator (ANASTASSIADES et al., 2003).

O volume de solvente, por sua vez, altera significativamente o fator de
concentragdo dos analitos no extrato de acetonitrila, uma vez que a razdo entre
amostra e volume de ACN nao foi mantida em 1:1, como indicado pelos autores do
método original. Entretanto, recuperagcdes adequadas foram obtidas quando
empregaram razdo 2:1 (ANASTASSIADES et al, 2003), evidenciando a
potencialidade de se estudar tal fator. Dessa forma, foi preferivel estudar este fator de
forma isolada para avaliar seus reais efeitos sobre a recuperacao dos analitos.

No caso da influéncia do pH, era esperada maior significancia devido a
diferenca de constantes de acidez dos analitos. Entretanto, este efeito foi significativo
para apenas quatro analitos (SMX, BFA e CAF (efeito negativo) e EE2 (efeito
positivo)). Para SMX, a proximidade entre o pH no nivel inferior avaliado (5,5) e seu
pKa (6,2), reflete em recuperagdes mais adequadas deste analito uma vez que as
moléculas se encontram na sua forma nao-ionizada. Por meio do grafico de
distribuicao das espécies, foi possivel confirmar essa hipotese sendo que em pH 5,5,
menos de 20% da SMX esta ionizada. Ja quando se tem pH 7,0 e 8,5, mais de 85% e
98% da molécula se encontra na sua forma ionizada. Assim, um aumento no valor de
pH da amostra influencia negativamente na sua recuperacao. No caso do EE2 (pKa
10,3), as fracbes da molécula ionizada e ndo ionizada ndo mudam muito na faixa de
pH avaliada (em pH 8,5 apenas 1,6% de EE2 esta ionizado). Apesar de apresentar
efeito positivo, este valor foi muito proximo da linha de significancia para esse analito,
tendendo a uma menor influéncia na recuperacado. Para BFA e CAF, é dificil estimar
a extensao do efeito do pH uma vez que foram os analitos mais influenciados pela
matriz. Optou-se, portanto, por manter o pH no valor do ponto central (7,0), o qual é
préximo do pH encontrado nas amostras (= 6,5), evitando o acréscimo de mais uma

etapa de manipulagdo de amostra.
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Como os demais fatores estudados (tempo de extracdo, quantidade de C18 e
MgSOa4 na etapa de clean-up) foram considerados de menor influéncia no sistema de
extragao, eles foram mantidos de acordo com a tendéncia indicada pelos graficos de

Pareto: tempo de extragdo de 1 min (-), 50 mg de C18 (+) e 100 mg de MgSOuclean-up
(+).

2.3.2.2 Planejamento Composto Central

A partir das variaveis de maior significancia indicadas pelo planejamento P-B,
uma otimizagdo através de um planejamento 23 composto central com quintuplicata
do ponto central foi realizada (Tabela 2.4). Os novos niveis selecionados foram
baseados na tendéncia positiva mostrada pelo planejamento anterior, isto €, maiores
quantidades de MgSOs4, NaCl e PSA indicavam uma recuperagao mais adequada para
a maioria dos analitos. Com isso, os valores correspondentes ao maior nivel no
planejamento P-B foram estudados no menor nivel (-1) do CCD. Como a quantidade
de solvente nao foi avaliada, manteve-se a razdo amostra/solvente de 1:1 (5,0 mL de
agua/5,0 mL de ACN). Os resultados obtidos em termos de recuperagéo para cada
analito foram dispostos na Tabela 2.8.

Recuperacgdes satisfatérias foram observadas para a maioria dos analitos,
exceto para o DZP, para o qual valores superiores a 120% foram obtidos. Foi
constatado no cromatograma a presenga de uma substancia que coeluiu com o DZP.
Mesmo apds a otimizacdo do método de extragao, o interferente ndo foi removido da
amostra aquosa. Apesar da analise das amostras ser realizada dentro de 72 h apds a
coleta, o crescimento microbiano pode ter iniciado, uma vez que tal composto nao
aparecia nas amostras analisadas anteriormente e se observou a formagao de corpos
estranhos na solugdo da amostra. Como até 30% de interferéncia cromatografica é
toleravel, os dados foram mantidos.

A partir das respostas obtidas para a recuperag¢ao de cada analito, realizou-
se o calculo dos efeitos e uma avaliagdo dos modelos matematicos (superficies de

resposta) foi obtida a partir da Analise de Variancia (ANOVA) com 95% de confianca.
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TABELA 2.8 - RECUPERACOES OBTIDAS PARA OS ANALITOS EM ESTUDO NO ENSAIO DE
OTIMIZACAO EMPREGANDO PLANEJAMENTO 2° COMPOSTO CENTRAL
(AMOSTRA FORTIFICADA COM 20 pug L

HCT (45 pg L") E SMX (65 g L))

DOS ANALITOS,

EXCETO

Recuperacao / %

Ensaio —=AF CBZ CRF HCT BFA E2 EE2 SMX DZP
1 88 77 104 78 128 101 122 84 11

2 95 8 109 74 113 113 138 85 5

3 85 84 101 77 122 142 127 71 275
4 101 87 106 74 110 128 142 68 258
5 86 83 110 77 119 111 112 70 208
6 95 87 104 74 103 100 117 70 171
7 88 79 9 68 103 112 127 60 201
8 91 88 98 74 111 91 109 67 198
9 97 93 106 75 103 98 108 69 200
10 86 88 84 73 94 123 122 65 306
11 91 89 95 68 101 114 125 76 149
12 86 88 93 73 102 128 128 68 254
13 93 87 8 66 121 8 125 74 122
14 89 92 109 66 112 112 129 61 226
15 81 9 112 68 109 112 129 64 178
16 9 90 104 69 109 124 120 72 168
17 87 90 103 70 110 116 126 68 184
18 86 88 93 68 108 107 126 71 150
19 85 91 101 68 110 98 121 68 147

Para CAF, CRF e E2 nenhum efeito significativo foi observado. Apenas um

efeito principal significativo foi observado para os analitos CBZ (MgSO4 positivo) e

HCT (NaCl negativo). Estes efeitos indicam que, no caso da CBZ, aumentando a

quantidade de MgSO4 maior a recuperagao deste analito (ensaio 8), enquanto que

para HCT, quanto menor a quantidade de NaCl, maior recuperagao (ensaio 1). Efeitos

principais e de interacao foram observados para EE2, PSA (-16,1) e MgSO4 x PSA (-

10,9). No caso do BFA, apenas o efeito de interagao entre NaCl e PSA nao se mostrou

significativo para a recuperagao. Como existe um efeito de terceira ordem significativo

(MgSO4 x NaCl x PSA), as interpretagdes geométricas sdo ferramentas mais uteis

para a visualizacéo dos efeitos (Figura 2.4).
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FIGURA 2.4 - GRAFICOS PARA INTERPRETACAO GEOMETRICA DOS EFEITOS DE INTERAGAO
DE TERCEIRA ORDEM DO PLANEJAMENTO CCD PARA BFA

BFA

NaCl

As maiores diferengas na recuperacao de BFA podem ser observadas quando
se passa do nivel inferior para o superior de MgSOu (face superior do cubo, em verde),
para a qual recuperagbes mais adequadas (até 120%) séo obtidas. Provavelmente
nessa regiao, a extragdo QUEChERS pode ser considerada mais seletiva para BFA,
eliminando a influéncia de interferentes e coextrativos observados em outras
condigdes ensaiadas. Entretanto, a ANOVA para esses resultados apontou falta de
ajuste para os modelos lineares e quadraticos desenvolvidos.

O unico modelo passivel de ser construido foi observado para SMX, para o
qual os efeitos principais de NaCl e PSA foram significativos (ambos negativos). A

significancia do modelo linear foi verificada pela ANOVA (Tabela 2.9).

TABELA 2.9 - ANOVA PARA O MODELO LINEAR CONSTRUIDO COM AS RECUPERAGOES
OBTIDAS NO PLANEJAMENTO PARA SMX (CONCENTRAGCAO DA SMX: 65 pg L)

Fonte de regressao S,o ma Graus de N!é.d ia Teste

gquadratica (SQ) liberdade (v) quadratica (MQ) F
Regresséo (R) 511 3 170 113
Residuos (r) 221 15 15 ’
Falta de ajuste (faj) 180 11 16 16
Erro puro (ep) 41 4 10 '
Total 732 18

% de variancia explicada = 70
% maxima de variancia explicavel = 94
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O modelo linear obtido apresentou % de variancia explicada (SQr/SQtotal =
0,7) satisfatoria considerando que a concentragdo do SMX esta proxima ao LOQ do
método em uma matriz bastante complexa. Além disso, a regresséao foi significativa
uma vez que a razao MQr/MQr (11,3) foi superior ao valor de Ftab (v = 3,15) = 3,29. A
falta de ajuste do modelo (MQ#/MQep =1,6 < Ftab (v = 11,4) =5,94) nao foi significativa.
Além disso, baixos valores de residuos com distribuicdo aleatdria foram observados,

confirmando uma boa qualidade do ajuste linear (Figura 2.5).

FIGURA 2.5 - GRAFICO DOS RESIDUOS VERSUS VALORES PREVISTOS PELO MODELO LINEAR.
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O ajuste da expressao semiempirica com 95% de nivel de confianga para o

modelo linear obtido pode ser representado pela Eq. 2.5:

Y =69,9-4,16 X1 -4,48 X2 Eq. 2.5

onde Y é a recuperagdao de SMX, X1 e X2 a quantidade de NaCl e PSA,
respectivamente. Em fungao do modelo linear ser valido de acordo com os parametros
da ANOVA, foi construida a superficie de resposta (Figura 2.6) que evidencia a
dependéncia da recuperacdo do SMX com a quantidade de NaCl e PSA no
procedimento de extragdo QUEChERS.

As cores quentes (tons de vermelho, menor quantidade de NaCl e PSA)
representam as maiores faixas de recuperagao obtidas para SMX, enquanto que cores

frias (verde) correspondem a menores taxas de recuperagao.
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FIGURA 2.6 - SUPERFICIE DE RESPOSTA LINEAR PARA RECUPERACAO DA SMX
EMPREGANDO QUECHERS EM FUNGCAO DOS FATORES QUANTIDADE DE NaCl E
PSA (QUANTIDADE DE MgSO4 MANTIDA NO PONTO CENTRAL).

Hesdnaay

e

*s 10

Ta th th h Ty ~% ~1 O O O
M h ot O th Dt DO th O

@

:_-;__9 tf:':p

O =] =] 0o
thommoh oW

Apesar da impossibilidade de construir modelos semelhantes para os demais
analitos, essa tendéncia também foi observada para os demais compostos. Dessa
forma, a condicédo ideal de extracdo empregando QUEChERS foi otimizada com
sucesso: 1,5 g de MgSOs4, 1,0 g de NaCl e 30 mg de PSA.

Apesar do planejamento P-B ter indicado que um aumento na quantidade de
todos os fatores significativos era uma tendéncia para melhorar recuperagao dos
analitos, a otimizagdo via CCD mostrou que, em grande parte dos ensaios,
recuperacbes menos adequadas foram obtidas. Este fato demonstra a real
necessidade de se otimizar a metodologia através de planejamentos fatoriais e a

impossibilidade de extrapolar as tendéncias fora das faixas estudadas.
2.3.2.3 Otimizagao do volume de acetonitrila e de reconstituigao
Apos determinar as melhores condigdes de extragcdo via CCD, investigou-se

a possibilidade de pré-concentrar os analitos no método QUEChERS pela variacao

dos volumes de acetonitrila na etapa de extragao e do volume de reconstituicdo apos
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secagem com N2. Existem poucos trabalhos na literatura que relatam a pré-
concentragdo associada com o QUEChERS, a qual geralmente é alcangada pela
combinagdo com as técnicas de extragdo em fase sélida e microextragdo liquido-
liquido dispersiva (ROSSINI et al., 2016; WEI et al., 2015) ou através da etapa de
evaporagdo da amostras e redissolugdo em um pequeno volume (DOMINGUEZ-
ALVAREZ et al., 2013; XIONG et al., 2015).

A partir dessa perspectiva, avaliou-se, inicialmente, a redugao do volume de
acetonitrila na etapa de extragao. Partindo de 5,0 mL de amostra, empregaram-se 0s
volumes de 5,0, 3,0 € 2,5 mL de ACN. Vale ressaltar que o volume adicionado de ACN
nao pode ser completamente recuperado apds o salting out, uma vez que parte da
acetonitrila ainda permanece dissolvida na amostra, devido sua alta solubilidade em
agua (> 800 g L"). Lehotay (2006) menciona que para medidas precisas e exatas
obtidas a partir do QUEChERS, os resultados devem ser corrigidos em termos dessas
diferencas e flutuagdes de volume pela utilizagdo de um padrao interno (LEHOTAY,
2006). Para contornar este problema, entretanto, os resultados obtidos foram
corrigidos em relacao ao volume coletado de acetonitrila ap6s a separagao das fases
na extracdo. Por exemplo, para a adicao de 2,5 mL de ACN, apenas 2,0 mL foram
coletados, valor esse utilizado nos calculos que ainda empregavam a curva realizada
em solvente. A quantidade total de ACN expulsa foi, em média, 2,14 mL (medida com
auxilio de uma microseringa), sendo entdo, que poucos microlitros foram perdidos
nesse procedimento. E importante destacar ainda que, apds a otimizagdo de todo o
processo de extracdo, curvas por superposicao de matriz foram realizadas, as quais
corrigem os problemas relacionados a flutuagdo das recuperagdes obtidas
empregando curva analitica externa.

Empregando os diferentes volumes de ACN, a recuperagdo se manteve
adequada dentro da faixa de 70 a 120% para a maioria das espécies de interesse,
exceto BPA, que apresentou recuperagdes acima de 120% (Figura 2.7A).

No caso especifico desse analito, ao reduzir o volume de ACN, a recuperagao
e 0 desvio se aproximaram de valores mais adequados. Observou-se uma queda
consideravel no RSD para a maioria dos analitos quando 2,5 mL foi empregado como
volume de extragdo (RSD < 6,0%). O caso mais evidente foi para o DZP, no qual,

passando de 5,0 para 2,5 mL, houve uma reducédo no RSD de 11,9 para 2,37%.
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FIGURA 2.7 - OTIMIZAGAO DO A) VOLUME DE SOLVENTE NA ETAPA DE EXTRAGCAO E
B) VOLUME DE RECONSTITUIGAO EMPREGADOS NO METODO QuEChERS
(VOLUME DE AMOSTRA: 5,0 mL; VOLUME DE RECONSTITUICAO OTIMIZADO
EMPREGANDO 5,0 mL DE ACN NA ETAPA DE EXTRAGAO).
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Essa modificagdo do método QUEChERS ainda é pouco explorada na
literatura. Bedassa et al. (2015) modificaram o método QUEChERS para a
determinagao de agrotéxicos em amostras de frutas na Etiopia. No estudo, avaliaram-
se a diminuicédo do volume de acetonitrila empregada na extragéo (comumente 10 mL)
para promover a pré-concentragdo dos analitos, o que foi conseguido utilizando 2,5
mL de ACN (recuperacodes entre 78 — 118%) (BEDASSA; GURE; MEGERSA, 2015).



78

A redissolucdo da amostra também pode agregar uma taxa de concentragéo
ao processo de extragdo. Os volumes de fase mével (15:85 H20:ACN) investigados
para a redissolugcédo, em ordem decrescente, foram 1,0 mL, 500, 250 e 100 uL (Figura
2.7B). Os valores de recuperagao se mantiveram novamente dentro da faixa
esperada, exceto para SMX, abaixo de 70% na maioria dos volumes estudados, e
para o BFA, acima de 120% em 1,0 mL de volume de reconstituicdo. E pertinente
observar que para a avaliagdo do volume de reconstituicdo, o volume de ACN na etapa
de extragao havia sido mantido em 5,0 mL, o que acarretou em grande desvio e taxas
de recuperacao superiores a 120% para o BFA (como evidenciado anteriormente).
Menores volumes de reconstituigdo garantiram recuperagdes mais adequada para o
BFA, mesmo empregando-se um maior volume de extrator. No caso da SMX, os
valores baixos de recuperagao podem ser readequados empregando 2,5 mL de ACN.

A fim de garantir a recuperacdo adequada para maioria dos analitos e com o
menor desvio possivel, 250 uL foi selecionado como volume de reconstitui¢ao.

O fator de concentracéo obtido é da ordem de dez vezes se considerando o
volume de ACN coletado (analito em 5,0 mL da amostra aquosa extraido para 2,0 mL
de solvente) e o volume final de 250 uL (a partir de 1,0 mL coletado apds a etapa do
clean-up). Apesar da pré-concentragdo ainda ser pequena quando comparada com
outros métodos de extracdo como, por exemplo, na extracao em fase solida em que
o analito pode ser concentrado de centenas a milhares de vezes, a investigacao deste
tipo de modificacao favorece a determinacdo de analitos na concentracido de tragos
por detectores com detectabilidade e seletividade inferiores a espectrdmetros de
massas, como é o caso do DAD.

Com base nos resultados obtidos para otimizagao dos principais parametros
do método QUEChERS aplicado para extragdo de contaminantes emergentes de
amostras de agua superficial, o fluxograma da Figura 2.8 mostra as condigbes

empregadas.
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FIGURA 2.8 — FLUXOGRAMA DO METODO QuEChERS OTIMIZADO PARA OS FARMACOS,
HORMONIOS E BISFENOL A EM MATRIZES AQUOSAS
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Apenas trés trabalhos na literatura ja propuseram a utilizacdo de QUEChERS

para extracado de analitos de amostras de agua — agrotoxicos (BRONDI et al., 2011;
WU et al., 2013) e bifenilas policloradas (SHI et al., 2012). As condi¢des utilizadas em

tais trabalhos sdo mostradas na Tabela 2.10.

TABELA 2.10 - PRINCIPAIS PARAMETROS E CONDIGCOES OTIMIZADOS PARA O METODO DE
EXTRACAO QUEChERS EM AMOSTRAS AQUOSAS

Volume

Sorvente

Quantidade "p¢\ Sais Ref.
de amostra mL clean-up | mg
0,5 g citrato de sddio dibasico
1,0 g citrato de sédio SHI et
10 mL 15 tribasico PSA: 125 al. 2012
4,0 g MgSOs4 N
1,0 g NaCl
104 . 4,0 g MgSOu PsA:330  PROND!
1,0 g NaCl C18: 330 2011
WU et
10 mL 20 5,0 g NaCl - al.. 2013
1,5 g MgSO4 PSA: 30 Este
5,0mL 2,5 1.0 g NaCl C18:50 trabalho
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Brondi et al. (2011), utilizaram as mesmas quantidades propostas inicialmente
por Anastassiades e Lehotay (2003) sem otimiza-las para seu sistema. Ainda, ndo
realizaram a etapa de clean-up de acordo com o método QUEChERS, pois a aliquota
coletada da extracao foi passada por um cartucho convencional de extracdo em fase
sélida contendo PSA, C18 e MgSOs4. Apesar disso, as recuperag¢des obtidas para os
agrotoxicos em agua ficaram entre 63 e 116% sendo o RSD inferior a 12%.

