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RESUMO

Titulo: ESTUDO DE METODOS EMPREGANDO SPE, QUEChERS e LC-MS/MS PARA
EXTRA(;AO DE PARABENOS EM AMOSTRAS DE AGUA E LODO DE ETA

Autor: Eng. Ana Victoria Marta Sanchez

Orientador: Prof. Dr. Ednei Gilberto Primel

O desenvolvimento de técnicas de preparo de amostra para a determinacdo de
contaminantes com efeitos estrogénicos como 0s parabenos, 0s quais sao utilizados em
diversos farmacos e produtos de cuidado pessoal representam um desafio na ciéncia
dado seu amplo uso em produtos de consumo massivo. Técnicas como a extracdo em
fase solida (SPE) e o QUEChERS tem sido utilizados na extracdo de parabenos em
matrizes ambientais. Dessa forma, este estudo teve como objetivo estudar dois métodos
empregando técnicas consideradas oficiais para a analises de diversos compostos, para
extracdo de nove parabenos em amostras aquosas e em lodo de estacao de tratamento
de 4gua (ETA). As determinacdes foram realizadas por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em série. A exatidao foi avaliada nos niveis equivalentes ao
limite de quantificacdo (LOQ), 5LOQ e 10LOQ. Os valores estiveram entre 70-115% para
a SPE e 58-96% para 0 QUEChERS, com desvios padrdes relativos menores que 20%
para ambos. As curvas analiticas apresentaram valores de coeficientes de correlacéo
r>0,99 para ambos métodos. O efeito matriz avaliado foi baixo para a maioria dos
compostos nas matrizes aquosas e no lodo de ETA. A aplicabilidade do método SPE
validado foi realizada em amostras de agua de abastecimento e agua mineral. A
aplicabilidade do QUEChERS foi realizada em amostras de lodo de ETA. Metilparabeno
(MPB) foi detectado na maioria das amostras. Comparado com outros métodos da
literatura os métodos validados apresentam as vantagens de serem simples e de baixo
custo.

Palavras-chaves: PPCPs; SPE; QUEChERS; Parabenos; Desregulador Endécrino.
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ABSTRACT

Title: STUDY OF METHODS SPE, QUEChERS AND LC-MS / MS FOR DETERMINING
PARABENS AQUEOUS MATRIX AND TREATMENT SLUDGE.

Author: Eng. Ana Victoria Marta Sanchez

Advisor: Prof. Dr. Ednei Gilberto Primel

Development of sample preparation techniques for the determination of
contaminants with estrogenic effect as the parabens used in various pharmaceuticals and
personal care products (PPCPs) represent a challenge for science given its widespread
use in consumer products. Technics such as Solid Phase Extraction (SPE) and
QUECHhERS has been used in the extraction of parabens in environmental matrices. The
aim of this study was to evaluate two methods employing technics that are considered
official for the analysis of various compounds, for the extraction of nine parabens in water
samples and drinking water treatment sludge. Determinations were performed by Liquid
Chromatography tandem Mass Spectrometry. Accuracy was assessed at limit of
quantification (LOQ), 5LOQ, and 10LOQ levels. Values were between 70-115% for SPE
and 58-96% for QUEChERS. Relative standard deviations were lower than 20% for both.
Analytical curves showed correlation coefficient values r>0.99 in both methods. Matrix
effect showed to be low for most of the compounds in aqueous matrices and in the
drinking water treatment sludge. Applicability of the validated SPE method was applied
to drinking and mineral water samples. QUEChERS applicability was carried out in
drinking water treatment sludge samples. Methylparaben (MPB) was detected in almost
all samples. Compared with previous published methods, the proposed ones have the
advantage of being simple and inexpensive.

Keywords: PPCPs; SPE; QUEChERS; Parabens; Endocrine Disruptor.



1. INTRODUCAO

O estudo da ocorréncia dos contaminantes emergentes nos ecossistemas
representa um desafio para a quimica analitica, visto que com o0 constante
desenvolvimento de novos compostos quimicos deixando evidente a necessidade do
novos estudos que determinem a presenca destes compostos exdgenos no seres Vivos
e 0 ambiente. A agua doce é um recurso natural limitado representando s6 2,5% da
agua na hidrosfera (SHIKLOMANOV e RODDA, 2004). Além disso, ela € essencial para
a vida humana e a sustentabilidade ambiental sendo uma das matrizes ambientais mais
complexa e dindmica comumente avaliada como parte da implementacdo de medidas
legislativas que fiscalizam a contaminagdo quimica da agua e 0s riscos associados
(BARCELO e LOPEZ, 2008).

A poluicdo em ambientes aquaticos por contaminantes como os parabenos (PBs)
tem sido evidenciada por diversos autores em estudos ambientais no mundo (OCANA-
GONZALEZ et al., 2015). Os PBs sdo amplamente usados como conservantes em
farmacos e produtos de cuidado pessoal (PPCPs, do inglés Pharmaceutical and
Personal Care Products) (BLEDZKA et al.,, 2014), tendo como principais vias de
exposicao humana a ingestdo, a inalacdo e a exposicdo dérmica (LARSSON et al.,
2014).

PBs sdo considerados Desreguladores Endécrinos (EDCs, do inglés Endocrine
Disrupting Chemicals) e tem sua origem nas atividades humanas. Existem diversas vias
de contaminacdo do ambiente pelos PBs, sendo os efluentes residuais umas das
principais. O uso de conservantes tem sido relacionado com perturba¢des na atividade
estrogénica do sistema endocrino em seres vivos (MARQUEZ-SILLERO et al., 2010),
sendo mais prejudicial nos primeiros anos de vida onde este sistema comanda o0s
processos de formacéo dos organismos (RODRIGUEZ-GOMEZ et al., 2014). Outros
efeitos evidenciados sdo a diminuicdo do peso dos orgaos reprodutores (KANG et al.,
2002), a reducdo na qualidade do sémen, diminuicdo na secrecdo de testosterona
(OISHI, 2002), incidéncia e redugéo da eficacia nos tratamentos de cancer de mama
(BYFORD et al., 2002), incremento no crescimento de células de cancer (DARBRE e
CHARLES, 2010) e alterac¢des no acido desoxirribonucleico (DNA) (PARK et al., 2012).

Sendo os PPCPs a principal fonte destes compostos (BLEDZKA et al., 2014), o

foco principal das legislagbes é o uso controlado de parabenos na formulacédo de
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produtos cosmeéticos sendo permitido seu uso na quantidade de 0,4% como uso
individual e 0,8% como mistura (EU, 2014b).

Embora a deteccdo de parabenos em matrizes ambientais nas ultimas décadas
tenha sido amplamente reportada, ndo existem métodos oficiais na legislacao Brasileira
e internacional que regulem sua ocorréncia no meio ambiente. Estudos em efluentes
residuais ja tratados (LI et al., 2015a), lodo de ETA e lodo de estacéo de tratamento de
efluentes (ETE), evidenciam a presenca de parabenos ndo eliminados pelos diferentes
processos fisico-quimicos nas ETE, tendo as reservas hidricas como destino de
disposicéo final destes efluentes tratados. Residuos sélidos gerados nas ETA e ETE
(lodo) classificados como inertes (ABNT, 2004a), sédo fontes de contaminacédo de
recursos hidricos (IBGE, 2008) uma vez que estudos evidenciaram a presenca de PBs
(YU et al., 2011; LI et al., 2015a).

A Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA, do inglés Enviromental Protection
Agency) conta com um método para determinacéo de 12 PPCPs em agua potavel (EPA,
2016b), assim como, mais de 70 PPCPs em matrizes ambientais (agua bruta, solo,
sedimentos, biosdlidos) (EPA, 2007). No entanto, os parabenos ndo estdo
comtemplados. Ambos métodos estdo baseados na Extracdo em Fase Solida (SPE, do
inglés Solid Phase Extraction) como técnica de preparo de amostra. Diante do exposto
destaca-se a importancia de estudar métodos rapidos e precisos para a determinacao
de parabenos em matrizes ambientais que auxiliem no monitoramento destes
compostos, e possibilitem a geracdo de dados para o estabelecimento de limites

maéaximos permissiveis (LMP).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Validar métodos empregando SPE, QUEChERS e LC-MS/MS para determinacéo
simultanea de nove parabenos, incluindo isdmeros lineares e ramificados, em amostras

de agua e lodo de ETA.

2.2 Objetivos especificos

1. Selecédo das matrizes, considerando sua importancia como recurso para a vida
humana e a sustentabilidade dos ecossistemas, frequéncia como via de
exposicdo em seres humanos e impacto no meio ambiente como fonte de
contaminagao.

2. Selegao dos parametros instrumentais, considerando parametros qualitativos
como resposta do instrumento e separacao cromatografica, incluindo isbmeros
lineares e ramificados em coluna C18 capeada.

3. Estudo da viabilidade dos métodos de preparo de amostra, SPE e QUEChERS
para analise de amostras de agua e lodo de ETA.

4. Selecado e validacdo dos métodos, avaliando: efeito matriz, curva analitica,
linearidade, limites de quantificacdo e deteccao, exatidao e precisao, critérios
estabelecidos em guias internacionais e nacionais para a validacdo de
métodos de analiticos.

5. Avaliacdo da ocorréncia de parabenos em agua de abastecimento, agua

mineral e lodo de ETA em Rio Grande, RS, Brasil.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Desreguladores endocrinos

Os EDCs sao definidos como agentes exdgenos que interferem com a producao,
liberacdo, transporte, metabolismo, ligacdo, acao ou eliminacdo de hormoénios naturais
no organismo responsaveis pela manutencdo da homeostase e a regulacdo de
processos de desenvolvimento (BLEDZKA et al., 2014).

As misturas complexas de poluentes que ocorrem no ambiente tém mostrado
atividade antiestrogénica, incluindo mais de 800 compostos que foram encontrados no
ar, na terra, na agua potavel, alimentos de origem vegetal e animal, produtos para
cuidados pessoais, combustiveis, produtos farmacéuticos e horménios sintéticos (DE
COSTER e VAN LAREBEKE, 2012).

Existe uma extensa lista de EDCs potenciais entre eles os plastificantes (bisfenol
A, ftalatos), surfactantes (fendis alquilados), conservantes em produtos cosmeéticos e
farmacéuticos (parabenos), bifenilas policloradas (PCBs) (do inglés, polychlorinated
biphenyls), entre outros (SCOGNAMIGLIO et al., 2016). Na Tabela 1, sdo apresentados

0os EDCs comumente usados na vida diaria.