Apesar de Wu et al. (2013) denominarem a técnica que utilizaram de
QUEChERS para extragdo de agrotoxicos em amostras de agua, o procedimento
utilizado pode ser mais adequadamente denominado como extracao liquido-liquido
assistida por salting out (SALLE, do inglés Salting out Liquid-Liquid Extraction), por
nao apresentar etapa de clean-up que é caracteristica do QUEChERS. Muitos autores
que otimizam o método QUEChERS acabam por descaracteriza-lo, pois neste método
ha a juncdo de duas técnicas ja bem estabelecidas na literatura: extragédo liquido-
liquido assistida por salting out e extragao em fase solida dispersiva. A eliminagao de
uma dessas etapas configura a utilizagado das técnicas referidas de forma isolada e
nao poderiam ser denominadas como QUEChERS.

No trabalho de SHI et al. (2011), o método QUEChERS foi empregado para
extracdo de PCB utilizando um kit comercial normatizado (EN 15662) contendo sais
tamponantes (pH entre 5 e 5,5). Recuperagdes médias entre 95 e 109% foram obtidas
para um nivel de fortificagdo de 1,6 ug L-'. Mesmo que o método tenha sido aplicado
para amostra de agua, as quantidades dos componentes do kit foram otimizadas para
extragdo de agrotoxicos em amostras de alimentos, e, portanto, seria uma boa
abordagem avaliar esses parametros para amostras de agua.

Em especial, pode-se observar que a quantidade de sorventes € bem variavel,
e também representa o que ha na literatura em relacdo a outras matrizes. O
estabelecimento da quantidade adequada do sorvente €, em particular, um desafio
para este tipo de amostra ambiental, pois existe uma grande variagao em termos de
concentracao de interferentes dependendo da fonte amostrada. Outro detalhe é que
grande parte dos custos relacionado ao QUEChERS provém do uso das fases
sorventes. Dessa forma, a otimizagdo € uma estratégia segura para garantir as
melhores respostas com o minimo de sorvente necessario, diminuindo os custos por

amostra.
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2.3.3 Validacado do método

2.3.3.1 Estabilidade

Nas condigbes usuais de armazenamento das solug¢des padréo (-20°C), o
teste F revelou que n&o houve diferenga significativa entre as variancias dos ensaios
realizados em 1, 2 e 4 semanas. Da mesma forma, para esses ensaios, o teste t
mostrou que as médias obtidas a partir da solugao recém preparada e da armazenada
ao longo do periodo avaliado, ndo apresentavam diferencas estatisticamente
significantes (tcaiculado €ntre 0,140 e 11,8; = 12,7). As solugdes armazenadas sob
refrigeracao (4°C) apresentaram estabilidade similar aquelas armazenadas a -20°C.
As demais formas de armazenamento nao sao indicadas para os analitos estudados,
pois os resultados apresentaram diferenca significativa para ambos os testes
estatisticos para pelo menos um dos analitos estudos (tcaiculado > teritico). O provavel
motivo é que nessas condi¢des de temperatura (20°C, na presenca e auséncia de luz)
pode ocorrer a volatilizacdo do solvente de preparo das solugdes (metanol), variando

a concentragao dos analitos.

2.3.3.2 Seletividade

A comparagao da matriz isenta dos analitos (branco da amostra) e da matriz
fortificada foi realizada para investigar a seletividade. Nenhum interferente elui no
mesmo tempo de retencgao (tr) dos analitos, exceto para a CAF, ndo sendo possivel
obter uma amostra isenta desse analito em P3 (Figura 2.9). A presenga de outros
compostos ndo determinados pode ser visualizada em tr diferentes dos analitos.

A seletividade do método também foi avaliada através da comparacao dos
espectros dos padrbes obtidos por DAD com os espectros dos mesmos em uma
amostra fortificada. Foi possivel observar que nos mesmos tr, 0s espectros obtidos

sdo idénticos ou muito similares.
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FIGURA 2.9 - COMPARACAO DOS CROMATOGRAMAS OBTIDOS PARA EXTRATO BRANCO E
AMOSTRA FORTIFICADA (40 ug L-') APOS EXTRACAO QUECHhERS EM 280 nm
PARA A) P1, B) P2 E C) P3
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Além disso, o teste F (Tabela 2.11) entre as variancias obtidas para triplicata
em solugdo padrdo e para as matrizes fortificadas em dois niveis de concentragao
indicou que o método pode ser considerado seletivo, uma vez que o valor de Fcalculado
foi inferior ao Feritico (19,0 — unicaudal) para a maioria dos analitos e amostras. Em
apenas quatro casos (valores destacados na tabela), o valor de Fcaiculado fOi Superior
ao Feritico, indicando que existe diferenga significativa de HCT e EE2 na menor
concentracdo em P3 e para CBZ e EE2 no maior nivel de concentracdo na matriz P2.
No caso da HCT, um composto interferente apresentou tempo de retengdo muito
proximo deste analito, podendo ter impactado na avaliagdo da seletividade em P2.
Para EE2, no caso da baixa concentragao avaliada, o sinal cromatografico foi bastante
alargado, podendo ter influenciado no resultado da seletividade. Apesar disso, pode-
se considerar o método seletivo para os compostos avaliados, apresentando desvios

padrao relativos inferiores a 20%.



TABELA 2.11 - RESULTADOS PARA SELETIVIDADE DO METODO QUEChERS-LC-DAD (n=3) PARA AMOSTRAS COLETADAS EM JULHO-2016

Amostra CAF CBz CRF HCT BFA E2 EE2 SMX DzZP
Padrio RSD 3,40 2,23 4,673 3,00 7,24 8,21 1,76 4,72 2,95
Variancia 0,25 0,08 1,078 1,43 0,28 0,72 0,16 4,68 0,34

RSD 8,74 1,38 8,31 9,38 15,36 5,34 1,16 3,22 3,62

P1 Variancia 1,12 0,05 2,87 10,75 2,09 0,32 0,04 3,58 0,32

Fcalculado 4,44 1,73 2,66 7,51 7,41 2,28 4,22 1,31 1,05

p923-1* RSD 0,92 5,19 16,60 11,87 20,59 16,90 4,87 1,83 5,80
P2 Variancia 0,04 0,78 12,58 16,28 1,14 1,03 0,68 0,81 1,31

Fcalculado 6,17 9,89 11,68 11,37 4,03 1,43 4,29 5,79 3,86

RSD 1,24 2,99 4,93 0,64 6,77 2,49 12,23 6,31 6,25

P3 Variancia 1,19 0,18 0,62 0,05 0,16 0,06 5,40 8,63 1,47

Fcalculado 4,69 2,31 1,74 26,55 1,79 11,98 33,78 1,84 4,34

Padrio RSD 0,68 0,92 3,08 1,13 3,62 7,67 0,40 3,00 1,33
Variancia 0,28 0,28 7,95 0,83 5,26 11,18 0,10 1,66 0,93

RSD 1,79 0,88 2,96 4,20 5,06 7,69 1,22 3,29 7,58

P1 Variancia 1,33 0,42 6,95 11,90 10,75 12,55 0,52 8,49 16,81
Fcalculado 4,76 1,52 1,14 14,41 2,04 1,12 5,25 5,11 18,06

u;03'1 RSD 0,22 3,34 3,50 1,57 1,68 25,48 5,03 2,21 2,88
P2 Variancia 0,05 7,05 8,38 1,08 0,73 7,99 2,37 1,08 5,31

Fcalculado 6,23 25,28 1,05 1,30 7,21 1,40 24,17 1,54 5,71

RSD 0,68 1,37 3,42 0,91 4,88 12,84 1,52 1,66 2,52

P3 Variancia 1,03 0,86 8,69 0,40 10,12 60,90 1,70 0,62 3,40

Fcalculado 3,68 3,06 1,09 2,08 1,92 5,45 17,36 2,68 3,65

*exceto para HCT 45 ug L' e SMX 65 g L™



85

2.3.3.3 Linearidade

A utilizagdo do MMQO exige a adequagdo dos dados frente a alguns
parametros do método. Para que a regresséo linear seja valida, além da relagéo linear
entre a concentragéo e a area de pico, refletida no coeficiente de determinagao (R?),
os residuos precisam ser aleatérios, independentes e homocedasticos (distribuicdo
constante). A avaliacdo desses parametros foi realizada para cada um dos analitos
estudados em curvas de superposicao de matriz para cada amostra e os resultados
estao dispostos nas Tabelas 2.12 a 2.14.

As premissas do método foram satisfeitas para a maioria dos compostos
analisados. Coeficientes de determinagao bastante satisfatérios foram obtidos dentro
da faixa linear estudada para todas as amostras (R? > 0,9925). As menores
concentragcdes foram conseguidas para a curva construida na nascente (P1), o que ja
era esperado, devido a menor influéncia da matriz ou presenga de menor quantidade
de interferentes por ser um ponto localizado proximo a nascente do rio Bélem.

Em alguns casos, os residuos nao foram considerados homocedasticos (F
calculado superior ao critico, destacados nas tabelas). Entretanto, como sao pontos
isolados e a independéncia dos residuos foi assegurada pelo teste de Durbin-Watson
(Eq. 1.6), esses niveis foram mantidos. Ainda, por meio da analise dos graficos de
residuos, nenhuma tendéncia nos resultados foi constatada, podendo ser atribuida
aleatoriedade aos mesmos. Portanto, com base nesses resultados, a linearidade foi
atendida para todos os analitos nas amostras coletadas ao longo do rio Belém.

Para comparar as curvas em diferentes matrizes e verificar a influéncia dos
componentes da matriz na resposta de cada analito, a sensibilidade, estimada pelo
coeficiente angular da reta, de cada analito em cada situacéo foi comparada. Para
compensar as interferéncias da matriz sob os analitos, as curvas analiticas foram
construidas nas amostras para representar de forma mais real a determinagao dos
compostos de interesse. Nota-se que o coeficiente angular obtido € muitas vezes
maior que o obtido para curva em solvente, devido a pré-concentragao conferida pelo
método otimizado. Comparando a sensibilidade obtida nas diversas amostras,
sensibilidades similares dos analitos em todas as amostras foram observadas.
Entretanto, foi possivel observar, em menor grau de extensdo, o efeito dos

componentes presentes na matriz para cada analito. Por exemplo, a influéncia da
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TABELA 2.12 - RESULTADOS DOS TESTES DE PARAMETROS PARA AVALIAGAO DA LINEARIDADE E CONSTRUGCAO DA CURVA ANALITICA PARA
P1 (n = 3) PARA AMOSTRAS COLETADAS EM AGOSTO-2017

Analito  Equagéo da reta R2  FCL* (ug L") TeT:te F Test(:, D-W
calc calc
CAF  y=2862ccar— 1749 00999 1,00—100 ' 12793 F23=3.8; Fli'::figé F45=1,6; F56=38.,6, 2,93

Fi2=4,2; F23=11,0; F34=2,0; F45=19,6;

CBZ  y=3988 ccez+5664 09999 1,00 100 s oo 2,32
CRF  y=2321ccrr +2937 09965 5,00 — 100 F1224,5; F2,2=2998; F34=63,8; F45=7,1 2,18
HCT  y=54650uicT—196,1 09999  1,00-100 27100 F2om20 Bl FasmS.7i Fas=3o. 6 2,41
BFA  y=1200cera—307,7 09994 250-100  F12=1,0; F25=12; F34=8,9; F45=4,0; F5=1,7 2,40

E2  y=5581c2+3019 09992  500- 100 F12=2,9; F25=12,4; Fa4=1,6; F45=4,6 2,29
EE2 y=489,5ce2+2650 09995  500- 100 F12=1,5; F23=1,1; F34=5,2; F45=12,5 2,19
SMX  y=3793 cswx—9567 0,9959 5,00 — 100 F12=1,3; F23=123,4; F34=2,6; F45=1,7 1,90
DZP  y=4671coze +11818 0,9992 500 - 100 F1224,5; F25=2,6; F34=2,0; F,5=3,0 1,88

*FCL: Faixa de concentragéo linear
**Valor critico F2,2,95%=39,0 (bicaudal)
***Teste D-W: teste Durbin-Watson; dcritico: d.=1,08; du=1,28, exceto para EE2 e SMX: d.=0,95; du=1,23
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TABELA 2.13 - RESULTADOS DOS TESTES DE PARAMETROS PARA AVALIAGAO DA LINEARIDADE E CONSTRUGCAO DA CURVA ANALITICA PARA
P2 (n = 3) PARA AMOSTRAS COLETADAS EM AGOSTO-2017

Analito  Equagio da reta R2 FCL* (ug L) TeT::cF** TeStZ:c-W***
CAF y = 2987 ccar — 3114 0,9999 5,00 - 100 F12=1,2; F23=2,8; F34=3,0; F45=15,7 2,35
CBz y = 4044 ccsz + 4857  0,9999 2,50 -100 Fi2=1,1; F23= 2,6; F34=7,3; F45=6,2; F56=3,0 2,09
CRF y = 2414 ccrr — 2277  0,9999 5,00 -100 F1,2=35,8; F2,3=97,4; F34=21,4; F45=2,3 2,39
HCT y = 5558 cHer + 1237 0,9998 2,50 -100 F12=14,1; F23=1,0; F34=21,2; F45=72,7; F56=3,0 2,21
BFA y=1216 cera + 176,3  0,9999 2,50 -100 F12=4,2; F23=5,4; F34=13,4; F45=32,5; F56=4,4 1,99

E2 y = 530,2 ce2 + 1365 0,9992 2,50-100 F12=1,4; F23=8,7; F34=1,9; F45=4,9; F56=1,6 1,80
EE2 y =516,7 cee2 — 952,4 0,9995 5,00 - 100 F12=432,2; F2,3=16,2; F34=31,9; F45=4,5 2,14
SMX y =3165 csmx — 4789  0,9925 5,00 -100 F12=12,8; F23=1,1; F34=2,1; F45=6,4 1,27
DZP y = 4669 cozp +12625 0,9990 2,50 -100 F12=24,2; F23=7,0; F34=1,6; F45=4,9; F56=3,0 2,02

*FCL: Faixa de concentracao linear
**Valor critico F2,2,95%=39,0 (bicaudal)
***Teste D-W: teste Durbin-Watson; dcritico: d.=1,08; du=1,28, exceto para CAF, CRF, EE2 e SMX: d.=0,95; du=1,23



88

TABELA 2.14 - RESULTADOS DOS TESTES DE PARAMETROS PARA AVALIAGAO DA LINEARIDADE E CONSTRUGCAO DA CURVA ANALITICA PARA
P3 (n = 3) PARA AMOSTRAS COLETADAS EM AGOSTO-2017

Analito  Equagéo da reta R2  FCL* (ug L") TeT:te F Test(:, D-W
calc calc
CAF  y=2567 ccar +833,6 09995 10,0100 F12=14,4: F23=7,5: F24=5,7: F45=291,2 277

F12=2,3; F2o3=7,2; F34=1210; F4,5=690,0;

CBZ y=4014cosz+6443 09992 250 - 100 SRty 2,12
CRF  y=2410ccrr—2141 09998 500100 Faml A Peom200 8 10 s194,9: Fasm00: 2,70
HCT  y=5355cHcr+5589 09999  500-100  F12=32; F25=1,8; F34=4,9; F45=3,9; F56=52 2,00
BFA  y=1212cok+2817 09996 250100 2707 2T 9 EaeT o ResTL T Facma. S 1,32

E2  y=5566ce2+1121 09987 500-100  F12=2,1; F20=7,8; F34=13,2; F45=19,3; Fs6=16 168
EE2 y=5331cee2+1254 09997 10,0~ 100 F12=2,3; F20=53,3; F34=19,9; F45=8,9 2,02
SMX  y=4039 cswx+7719 09989 10,0100 F12=1,2; F25=3,8; F34=9,5; F45=1,8 1,94
DZP  y=4850 cozr—2509 0,9997 10,0100 F12=1,1; F20=17,3; Fa4=1,4; F45=7,9 2,41

*FCL: Faixa de concentracao linear
**Valor critico F2,2,95%=39,0 (bicaudal)
***Teste D-W: teste Durbin-Watson; dcritico: d.=1,08; du=1,28, exceto para CAF, EE2, SMX e DZP: d.=0,95; du=1,23
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matriz em P3 para CAF foi superior aos outros pontos avaliados, matriz em P3 para
CAF foi superior aos outros pontos avaliados, apresentando menor sensibilidade para
este analito (sensibilidades de 2567 em P3, 2987 em P2 e 2862 em P1). No caso da
SMX, a menor sensibilidade foi obtida em P2. Apesar de um menor efeito ser esperado
para P1, para alguns analitos, como CRF e EE2, apresentaram as menores
sensibilidade nessa amostra, confirmando a necessidade de se construir curvas

analiticas em cada um dos pontos amostrados.

2.3.3.4L0OD e LOQ

Os valores de LOD e LOQ obtidos para o método QUEChERS-LC-DAD sao

mostrados na Tabela 2.15.

TABELA 2.15 - LIMITES DE DETECGCAO E QUANTIFICACAO OBTIDOS PARA O METODO
QUEChERS-LC-DAD

Amostra CAF CRF CBZ HCT BFA E2 EE2 SMX DZP
LOD* 0,638 4,74 0,734 0,261 0,973 3,28 3,18 1,49 2,92

P1 LOQ* 1,00 500 100 1,00 250 5,00 500 5,00 5,00
P2 LOD* 2,85 1,49 0,981 215 0,677 1,48 2,76 3,79 2,22

LOQ* 500 500 250 250 250 250 500 500 250
P3 LOD* 3,43 3,46 0,256 0,524 0,168 1,82 1,54 2,82 0,700

LOQ* 10,0 500 250 5,00 250 5,00 10,0 10,0 10,0
*Valores de LOD e LOQ em g L

Os menores valores de LOQ, calculados pelo método visual, considerando a
menor concentracado obtida com exatidao e precisédo, foram obtidos para amostra P1
(menores ou igual a 5,00 ug L"), a qual pode ser considerada como uma matriz mais
limpa, e, portanto, com uma menor influéncia antropogénica, uma vez que esta
localizada a 500 m da nascente do rio Belém. No outro extremo de complexidade de
matriz, os LOQ aumentaram para a maioria dos compostos. Em relagao aos LOD,
calculados através dos parametros da curva analitica, apesar de alguns compostos
serem detectados em baixas concentragdes, como por exemplo, a HCT em P3 (0,524
ug L"), estes ndo puderam ser quantificados com precisdo e exatiddo adequados,
especialmente para P3, mostrando a grande interferéncia da matriz

A CBZ pbéde ser quantificada no mesmo nivel de concentragcdo inferior
(2,50 pyg L") em todos os pontos analisados. Esse resultado sugere que os

componentes da matriz tém influéncia similar sobre a CBZ em todas as amostras,
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podendo ser selecionada como um tragador da atividade antropogénica, assim como
a CAF. Este farmaco n&o ocorre naturalmente em aguas superficiais e sua presenca
se deve ao langcamento de esgoto e efluentes de estacédo de tratamento de esgoto.
Clara, Strenn e Kreuzinger (2004) relataram que a CBZ pode ser considerada como
um parametro qualificado para detectar a presenga de esgoto no ambiente aquatico,
pois experimentos sugeriram que a CBZ nao fica retida, nem é removida nos sistemas
convencionais de tratamento de esgoto. Ainda, testes com aplicagao de agua tratada
em solo, mostraram a presenga da CBZ em agua subterrdnea, sugerindo sua
persisténcia no ambiente (CLARA; STRENN; KREUZINGER, 2004).