Tabela 1. EDCs comumente usados na vida diaria. Adaptado de (KABIR et al., 2015)

EDCs Uso comum
DDT, Atrazina, Glifosato Agrotéxicos
Chumbo, Ftalatos, Cadmio Produtos para criancas

Ftalatos PPCPs, pecas plasticas
Triclosan Antibacteriais

Parabenos, Ftalatos PPCPs, Produtos de limpeza

Alquifenois Surfactantes usados em detergentes
Esteroides sintéticos Anticonceptivos

Nos ultimos anos preocupacgfes tém sido levantadas sobre o potencial de
desregulacédo endocrina de parabenos em niveis de exposicao elevados (EPA, 2013),
tornando claro que exercem uma série de efeitos adversos, quando sao introduzidos em
ambientes naturais e consequentemente aos organismos vivos (FLASINSKI et al., 2016)

nas primeiras etapas de crescimento. Na Tabela 2, sdo apresentadas concentragoes de
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PBs encontradas em diferentes matrizes ambientais, evidenciando a presenca de estes

compostos exdgenos em diferentes compartimentos e biota.

Tabela 2. Concentracdes de PBs encontradas em matrizes ambientais

Matriz Concentracdo encontrada Referéncia

Poeira A partir de 0,0035 ng g* (LABORIE et al., 2016)
aguas residuais A partir de 15 ng L* (CARMONA et al., 2014)

aguas superficiais A partir de 0,2 ng L* (RENZ et al., 2013)

Lodo de ETE A partir de 400 ng g* (LI et al., 2015b)

Solo A partir de 1500 ng g* (FERREIRA et al., 2011)
Sedimento A partir de 3 ng g* (CARMONA et al., 2014)

Plantas e biota A partir de 21300 ng L (HAN et al., 2016)

3.2 Parabenos

Em termos de estrutura quimica os PBs, sdo ésteres do &cido p-hidroxibenzoico
(pPHBA), com substituintes alquila variando de metil até butil ou grupos benzil (BLEDZKA
et al., 2014). Na Tabela 3, sdo apresentadas as diversas propriedades fisico-quimicas
dos PBs comumente usados em PPCPs e determinados em matrizes biologicas e
ambientais: metilparabeno (MPB), etilparabeno (EPB), propilparabeno (PPB),
isopropilparabeno  (IsPPB), butilparabeno  (BPB), isobutilparabeno (IsBPB),
benzilparabeno (BzPB), fenilparabeno (PhPB) e pentilparabeno (PePB); os quais

apresentam carater acido, moderada lipofilicidade e moderada solubilidade em agua.



Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas dos parabenos

Parabeno Metilparabeno Etilparabeno Propilparabeno Butilparabeno
(MPB) (EPB) (PPB) (BPB)
Formula molecular CsHsO3 CoH1003 C10H1103 C11H1403

o} o o o}
CHs N
Estrutura Molecular /docHs /@)‘\0/\% /@)ko/\/ /@)ko CH,
HO HO HO HO

Peso molecular

(g mol?) 152,15 166,17 180,20 194,23
pKa 8,17 8,22 8,35 8,37
Log Kow 2,0 2,49 2,98 3,47
Log Koc 2,099 2,365 2,631 2,896
Solubilidade em
agua a 25°C 5981 1894 529,3 159
(mg LY

Fonte: (ALMEIDA e NOGUEIRA, 2014; CABALEIRO et al., 2014; CHEMSPIDER, 2015)



Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas dos parabenos (Continuagao)
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Parabeno Isopropilparabeno Isobutilparabeno Fenilparabeno Benzilparabeno Pentilparabeno
(IsPPB) (IsBPB) (PhPB) (BzPB) (PePB)
Formula molecular C11H1403 Ci3H1003 C14H1203 Ci12H1603
C10H1203

Estrutura molecular

Peso molecular
(g mol?)

pKa

Log Kow

Log Koc
Solubilidade em agua

a25°C

(mg L™

CH,

o I
(o] o o
)\ CHa /@
o CHs o/\< o o o T
CHs
HO HO HO

180,22 194,23
n.d 8,17
2,91 3,40
2,554 2,820
689,7 2237

214,21

8,40

3,21
3,438

253

228,24

8,18

3,70
3,703

107,8

208,25

8,50

3,96
3,162

62,47

n.d: ndo disponivel Fonte: (ALMEIDA e NOGUEIRA, 2014; CABALEIRO et al., 2014; CHEMSPIDER, 2015)
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3.2.1 Fontes de exposicao ambiental

Os PPCPs constituem a principal fonte de exposicédo a parabenos (BLEDZKA et
al., 2014). O amplo uso em todo o mundo de PBs tem resultado na ocorréncia ubiqua
destes compostos no meio ambiente (BLEDZKA et al., 2014) gerando preocupacao
sobre seus possiveis efeitos a longo prazo na salde humana e na vida silvestre
(GONZALEZ-MARINO et al., 2009).

Na ultima década diversos estudos evidenciaram a presenca de PBs em diversas
matrizes ambientais (Figura 1), como em aguas continentais, cuja presenca pode ser
atribuida em grande parte a descargas de ETE e fabricas (HAMAN et al., 2015).

Da mesma maneira, parabenos ja foram detectados em solos (FERREIRA et al.,
2011), sedimentos (CARMONA et al., 2014), plantas e biota marinha (HAN et al., 2016),
lodo de ETA (CERQUEIRA et al., 2014), lodo de ETE (YU et al., 2011; Ll et al., 2015a),
bem como no ar interior e poeira em zonas urbanas (ALMEIDA e NOGUEIRA, 2014;
LABORIE et al., 2016; TRAN et al., 2016). No entanto, na revisao da literatura sé foi
encontrado um estudo em lodos de ETA que avalio a presenga de PBs (MPB e PPB)
(CERQUEIRA et al., 2014).



Figura 1. Fontes de exposicao para seres vivos e vias de contaminagao no ambiente por PBs Adaptado de (BLEDZKA et al., 2014)
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PBs tém sido utilizados com sucesso em produtos cosmeéticos por mais de meio

século, seja individualmente ou em combinacéo, em todas as categorias de formulacdo

de produtos cosméticos (SONI et al., 2005).

Ao longo dos anos, os PBs foram considerados os conservantes perfeitos em

alimentos e produtos de higiene pessoal (FLASINSKI et al., 2016), no entanto, estudos

evidenciaram a presenca de PBs em matrizes bioldgicas humanas (BRAUSCH e RAND,

2011) (Tabela 4), sendo suficiente concentracdes baixas para gerar efeitos adversos na

saude no sistema enddcrino, assim como, distlrbios metabdlicos.

Tabela 4. Estudos recentes em diversas matrizes biolégicas humanas onde foram

encontrados parabenos

m o o = +
mm m m 0 m 0 m .
Amostra o a a & a % & Qaaq Qo Referéncia
=W o v o » a o 0 m
. (VELA-SORIA, RODRIGUEZ, et al.,
Tecido de X X X X
placenta 2014)
% x « « (VELA-SORIA, BALLESTEROS, et al.,
2014)
X X X X (LARSSON et al., 2014)
X X X (KOCH et al., 2014)
X X X X X X (MOOS et al., 2014)
X X X X (DEWALQUE et al., 2014)
Urina X X X X (HINES et al., 2015)
X X X X X (CRISTINA JARDIM et al., 2015)
X X X X X X (AZZOUZ et al., 2016)
X X X X (RODRIGUEZ-GOMEZ et al., 2014)
X X X X (HINES et al., 2015)
T T o ©
Leite c & & c (ALSHANA et al., 2015)
materno
X X X X (SOUZA et al., 2016)
X X X X X (AZZOUZ et al., 2016)
Sorode X (HINES et al., 2015)
lactante
Tecido
canceroso X X X X (SAJID et al., 2015)
de ovério
Sangue X X X X X (AZZOUZ et al., 2016)
msei]nsgtruueal X X X X (JIMENEZ-DIAZ et al., 2016)
Cabelo X X X X (RODRIGUEZ-GOMEZ et al., 2016)
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3.2.3 Ocorréncia na biota

A toxicidade de PBs tem sido comparada com a toxicidade de outros xenobioticos
como Bisfenol A, Ftalatos e Tamoxifen, pela similaridade no modo de acéo (baixo efeito
estrogénico) (FATTA-KASSINOS et al., 2009). Estes compostos encontram-se incluidos
na lista de produtos quimicos de uso domeéstico para os quais tem-se niveis maximos
permitidos em legislacbes ambientais, no entanto, os PBs nado estéo incluidos. Devido a
pouca disponibilidade de dados sob a toxicidade aguda ou crbnica dos PBs nos
organismos aquaticos diversos softwares tém sido usados na estimativa de valores de
persisténcia e bioacumulagao (Ex. PBT Profiler).

Na Tabela 5, sdo apresentadas a comparacdo das concentracdes encontradas
em biota marinha e valores estimados do fator de bi concentracdo (BFC) e toxicidade
cronica em peixes. Pode-se observar que com o incremento da cadeia alquilica, ocorre
o aumento do BFC e sua toxicidade em peixes. RENZ et al. (2013), detectou em cérebro

de peixe concentracdes de MPB, PPB e BPB acima dos valores estimados como téxicos.
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Tabela 5. Comparacéo de valores predito (PBT profiler) de bioconcentracdo e toxicidade crénica em peixe comparados com valores
encontrados em estudos ambientais. Adaptacdo de (FATTA-KASSINOS et al., 2009)

Analit Fator de bioacumulacéao Toxicidade crénica em peixe Concentrac8es encontradas em biota
nalito
(BCF) (ng L) (ngg?
] 1,6-72 <LOQ -84,69°; <3500¢
MPB 6,4 0,18 (toxico)
2,2-17,3%(ng L1); 605-1580f
EPB 16 0,12 (toxico) <LOQ-0,37 2 <LOQ-0,82% <500 ¢; 21.3-36,4¢; 46,6-195
PPB 44 0,078 (altamente téxico) <LOQ-0,56 & <LOQ-7,43 <1500°¢; 9,2-124(ng L1); 46,6-195
BPB 110 0,051 (altamente téxico) <LOQ?; <500¢; 0,24 (ng L1); 6,61-37,3f
) <LOQ-0,42"; <LOQ-1,83¢
BzPB 110 0,0047 (altamente tdxico)

aMexilhdo, Ostra, Moluscos, Espanha (VILLAVERDE-DE-SAA et al., 2016) ® Peixe (Musculo); Espanha (JAKIMSKA et al., 2013); ¢ Peixe (musculo);
Filipinas (RAMASWAMY et al., 2011); ¢ Peixe (Cérebro); USA (RENZ et al., 2013); ¢Peixe (Casca); China (HAN et al., 2016); " Peixe (Musculo);
INDIA (KIM et al., 2011).
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3.2.4 Legislacao internacional e nacional