Os horménios E2 e EE2 foram recentemente incluidos nas listas de
compostos com necessidade de monitoramento prioritario das principais agéncias
ambientais internacionais (USEPA e EU Water Framework Directive). Os limites de
quantificacdo destes compostos para o método desenvolvido foram entre 2,5 e 10 ug
L-'. Esses valores estio acima de valores encontrados na literatura para amostras de
agua, que esta na faixa de décimos de ng L' (BARREIROS et al., 2016). Entretanto,
a maioria dos trabalhos utiliza métodos cromatograficos acoplados a espectrometria
de massas, que possibilita a obtengao de melhores seletividade e detectabilidade para
o método. A utilizacido do presente método de extragao utilizando como detecgao LC-
MS pode ser um trabalho futuro para mostrar a potencialidade do QUEChERS nessa
matriz.

A importancia de se adequar um bom preparo de amostra a matriz de
interesse fica evidenciada pelos LOQ atingidos quando comparados a outros

trabalhos na literatura (Tabela 2.16).

TABELA 2.16 — COMPARACAO DOS LIMITES DE QUANTIFICACAO PARA OS ANALITOS
INVESTIGADOS OBTIDA EM DIFERENTES METODOS

Analito Método LOQ/ugL" FE Referéncia
CAF 100
E2 SPME-GCxGC-TOF 2,1 - Gomes et al. (2013)
EE2 21
CBZ 10 Madureira ef al
DZP SPE-HPLC-DAD 40 10000x a ‘(‘gg';g)e al
SMX 35
BFA SPE-LC-MS/MS 0,0012 5000x  Sodré et al. (2010)
cBZ SPE-LC-MS/MS 0,005 12,5  Stolker et al. (2004)

CRF
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Por exemplo, Gomes et al. (2013) empregaram a microextracdo em fase
sélida e cromatografia em fase gasosa multidimensional acoplada a espectrometria
de massas por tempo de voo para determinagdo de CAF, E2 e EE2 (além de outros
analitos) em amostras de agua com LOQ de 100, 2,1 e 21 ug L', respectivamente
(GOMES et al., 2013). O método proposto no presente trabalho é mais sensivel para
a cafeina (10 ug L") empregando um método de detecgdo menos sofisticado.

Em outro caso, Madureira et al. (2010) aplicaram um método SPE-HPLC-DAD
para determinagdo de farmacos em aguas estuarias com LOQ de 15, 40 e 35 ug L
para CBZ, DZP e SMX, respectivamente, considerando uma pré-concentragao de dez
mil vezes (MADUREIRA et al., 2010). Considerando que os LOQ foram obtidos direto
na matriz e sdo mais realistas da concentragao a ser determinada, o método proposto
no presente trabalho pode ser considerado compativel ou superior com alguns
trabalhos na literatura, sem a necessidade de grandes fatores de pré-concentragao.

Por outro lado, métodos empregando extragdo em fase solida para pré-
concentracdo dos analitos e sistemas LC-MS/MS atingem, geralmente, limites na
ordem de ng L. Sodré et al. (2010) detectaram BFA em aguas superficiais da regido
de S&o Paulo empregando LC-MS/MS com LOQ de 1,2 ng L' (SODRE et al., 2010).
Stolker et al. (2004) utilizaram LC-MS/MS para analise de farmacos em agua
superficial, de abastecimento e subterranea, no qual CBZ e CRF apresentaram 5 ng
L-' como LOQ (STOLKER et al., 2004). Como mencionado anteriormente, visto a
potencialidade de sistemas hifenados como o anterior, a aplicacdo do método
QuECHhERS otimizado no presente trabalho associado com a técnica LC-MS/MS pode

ser um trabalho futuro para mostrar a potencialidade do método nessa matriz.

2.3.3.5 Exatidao

O estudo de recuperacao foi realizado em trés niveis diferentes de fortificacao
(proximos ao 20, 30 e 40 ug L', exceto SMX, 30, 40 e 60 pg L', n=6) mostrados na
Tabela 2.16. Os critérios de aceitacdo admitidos pela Diretiva da Comunidade
Europeia para o estudo de recuperagdo dos analitos sdo bastante rigidos, sendo
considerados adequados quando os valores estdo dentro de £ 10% do valor alvo
(concentragao de fortificagdo). Com base nisso, a maioria dos analitos apresentou
recuperacoes dentro dessa faixa aceitavel.
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Entretanto, para alguns analitos, valores fora da faixa aceita por esta norma
foram observados, como € o caso da CAF, E2 e SMX. Tal fato pode estar relacionado
com a elevada complexidade da matriz analisada, sendo dificil de mensurar a
quantidade de compostos presentes nessas amostras, os quais podem suprimir ou
aumentar o sinal cromatografico. Entretanto, segundo Gonzalez, Herrador e Asuero
(2010) baseados em levantamentos estatisticos, valores de 60 a 115% s&o aceitaveis
para a faixa de concentracéo estudada (GONZALEZ; HERRADOR; ASUERO, 2010).

Esses valores podem ser ainda alterados se forem levados em consideragao
a matriz de analise. Para a nascente, por exemplo, € esperado um menor efeito de
matriz sobre a recuperagao ja que essa amostra de agua nao sofreu tanta influéncia
antropogénica. Pelo contrario, a amostra coletada no bairro Boqueirdo, sofre a
influéncia de despejo de esgoto clandestino durante todo o percurso do rio. Com isso,
as recuperacdes mais baixas obtidas para SMX foram consideradas adequadas desde
que o método foi considerado seletivo e a dispersao dos dados de recuperacao foi
baixa (<24%).
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TABELA 2.17 - RESULTADOS PARA RECUPERAGCAO DOS ANALITOS EMPREGANDO O METODO QUEChERS-LC-DAD (n=6) PARA AMOSTRAS DE
AGUA COLETADAS EM NOVEMBRO-2016

Recuperacao / %

Amostra  Nivel CAF cBZ CRF HCT BFA E2 EE2 SMX* DZP
20 ug L™ 11844 10313 10616 118+6 110+6 67+11 97+11 136+18 94,0+5
P1 30 ug L 118+3 104+5 115+4 111+4 11245 81+6 113+6 132422 102+5
40 ug L™ 9117 9815 11947 110+6 107+4 913 1195 134+1 103+5
20 pg L! 9112 101+3 11817 116+3 109+4 94+4 1218 88+8 101+16
P2 30 ug L™ 102+4 97+2 113+5 11244 103+34 94+6 114+11 140+24 94+5
40 ug L™ 11143 10319 10817 115+5 106+4 100+2 1257 129+15 100+0,3
20 ug L™ 12315 9413 98+2 112+0,8 103+2 711 93+3 6519 94+4
P3 30pgLt  123+14 97+4 109+5 11614 1065 81+6 104+4 7117 98+5
40 uygL" 123113 9415 11143 1145 103+4 87+1 106+5 78+9 97+4

*exceto SMX 30, 40 e 60 ug L
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2.3.3.6 Precisao

A precisao foi avaliada através da repetibilidade em sextuplicatas em trés
niveis de concentracdo (idem ao ensaio de recuperagao) e através da preciséo
intermediaria. Valores inferiores a 20% foram observados para a maioria dos analitos
nas diferentes matrizes estudadas, resultados que se enquadram nos critérios de
aceitagcdo da Diretiva da Comunidade Europeia para a faixa de concentragéo
estudada. Os resultados de repetibilidade para todas as amostras sdao apresentados
na Figura 2.10. A excec¢éao ocorreu para SMX que apresentou coeficientes de variagao
de 24,62% para a matriz P3.

FIGURA 2.10 - DESVIOS PADRAO RELATIVO (RSD%) PARA DIFERENTES NIVEIS DE
FORTIFICACAO (n=6) PARA CADA COMPOSTO PARA O ENSAIO DE
REPETIBILIDADE DE A) P1 B) P2 E C) P3 COLETADAS EM NOVEMBRO-2016.
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Geralmente, é esperado que o método avaliado segundo a repetibilidade seja
preciso, ja que possiveis variagdes como, por exemplo, mudanga de temperatura, dia
de analise e/ou operador, ndo sao incluidas durante a realizagdo do experimento.

Em relagdo a precisdo intermediaria realizou-se a comparagao entre os

resultados obtidos em diferentes coletas (Tabela 2.17).

TABELA 2.18 - PRECISAO INTERMEDIARIA DOS ANALITOS EMPREGANDO O METODO
QUEChERS-LC-DAD (n=12) PARA AMOSTRAS EM DIFERENTES COLETAS

Desvio padrao relativo / %

Amostra  Nivel -~ -—CRF CBZ HCT BFA E2 EE2 SMX* DZP
20ugL" 57 80 7.8 7,0 56 123 82 212 114

P1  30uglL”' 143 129 125 142 10,0 162 147 135 85
40 pgL' 145 211 146 104 148 196 159 113 206
20ugl?! 57 65 67 52 43 68 76 113 54

P2  30uglL' 54 46 44 37 35 57 74 137 5/1
40pgL' 56 74 71 69 66 85 72 141 7,0

20ugL' 64 74 114 80 109 201 114 173 95

P3  30uglL' 122 11,0 140 134 129 187 151 186 129
40pglL' 79 88 75 51 57 7.6 100 152 47

*exceto SMX 30, 40 e 60 ug L

Valores abaixo ou muito proximo de 20% (no caso de E2 em P3 e DZP em
P1) foram obtidos. Isso reflete que o0 método validado é preciso quanto a sua aplicagao
em diversas coletas. Ainda, pode-se inferir que os valores de repetibilidade superiores
a 20% devem ser referentes a algum interferente na coleta realizada em novembro de
2016 (primavera).
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2.3.3.7 Robustez

A robustez do método QUEChERS-LC-DAD para quantificagdo dos nove
poluentes organicos foi avaliada por meio do teste de Youden. As variaveis
investigadas compreenderam tanto fatores que poderiam influenciar o método
cromatografico (proporcao inicial da fase movel) quanto o método de preparo de
amostra (quantidades de NaCl, MgSO4, PSA e C18, tempo de centrifugacéo e
temperatura de secagem da amostra).

Em relacdo ao efeito dos fatores, as pequenas alteracbes na quantidade de
NaCl, MgSO4 e PSA foram as que mais influenciaram no sistema. Como esses fatores
sdo os mesmos otimizados no planejamento CCD, essa evidéncia mostra, mais uma
vez, a importancia de se otimizar adequadamente os fatores envolvidos na extragcéao
e manté-los nos niveis adequados para garantir a robustez do método.

Para os analitos CAF e CRF, nenhum dos fatores avaliados no teste de
Youden influenciou significativamente as respostas em termos de recuperagédo dos
mesmos.

A variacdo da fase movel inicial foi significativa para E2 (efeito positivo).
Entretanto, as recuperacdes obtidas nos ensaios de robustez estavam entre 93,7 e
117% com RSD inferior a 9,9%. O efeito da temperatura de secagem foi significativo
para BFA e DZP (ambos positivos). Entretanto, assim como para o efeito da fase
movel, as recuperacdes se encontravam na faixa adequada, tendo menor relevancia
na robustez do método.

Os fatores com menor influéncia para a maioria dos analitos foram a
quantidade de C18 e o tempo de centrifugagao.

Com base nos resultados da validagdo, o método desenvolvido foi
considerado adequado em termos dos parametros avaliados (seletividade, precisao,
exatidao, linearidade e robustez), garantindo a validade dos resultados quanto a sua
aplicagao na quantificacao desses analitos em amostras de agua superficial.

2.3.4 Aplicagao do método
Apos o desenvolvimento e validacdo do método analitico para determinacao

de farmacos, horménios e BFA em agua de rio empregando QUEChERS-LC-DAD, o

mesmo foi empregado para a avaliagdo da presenca de tais substancias em cinco
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amostragens realizadas no rio Belém entre julho de 2016 e agosto de 2017,
compreendendo as quatro estagcdes do ano.
Os cromatogramas obtidos para as amostras coletadas no periodo de

investigacao estao mostrados na Figura 2.11.

FIGURA 2.11 - CROMATOGRAMAS EM 280 nm OBTIDOS PARA ANALISE EMPREGANDO O
METODO QuEChERS-LC-DAD DAS CINCO CAMPANHAS AMOSTRAIS
REALIZADAS EM A) P1,B) P2 E C) P3
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O unico analito encontrado no periodo amostrado foi a cafeina, a qual estava
presente em niveis quantificaveis em todas as amostragens de P3 e no inverno em
P2. Os cromatogramas obtidos nas diferentes campanhas amostrais mostram ainda
a presenca de compostos nao-alvo, os quais eluiram em tempos de retengao
diferentes dos analitos. Como o sistema de detecgdo adotado necessita de padrées
dos analitos alvo, néo foi possivel identificar tais compostos.

Os resultados obtidos a partir das campanhas amostrais realizadas ao longo

de um ano sdo mostrados na Tabela 2.18.

TABELA 2.19 - CONCENTRACAO DE CAFEINA (ug L") DETERMINADA NAS CINCO CAMPANHAS
AMOSTRAIS NO RIO BELEM

Concentragdo CAF / ug L™

Pontos 12 22 3@ 42 52
amostrados  Campanha Campanha Campanha Campanha Campanha
Jul-2016 Nov-2016 Jan-2017 Abr-2017 Ago-2017
P1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
P2 6,08+0,55 n.d. n.d. <LOQ <LOQ
P3 84,2+6,0 47,2+1,8 58,5+1,7 40,6+0,8 95,2+2.8

n.d.: ndo detectado;

As concentracbes mais altas de cafeina foram detectadas no periodo mais
seco e frio do ano (julho e agosto), verificadas na primeira e ultima campanha.

Geralmente, essas maiores concentracdes estdo atreladas a uma menor diluicdo da
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amostra pelo baixo indice pluviométrico (INMET, 2018). Como mencionado
anteriormente, o rio Belém recebe grande aporte de esgoto doméstico. Bollman e
Edwiges (2008) aplicaram o indice de qualidade das aguas (IQA) para o rio Belém e
constataram que a qualidade das aguas apresenta piora progressiva ao longo do rio
em diregdo a sua foz, na qual a agua foi classificada pelos autores como imprépria
para qualquer tipo de uso. Ainda, de acordo com os dados do ultimo relatério para o
monitoramento da qualidade das aguas da Bacia do Alto Iguacgu do Instituto Ambiental
do Parana (IAP), a classificacdo do rio Belém a montante do Parque Sao Lourengo
tem se mantido como poluido (Classe 4) desde 1992, enquanto que o ponto
monitorado mais proximo da foz, é classificado como extremamente poluido, estando
fora do enquadramento da CONAMA, inclusive para rios de Classe 4 (IAP, 2009). Os
baixos niveis de oxigénio dissolvido monitorados além de fdsforo total, nitrogénio
amoniacal e DBO em niveis elevados (IAP, 2009), associados as elevadas
concentragbes de cafeina em P3 encontradas no presente trabalho, sugerem a
contribuicdo antropogénica nesse rio, provavelmente associadas as condicbes
inadequadas de saneamento.

De acordo com a primeira pesquisa no ambito nacional sobre a presencga de
CEC em aguas destinadas para o abastecimento e consumo humano (MACHADO et
al., 2016), a cafeina foi o composto mais frequentemente detectado (93%) em
amostras de agua coletadas nas capitais brasileiras. Particularmente em Curitiba,
apenas 51% da populacao da capital e 41% na Regido Metropolitana tém disponivel
em seu domicilio a rede coletora de esgoto (CANELA et al., 2014).

Froehner et al. (2011) também detectaram cafeina em todas as amostras
coletadas na bacia do Alto Iguacu na regido de Curitiba em 2009. As concentragdes
variaram na faixa de 1,74 a 123,4 ug L. Huerta-Fontela et al. (2008) encontraram
cafeina em amostras de afluente de estagdo de tratamento de esgoto (ETE) na
Espanha com concentragdes de até 209 ug L-'. A CAF foi detectada por esses autores
em 95% das amostras coletadas. Na regido da Catalunha, Pedrouzo et al. (2011)
determinaram CAF entre 0,950 e 9,94 ug L-'também em afluentes de ETE entre 2007
e 2008. Agunbiade e Moodley (2014) determinaram CAF em amostras de afluente de
ETE em KwaZulu-Natal, Africa do Sul, encontrando concentracdes da ordem de
61 pg L.

Todos estes antecedentes da literatura mostram a presenca ubiqua desse

composto em aguas superficiais e de afluentes de ETE, confirmando que a variagao
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na concentragdo da CAF, ndo depende somente da sazonalidade, mas também da
taxa de consumo de alimentos contendo CAF bem como do sistema de coleta e
tratamento de esgoto doméstico. Outro detalhe importante € que as concentracoes
encontradas no presente trabalho tém maior similaridade com aquelas encontradas
em amostras de ETE, mostrando mais uma vez a grande polui¢do vinculada ao
lancamento de esgoto doméstico no rio Belém.

Para a confirmagao da quantificacdo desse analito empregando o DAD, pode
ser realizada a comparagao de um espectro registrado em um determinado tempo de
retengao com o espectro padrao da substancia armazenado previamente na biblioteca
do software. Dessa forma, a porcentagem de similaridade para a CAF foi de 99,11 a
99,93% para as amostras de P3. Com base nessa informacéo, € possivel afirmar que
a substancia determinada nas amostras € a cafeina, como pode ser visualizado no

grafico inserido na Figura 2.12.

FIGURA 2.12 - CROMATOGRAMAS EM 280 nm OBTIDOS PARA ANALISE DE AMOSTRAS REAIS
EM P3 EMPREGANDO O METODO QUEChERS-LC-DAD EM A) JULHO/2016 E
B) NOVEMBRO/2016. GRAFICO INSERIDO: COMPARAGCAO DO ESPECTRO
OBTIDO PARA CAFEINA NA AMOSTRA E NO PADRAO.
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A variagao da concentragdo de CAF encontrada ao longo do ano, pode ser
atribuida a provaveis diferencas na vazao do rio em detrimento ao periodo de maior e
menor pluviosidade. No caso da amostra coletada no inverno de 2016, por exemplo,
o valor de chuva acumulada nos cinco dias anteriores a coleta foi de 0 mm (INMET,
2016), podendo levar ao acumulo deste analito na agua superficial, levando a maiores
valores de CAF para esta amostragem. Para a amostra de novembro de 2016, periodo
chuvoso antecedeu a coleta, tendo dias com precipitacdo superior a 60 mm (INMET,
2016), podendo ocasionar na diluicdo da quantidade de CAF ao longo do rio,
apresentando um dos menores valores de concentracao determinada de CAF. Além
disso, o tempo de meia vida da CAF em sistemas aquaticos, calculado por Bradley et
al. (2007), mostra uma certa variacao dependendo o sistema considerado, de 5,3 a
23 dias. O tempo de meia vida relativamente pequeno sugere que a presencga de

cafeina nas amostras de agua é reflexo de contaminagao recente.