Por enquanto, ndo se tem conhecimento de legislacbes desses compostos na
area ambiental (EPA, 2013). Na Tabela 6, sdo apresentados o0s Limites Maximos

Permitidos (LMP) para o uso de parabenos em cosméticos.

Tabela 6. LMP quanto ao uso de parabenos em produtos cosmeéticos

Concentrag6es maximas

Orgéao Diretiva permitidas Observacgoes
- Exceto PPB e
BPB:
Para as substancias do 0,14% para
Anexo V: misturas destes.
e . Regulacéo Europeia 0,4% (como &cido) para éster - Incluséo de cinco
Unido Europeia (UE)  £y'Ng. 1223/2009 individual, ésteres no Anexo ||
0,8% (como acido) para misturas de Sustancias
ésteres. Proibidas: IsPPB,
IsBPB, PhPB,
BePB, PePB.
0,4% (como &cido) para éster
Agéncia Nacional de individual,
Brasil Vigilancia Sanitaria  0,8% (como acido) para misturas de e
(ANVISA RSD N° 4) ésteres
MERCOSUL Valores estabelecidos por UE
Comunidade Andina Valores estabelecidos por UE

Fonte: (ANVISA, 2014; EU, 2014b; a)

Embora os limites maximos permitidos para cosméticos estejam na ordem de
porcentagem, as concentragfes encontradas nas amostras discutidas neste trabalho estéo
abaixo dos limites. Desta forma, métodos de preparo amostra capazes de fornecerem bons

fatores de pré concentracdo séo requeridos para a quantificagéao.

3.3 Preparo de amostra

O preparo de amostras é uma das etapas mais criticas durante o processo
analitico durante o isolamento e extracao de analitos (PIAO et al., 2014), influenciando
no tempo total requerido para completar o analise, assim como, na qualidade dos
resultados obtidos (RAMOS, 2012). Além disso, o desenvolvimento de métodos exatos

e rapidos para a determinagdo de um numero crescente de diferentes analitos em niveis
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tracas em amostras ambientais complexas tém estimulado investigagcdes neste campo
de pesquisa (RAMOS, 2012).

O unico método de preparo de amostra oficial estabelecido para a determinacéo
de parabenos é baseado em uma Extra¢do Liquido-Liquido (LLE) abrangendo somente
a determinacdo em produtos cosméticos. O procedimento consiste de duas etapas que
apresenta um procedimento exaustivo e longo (Figura 2). Neste método o MPB e 0 EPB
nao sdo separados na etapa de identificacdo, assim como pode ocorrer co-eluicdo de
muitos outros conservantes e aditivos cosméticos durante a etapa de quantificagcéo (EU,
1996).
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Figura 2. Método de preparo de amostra nas etapas de identificacdo e quantificacdo do método oficial da EU para determinacgéo de

parabenos em cosméticos (EU, 1996)
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A nivel ambiental, a EPA conta com métodos para a determinagédo de PPCPs em
agua bruta, solos, sedimentos e biosélidos (EPA, 2007) e agua potavel, mas nao
abrange os PBs (EPA, 2016b).

Devido a isso, diversas técnicas de preparo tem sido utilizadas nas andlises de
PBs em matrizes ambientais (agua bruta, solo, sedimentos, lodo ETA e lodo ETE).
Dentre elas, podemos citar a SPE (CARMONA et al., 2014; SERRA-ROIG et al., 2016),
Dispersdo da matriz em fase solida (MSPD, do inglés Matrix Solid Phase Dispersion)
(ALBERO et al., 2012b), Extracao por Liquido Pressurizado (PLE, do inglés Pressurized
Liquid Extraction) (LI et al., 2015a), QUEChERS (CARMONA et al., 2014; CERQUEIRA
et al., 2014), Extracdo Sortiva em Barra de Agitacdo (SBSE, do inglés Stir Bar Sorptive
Extraction) (FERREIRA et al., 2011) e Extracdo Soélido-Liquido (WANG e KANNAN,
2016). O preparo de amostras soOlidas comumente requer extracfes sucessivas
(PEYSSON e VULLIET, 2013). A PLE e o uso de ultrassom mostram-se como métodos
de extracao efetivos para a extracdo de parabenos (YU et al., 2011; LI et al., 2015a) em
amostras sélidas. No entanto, a PLE requer equipamentos sofisticados e caros além de
apresentar um maior consumo de energia (MASIA et al., 2015), em relagdo ao
QUECHhERS.

Técnicas alternativas como o método QUEChERS, desenvolvido por ANASTASSIADES
et al. (2003) para a determinacéo de agrotéxicos em frutas e verduras, tém sido utilizadas
com sucesso na extracdo de parabenos em lodo de ETA (CERQUEIRA et al., 2014) e
sedimentos (CARMONA et al., 2014). Na Tabela7e Tabela 8 é apresentada uma
revisdo bibliografica de trabalhos para a extracdo de PBs em matrizes aquosas e
matrizes solidas ambientais, pode-se observar 0 uso recorrente da SPE para o analise
de PBs em matrizes aquosas e o uso limitado do QUEChERS em analise de PBs em
matrizes ambientais. Devido a isso, considera-se importante o estudo destes métodos
na determinacdo de PBs de longa cadeia alquilica e seus isbmeros em matrizes

ambientais.
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Tabela 7. Reviséo de trabalhos para extracdo de parabenos em amostras aquosas

" Volume , Método de Solvente Técnica de L|m|tes~de A
Agua Analitos ~ ) ~ deteccéo Referéncia
(mL) extracao (Volume) determinacéo (ng LY
Microextragdo em . 2
Potavel, de piscina 20 BPB, fase solida - GC-FID éi%% (L(ZtPEIZ'ZD(';‘l%I)AS
BzPB (SPME) K
MPB, _ 300;
EPB, Microextracao 400:
De abastecimento, IsPPB em fase sélida Metanol 100; (ROCIO-
de piscina e de 20 PPB, assistida por (2 mL) LC-DAD 600; BAUTISTA et al.,
spa IsBPB,  vortex dispersivo 200; 2015)
BPB, (VA-D-m-SPE) 100;
BzPB 100;
MPB .
' Acetonitrila
. EPB, (RENZ et al.,
Superficiais 10 BPB. SPE (5mL) LC-MS/MS 100-300 2013)
PPB
Microextracao
. MPB, - 100000;
Rf(':?#:s's’ ddee 25 EPB, agsorpt"fa com ('\ggga”‘i; LC-DAD 100000 (ALMEIDA e
P o PPB, €sorcao em H 100000;  NOGUEIRA, 2014)
estuarios BPB microliquido 100000

(BAUE-ULD)
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i Volume Solvente Técnica de Limites de .
Agua (mL) Analitos Método de extragéo (Volume) determinaco d(entschj\)o Referéncia
MPB, EPB, Metanol/Acetonitrila 12888
Superficiais 2000 Egg SPE 11 viv GC-MS/MS 14000; (LUIZETE, 2013)

: 6 mL 44000;
IsBPB ( ) 25000
MPB, EPB, 0,1;
Potavel, de rio 250 PPB, SPE Metanol LC-MS/MS 0,3; (CARMONA et al.,
BPB (6 mL) 0,2; 2014)
0,1
Microextrag&o por o
: Acetonitrila/Metanol
De Lagoa 15 MPB, EPB barraéél'gsgr)ptlva 50:50 LC-DAD 300-500 (DIAS et al., 2015)
H (100 pL)
De rio, MPB, BPB, . Acetonitrila/agua com i i i
subterranea 5 EPB, BzPB SPE on fine 0,1% &acido férmico LC-MS/MS (SERRA-ROIG etal.,
2016)
(5mL)
MPB,
EPB,
Residuais PPB, SPE MeOH LC-MS/MS 0,01-10 (WANG e KANNAN,
100 BPB,
BzPB (9 mL) 2016)

HpPB
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Tabela 8. Revisdo de trabalhos para extracdo de parabenos em amostras ambientais sélidas

Massa Solvente extrator Técnica de Limites de
Amostra @) Analitos Método de extracéo (Volume) determinacéo d(entgcgg_?)o Referéncia
Inclui pretratamento e acetonitrila-agua 5:3 viv
liofilizac&o e tamisacéo,
MPB. Epp.  Posteriormente slurry, (8 mL) e diluicdo em agua
: : tex 2 min, ult _
0,1 FI;FI;BB’ Xgrrﬁi);,, C’ELQ“?UJZ;;?,”; ultrapura para limpeza por LC-DAD - (YU etal, 2011)
min 3000 rpm. O SPE
procedimento foi repetido
3 vezes e misturados 0s
Lodo de ETE sobrenadantes.
MPB,
EPB : .
' Etilacetato:Metanol
IsPPB, (ALBERO et al.,
1,0 PPB, MSPD 90:10 viv GC-MS/MS 01-1.7
IsBPB, T 2012)
BPB, (10 mL)
BzPB
MeOH/Agua
MPB x :
: Extracéo 5:3viv
EPE, HHAGED v (WANG e KANNAN,
0,1 PPB, Solido-liquido (5 mL) e purificagdo por  LC-MS/MS -
BPB, 2016)
BzPB SPE
HpPB
MPB,
EPB, -
PPB, PLE
0,1 BPB, MeOH LC-MS/MS 0,1-0,8 (LI etal., 2015a)
BzPB SPE 4 mL
HpPB (4 mL)