2.4 CONCLUSOES

A determinacao dos compostos da classe dos farmacos, horménios e bisfenol
A em amostras de agua do Rio Belém foi conseguida com sucesso através da
adaptacdo do meétodo QUEChERS em associagcdo com a LC-DAD. A principal
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modificacdo realizada foi a redugdo do volume de acetonitrila (de 5,0 para 2,5 mL)
utilizada para a extragdo dos analitos e a diminuigdo do volume de redissolugéo (de
1,0 mL para 250 pL), agregando ao método um fator de concentragédo, necessario
quando se utiliza detecgao por DAD.

As principais variaveis que influenciaram no sistema QUEChERS, otimizadas
via planejamento fatorial, foram as quantidades de MgSO4, NaCl e PSA. O método
desenvolvido foi validado segundo recomendacdo da Diretiva da Comunidade
Europeia, sendo o método considerado linear dentro da faixa de concentragao
estudada para cada analito, seletivo, com precisdo e exatiddo adequadas para a
maioria dos analitos. Ainda, os limites de deteccao e quantificagdo foram compativeis
com a concentragao dos compostos esperada nas amostras reais.

O método validado aplicado em amostras reais coletados ao longo de um ano
mostrou que a CAF foi encontrada em todas as estacdes do ano no ponto que sofre
mais influéncia antropica (P1), confirmando sua utilizagdo como tragador de
langcamento de esgoto no rio Belém. A maior concentracdo de CAF quantificada foi
95,2 ug L' em agosto/2017 (inverno).

O método desenvolvido € bastante simples e rapido para a determinagao de
contaminantes de preocupagdo emergente em agua superficial, empregando
quantidades minimas de amostra e solvente. Além disso, resultados com exatidao,
precisao e robustez adequados foram conseguidos mesmo na auséncia de grandes
fatores de concentracdo como em outras técnicas usualmente empregadas na analise
ambiental. O método pode ser usado pra provimento de uma legislacdo mais
adequada em termos das concentragdes de CAF e demais analitos encontrados neste
tipo de matriz sem a necessidade de equipamentos de alta complexidade instrumental
e custo como LC e GC-MS/MS.

Os dados aqui apresentados corroboram ainda com o panorama nacional
quanto a presenca de compostos xenobidticos em aguas superficiais. Entretanto, um
estudo dos reais riscos quanto a exposicao crénica a estes compostos bem como
melhores alternativas para o tratamento de &agua e esgoto ainda se fazem

necessarios.
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CAPITULO 3 : DETERMINAGCAO MULTIRESIDUO DE AGROTOXICOS EM SOLO
EMPREGANDO QUEChERS MODIFICADO E LC-DAD/FLD

3.1 INTRODUCAO

A aplicacao de substancias quimicas organicas ou inorgénicas na agricultura
desde a antiguidade classica sempre esteve atrelada a garantia do fornecimento de
produtos alimenticios para a populagao.

Segundo a USEPA, os agrotoxicos podem ser definidos como “qualquer
substancia ou mistura de substancias destinadas para prevenir, destruir, repelir ou
mitigar qualquer praga” (USEPA, 2011). Inimeras sédo as classes de agrotoxicos
(herbicidas, fungicidas, inseticidas, entre outros), aplicados com a finalidade de
diminuir as perdas na produgdo agricola, prevenindo e controlando espécies
indesejaveis na agricultura, usualmente interferindo no seu processo reprodutivo.

O Brasil, com grande disponibilidade de territério e clima ideal para muitas
culturas, € um dos maiores consumidores de agrotéxicos no mundo. Em 2015, o Brasil
alcangou a marca de 887,6 mil toneladas de agrotoxicos comercializados segundo o
Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Agricola (SINDIVEG), sendo
o segundo maior mercado do mundo, atras apenas dos Estados Unidos (MENTEN,
2018). No Estado do Parana, 83,0% da extensao territorial € ocupada pelas atividades
agricolas (IPARDES, 2017). A aplicagao de agrotoxicos tem crescido nos ultimos anos
no Estado e a quantidade média aplicada em 2015 foi de 8,25 kg/ha/ano, o que totaliza
mais de 100 milhdes kg L' (IPARDES, 2017). A situagdo pode ser ainda mais critica
se for levado em consideracdo os agrotoxicos nao autorizados e aqueles
comercializados ilegalmente.

A contaminagdo de varios estratos ambientais devido a permanéncia dos
residuos de agrotoxicos, € inerente ao manejo indevido e a aplicagao dos agrotéxicos
em larga escala para controle de pragas em diversas culturas. Uma vez aplicados no
solo e/ou plantagbes, os agrotoxicos sofrem diversas transformacgodes fisicas e
quimicas, podendo ser volatilizados e transportados para a atmosfera; adsorvidos,
interagindo com os diversos componentes do solo permanecendo retidos; escoados

superficialmente e lixiviados, contaminando o ambiente aquatico; e ainda sofrer
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degradacdo e decomposicdo (BARCELO; HENNION, 1997; OLIVEIRA; REGITANO,
2009). Estima-se que menos de 0,1% do agrotoxico aplicado atinja realmente o alvo
(PIMENTEL; LEVITAN, 1986).

O solo, por sua vez, € a camada da superficie terrestre em contato direto com
a atmosfera, constituido por componentes sélidos, liquidos e gasosos de natureza
mineral e organica, sobre o qual se desenvolve boa parte da biosfera do planeta
(USDA, 2017). O solo pode ser considerado ainda como um sistema aberto, em
equilibrio dindmico com a hidrosfera, trifasico, pois admite a presenca de gases e agua
em contato direto com as particulas sdlidas do solo e, multicomponente devido a
presenga de inumeras substancias (OLIVEIRA; REGITANO, 2009).

A poluigao do solo devido a presenga deste tipo de contaminante em niveis
que afetam a qualidade ecoldgica e saude humana representa um elevado risco.
Muitos trabalhos comprovam a infeliz realidade da presenca de agrotéxicos e seus
metabdlitos em solo (BOUAID et al., 2001; FERNANDES et al., 2013; KACZYNSKI et
al., 2016; LI et al., 2013; MIN et al., 2008). O impacto do uso continuo de agrotéxicos
pode atingir inclusive aguas subterraneas (ARIAS-ESTEVEZ et al., 2008; JURADO et
al., 2012; STUART et al., 2012).

3.1.1 Agrotdxicos selecionados para o estudo

Dentre os agrotéxicos de ampla aplicagao, optou-se pelo desenvolvimento de
um método para determinar residuos de representantes de diferentes classes como
os herbicidas atrazina e seus metabdlitos, desetilatrazina e desisopropilatrazina, e
diuron, o fungicida carbendazim e o inseticida carbaril. Todos os agrotoxicos
estudados podem atuar, em diferentes extensdes, na desregulagdo do sistema
endocrino (MNIF et al., 2011).

A atrazina (ATZ, 2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-1,3,5-triazina) € o
principal representante da classe dos herbicidas triazinicos, aplicados para o controle
pré e pos-emergente de ervas daninhas em culturas como milho, abacaxi e cana-de-
acucar (ANVISA, 2018a; PENG et al., 2007). Os principais produtos de degradacgao,
a desetilatrazina (DEA) e desisopropilatrazina (DIA), gerados por um processo de
dealquilagdo microbioldgica, possuem toxicidade similara ATZ (SHIPITALO; OWENS,
2003). A atrazina, devido ao uso intenso e suas propriedades fisico-quimicas (Tabela

3.1), € comumente detectada no monitoramento de solos e aguas subterraneas.



TABELA 3.1 - ESTRUTURA MOLECULAR E PROPRIEDADES FiSICOQUIMICAS DOS AGROTOXICOS SELECIONADOS
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- MM / Solubilidade*/ ) t12 solo/
Agrotoxico / Classe Estrutura g mol" mg L pKa log Kow Koc /mL g dias
Atrazina .
CsH14CINs NS # #
Herbicida )\N L 215,68 35 1,70 2,70 165 60
(triazina) i i
Carbaril \I
C12H1INO; i@ 201,22 9,1 104 2,36 211 144
Inseticida
(carbamato)
Carbendazim )
CoHoN302 N
J—NH T
Fungicida @N Ve 191,19 8,0 4,2 1,48 225 180
(benzimidazol)
Desetilatrazina ¢l
CsH10CINs j”ﬂ I \i 187,63 2700 n.d** 1,51 n.d n.d
(metabolito ATZ) MO TN,
Desisopropilatrazina )C\'
CsHsCINs NN 173,60 980 n.d 1,15 n.d n.d
(metabolito ATZ) HiC N TN Nk,
Diuron o
0]
CoffioClalte0 e 223,09 35,6 n.d 2,87 480" 90"
CHj
(uréia)

*Solubilidade a 20 °C; **nao disponivel; *OLIVEIRA E REGITANO, 2009; ¥ BARCELO E HENNION, 1997; TSINGH et al. (2016)

FONTE: (LEWIS et al., 2016)
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O diuron (DIU, 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetiluréia) € um herbicida da classe
das feniluréias que apresenta amplo espectro de acédo, podendo ser aplicado no
controle pré e pds-emergente de plantas infestantes em culturas de abacaxi, cana-de-
agucar, soja entre outras (ANVISA, 2018b). O DIU ainda pode ser empregado com a
finalidade nao-agricola como aplicagdo em ferrovias, rodovias e agente anti-
incrustacédo em tintas (GIACOMAZZI; COCHET, 2004). As caracteristicas do DIU sao
muito similares a da ATZ, embora o coeficiente de sorgao seja o maior observado para
todos os agrotoxicos estudados. Isso indica que o DIU possui maior tendéncia de ser
adsorvido devido a maior afinidade com as particulas do solo (GIACOMAZZI,
COCHET, 2004).

Entre os principais agrotéxicos da classe dos carbamatos, o carbaril (CBL, 1-
naftil-metilcarbamato) € um inseticida de amplo espectro, extensamente aplicado no
cultivo de algodéo, frutas, vegetais, graos e em pastagens (ANVISA, 2018c). Os
carbamatos, considerados agrotéxicos modernos, foram introduzidos em substituicéo
aos organoclorados e rapidamente difundidos devido ao baixo custo e tempo de meia-
vida relativamente curto (MORAIS; BEGNINI; JARDIM, 2013;
SANTALADCHAIYAKIT; SRIJARANAI; BURAKHAM, 2012).

O carbendazim (CBD, metil-2-benzimidazol-carbamato) € um dos fungicidas
do grupo benzimidazol mais empregados para o controle pré e pos-emergente nas
culturas como trigo, soja, milho e feijao (ANVISA, 2018d). Ele também pode ser
encontrado como um produto da degradagdo dos fungicidas benomil e tiofanato
metilico (SINGH et al., 2016). Devido sua degradacéo lenta, o CBD persiste em solo
por longos periodos de tempo.

Os mecanismos de interacdo entre os compostos xenobidticos e o solo sao
bastante complexos. A dindmica dos agrotoxicos no solo depende ndo somente das
propriedades fisicoquimicas dos compostos (solubilidade em agua, tempo de meia-
vida (t112), pKa e coeficiente de sorgao — Koc), mas também das caracteristicas de cada
tipo de solo, como por exemplo, a quantidade de matéria organica humificada e a
fragdo argilosa, os quais correspondem aos maiores sitios de atividade no solo
(BARCELO, HENNION, 1997; OLIVEIRA, REGITANO, 2009). Entre 0os mecanismos
geralmente envolvidos, usualmente de forma concomitante, interagbes do tipo
ligacbes de hidrogénio, ligagdo covalente, atracao eletrostatica e forgas de van der
Waals podem estar presentes.
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A partir das caracteristicas relacionadas aos agrotoxicos selecionados
apresentadas na Tabela 3.1, espera-se que CBD e DIU sejam mais persistentes no
solo, devido sua menor solubilidade e maior Koc, respectivamente, interagindo em
maior extensao com a matéria organica, o que diminui sua mobilidade no solo. Ja para
ATZ e CBL, caracteristicas intermediarias sao esperadas. Os metabdlitos da ATZ, por
sua vez, altamente soluveis e com os menores coeficiente de particdo octanol-agua,
devem possuir a maior mobilidade na fragdo aquosa dos solos (SHIPITALO; OWENS,
2003).

3.1.2 Determinacgao dos agrotdxicos selecionados em solo empregando QUEChERS

Existem diferentes métodos relatados na literatura para a determinagéao dos
agrotoxicos em solo empregando extragao liquido-liquido (WANG et al., 2008),
assistida por ultrassom (TADEO et al., 2010), acelerada por solvente (WANG et al.,
2007), micro-ondas (MERDASSA; LIU; MEGERSA, 2013), extracao em fase sélida
(RIGI; FARAHBAKHSH; REZAEI, 2015), dispersdo da matriz em fase solida
(LOZOWICKA et al., 2012), entre outros (ANDREU; PICO, 2004). Entretanto, algumas
desvantagens, como procedimentos laboriosos e com alto consumo de solvente,
levaram a uma ampla aplicagdo do método QUEChERS para extragao de diversas
classes de agrotdéxicos em solo, com menor geragao de residuos toxicos e detecgao
em menores niveis de concentragado, principalmente quando se empregam técnicas
cromatograficas associadas a espectrometria de massas.

Lesueur et al. (2008) apontaram o método QUEChERS com o mais indicado
na extragao de 24 agrotoxicos de solo quando comparado com extragao por ultrassom
e acelerada por solvente, entre outros. Os analitos foram determinados tanto por GC-
MS quanto LC-MS/MS e o método QUEChERS original foi empregado. Os limites de
quantificacao para ATZ, DIA, DEA, CBD e DIU obtidos foram 43, 38, 43, 0,08 e
39 ug kg', respectivamente, sendo os maiores em comparagdo com as demais
estratégias de preparo de amostra investigadas pelos autores.

Homazava et al. (2014) também compararam o QUEChERS com extragao por
liquido pressurizado (PLE) na extragdo multiclasse de 24 agrotéxicos de solo, dentre
eles a ATZ e seus metabdlitos e diuron. O preparo de amostra foi realizado usando 5
g de solo e 10 mL de ACN, 4 g MgSOs4, 1 g NaCl e sais de citrato para particdo, além

de modificar a etapa de clean-up, utilizando C18, uma vez que a PSA apresentou
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elevada interagdo com os analitos acidos. Com a analise realizada por UHPLC-
MS/MS, os limites de quantificagdo para esses analitos foi inferior a 2 ug kg™' e as
recuperacoes entre 87,4 e 100,1%. O método foi aplicado para a determinagéo de
amostras de solo real apos a aplicagao dos agrotoxicos. Apos 60 dias da aplicagao, a
ATZ e seus metabdlitos, DEA e DIA, estavam presentes nas concentracbes de 13,
13 e 9,6 ug kg™.

Em trabalho similar, Masia et al. (2015) testou PLE e QUEChERS na extragéo
de agrotéxicos de solo, sedimento e lodo de esgoto, empregando LC-MS/MS para a
determinacdo dos analitos. As principais modificacbes realizadas no método
QuUEChERS foram a redugdo da quantidade de amostra para 1 g e clean-up
empregando PSA e C18. As recuperacgdes obtidas a partir de fortificagdo do solo com
100 pg kg foi de 73% para CBD, 80% para DIU, 84%, 77% e 75% para ATZ, DEA e
DIA, respectivamente.

O uso de detectores convencionais para a determinagdo de agrotéxicos
empregando QUEChERS como preparo de amostras tem sido menos frequentemente
encontrado na literatura (RAHMAN et al., 2017). O unico trabalho que emprega
QUECHhERS e deteccao por LC-UV e amperométrico foi proposto por De Carlo et al.
(2015). Apos diversas modificagdes no método QUEChERS para determinar alguns
farmacos e agrotdxicos em solo, o método otimizado utilizou 5 g de solo, extragcdo com
acetonitrila:H20 na proporgdo de 70:30 com 5% de &acido acético e particao
empregando 4 g MgSO4 e 1 g NaCl. O clean-up foi executado empregando 250 mg
de C18 como sorvente. As taxas de recuperacao foram obtidas na faixa de 83 a 113%
com RSD<14% para a deteccao por UV e os limites de deteccdo e quantificacao
atingidos para ATZ foram de 84 e 280 ug kg™', respectivamente. Como pode ser
observado, limites de quantificagcdo altos foram obtidos uma vez que a pré-
concentracido nao esta comumente envolvida neste tipo de preparo de amostra.

Portanto, sabe-se que a extragcado de agrotoxicos de amostras de solo € uma
tarefa laboriosa devido a elevada complexidade da matriz, baixas concentragdes dos
analitos e diversidade de tipos de interagao entre os analitos e os componentes do
solo. A fim de se propor um procedimento mais simples e rapido, o método
QuEChERS foi investigado a partir da introdu¢ao de modificagdes nas suas condigdes

originais, principalmente na tentativa de agregar a pré-concentragao dos agrotoxicos.
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3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Reagentes e equipamentos

Com o objetivo de desenvolver uma analise multirresiduo, representantes de
diversas classes foram selecionados: herbicidas (atrazina — ATZ e seus metabdlitos,
desetilatrazina — DEA, e desisopropilatrazina — DIA, diuron — DIU), inseticidas (carbaril
— CBL) e fungicida (carbendazim — CBD). Os padrbes de agrotoxicos (pureza > 99%,
Tabela 3.1) foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (St Louis, MO, EUA). A acetonitrila e
o metanol grau HPLC foram adquiridos a J.T. Baker® (Philipsburg, NJ, EUA). A agua
de osmose reversa foi adquirida através de um sistema de osmose reversa Quimis®
Q842 (Diadema, SP). A agua deionizada foi obtida com um sistema Milli-Q® equipado
com uma lampada UV (18,2 MQ cm, Bedford, MA, EUA), alimentado com a agua de
osmose reversa. Os reagentes empregados na extragdo QUEChERS como o sulfato
de magnésio anidro (MgSOsa), cloreto de sddio (NaCl) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich® (St Louis, MO, EUA); sorventes para o clean-up, amina secundaria primaria
(PSA, 50 um), octadecilsilano (C18, 40 — 63 um) e silicato de magnésio, Florisil® (149
— 210 ym) foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (St Louis, MO, EUA), Agilent® (Santa
Clara, EUA) e Quimica Moderna (Barueri, SP, Brasil), respectivamente. Os extratos
de acetonitrila foram secos sob fluxo de nitrogénio (90% de pureza) fornecidos pela
Air Liquide. As extracdes foram conduzidas em tubos de polipropileno (15 mL) com
tampas rosqueaveis (Kasvi, Curitiba, PR, Brasil). As amostras foram filtradas
previamente a analise cromatografica em uma unidade filtrante de polifluoreto de
vinilideno (PVDF) com didmetro de 13 mm e porosidade de 0,2 um. (Vertical, Bangkok,
Tailandia)

Todas as solugdes foram preparadas utilizando-se vidraria analitica
previamente calibrada. As vidrarias utilizadas para analise por LC foram lavadas com
alcool etilico comercial, agua da torneira e deixadas por 24 horas em banho com
solugado de Extran® (Merck, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a 2%. As vidrarias retiradas do
banho de Extran® foram imediatamente enxaguadas de forma abundante com agua
de osmose reversa e seguiram para o banho com acido nitrico 10% por até 24 horas.
Em seguida, foram novamente enxaguadas com agua de osmose reversa, agua

deionizada e secas ao ar ou em estufa.
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3.2.2 Preparo das solugdes

Solugbes estoque de cada um analitos foram preparadas a cada trés meses
na concentragdo de 100 mg L-' em metanol. Estes padrdes foram mantidos ao abrigo
da luz e sob refrigeracdo (-20,0 °C). A partir destas solugdes estoque, foram
preparadas diariamente solug¢des trabalho por diluigho em agua deionizada ou
solvente apropriado. Para os padrdes de calibragédo, foram preparadas solugdes na
fase moével composta por 20% de metanol e 80% de agua deionizada. As solugdes
empregadas para a fortificagdo do solo foram preparadas em acetonitrila nas

concentragdes de 1,0 mg L' e 100 ug L.

3.2.3 Condigbes cromatograficas

As determinagdes foram realizadas em um equipamento de HPLC Agilent
1260 Infinity (Santa Clara, EUA) com um injetor automatico G1329B 1260ALS, bomba
quaternaria G1311C 1260 VL, um detector por arranjo de diodos G1315C 1260DAD
VL+ (volume da célula de fluxo de 18 uL) e um detector por fluorescéncia G1321B
(volume da célula de fluxo 8 uL). Os cromatogramas foram adquiridos e processados
usando o software OpenLab EZChrom Elite. A separacao dos analitos foi realizada
em uma coluna ZORBAX Eclipse XDB-C18 Analytical (4,6 x 50 mm, 5 ym) com coluna
de guarda de mesma fase estacionaria (12,5 x 4,6 mm, 5 um). As fases moveis foram
previamente filtradas em membrana de PTFE 0,45 pm (Macherey Nagel) e
desgaseificadas em um Ultrassom Ultracleaner 1400 (Unique, Indaiatuba, SP, Brasil).

O desenvolvimento cromatografico foi baseado em artigos da literatura
(BEDASSA; GURE; MEGERSA, 2015; CAPPELINI et al.,, 2012) e em trabalhos
desenvolvidos pelos Grupo de Técnicas Avangadas para Tratamento de Residuos
(TECNOTRATER) e Grupo de Analise Quimica e Quimiometria (GAQQ). A eluigdo
otimizada para determinagao simultanea de DIA, DEA, ATZ, DIU, CBD e CBL, com
vazao constante de 0,6 mL min', por modo gradiente, na qual as fases moéveis
empregadas foram metanol (fase A) e agua deionizada (fase B). A composicao inicial
de 20% A foi aumentada linearmente até 65% A em 17 minutos. A seguir, a condicéo
inicial foi alcancada em 5 minutos e mantida por 6 minutos. O tempo total de corrida
foi 28 minutos, com 15 pL de volume de injegdo de amostra e a temperatura da coluna

mantida em 35°C. A deteccéo foi realizada nos comprimentos de onda 215 nm (DIA e
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DEA), 220 nm (CBL e ATZ), 254 nm (DIU) e 280 nm (CBD). Os analitos CBD e CBL
apresentaram sinal de fluorescéncia com excitacdo em 280 nm e emissao em 300 e
330 nm, respectivamente. Curvas analiticas foram construidas em fase mével na faixa
de 2,5 a 600 ug L' e utilizadas para estimar a concentragio dos analitos durante a

etapa de otimizagéo.

3.2.4 Preparo das amostras de solo

A amostra escolhida para avaliar o método QUEChERS frente a extragao de
agrotoxicos foi o solo. As amostras de solo (latossolo vermelho distroférrico) foram
gentilmente cedidas pelo prof. Dr. Gilberto Abate e foram amostradas no municipio de
Pato Branco, sudoeste do Estado do Parana (430 km da capital do Estado), em regiao
sem historico de aplicacdo de herbicidas ou outro agrotoxico. A caracterizagao
fisicoquimica das amostras de solo foi realizada em outro trabalho (AMADORI et al.,
2013). De forma geral, as amostras de solo sao consideradas de textura argilosa (75%
de argila) e o teor de matéria organica meédio foi 4,2%. Os valores de pH das amostras
de solo medidos em CaClz foi de 5,0. Essas propriedades influenciam fortemente o
tipo de processo sortivo dos agrotoxicos no solo.

As amostras foram secas em estufa a 30°C por dois dias, destorroadas,
trituradas em almofariz e peneiradas para separar fragao granulométrica menor que 2
mm. A seguir, as amostras seguiram novamente para a estufa a 40°C por 24 horas,
foram homogeneizadas e conservadas em embalagem plastica a temperatura
ambiente. As amostras foram submetidas ao processo de extragao inicial para verificar
a auséncia dos agrotoxicos de interesse.

Para a otimizacao do método de extracdo das amostras de solo, a fortificagao
foi realizada com uma aliquota de concentragcdes conhecida dos analitos preparada
em acetonitrila. Cada amostra foi homogeneizada em vortex por um minuto e mantidas
por 1 hora a temperatura ambiente para evaporacao do solvente e contato dos analitos

com a matriz.
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3.2.5 Otimizagao do método QUEChERS

Inicialmente, alguns ensaios foram realizados para nortear algumas condi¢cdes
do método QUEChERS como as proporgcbes de amostra, agua e acetonitrila

adicionadas, e quantidades de sais como mostrada no fluxograma da Figura 3.1.

FIGURA 3.1 - FLUXOGRAMA DO METODO QUEChERS AVALIADO PARA EXTRAGAO DE
AGROTOXICOS EM AMOSTRAS DE SOLO (NIVEL DE FORTIFICAGAO: 100 ug kg™';
N=2)

2 mLH,0 4 mLH,0 2 mLH,0 4 mLH,0
+4 mLACN +4 mLACN +4 mLACN +4 mLACN

1,0 g MgSO, 1,0 g MgSO, )
[ 0,25 g NaCl ] [ 1,0 g NaCl Salting out

\mgagéo (4400 rpm, 15 mln)

( 0,10gMgso, |
Centrifugagéo (4400 rpm, 15 min)

Secagem N,
Reconstituigdo com fase maével (1,0 mL)

Inicialmente, 2,0 g de solo fortificadas no nivel de 100 ug kg™ foram utilizadas
com diferentes propor¢cdes de agua e acetonitrila (nas proporgdes de 1:1 e 1:2 de
H20:ACN). Dois niveis de NaCl (0,25 e 1,0 g) também foram avaliados. Essa
investigacao preliminar ndo contou com a etapa de clean-up, pois esta foi avaliada
posteriormente. Essas condigbes preliminares foram baseadas na literatura e na
redugdo das quantidades para minimizagdo do método.

A partir das indicagbes do ensaio preliminar, optou-se por realizar um
planejamento fatorial 2 com quadruplicata do ponto central para avaliagdo da melhor
condigdo de extracdo destes agrotdxicos do solo. Os ensaios foram realizados de
acordo com os niveis e a matriz de planejamento apresentada na Tabela 3.2, sem a
fase sorvente na etapa de clean-up (apenas 100 mg do agente secante MgSQ4). A
quantidade de MgSO4 ndo foi otimizada e foi mantida em 1,0 g para todos os

experimentos.
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TABELA 3.2 - FATORES, NIVEIS E MATRIZ DO PLANEJAMENTO COMPOSTO CENTRAL 2¢ COM
QUADRUPLICATA DO PONTO CENTRAL (NIVEL DE FORTIFICAGCAO: 200 pg kg')

Nivel

Fator 1 0 1
Quantidade de solo/ g 1,0 1,5 2,0
Volume H20 / mL 2,0 3,0 4,0
Volume ACN / mL 2,0 3,0 4,0
Quantidade de NaCl / g 0,5 1,0 1,5
Ensaio Solo VH20 Vacn NaCl

1 -1 -1 -1 -1

2 1 -1 -1 -1

3 -1 1 -1 -1

4 1 1 -1 -1

5 -1 -1 1 -1

6 1 -1 1 -1

7 -1 1 1 -1

8 1 1 1 -1

9 -1 -1 -1 1

10 1 -1 -1 1

11 -1 1 -1 1

12 1 1 -1 1

13 -1 -1 1 1

14 1 -1 1 1

15 -1 1 1 1

16 1 1 1 1

17-20 0 0 0 0

Os dados do planejamento foram utilizados para calcular o efeito de cada fator
estudado. Os graficos de Pareto foram construidos no programa Statistica 7.0
(Statsoft, USA).

Apos determinar as melhores condicbes de extragdo via planejamento
(1 g solo, 4,0 mL H20, 2 mL ACN e 0,50 g NaCl), investigou-se a etapa de clean-up
do método QUEChERS. Os sorventes selecionados foram florisil, C18 e PSA. Os
ensaios foram realizados em triplicata empregando 50 mg de fase sorvente com
amostras fortificadas em 200 ug kg™'. Os resultados obtidos foram comparados com
ensaios sem clean-up (tubos contendo apenas 100 mg de MgSO4) em termos de
valores de recuperagao e precisiao obtidos.

Em seguida, a partir da escolha de PSA como sorvente, realizou-se um estudo
da variacdo da quantidade de PSA em funcdo da diminuicdo da concentragao dos
analitos. As concentragcbes dos analitos decresceram de 200 para 100, 50 e

25 ug kg™ para cada quantidade de PSA estudada as quais compreenderam 50, 25 e
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10 mg. Optou-se por fazer um estudo de forma univariada uma vez que se pretendia
observar uma possivel adsor¢cdo dos analitos.

Por fim, avaliou-se o volume de reconstituicdo do extrato apds secagem com
N2. Os volumes estudados foram 100, 250, 500 e 1000 pL (este ultimo utilizado
anteriormente a etapa de sua otimizagao). Os resultados foram avaliados em termos
de recuperacao dos analitos e os desvios padrao relativo obtidos em cada caso.

Todas as respostas foram calculadas em termos de recuperagao aparente
(R,) conforme recomendada pela IUPAC (BURNS; DANZER; TOWNSHEND, 2002).
Como a concentracao obtida é dependente da inclinagéo da reta e esta foi construida
inicialmente em fase movel, o uso da recuperacdo aparente € mais plausivel para
expressar o valor observado a partir da extragao dos agrotoxicos de amostras de solo

empregando QUEChERS. O valor da recuperagéo aparente foi obtido como:

x
R} = =25 % 100 Eq. 3.1
xref

onde, Xobs foi 0 valor de concentragao obtido apds extragao por interpolagdo com a

curva analitica construida em solvente e Xref 0 valor da fortificagao.

3.2.6 Validacdo do método QUEChERS-LC-DAD

O método otimizado esta resumido no fluxograma da Figura 3.2. Inicialmente,
pesou-se 1,0 + 0,01 g de solo em tubos de polipropileno (15 mL). A seguir, as amostras
foram fortificadas em dois niveis (LOQ: DIA: 10 ug kg™'; DEA: 15 ug kg™'; CBD: 20 ug
kg™'; CBL: 5 ug kg'; ATZ: 15 ug kg™*; DIU: 15 ug kg™' e 10 x LOQ) e homogeneizadas
através da agitagdo em vortex por 1 min. Os solos fortificados foram mantidos a
temperatura ambiente por 1 h antes da extragao, para que houvesse certo tempo de
contato e interacdo dos analitos com a matriz, além de permitir a evaporacédo do
solvente.

Apés o periodo de contato, 4,0 mL de agua deionizada foram adicionados ao
tubo com auxilio de uma micropipeta e agitados manualmente para a hidratagéo
completa do solo e, posteriormente, em vortex. 2,0 mL de acetonitrila foram
adicionados em cada tubo, os quais foram novamente agitados em vortex por 30 s.
Logo apés a homogeneizagéo, adicionou-se 1,00 g + 0,01 g de MgSO4 e 0,50 g £ 0,01
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g de NaCl e repetiu-se a agitagdo manual em vortex e seguiu-se para centrifugacéo a
4400 rpm durante 15 min.

Na etapa de clean-up, 1,5 mL de acetonitrila foram transferidas para outro
tubo de polipropileno (15 mL) contendo 25 mg £ 1 mg de PSA e 100 mg £ 1 mg de
MgSO4 anidro, previamente pesados. Os tubos foram agitados em vortex e
centrifugados como anteriormente. 1,0 mL foi coletado, filtrado em filtro seringa de
PVDF 0,22 ym diretamente em vial e seco sob fluxo suave de nitrogénio. Finalmente,
as amostras foram reconstituidas com a proporgéo inicial da fase mével (20% metanol)
e analisadas por LC-DAD/FLD.

FIGURA 3.2 - REPRESENTA:(;AO ESQUEMATICA DO METQDO QUEChERS EMPREGADO NA
DETERMINACAO DOS RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM SOLO

1,0 g solo
Fortificagédo (1h)

/2 AY

|

| 4,0 mL H,0 |

! Agitagdo manual + :

: Vortex (30 s) |

2.0 mL ACN !

Q Agitagdo manual + Extragao !

u Vortex (30s) |, :

E 0,5 g NaCl :

1,0 g MgSO, |

C Agitacdo manual(10s) |

h Centrifugacao (4400 rpm/15 min) "

E ------------------------ \

|

R 1,5 mL sobrenadante :

S : '

|

25 mg PSA |

. 100 mg MgSO, Cleanup |
|

1 Vortex (30 s) 1

| Centrifugacéo (4400 rpm/15min) |

___________ .‘______________I

Secagem N,
Reconstituicao 100 uL FM

)

LC-DAD/FLD

O método foi validado segundo critérios dos documentos SANTE/11945/2015
e SANCO/825/00 (SANCO, 2010; SANTE/EU, 2015). Os parametros avaliados foram

linearidade, limite de quantificacao, exatidao, precisao, seletividade e robustez.
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A linearidade foi estudada na faixa entre 1,0 e 200 ug kg™ (n=6) utilizando o
meétodo de superposi¢cao de matriz. As curvas analiticas foram construidas com pelo
menos cinco niveis de concentragdes. O ajuste linear para cada analito foi expresso
pela equacéo da reta e coeficiente de determinagdo (R?), calculados a partir do
meétodo de minimos quadrados ordinarios (MMQO), e analise dos residuos quanto a
aleatoriedade, homocedasticidade e independéncia.

O limite de quantificagdo (LOQ) correspondeu ao menor nivel da curva
analitica, sendo a menor concentragéo possivel de detectar com exatidéo (70 — 120%)
e precisdo (RSD = 20%) adequados (SANCO, 2010).

A exatidao foi avaliada pela recuperacéo relativa (%) de amostras fortificadas
em dois niveis, no valor estabelecido para o LOQ (DIA: 10 ug kg™'; DEA: 15 ug kg™;
CBD: 20 ug kg™'; CBL: 5 ug kg'; ATZ: 15 ug kg'; DIU: 15 ug kg') e 10 x LOQ
analisados em quintuplicata. A porcentagem de recuperacéo foi calculada de acordo
coma Eq. 1.7.

A precisdao do método foi estudada através da repetibilidade e precisao
intralaboratorial (expressas pelo RSD) nos mesmos niveis de concentracbes dos
ensaios de recuperacio. No caso da precisio intermediaria realizaram-se ensaios em
dias diferentes.

A seletividade foi conduzida por comparacao dos tempos de retencao dos
analitos (tr) e dos espectros dos analitos em solvente e na matriz aquosa.

A robustez foi estimada empregando um planejamento fracionario Plackett-
Burman. Os fatores e niveis selecionados estdo na Tabela 3.3. A matriz de
planejamento foi realizada de acordo com a matriz mostrada na Tabela 2.3 do capitulo
anterior. As amostras foram fortificadas em um nivel de 5 x LOQ (DIA: 50 pg kg™;
DEA: 75 ug kg™'; CBD: 100 pg kg™'; CBL: 25 ug kg™'; ATZ: 75 ug kg'*; DIU: 75 pg kg™)

e foi avaliada em termos de recuperacéo relativa dos analitos.
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TABELA 3.3 - FATORES E NIiVEIS EMPREGADOS NO PLANEJAMENTO PLACKETT-BURMAN
PARA A AVALIAGAO DE ROBUSTEZ DO METODO QUEChERS EM SOLO

Nivel
Fatores 1 0 1
A Massa de solo / g 0,98 1,00 1,02
B Tempo de fortificagdo / min 45 60 75
C Tempo agitagao (extracao) /s 15 30 45
D Tempo de centrifugagao (extragdo) / min 12 15 18
E Quantidade de PSA / mg 24 25 26
F Temperatura de secagem / °C 28 30 32
G Vaz&o / mL min-’! 0,58 0,60 0,62
H % fase movel inicial 19 20 21

3.2.7 Aplicagdo do método desenvolvido em amostras reais

O método desenvolvido e validado foi aplicado na determinacao de atrazina e
seus metabolitos, carbaril, carbendazim e diuron em seis amostras de solo utilizado
para o cultivo de soja e milho. O solo utilizado foi coletado na regido oeste do Parana,
no municipio de Toledo (Bacia Hidrografica do Parana 3, microbacia Esquina Memoéria
[, 24°48°'53.34”'S, 53°33’25.24”0) entre os meses de setembro e outubro de 2017 (uma
amostragem por semana) apoés periodo de aplicacdo de agrotdxicos (ultima semana
de agosto de 2017). Entre os agrotdxicos usualmente empregados nessa regiao estao
atrazina e carbendazim. A amostragem foi realizada na profundidade de 1-10 cm e de
maneira composta para a obtengcdo de uma amostra real (somatério de 15 sub
amostras para cada amostra real).

O solo foi classificado como sendo 50,3% latossolo vermelho distroférrico
tipico e 49,7% nitossolo vermelho eutroférrico com classe textural argilosa. As
principais caracteristicas do solo estdo na Tabela 3.4 e foram realizadas no laboratério
de solos da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz — ESALQ (Piracicaba/SP).
TABELA 3.4 - RESULTADOS DAS ANALISES QUIMICA E GRANULOMETRICA DO SOLO E

INDICAQAO DA CLASSE TEXTURAL, DOS HORIZONTES AVALIADOS DO SOLO NA
AREA EXPERIMENTAL

Determinagoes Resultado Determinagodes Resultado
Camada / cm 0-15 Al / mmolc kg’ <0,6
pH (H20) 5,6 CTC / mmolc kg™’ 128,4
M.O./ % 3,8 VI% 49
K / mmolc kg 1,4 Areia / % 8,6
Ca / mmolc kg™’ 43 Silte / % 25,9
Mg / mmolc kg’ 19 Argila / % 65,6
Fe / mg kg™ 24,15 Classe Textural Muito argilosa

M.O. - Matéria Organica; CTC — Capacidade de Troca de Cations; V — Saturagéo por bases.
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As amostras foram mantidas em freezer (-20°C) até o momento da analise.
Antes da extracdo, de acordo com o procedimento otimizado (Figura 3.2), as amostras
foram submetidas ao mesmo procedimento de secagem e homogeneizagao descrito

no item 3.2.4 e analisadas de acordo com o procedimento otimizado.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Otimizagao das condi¢des cromatograficas

A separacéao dos agrotoxicos estudados no presente trabalho foi adaptada de
outros métodos ja desenvolvidos no grupo. Inicialmente, o método empregando
acetonitrila e agua como fase mével ndo permitiu a separagédo cromatografica dos
analitos carbendazim e DEA (em aproximadamente 5 min) e carbaril, atrazina e diuron
(cerca de 12 min), sendo observada a coeluicdo em todos os gradientes testados. Por
outro lado, quando metanol foi empregado, uma separagao cromatografica adequada
dos analitos foi conseguida, sendo esse solvente selecionado para compor a fase
movel. Ainda, quando experimentos foram realizados adicionando o controle do pH
do sistema nenhum ganho significativo na separacgao foi conseguido.