OcPB
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o Limites de
Amostra Massa Analitos Método de extracao Solvente extrator Tecnlpa d? deteccéo Referéncia
(9) (Volume) determinacao 1
(ng g7)
Lodo de Acetonitrila 1%
MPB, QUEChERS LC-MS/MS i (CERQUEIRA et al.,
ETA 10 PPB HCOOH (10 mL) 0,3-1,5 2014)
SBSE
MPB, IsPPB, < " .
Solo 0,5 PPB, Tempo de extragio Acido azzt(a)tcl)coljnldrldo GC-MS/MS 0,08-1,06 (FERRZ%IEA)\ etal.,
BPB 60 min 1000 rpm H
Sedimentos 10 '\SEE EIIZE QUEChERS Acetonitrila LC-MS/MS - (CARMONA et al.,
' ' (10 mL) 2014)
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3.3.1 Extracao em fase solida (SPE)

A SPE é um método de extracdo liquido-sdlido baseada nos mecanismos de
separacao da cromatografia liquida de baixa pressdo (LANCAS, 2004). As etapas do
método sdo apresentadas na Figura 3 e resumem-se na ativacdo do sorvente,
percolacdo da amostra/sor¢céo dos analitos no sorvente, eluicdo dos analitos e posterior
concentracédo do composto de interesse (CALDAS et al., 2011).

Figura 3. Etapas envolvidas na SPE (CALDAS et al., 2011)

Condicionamento Percolacao Lavagem Eluigao
da amostra

e
..A

=
° : 0.
o
A‘ o ..
Eluicdo de interferentes Analitos
Solvente Amostra H.O A B Interferentes @ Analitos

A SPE é o método mais comumente escolhido devido a sua simplicidade e
efetividade na extracdo (MARQUEZ-SILLERO et al., 2010). A SPE ¢ método oficial na
extracdo de uma ampla gama de compostos em matrizes aquosas utilizado por diversos
orgaos (EPA, 2016a; ISO, 2016). Esta tem sido utilizada na determinacéo de parabenos
em aguas superficiais (RENZ et al., 2013; ALMEIDA e NOGUEIRA, 2014; CARMONA et
al., 2014; SERRA-ROIG et al., 2016), agua de abastecimento (LOPEZ-DARIAS et al.,
2010; CARMONA et al., 2014; ROCIO-BAUTISTA et al., 2015) e 4guas subterraneas
(ALMEIDA e NOGUEIRA, 2014; WANG e KANNAN, 2016).

O método, desde seu desenvolvimento buscou simplicidade e o consumo limitado
de solventes organicos (ANDRADE-EIROA et al.,, 2016), em comparagdo com O0S
volumes requeridos pela extracédo liquido-liquido (LLE) utilizada no método oficial na
determinacdo de PBs em cosméticos. Além disso, a técnica tem se mostrado eficiente

na remocao de interferentes da matriz (MARTINS et al., 2011).
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3.3.2 QUEChERS

O meétodo QUEChERS tem como vantagens ser um método rapido, facil,
econdmico, efetivo, robusto e seguro (ANASTASSIADES et al., 2003). O método foi
desenvolvido com o objetivo de superar limita¢des praticas dos métodos multirresiduos
de extracdo disponiveis na época para a extracdo de agrotoxicos a partir de frutas e
legumes. O método tem sido utilizado com sucesso na extragdo PBs em matrizes
ambientais (CARMONA et al., 2014; CERQUEIRA et al., 2014).

O método original baseia-se na extragcdo com acetonitrila, seguido por uma
particdo liquido-liquido induzida apds a adicdo de sais e de uma extracdo em fase sélida
dispersiva (D-SPE) chamada de etapa de limpeza. A acidificacdo da acetonitrila permite
recuperacdes satisfatérias para analitos sensiveis a variacdo de pH uma vez que
proporciona a extracdo em uma ampla faixa de polaridade, além de uma menor extracédo
de compostos lipofilicos presentes na matriz (ANASTASSIADES et al., 2003; PRESTES
et al., 2009).

No método QUEChERS, os procedimentos de agitacdo manual ou com auxilio do
vortex sdo empregados, uma vez que possuem vantagens em relacdo a agitacédo
mecanica, dentre elas, a extracdo ocorre em um unico frasco fechado, ndo expondo o
analista; rapidez, uma vez que ndo tem necessidade de lavagem do homogeneizador no
intervalo entre as extracbes e a possibilidade de realizar a extracdo a campo
(ANASTASSIADES et al., 2003; CERQUEIRA et al., 2014)

O efeito salting-out, promovido através da adicdo de sais, tem como objetivo
melhorar os percentuais de recuperacdo de analitos polares, ja que a adicdo de sais
diminui a solubilidade dos compostos polares na fase aquosa, bem como a quantidade
de 4gua na fase orgéanica e vice-versa (PRESTES et al., 2009). A etapa de limpeza é
essencial, uma vez que ela remove co-extrativos presentes na matriz que podem
interferir posteriormente nas analises (CERQUEIRA et al., 2014).

O uso de parametros de desempenho analiticos avaliando o método QUEChERS
mostraram que este método é eficiente na extragdo de PBs em matrizes ambientais
(CARMONA et al., 2014; CERQUEIRA et al., 2014).
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3.4 Determinacéo de PBs por cromatografia

Os métodos expostos sdo compativeis com as técnicas cromatograficas. Na
determinacdo de parabenos o uso de Cromatografia Gasosa (GC, do inglés Gas
Chromatography) (LOPEZ-DARIAS et al., 2010; ALBERO et al., 2012b) e Cromatografia
Liquida (LC, do inglés Liquid Chromatography) (CERQUEIRA, 2013; CARMONA et al.,
2014; WANG e KANNAN, 2016) tem sido amplamente reportado em matrizes
ambientais. Sendo a LC a técnica mais comumente utilizada (PIAO et al., 2014).