Com base nesses ensaios, a fase movel de metanol e agua foi empregada no
modo de eluicdo por gradiente, iniciando com 20% de metanol, conforme descrito no
item 3.2.3. A temperatura foi mantida em 35°C para garantir a resolugao dos pares
que apresentaram problemas de coeluicdo em outras condigoes.

Para a maioria dos analitos, o sistema de detecc¢ao utilizado foi o DAD, sendo
o comprimento de onda empregado para monitora-los mostrado na Tabela 3.5. Dois
dos agrotéxicos em estudo apresentam sinal de fluorescéncia (carbendazim e
carbaril). Entretanto, apenas o sinal do carbaril foi reprodutivel na faixa de
concentragao avaliada. O sinal do carbendazim (Aex: 280 nm; Aem: 300 nm) foi utilizado
apenas para confirmagdo do mesmo. Os cromatogramas da Figura 3.3 mostram o

sinal analitico obtido para cada analito empregando as condigdes selecionadas.
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FIGURA 3.3 - CROMATOGRAMAS OBTIDOS PARA O METODO CROMATOGRAFICO LC-DAD
PARA DETERMINACAO DE AGROTOXICOS EM CADA UM DOS COMPRIMENTOS
DE ONDA AVALIADOS A) 215 nm, B) 220 nm, C) 254 nm, D) 280 nm, E) FLD A (Aex:
280 nm; Aem: 300 nm) E F) FLD B (Aex: 280 nm; Aem: 300 nm). CONCENTRACAO DOS
ANALITOS:1,0 mg L.
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A partir do método cromatografico desenvolvido, investigou-se a faixa linear
de concentragao e os limites de quantificagao instrumentais (LOQi) calculados a partir
dos parametros da curva analitica (Tabela 3.5).
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TABELA 3.5 - FIGURAS DE MERITO PARA A DETERMINACAO CROMATOGRAFICA DOS
AGROTOXICOS POR LC-DAD/FLD

tr'/ FCL**/ LOQ#
min pg L1 pg L1
DIA 215 nm 588 y=450,3Cba—-612,2 0,9999 15-600 12,7
DEA 215 nm 9,21 y=5152Cpea—-9653 0,9999 10-600 2,35
CBD 280 nm 9,80 y=181,8Ccsp+226,6 0,9999 10-600 0,93
CBL ;\‘Eﬁ ggg "0 149 y=24615Cce +6634 0,9999 25-600 1,36
ATZ 220 nm 16,4 y=471,0Carz-1499 10,9999 10-600 8,31

DIU 254 nm 17,2 y=232,3Cowu-318,5 0,9999 20,7-600 20,7
* tempo de retengéo

**FCL: Faixa de Concentracao Linear.
#LOQ:: limite de quantificagao instrumental; calculado com base nos parametros da curva analitica (ICH,
2005)

Analito Deteccao Equacao da reta R?

As curvas analiticas obtidas podem ser consideradas lineares na faixa de
concentragdo avaliada, j4 que apresentaram coeficientes de determinagdo (R?)
superiores a 0,999 para todos os analitos. Ainda, por meio do coeficiente angular das
equacgdes obtidas pode-se estimar a sensibilidade do método cromatografico, o qual
mostrou-se mais sensivel para o analito passivel de determinagao por fluorescéncia,
CBL, seguido de DEA, ATZ e DIA.

Através das curvas preparadas em solvente, selecionou-se um valor de
concentracao quantificavel para as fortificacdes realizadas nas etapas de otimizacao
do método de extragédo (100 e/ou 200 ug kg'). Em geral, os niveis de fortificagdo
apresentados na literatura sdo mais elevados da ordem de mg kg™ (DE CARLO et al.,
2015; MARTINS et al., 2014). Entretanto, visto que o objetivo do método € determinar
concentragbes da ordem de pg kg', optou-se por manter a concentragdo de
fortificacdo em um nivel mais realista. As respostas obtidas para comparacado dos
ensaios foram calculadas em termos de recuperacao aparente, como descrito no item
3.2.5.

3.3.2 Otimizagao do método QUEChERS para extragdo de agrotéxicos de solo

Para avaliar a capacidade de extracdo do QUEChERS em solo, amostras
“branco” de solo foram fortificadas na concentragdo de 100 ug kg™ conforme o
fluxograma da Figura 3.1.
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Para a amostra branco (sem a fortificagdo com os agrotoxicos), observou-se
a presencga de alguns sinais de baixa intensidade, mas em tempos de retengao
diferentes das espécies de interesse estudadas. Na Figura 3.4 é mostrado um
cromatograma para analise do branco de solos obtido em 280 nm. Os picos presentes
em tempos de retencdo de 5,40 (l), 8,96 (IlI) e 16,6 (lll) min foram identificados como
0s sinais que mais poderiam ter influéncia na determinagdo de DIA, DEA e DIU

respectivamente.

FIGURA 3.4 - CROMATOGRAMA EM 280 NM OBTIDO PARA ANALISE DA AMOSTRA BRANCO DE
SOLO ATRAVES DO METODO CROMATOGRAFICO LC-DAD, SENDO I, Il E Il OS
INTERFERENTES MAJORITARIOS

— DAD: Signal D, 280 nm/Bw:4 nm
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Em geral, estes testes preliminares mostraram baixos valores de recuperagéo
aparente (Figura 3.5) para DEA e ATZ para a maioria das condi¢gdes avaliadas, exceto
para a condigdo empregando a proporgao agua e acetonitrila de 1:1 e 1,0 g de NaCl,
a qual apresentou recuperagdes de 74,8 e 82,4%, respectivamente, e RSD inferior a
6,0% para esses analitos. Para o CBD, recuperagao aparente média inferior a 70% foi
obtida nos ensaios empregando 0,25 g de NaCl. Para os demais analitos, todas as

condigdes satisfizeram recuperagdes na faixa de 70 a 100% com RSD abaixo de 12%.
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FIGURA 3.5 - RECUPERAGOES APARENTES OBTIDAS PARA AVALIACAO INICIAL DO METODO
QUEChERS APLICADO PARA EXTRAGAO DE AGROTOXICOS EM AMOSTRAS DE
SOLO (2,0 g DE SOLO; NiVEL DE FORTIFICACAO: 100 pg kg™'; n=2).

Recuperacgao aparente / %

DIA DEA CBL CBD ATZ DIU

O02mL H20 4mL ACN 0.25g NaCl m4mL H20 4mL ACN 0.25 g NaCl
O02mL H20 4mL ACN 1 gNaCl @4mL H20 4mL ACN 1 g NaCl

Os resultados obtidos mostraram ainda que a utilizagao de apenas 2 g de solo
e 2 mL de agua para hidratagdo levou a maiores estimativas de desvio padrao,
principalmente para o DIU. Nesses ensaios, foi observada uma maior dificuldade de
separagcdo das fases aquosa e organica, devido a formagdao de uma grande
quantidade emulsao entre as fases. A presenca de argila, acidos humicos e 6xidos de
ferro e aluminio no solo podem contribuir para a formacdo da emulsao coloidal,
dependendo das condi¢cbdes da solucdo. Principalmente no caso dos acido humicos,
eles podem se auto-organizar e acumular na interface da solugdo, uma vez que,
apesar de nao apresentarem estrutura definida, sdo consideradas como associagdes
supramoleculares (PICCOLO, 2001) podendo formar estruturas similares a micelas
(SUTTON; SPOSITO, 2005). Assim, os analitos podem ficar presos na propria
emulsao formada ou ainda dentro das redes tridimensionais do acido humico. Nesse
caso, observou que o tempo, mas principalmente, o tipo de agitagdo (manual ou
vortex) ap6s a adicéo de sal foi fator fundamental na formagdo dessa emulsédo. A
menor formagao de emulsao foi observada pela agitagdo manual intensa logo apés a
adicdo dos sais para salting out. Com base nisso, essa condi¢ao foi mantida para
todos os experimentos.

Como as condi¢gdes empregadas nos ensaios afetaram de forma distinta os

analitos estudados, optou-se por analisar as variaveis solo, volume de agua e
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acetonitrila e quantidade de NaCl em um planejamento fatorial 24 para sele¢do de uma

condigao otimizada para todos os agrotéxicos.

3.3.2.1 Otimizagdo das condi¢cbes de extracdo de agrotoxico de solo empregando

planejamento fatorial 24

O planejamento fatorial foi selecionado para otimizar a etapa de extragao do
método QUEChERS uma vez que muitos fatores estdo envolvidos nessa etapa,
influenciando diretamente na eficiéncia de extracdo dos agrotdxicos de interesse e
podendo apresentar efeito individual ou combinado a partir da interagcdo dos mesmos.

Os resultados obtidos em termos de recuperacao aparente dos analitos para
todos os ensaios do planejamento estdo na Tabela 3.6. A partir da quadruplicata do
ponto central observou-se que, apesar da complexidade da matriz, o RSD nao foi
superior a 7,67%, mostrando uma baixa disperséo dos resultados, que se encontram

dentro do esperado (<20%) para a analise.

TABELA 3.6- RECUPERAGOES APARENTES OBTIDAS PARA OS ANALITOS EM ESTUDO NO
ENSAIO DE OTIMIZACAO EMPREGANDO PLANEJAMENTO 24 (AMOSTRA
FORTIFICADA COM 200 pg kg' DOS ANALITOS)

Recuperagao aparente / %

ENSAIO DIA DEA CBD CBL ATZ DIU

1 92 72 63 87 92 91

2 78 60 54 76 72 78
3 102 86 73 105 109 116

4 90 74 60 95 86 98

5 87 69 53 86 82 98

6 82 65 57 81 69 89

7 95 79 66 93 82 99

8 90 70 60 90 87 95

9 71 58 46 74 64 72

10 84 67 54 88 78 86
11 109 92 64 113 108 109

12 96 77 58 99 86 97

13 76 59 50 82 66 83

14 86 69 54 88 75 88

15 90 68 59 98 82 98

16 90 70 55 93 80 92

17-20 91 74 60 94 82 93

RSD ponto central / % 0,8 1,5 7,7 2,0 0,8 5,6
Nivel de significancia* 2,3 3,6 15 2,4 15 14

*Calculado como estimativa do desvio padrao x tw = 3) de Student (3,18)
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O aumento da quantidade de solo refletiu em uma diminuigdo da porcentagem
de recuperagao para todos os analitos na maioria dos ensaios. Por exemplo,
comparando os resultados para os ensaios 1 e 2, para os quais 1,0 e 2,0 g de solo
foram utilizadas, respectivamente, e os demais fatores se mantiveram no mesmo nivel
(Tabela 3.2), observa-se uma diminuicdo nos valores de recuperagao. Esses
resultados t€ém maior impacto sobre os analitos que apresentaram as recuperacoes
mais baixas (DEA e CBD. Este e os demais efeitos calculados estdo apresentados

nos graficos de Pareto (Figura 3.6).

FIGURA 3.6 — GRAFICOS DE PARETO EM TERMOS DE VALORES ABSOLUTOS DE EFEITO PARA
OS EFEITOS PRINCIPAIS E DE INTERAGCAO OBTIDOS A PARTIR DO
PLANEJAMENTO 24 PARA A) DIA, B) DEA, C) CBD, D) CBL, E) ATZ E F) DIU. O NiVEL
DE SIGNIFICANCIA PARA CADA ANALITO E REPRESENTADO PELA LINHA
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Um efeito positivo do volume de agua foi observado para todos os analitos e
isso implica que, passando do nivel inferior deste fator (2 mL) para o nivel superior
(4 mL), houve um aumento no valor de recuperacao dos agrotéxicos extraidos do solo.
Este efeito foi particularmente importante para ATZ e DIU, para os quais este foi o
unico efeito estatisticamente significativo (Figura 3.5E e 3.5F, respectivamente).

A reidratacao do solo é fundamental para extracdo dos agrotoxicos sorvidos
no solo, pois, no caso dos agrotoxicos investigados, a forte interagdo dipolar entre os
minerais e agua exclui estes compostos organicos da fase mineral do solo, uma vez
que existe a competicao pelos sitios de sorcdo. Como a maioria das moléculas dos
agrotoxicos apresenta carater hidrofébico (OLIVEIRA; REGITANO, 2009), séao
repelidas pela agua, ficando mais disponiveis para extragdo com acetonitrila.

Os efeitos principais de volume de agua e acetonitrila além da quantidade de
solo foram significativos para DIA e DEA. No caso do CBL, todos os efeitos principais
se apresentaram como significativos. Apesar disso, como alguns efeitos de interagao
também foram identificados como estatisticamente importantes para o sistema, a
avaliacdo dos efeitos ndo pode mais levar em consideragdao apenas os efeitos
principais. As interpretacdes geométricas dos efeitos de interagcdo VHzo X VacN
(mantendo a quantidade de solo e NaCl em 1,0 e 0,5 g, respectivamente) e Solo x
V2o x NaCl (mantendo o volume de ACN em 2,0 mL) para estes analitos estéo

apresentadas na Figura 3.7.
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FIGURA 3.7 — GRAFICOS PARA INTERPRETACAO GEOMETRICA DOS EFEITOS DE INTERACAO
DE A) SEGUNDA E B) TERCEIRA ORDEM DO PLANEJAMENTO 24 PARA DIA, DEA

E CBL
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O efeito de segunda ordem é melhor visualizado para DEA (Figura 3.7A):
aumentando o volume de agua de 2,0 para 4,0 mL, ocorre um aumento na
recuperagéo de DEA quando o volume de ACN se encontra no nivel inferior (2,0 mL).
Para o mesmo aumento do volume de agua no nivel superior de ACN, observa-se um
aumento na recuperacéo do metabalito, no entanto, menos pronunciado que no caso
anterior. No caso de DIA e CBL, analise similar pode ser realizada sendo que ocorre
um aumento da recuperagédo quando ha um incremento no volume de agua em ambos
niveis de ACN, mas é mais pronunciado para o nivel inferior. Dessa forma, apesar de
todos os valores de recuperagéo se encontrarem na faixa adequada, a tendéncia de
recuperagédo mais proxima a 100% convergiu para o ensaio usando 4,0 mL de agua e
2,0 mL de ACN. Empregando esse volume de ACN, além de diminuir a diluicdo na
propor¢cao amostra:ACN, recomendada por Anastassiades et al. (2003) como sendo
1:1, diminui-se o uso de solvente orgénico na extragao. Ainda, utilizando 4,0 mL de
agua néao se observou a formacéo da emulséo relatada anteriormente, facilitando a

retirada da fase superior.

1
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As menores recuperagoes foram observadas no vértice de menor quantidade
de solo, menor volume de agua e maior quantidade de NaCl para os trés analitos
(Figura 3.7B), enquanto que a maior média de recuperacéao foi observada na face a
direita de cada um dos cubos. Esses resultados confirmam a tendéncia de se obterem
recuperagbes mais adequadas empregando maior volume de agua. Em relagéo a
quantidade de solo, valores de recuperagdes proximos a 100% foram conseguidos em
todos os ensaios dessa face, exceto para DEA, para o qual € melhor a utilizacdo de
1,0 g de solo.

Os resultados para CBD nao apresentaram nenhum efeito significativo, mas
seguiram a tendéncia observada para os demais analitos.

A fim de estabelecer um método de menor consumo de amostra e insumos,
como ACN e NaCl, optou-se por empregar nos experimentos futuros as seguintes
condigdes indicadas pelo planejamento: 1,0 g de solo, 4,0 mL de agua, 2,0 mL de
ACN e 0,50 g de NaCl (condigéo do ensaio 3).

Para melhorar a eficiéncia de um método analitico € comum se reduzir a
quantidade de amostra desde que mantenha a representatividade e forneca
resultados estatisticamente confiaveis (PSZCZOLINSKA; MICHEL, 2016). O método
QuUEChERS original prop6s a utilizacdo de 10 g de amostra. Esta condigao foi adotada
em muitos trabalhos (LESUEUR et al., 2008; LI et al., 2013; MANTZOS et al., 2013),
mas a redugao do tamanho de amostra para 5 g (DE CARLO et al., 2015; RASHID et
al., 2010). 2,5 g (PINTO et al., 2010) e 1 g (MASIA et al., 2015) também s&o
encontrados sem prejuizo na recuperag¢ao dos analitos.

Em relacédo aos demais fatores otimizados nessa etapa, também n&o ha
convergéncia da literatura para um determinado valor, sendo estudado caso a caso
como pode ser observado nos trabalhos de revisao realizados por Bruzzoniti et al.
(2014) e Pszczolinska e Michel (2016).

Para confirmar a recuperacao dos analitos nessas condicoes, realizou-se um
experimento empregando um nivel de concentragdo diferente (100 ug kg'; n=3). As
recuperacdes aparentes médias obtidas foram de 81,9 a 111% com RSD inferiores a

5,5%, se mostrando a condicio ideal para a etapa de extracao.
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3.3.2.2 Otimizacao da etapa de clean-up

Apesar da acetonitrila possibilitar a extragdo dos analitos com uma menor
quantidade de coextrativos lipofilicos (PRESTES et al., 2009), existe ainda a
necessidade da etapa de limpeza para remog¢ao de compostos provenientes da matriz
que ainda possam interferir no método analitico. No caso de matrizes complexas como
o solo, a realizacdo dessa etapa promove ainda uma melhora na quantificagdo e na
qualidade do sinal cromatografico.

Entre os sorventes mais utilizados para remocio de interferentes em solo
estdo PSA e C18 (BRUZZONITI et al., 2014; MARTINEZ-LARA; PAEZ MELO, 2017).
Outro sorvente bastante empregado em outros métodos de preparo de amostra, como
a extracdo em fase sdlida, é o Florisil, sorvente hidrofilico geralmente utilizado para
remocao de interferentes polares (ALBINET; TOMAZ; LESTREMAU, 2013; EPA,
2014). Ainda, muitos dos trabalhos relatados na literatura optam por nao realizar a
etapa de clean-up (CALDAS et al, 2011; LOZOWICKA; RUTKOWSKA;
JANKOWSKA, 2017). Segundo os autores, a principal justificativa para eliminar a
etapa de clean-up é a obtencao de recuperacdes similares sem o uso de sorventes e
aumento da frequéncia analitica. Entretanto, como mencionado anteriormente, a
eliminacao da etapa de clean-up descaracteriza o método QUEChERS. Além disso, o
efeito dos sorventes é fortemente dependente das caracteristicas do solo, dos analitos
e da robustez do instrumento analitico (BRUZZONITI et al., 2014), devendo ser
avaliada de forma criteriosa.

Para avaliar a etapa de clean-up, 50 mg de cada sorvente (PSA, C18 e Florisil)
foram testadas em combinacdo com o sulfato de magnésio. Todos os ensaios foram
comparados com o experimento realizado na auséncia de fase sorvente (contendo
apenas MgS0a4) e a influéncia de cada um na recuperacgao aparente dos analitos esta

mostrada na Figura 3.8.
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FIGURA 3.8 - RECUPERACAO APARENTE DOS AGROTOXICOS NA PRESENGA DE DIFERENTES
FASES SORVENTES (50 mg) NA ETAPA DE CLEAN-UP DO METODO QUECHhERS
(n=3). (NIVEL DE FORTIFICACAO: 200 pg kg™').
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Maiores recuperacdes médias foram observadas para os experimentos
realizados na auséncia de fase sorvente, similar aos resultados obtidos em outros
trabalhos (CALDAS et al., 2011; tOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017;
RIGI; FARAHBAKHSH; REZAEI, 2015; SHI et al., 2010). Apesar disso, o teste F (95
% de confianga) ndo mostrou diferencga significativa entre as variancias dos resultados
de cada sorvente comparado com o experimento sem clean-up.

O sinal cromatografico foi diferente para cada sorvente empregado. Uma
diminuicao nos sinais referentes aos componentes do solo pode ser observada para
os ensaios empregando PSA (Figura 3.9). Dado que o efeito de cada sorvente
avaliado foi bastante proximo, optou-se pela utilizagdo de PSA como fase sorvente
por apresentar valores de recuperacéo aparente ligeiramente maiores para a maioria
dos analitos. Martins et al. (2017) e Anastassiades et al. (2013) avaliaram a quantidade
de coextrativos da matriz apds a etapa de clean-up com e sem sorventes a partir de
analise gravimétrica. Os resultados convergem para maiores quantidades de
coextrativos na auséncia de sorventes, o que pode levar a exposicdo do sistema
cromatografico a tais interferentes. Ainda, moléculas como aminoacidos, peptideos,
agucares e substancias humicas estao dissolvidas na fase liquida do solo (SPARK;

SWIFT, 2002), e a utilizagdo de PSA para remocao deste tipo de coextrativos se
justifica.
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FIGURA 3.9 - COMPARAGCAO DO SINAL CROMATOGRAFICO EM A) 220 nm E B) 280 nm OBTIDO
A PARTIR DO METODO QUEChERS-LC-DAD/FLD NA AUSENCIA E PRESENGA DAS
DIFERENTES FASES SORVENTES INVESTIGADAS. (S/C: SEM CLEAN-UP).
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A fim de verificar uma avaliacdo da quantidade de PSA em funcdo da
diminuicdo da concentragdo dos analitos, diversos niveis de fortificagdo foram
selecionados (200, 100, 50 e 25 ug kg™'), enquanto que as quantidades de PSA
variaram entre 50, 25 e 10 mg. Ainda, experimentos seguindo os mesmos niveis de
concentragdo, somente na presengca de MgSO4, também foram realizados para
comparagdo. Os resultados (Figura 3.10A) mostraram que para o maior nivel de
fortificagdo dos analitos (200 ug kg') diferengas pouco significativas foram
observadas, com recuperagdes entre 74,4 e 104% para todos os ensaios. A Unica
excecao foi observada para o CBD, para qual na presenca de PSA recuperacgdes
aparentes entre 60,1 e 66,2% foram obtidas, mas ainda com precisdo adequada.

Conforme a concentracdo dos agrotoxicos fortificados em solo diminuiu,
observaram-se duas situagdes distintas: um aumento nas taxas de recuperacao
aparente para DIA, ATZ e DIU, incluindo valores médios acima de 120%, e uma
diminuicdo da mesma para DEA e CBD. No primeiro caso, tais resultados foram
obtidos principalmente para os ensaios realizados na auséncia de PSA, além de
apresentarem altos valores de RSD. Este aumento na recuperacdo aparente e
aumento na dispersao foi mais evidente para a concentragdo mais baixa avaliada (25
ug kg™, Figura 3.10D). O DIU foi o analito mais afetado pela auséncia de sorvente
com a diminuicdo da concentragcdo, chegando a apresentar recuperagdes aparentes
de até 151%. E provavel que no caso dos analitos DIA, ATZ e DIU, algum coextrativo,
que nao foi removido na auséncia de PSA, eluiu em tempos de retencéo similares ao

dos analitos, causando um aumento nas porcentagens de recuperagao aparente.
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FIGURA 3.10 - INFLUENCIA DA QUANTIDADE DE SORVENTE NA RECUPERACAO APARENTE
DOS ANALITOS EM DIFERENTES NIVEIS DE CONCENTRACOES: A) 200 pg kg, B)
100 pg kg, C) 50 ug kg E D) 25 ug kg™

Recuperacao aparente / % Recuperagao aparente / % Recuperacao aparente / %

Recuperacao aparente / %

120

100

(0]
o

D
o

N
o

N
o

o

120

100

80

60

40

20

160
140
120
100
80
60
40

DIA

DIA

DIA

DEA

DEA

i

| = S
CBD

g —=
CBD
CBD

CBD

CBL

CBL

DIU

ATZ

DIU

DIU

A

O Sem cleanup
mPSA 50 mg
EPSA 25 mg

OPSA 10 mg

B

O Sem cleanup
mPSA 50 mg
EPSA 25 mg

OPSA 10 mg

Cc

OSem cleanup
mPSA 50 mg
EPSA 25 mg

OPSA 10 mg

D

OSem cleanup
mPSA 50 mg
EPSA 25 mg

OPSA 10 mg



133

Berlioz-Barbier et al. (2014) também apresentaram valores maiores de
recuperacao para a maioria dos analitos quando nao utilizaram fases sorventes, mas
ainda assim, para limitar a presenca de interferentes na analise, empregaram PSA e
carvao grafitizado para o clean-up de poluentes emergentes em sedimento (BERLIOZ-
BARBIER et al., 2014).

Ja para os analitos que apresentaram menores taxas de recuperagéo (DEA e,
principalmente, CBD), a matriz deve apresentar maior influéncia na extracdo. Para as
menores concentragdes de CBD investigadas (25 e 50 ug kg™'), a melhor recuperagao
foi conseguida empregando-se 25 mg de PSA (63,8 e 61,3%, respectivamente),
enquanto que para as maiores concentragdes, na auséncia de fase sorvente (entre
73,9 e 81,9%). Entretanto, uma tendéncia foi observada entre as menores
recuperacdes aparentes para esse analito, as quais foram obtidas na presenga de 50
mg de PSA. Esta deve ser evitada principalmente pelo de fato do CBD apresentar as
menores taxas de recuperagao.

Resultados similares foram observados para o DEA, sendo a condigdo com
50 mg de PSA a que proporcionou menor recuperacgao deste analito, com excecao da
concentragédo mais baixa (25 ug kg'), para a qual o ensaio sem clean-up resultou em
52,6% de recuperacao aparente.

Dankyi et al. (2014) também observaram uma influéncia negativa na
recuperacao de agrotoxicos de solo empregando PSA como fase sorvente no clean-
up do método QUEChERS. Mantendo-se a mesma quantidade de PSA (25 mg) nos
experimentos e variando a concentracdo em dois niveis, o efeito foi mais pronunciado
foi encontrado quando a concentragdao dos analitos foi mantida préxima do LOQ do
método proposto. Os autores atribuiram esse efeito ao aumento da influéncia da
matriz em baixas concentragcdes do analitos (DANKY]I et al., 2014).

Martins et al. (2017) modificaram o método QUEChERS para determinacéo de
agrotoxicos em alimentos e realizaram analise gravimétrica do dos coextrativos
removidos da matriz pelos sorventes avaliados (PSA, C18, silica fluorada). Os autores
observaram que a massa de coextrativos para o procedimento sem clean-up foi maior
quando comparada com demais ensaios envolvendo diferentes fases sorventes
(MARTINS et al., 2017).

Hou et al. (2014) também utilizaram a técnica gravimétrica para comparar a
concentracdo de coextrativos apds etapa de clean-up do QUEChERS para extragao

de agrotéxicos de chas, na auséncia e presenca de sorventes (PSA e nanotubos de
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carbono). Aproximadamente 52 mg mL-"! foram determinados nos ensaios na auséncia
de fase sorvente, enquanto que empregando a PSA, este valor decresce cerca de
11% (HOU et al., 2014).

Até onde pdode ser investigado, ndo ha relatos na literatura da influéncia da
guantidade do sorvente em fung¢do da concentracdo dos analitos. Esses resultados
sdo de grande relevancia quando se leva em consideragédo que, durante a aplicagéo
do método multirresiduo, as concentragcdes encontradas sao até mesmo inferiores ao
valor avaliado nesta etapa do estudo (25 ug kg-'). Além disso, é importante destacar
gque mesmo com pequenas quantidades de sorvente empregadas (10 mg), o efeito
sobre a recuperacdo dos analitos em termos de dispersdo dos resultados foi

significativa.

3.3.2.3 Estudo do volume de reconstituicao

A fim de aumentar o sinal analitico obtido a partir do método de extracéao,
avaliou-se a diminuicdo do volume de reconstituicdo do extrato a ser analisado no LC-
DAD/FLD. Os volumes testados variaram entre 100 e 1000 uL e os resultados obtidos
para recuperacao dos analitos nesses ensaios esta mostrado na Figura 3.11. Como a
recuperacao aparente para a condicdo empregando 25 mg de PSA e concentragoes
mais baixas dos analitos apresentou flutuagdes abaixo de 70% e acima de 120%, este

ensaio foi conduzido no menor nivel de fortificagdo estudado (25 ug kg™').

FIGURA 3.11 - OTIMIZAGAO DO VOLUME DE RECONSTITUIGAO EMPREGADO NO METODO
QUEChERS PARA EXTRACAO DE AGROTOXICOS DE SOLO. (NiVEL DE
FORTIFICACAO: 25 pg kg''; VOLUME DE ACN: 5,0 mL; N=3).
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Como pode ser observado, as melhores respostas em relagao a recuperagao
(entre 81,0 para ATZ a 107% para DEA) dos quatro agrotoxicos e dois metabdlitos foi
obtida empregando o volume de reconstituicdo de 100 pL. Ainda, nesta condigao
observou-se a menor disperséo dos resultados comparado com os demais volumes
de reconstituicdo avaliados. Outro dado relevante da comparacéo entre os volumes
de reconstituicdo é que para 1000 pL, o qual havia sido empregado durante toda a
etapa de otimizagéo, foram encontrados os maiores RSD (entre 9,83 e 22,5%) para
todos os analitos. Provavelmente a variagao observada nesse experimento reflete as
demais observadas ao longo da investigagao dos melhores parametros para extragéo
e clean-up e nao pode ser negligenciada.

Com base nos resultados de otimizagdo do método apresentado, as
condigbes oOtimas para extragdo de agrotoxicos de solo utilizando QUEChERS
modificado como método de preparo de amostra seguiram o procedimento mostrado

na Figura 3.12.

FIGURA 3.12 - FLUXOGRAMA DO METODO QUEChERS OTIMIZADO PARA EXTRAGAO DE
AGROTOXICOS E METABOLITOS DE SOLO
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3.3.4 Validacdo do método

3.3.4.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada pela analise de amostras de solo na
auséncia de analitos, extraidas pelo método QUEChERS otimizado. Nenhum outro
pico significativo, com base no sinal/ruido, foi observado nos tempos de retengao dos
compostos de interesse. Os cromatogramas tipicos dos extratos com e sem

fortificacdo s&do mostrados na Figura 3.13.

FIGURA 3.13 - CROMATOGRAMAS TiPICOS OBTIDOS PARA EXTRATO DE SOLO COM E SEM
FORTIFICACAO E SINAL DOS ANALITOS EM SOLVENTE (CONCENTRACAO: 50 pg
L") EM A) 215 nm E B) FLD (Aex: 280 nm; Aem: 330 nm). NIVEL DE FORTIFICACAO
EM SOLO DE 50 E 15 pg kg™, RESPECTIVAMENTE

20': =—Branco solo = Solo fortificado = Fase modvel A

mAU
mAU

Tempo de retenciao / min
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== Branco solo = Solo fortificado === Fase modvel B

LU

Tempo de retenciao / min

3.3.4.2 Linearidade

Para compensar qualquer efeito dos componentes da matriz, as curvas
analiticas foram construidas diretamente em solo. As amostras de solo foram
inicialmente fortificadas na faixa de 1,0 a 200 ug kg' e submetidas ao processo de
extracdo QUEChERS otimizado de acordo com o fluxograma da Figura 3.12. A
correlagdo entre as areas de pico e as concentragdes dos agrotéxicos foi linear dentro
da faixa estudada (Figura 3.14). Os valores de coeficiente de correlagcédo variaram de
0,9980 para DIU até 0,9999 para CBD.
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FIGURA 3.14 - CURVAS ANALITICAS DOS AGROTOXICOS E METABOLITOS CONSTRUIDAS NA
MATRIZ EMPREGANDO O METODO QUEChERS-LC-DAD/FLD
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Segundo o método dos minimos quadrados ordinarios aplicado para a
construcdo das curvas analiticas, além da avaliacdo do coeficiente de correlacéo, os
residuos gerados apdés a regressao devem ser avaliados quanto a

homoscedasticidade (grafico de disperséo e teste F) e independéncia (teste de
Durbin-Watson).
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O teste F para avaliar a homoscedasticidade dos residuos, realizado entre as
variancias de cada concentragao (Tabela 3.7), mostrou que os residuos obtidos estéo
distribuidos de forma homogénea na faixa linear da curva analitica para todos os
analitos estudados, confirmando a aleatoriedade dos residuos observados nos
graficos de disperséo.

No caso da independéncia dos residuos, a avaliacdo pelo teste de Durbin-
Watson (Tabela 3.7) mostrou que nao houve interferéncias e/ou correlagbes entre os
residuos, uma vez que os valores obtidos para o referido teste foram superiores ao
limite superior (du) tabelado para todos os analitos.

Apenas dois valores de teste F estavam acima do Fcritico (Valores destacados
na Tabela 3.7). entretanto, como eles se mostraram independentes segundo Durbin-
Watson, manter esses pontos nao acarretava em prejuizo na dispersao dos residuos.
Ainda, como as curvas foram realizadas em dias diferentes, a avaliacao da linearidade
e dos residuos salientada acima é mais fidedigna da rotina analitica empregadas nos

laboratorios de pesquisa.

TABELA 3.7 - RESULTADOS DOS TESTES DE PARAMETRQS PARA AVALIAGAO DA
LINEARIDADE E CONSTRUCAO DA CURVA ANALITICA PARA AMOSTRAS DE

SOLO (n = 6)
\ FCL*/ Teste F** Teste D-W#* LOQ/
Analito 4 -
Ilg kg Fcalc dcalc pg kg
F12=1,1; F23=3,1; F34=1,7;
DIA 10 - 200 F45=1,0; Fs6=1,5; F67=3,0; 2,34 10,0
Fe,7=5,9

F12=1,3; F23= 5,4; F34=2,1;
F45=1,1; F56=2,6; F6,7=6,2

F12=2,8; F23=3,7; F34=1,8;
F45=4,6; F67=3,3

F1,2=7,1; F23=3,7; F34=1,6;
CBL 5-200 F45=2,6; F56=1,9; F6,7=3,1; 2,53 5,00
F768=4,8; Fso=5,2

F12=1,8; F23=7,2; F34=1,0;
Fa5=7,0; Fs6=1,2; F67=3,5

F1,2=5,6; F23=3,2; F34=18,3;
Fa5=1,1; F56=1,2; F67=3,4
*FCL: Faixa de concentracao linear; **Valor critico Fs5,95%=7,15 (bicaudal);

#Teste D-W: teste Durbin-Watson; dcritico: di=1,35; du=1,45 para DIA, DEA, ATZ e DIU; d.=1,25;
du=1,38 para CBD e d.=1,42; du=1,5 para CBL.

DEA 15-100 2,47 15,0

CBD 20 -100 2,75 20,0

ATZ 15 -200 1,75 15,0

DIU 15 -200 2,10 15,0
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O limite de quantificagdo (LOQ) correspondeu ao menor nivel da curva
analitica, sendo a menor concentragao possivel de detectar com exatidédo (70 — 120%)
e precisado (RSD < 20%) adequados (SANCO, 2010). Os valores de LOQ considerados
sao apresentados na Tabela 3.7.

O LOQ obtido para atrazina por De Carlo et al. (2015) foi de 14 ug kg™', muito
similar ao obtido no presente trabalho. Apdés a otimizagdo das condi¢gdes do
QuUEChERS, as determinacgdes dos analitos ocorreram em um sistema LC-UV. Este
sistema é considerado analogo ao LC-DAD empregado.

A partir do uso de sistemas LC-MS/MS, outros trabalhos na literatura
apresentam valores de LOQ da ordem de décimos de pg kg™' (GERONIMO et al.,
2015; HOMAZAVA et al., 2014; MASIA et al., 2015). Por exemplo, os LOQ para ATZ
nos dois trabalhos mencionados foram de 0,4 e 2,6 ug kg™, respectivamente. Em
relagdo ao DIU, o LOQ obtido por Masia et al., empregando as condigdes
instrumentais ja salientadas, foi de 10 ug kg, valor bem préximo ao obtido quando
analisado por LC-DAD com o método QUEChERS otimizado (15 ug kg™).

Lesueur et al. (2008) também desenvolveram um método QUEChERS para
determinacdo de ATZ, DIA, DEA (determinados por GC-MS) e CBD e DIU
(determinados por LC-MS/MS) em solo. Com exce¢ao do CBD, os LOQ obtidos pelos
autores foram de 2,6 a 3,8 vezes superior aos mostrados na Tabela 3.7, reafirmando
a necessidade do estabelecimento de um bom preparo de amostra.

No caso do CBL, a deteccéo realizada por fluorescéncia permitiu o menor
LOQ (5,0 ug kg') dentre os agrotoxicos investigados. Asensio-Ramos et al. (2011)
obtiveram LOQ de mesma ordem de grandeza entre 2,09 e 2,47 ug kg' para o carbaril
empregando mesmo sistema de deteccao por LC-FLD e extragdo por DLLME com
liquido ibnico.

Apesar de ser possivel a quantificacdo de menores concentracbes dos
agrotoxicos pelo uso de técnicas mais sensiveis, os valores de LOQ obtidos foram
considerados satisfatorios.

Vale lembrar ainda que, infelizmente, ndo existem limites maximos de
residuos desses agrotoxicos em solo estipulados pela legislagéo brasileira para serem
usados como alvo de um método analitico. Ainda, mesmo com todos 0s processos
fisicoquimicos que o agrotdoxico esta sujeito apos a aplicagdo, sua concentragéo

residual oferece riscos a saude humana, devendo ser monitorada.
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3.3.4.3 Exatidao e Precisao

Um método analitico confiavel deve ser capaz de prover resultados aceitaveis
de exatiddo e precisdo. Segundo as recomendagdes da SANTE/11945/2015 e
SANCO/825/00, recuperagdes sédo aceitaveis dentro da faixa de 70 a 120% com RSD
< 20%, mas em certos casos, recuperagdes abaixo de 70% podem ser observadas
desde que a precisao seja mantida.

Os resultados apresentados na Tabela 3.8 indicam que porcentagens
adequadas de recuperacdo foram obtidas para todos os analitos, inclusive nas
fortificagcdes no nivel do LOQ (de 74,67% para CBD a 108% para CBL) para ensaios
realizados em um mesmo dia. Os valores de RSD dessas anadlises também se

mostraram adequados (até 19,8%).

TABELA 3.8 - RESULTADOS PARA RECUPERACAO DOS ANALITOS EMPREGANDO O METODO
QUEChERS-LC-DAD/FLD EM SOLOS (n=5)

. Nivel de o Repetividade / bio Precisao
Analito fortificagio R*/% % RPI%  intermediaria / %

DIA LOQ* 87 19,8 100 12,4
10xLOQ* 92 12,5 88 9,7

LOQ 98 9,6 91 14,9

DEA 4oxLoQ 93 7.3 97 6,5
CBD LOQ 75 13,9 89 20,2
10xLOQ 92 2,6 98 11,9

CBL LOQ 108 4,0 109 5,5
10xLOQ 86 12,8 89 9,6

ATZ LOQ 91 16,5 91 19,6
10xLOQ 107 10,7 105 11,8

DIU LOQ 84 13,3 86 13,1
10xLOQ 98 4.6 102 5,8

*LOQ: DIA: 10 ug kg'; DEA: 15 ug kg'; CBD: 20 ug kg'; CBL: 5 ug kg'; ATZ: 15 ug kg™,
DIU: 15 ug kg

#10xLOQ: DIA: 100 pg kg'; DEA: 150 ug kg'; CBD: 200 ug kg-'; CBL: 50 pg kg'; ATZ: 150 ug kg'*;
DIU: 150 ug kg

a: média das recuperagdes obtidas para ensaios realizados no mesmo dia;

b: média das recuperacgdes obtidas para ensaios realizados em dias diferentes.

Avaliando as propriedades fisicoquimicas do CBD, & provavel que a menor
recuperagcao apresentada por esse agrotoxico se deva a sua baixa solubilidade em
agua (8,0 mg L"), tendendo a particionar em maior proporgéo na fragdo organica do
solo (OLIVEIRA E REGITANO, 2009). O maximo de sor¢do do CBD na matéria

organica do solo ocorre, teoricamente, proximo ao seu valor de pKa (4,2) (BERGLOF
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et al., 2002), corroborando com a menor porcentagem de recuperagao desse analito.
Furini et al. (2016) também sugeriram que a abundéncia relativa de CBD é dependente
do pH, sendo a predominancia da molécula neutra entre os seus dois valores de pKa
(pKa1 = 4,5, referente ao grupo imidazdlico, e pKaz = 10,6, relacionado com a amina
alifatica). Ainda, Berglof et al. (2002), em estudos de sor¢do do CBD em solo
vietnamitas, sugeriram que este analito possui maior tendéncia em ficar adsorvido nos
solos com maiores quantidades de matéria organica e argila. Ainda, os autores
apontaram para um possivel comportamento sortivo irreversivel. Nemeth-Konda et al.
(2002) também observaram comportamento sortivo similar, com quantidades n&o
dessorvidas elevadas para CBD (NEMETH-KONDA et al., 2002). Os solos estudados
nos dois casos apresentaram teores de argila de 49,8% e 1,16% e matéria orgéanica
de 15,4% e 9,8%, respectivamente. Comparando com as caracteristicas do solo
utilizado neste trabalho, o teor de argila (75%) € bastante superior e a matéria organica
(3,7%) encontra-se em um valor intermediario, mostrando que é provavel que o
comportamento do CBD seja similar ao observado nos trabalhos salientados. Para os
demais analitos, como se encontram predominantemente na sua forma neutra, uma
sorgao provavelmente reversivel ocorreu na superficie dos argilominerais e matéria
organica, através de interagdes nao-especificas como partigcdo hidrofobica e ligagdes
de hidrogénio (OLIVEIRA; REGITANO, 2009), o que refletiu em taxas adequadas de
recuperacao.

Para a precisao intermediaria, os ensaios foram realizados em dias diferentes
nos mesmos niveis de fortificagdo da repetibilidade (Tabela 3.8). Os valores obtidos
para o menor nivel de fortificagdo variaram de 5,55 % para o CBL até 20,2 para CBD
enquanto que para o maior nivel entre 5,81% para DIU e 11,9% para CBD. As
recuperacdes obtidas nessa situacdo, também se mostraram adequadas nos niveis
de fortificagao avaliados (entre 86,07 e 108,6%).

A precisdo de um meétodo € dependente da matriz da amostra, da
concentracao dos analitos e da técnica de analise. Como a influéncia da matriz no
menor nivel de fortificagdo € maior, esperava-se maiores dispersées nos resultados
relacionados com a recuperacao dos analitos do solo. Os resultados observados estao
de acordo com o esperado tanto para repetibilidade quanto para preciséo

intermediaria.
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3.3.4.4 Robustez

A avaliagao da robustez do sistema é de extrema importancia principalmente
quando amostras de elevada complexidade, tais como o solo, sdo analisadas. A
maioria dos trabalhos que envolvem QUEChERS em amostras de solo, validam a
robustez através da aplicacdo do método em amostras de solo de constituicdo
diferente da utilizada durante a otimizagcado (HOMAZAVA et al., 2014; RASHID et al.,
2010). Até onde se pdde investigar, nao ha trabalhos na literatura que envolvam o uso
de planejamento fatorial para estudar a robustez do método QUEChERS em solo.

Com base nisso, a robustez foi estimada empregando um planejamento
fracionario Plackett-Burman avaliando os fatores e niveis expostos na Tabela 3.3. Os
efeitos principais calculados em termos de valor absoluto sdo mostrados através dos
graficos de Pareto apresentados na Figura 3.15.

As variagdes introduzidas no método ndo tiveram nenhuma influéncia para
CBD e ATZ. Isso significa que o método pode ser considerado bastante robusto para
determinagao desses analitos em solo, o que € particularmente importante no caso do
CBD que apresenta maior tendéncia em ficar sorvido e apresentou as menores
porcentagens de recuperagao.

Para os demais analitos o efeito do tempo de fortificacdo (contato dos analitos
com o solo) foi estatisticamente significativo, sendo que um aumento no tempo de

interagdo dos analitos com o solo, influéncia de forma negativa na recuperacgao.
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FIGURA 3.15 - GRAFICOS DE PARETO EM TERMOS DE VALORES ABSOLUTOS DE EFEITO PARA
O PLANEJAMENTO PLACKETT-BURMAN USADO PARA AVALIACAO DA
ROBUSTEZ PARA A) DIA, B) DEA, C) CBD, D) CBL, E) ATZ E F) DIU. O NIVEL DE
SIGNIFICANCIA PARA CADA ANALITO E REPRESENTADO PELA LINHA
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Esse efeito ja era esperado pois os processos de interagdo dos agrotéxicos
no solo passam por diferentes estagios de resposta. Em um primeiro estagio, propde-
se que o analito difunde de forma rapida na superficie do solo, levando de minutos a

horas. Apds esse periodo, o estagio de equilibrio é atingido de forma mais lenta,
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chegando ao processo denominado de envelhecimento (em semanas), no qual o
agrotoxico pode ficar retido de forma irreversivel (OLIVEIRA; BRIGHENTI, 2011).
Dessa forma, como o tipo de interagao dos analitos com o solo se altera ao longo do
tempo, era de se esperar que este fosse um fator relevante para a robustez do método.
Levando em conta que os processos sortivos nas primeiras etapas ocorrem de forma
reversivel e que os mecanismos de interacdo podem ocorrer instantaneamente apds
o contato do agrotdéxico com as superficies ativas da matriz (OLIVEIRA; REGITANO,
2009), o tempo de contato de 1h foi considerado adequado. Além disso, as
recuperacoes obtidas no ensaio de robustez se mantiveram dentro da faixa aceitavel
para a maioria dos ensaios realizados.

A uUnica excecao foi observada para DEA (Figura 3.15B), no qual a mudanca
na vazao do método cromatografico também foi significativa. A menor recuperacgao
obtida nesse caso (63,80% empregando vazéo de 0,62 mL min-') se deve a coeluigdo
com um interferente da matriz (Figura 3.11) que, nas condigdes otimizadas
anteriormente empregando a vazéo de 0,6 mL min-', era separado com resolugdo
adequada.

As alteragbes investigadas para os demais fatores avaliados no ensaio de
robustez nao apresentaram efeitos principais significativos sobre o método
desenvolvido.

Os resultados apresentados para robustez se mostraram condizentes com o
restante dos ensaios de validagdo. Portanto, o método desenvolvido para a
determinacdo de ATZ e seus metabdlitos (DIA e DEA), CBD, CBL e DIU empregando
QuUEChERS e LC-DAD/FLD pode ser considerado seletivo a esses analitos, com
exatiddo e precisdo adequados para a determinagdo de forma robusta de

concentragdes a partir de 5,0 ug kg'! em amostras de solo.

3.3.5 Aplicagdo do método

A fim de demonstrar a sua aplicabilidade, as condicbes do método
QUEChERS otimizadas e validadas foram empregadas na determinagdo dos
agrotoxicos e metabdlitos da ATZ em solos coletados em regido com histérico de
agricultura intensiva de soja e milho. No Parana, grande parte da extenséo territorial
€ ocupada pelas atividades agricolas, sendo que lavouras e pastagens ocupam 83,0%

do solo paranaense (IPARDES, 2017). No caso da regiao amostrada, esse valor de
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ocupacao do solo para agricultura chega a mais de 61%. A aplicagado de agrotdxicos
tem crescido nos ultimos anos no Estado e a quantidade média aplicada em 2015 foi
de 8,25 kg/ha/ano. Na regido delimitada pela Bacia Hidrografica Parana 3, mais de 6
milhdes kg L' de herbicidas foram aplicados (IPARDES, 2017). Diante do aumento
desenfreado do consumo de agrotéxicos, a aplicagdo do método para detectar e
quantificar esses analitos em solo se faz imperativa.

Com base nesses antecedentes, as campanhas amostrais foram realizadas
no periodo de seis semanas entre setembro e outubro de 2017, no municipio de
Toledo (Parana). Cada amostra foi analisada sem e com fortificagdo nos niveis do
LOQ e 10xLOQ (n=5). Do total de amostras analisadas, nenhum residuo dos
agrotoxicos estudados foi quantificado empregando o método QUEChERS-LC-
DAD/FLD (Tabela 3.9).

TABELA 3.9 - RECUPERAGAO PARA DETERMINACAO DOS AGROTOXICOS E METABOLITOS DA
ATZ EM AMOSTRAS REAIS DE SOLO EMPREGANDO O METODO QUEChERS-LC-
DAD/FLD EM SOLOS (n=5)

Recuperacao (RSD) / %
ST7 ST8 ST9 ST10 ST11 ST12
LOQ* 64 (11) 77(12) 80 (8) 87(8) 85(22) 82(26

Analito Nivel

)

DIA JoxLoq* 67(11) 99(7) 87(8) 87(10) 82(8) 104 (4)
DEA  LOQ  120(13) 98(21) 113(8) 104(6) 100 (21) 95 (14)
10xLOQ 69(9) 100(6) 91(7) 90(12) 99 (10) 109 (4)

cgp LOQ  61(3) 73(16) 80(11) 102(12) 68(21) 68(18)
10xLOQ 81 (13) 106 (8) 108 (6) 107 (10) 113 (10) 121 (5)

CBL LOQ  99(3) 113(6) 111(10) 117 (24) 96(6) 97 (27)
10xLOQ 66 (16) 95(15) 95(6) 81(27) 82(9) 99 (4)

ATZ LOQ  72(8) 67(17) 99(21) 112(28) 105 (37) 106 (25)
10xLOQ 75(16) 99(7) 87(2) 97(7) 110(10) 107 (5)

DI LOQ  97(5) 119(8) 112(6) 122(13) 119(27) 111 (11)

10xLOQ 78 (11) 107 (5) 100(2) 91(13) 94 (12) 116 (4)
*LOQ: DIA: 10 pyg kg'; DEA: 15 pg kg'; CBD: 20 ug kg'; CBL: 5 pg kg'; ATZ: 15 pg kg™,
DIU: 15 ug kg
#10xLOQ: DIA: 100 pg kg™'; DEA: 150 ug kg™'; CBD: 200 ug kg™'; CBL: 50 ug kg'; ATZ: 150 ug kg'*;
DIU: 150 pg kg’

Recuperacgodes entre 61 para CBD a 122% para DIU foram obtidas, entretanto,
com alguns valores para o RSD superiores a 20%. Considerando que o solo
selecionado para aplicagdo do método, apesar de similar, ndo possui as mesmas

caracteristicas fisico-quimicas, considerou-se esses valores aceitaveis. Ainda, as
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particulas minerais e organicas do solo interagem entre si, formando agregados que
variam o arranjo espacial dos grupos disponiveis para interagdo, bem como, a
liberagdo de outros compostos presentes no solo (OLIVEIRA; BRIGHENTI, 2011).
Oliveira e Brighenti (2001) salientaram ainda que, no geral, latossolos apresentam
menor atividade da fragdo argila, enquanto que nitossolos mostram caracteristica
intermediaria. Nesse caso, sugere-se que as diferengas nas interagdes dos analitos
com a porgao de nitossolo e latossolo levam a certas discrepancias nas recuperagoes
obtidas, especialmente para ATZ. Spark e Swift (2002) avaliaram o efeito da
composi¢cao do solo e teor de matéria organica para a sorgdo de agrotdxicos, entre
eles a atrazina. Os autores concluiram que a sorgao foi governada pela fragao
disponivel dos minerais de argila, enquanto que a matéria organica apresentou um
efeito negligenciavel (SPARK; SWIFT, 2002).

Apenas na amostra ST12, a atrazina péde ser quantificada com concentracéo
de 15,7 ug kg™'. Esta concentragéo é bastante proxima do LOQ (15 ug kg'). Apesar
da similaridade espectral fornecer uma probabilidade elevada para ATZ (99%), o sinal
do DAD para este tempo de retencéo (16,4 min) ndo pode ser atribuido diretamente a
este analito, podendo, entretanto, estar relacionado a algum coextrativo que apresenta
tempo de retencdo similar ao da ATZ. E importante destacar que o solo empregado
como amostra real passou por atividade agricola recente (preparagdo do solo para
plantio) sendo que, a aplicacédo de diversas substancias nesta etapa ter influenciado
na eluicdo da ATZ.

Com base nessas consideracdes e nos valores obtidos para a recuperagao
dos analitos em amostras reais, o método QUEChERS-LC-DAD/FLD desenvolvido
apresentou uma boa performance analitica para a determinagcao de agrotéxicos em

solo.

3.4 CONCLUSOES

O método QUEChERS foi modificado e validado para a extragéo de atrazina
e seus metabolitos, DIA e DEA, carbendazim, carbaril e diuron de amostras de solo.
A metodologia analitica empregada forneceu um procedimento de preparo de amostra
simples e rapido, se comparado com outras técnicas empregadas no ambito de

extragdo de compostos de solo.
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O método de extragéo otimizado por meio do planejamento fatorial 24 contou
com a minimizagdo da quantidade de amostra (1,0 g) e solventes (2,0 mL de ACN)
empregados na extragao e também atendem os principios atuais de menor consumo
de reagentes e geragao de residuos. Além disso, o emprego do planejamento fatorial
nessa etapa se mostrou crucial para a obtencdo de recuperag¢des mais adequadas
dos agrotéxicos analisados, além de verificar o efeito das intera¢des das variaveis.

A investigacdo da influéncia da quantidade do sorvente em funcédo da
concentracdo dos analitos auxiliou na escolha da melhor quantidade de PSA sem
prejuizo na resposta dos analitos.

O bom desempenho analitico do método proposto foi demonstrado pelo
atendimento aos critérios de validacdo segundo as figuras de mérito de seletividade,
linearidade (R? = 0,998), limite de quantificacéo (5,0 a 15 ug kg™'), recuperacgéo (74,7%
a 108%), preciséo (> 20%) e robustez. O método foi aplicado com sucesso na analise
de amostras reais de solo na faixa de ug kg!, mostrando-se novamente adequado
para a determinagao dos analitos em solo.

Considerando que o método otimizado envolveu QUEChERS e LC-DAD/FLD,
a incompatibilidade entre a determinagdo de residuos de agrotoxicos e matrizes
complexas foi superada empregando tal associagédo, demonstrando ser uma
alternativa aos detectores de massa, nem sempre disponiveis nos laboratérios. A
principal desvantagem deste tipo de deteccdo empregada esta relacionada a sua

baixa seletividade.
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4 CONCLUSAO GERAL

O método QUEChERS aplicado a matrizes ambientais apresenta algumas
vantagens em relagdo aos métodos classicos mais amplamente empregados para
determinagao de analitos em concentracio traco: a extragao dos analitos é executada
de maneira rapida com facil execucgao; flexivel e adaptavel a diversos tipos de
matrizes; 18 amostras sédo preparada entre 50 a 60 min sendo que a extragao em fase
sélida dispersiva permite o clean-up eficiente com pequenas quantidades de sorvente;
pode ser considerado seguro pois ndo usa solventes clorados e com otimizagéo,
menores volumes de acetonitrila podem ser utilizados; a acetonitrila pode conter
solventes modificadores para alcancar a polaridade adequada para extragao; mantém
as caracteristicas do método como exatidao e precisao frente a pequenas alteragdes
experimentais; pode ser considerado eficiente na extragdo de analitos na
concentragao de tragos salvo que a relagdo entre o analito e a matriz seja investigado
e as variaveis do método otimizadas para este fim.

A associagao do QUEChERS com detecg¢ao e quantificagdo por LC-DAD se
mostrou um alternativa mais acessivel, simples, rapida e barata para o
estabelecimento de analises ambientais de rotina quando comparada com métodos
usualmente adotados para o controle de contaminantes de preocupacdo emergente
neste tipo de matriz. A redugcao do uso de solvente e materiais como um todo diminui
o tempo e custo de anadlise. Apesar de originalmente ndo apresentar fator de
concentragédo, com algumas modificagdes experimentais como redugéo do volume de
acetonitrila em relagédo ao volume de amostra e diminuicdo do volume de redissolugao,
€ possivel incluir certa pré-concentracédo ao metodo.

Apesar disso, 0 método QUEChERS ainda é manual e necessita de trabalhos
futuros para minimizar manipulagcao da amostra e aumentar a frequéncia analitica. A
associacdo do método QUEChERS as ferramentas quimiométricas como os
planejamentos experimentais, possibilita a otimizagdo mais rapida de suas variaveis,

bem como, a compreensao da influéncia dos fatores do método no sistema estudado.
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