3.4.1 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em série (LC-MS/MS)

A Cromatografia Liquida € uma das técnicas de separacdo mais amplamente
utilizada na determinacgéao de parabenos (PIAO et al., 2014), sendo uma ferramenta muito
importante para a separacao de misturas que contém um grande nimero de compostos
similares (COLLINS et al., 2006).

No caso de amostras ambientais o nUmero de métodos que utilizam a LC acoplada
a detectores de ultravioleta-visivel (UV-vis) ou arranjo de diodos (DAD) é limitado
provavelmente devido a baixa sensibilidade atingida nos acoplamentos destes
equipamentos (OCANA-GONZALEZ et al., 2015).

Na busca da melhora na sensibilidade a LC tem sido acoplada a detectores de
espectrometria de massas em série (MS/MS, do inglés Tandem Mass Spectrometry)
atingindo niveis tracos de PBs em matrizes ambientais. Este acoplamento é um dos mais
comumente usados para andlises de parabenos em matrizes ambientais complexas
(PIAO et al., 2014). Além disso, a separacdo de isbmeros de hidroxiacidos aromaticos
representa um verdadeiro desafio na LC (FASCIANO e DANIELSON, 2016),
considerando o mesmo peso molecular mas diferentes propriedades fisico-quimicos
para 0s composto iSoméricos.

A grande aplicabilidade da LC é atribuida a sua sensibilidade, capacidade de
quantificacdo e de separacao de moléculas n&do volateis e de baixa estabilidade térmica,
gue constituem 80% dos compostos sintéticos naturais (DEMOLINER, 2008).

A espectrometria de massas € uma técnica poderosa de deteccdo para a
cromatografia, ja que o espectrometro € sensivel a pequenas quantidades do analito
permitindo identificar de maneira inequivoca e simultdnea em apenas um analise

diferentes compostos, obtendo informagdes mais especificas em comparacdo com
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outros detectores que geram bandas de absorc¢ao, tais como o sensor de um detector
por UV-Vis (HARRIS, 2003; OCANA-GONZALEZ et al., 2015).

O sistema béasico de um acoplamento LC-MS/MS é apresentado na Figura 4 e
constitui-se principalmente pelos componentes: sistema de inje¢cdo de amostra, fonte de
ions, analisador e separador de massas, detector e sistema de dados.

Geralmente, a ionizacdo dos parabenos é feita no modo negativo (CANOSA
RODRIGUEZ, 2009), por diferentes fontes de ionizacdo como a ionizagdo quimica a
pressdo atmosférica (APCI, do inglés Atmospheric Pressure Chemical lonization) (LI et
al., 2016) e ionizacéo por eletronebulizacdo (ESI, do inglés Eletrospray lonization) (RENZ
et al., 2013; MUNOZ PENA, 2016; SERRA-ROIG et al., 2016). Sendo mais amplamente
usado o acoplamento LC-ESI-MS/MS no modo negativo (OCANA-GONZALEZ et al.,
2015), devido as hidroxilas presentes na sua estrutura que tendem a perder um préton.

Durante o monitoramento no MS/MS uma das ferramentas comumente utilizada
na deteccdo de PBs é o Monitoramento de Reacdo Selecionada (SRM) (GONZALEZ-
MARINO et al., 2009), a fim de garantir a identidade dos analitos através de duas
transicdes sendo o de maior intensidade o ion de quantificacdo e o segundo como ion
de confirmacédo (EU, 2002). O acoplamento da LC-MS/MS para a determinacdo de
parabenos em amostras ambientais permite a identificacdo inequivoca (OCANA-
GONZALEZ et al., 2015), por comparacéo de espectros de massa diminuindo o risco de
falsos positivos (GONZALEZ-MARINO et al., 2011). Assim como, uma melhor
detectablidade devido a diminuicdo do ruido e aumento no sinal para 0s ions

monitorados.
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Figura 4. Diagrama dos componentes gerais do acoplamento de cromatografia liquida com a espectrometria de massas (LC-ESI-
MS/MS) e analises por SRM. Adaptacao de (BOJA e RODRIGUEZ, 2011; CHROMACADEMY, 2016b)
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3. 5 Amostras ambientais

3.5.1 Qualidade das aguas e saneamento

O problema da poluicdo da agua e das doencas humanas esta intimamente
associado a disponibilidade global de recursos hidricos (PIMENTEL et al., 2004).

Dado que o Brasil possui 12% da disponibilidade de agua doce superficial do
mundo, o conhecimento sobre a qualidade das aguas brasileiras € primordial com a
finalidade de avaliar os impactos ambientais, sociais e econémicos da degradacéo da
qualidade das aguas os quais traduzem-se na perda da biodiversidade, no aumento de
doencas de veiculagdo hidrica e no aumento do custo de tratamento das aguas
destinadas ao abastecimento domeéstico (ANA, 2012).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia Estatistica (IBGE), 88% das
mortes por diarreias no mundo sdo causadas pelo saneamento inadequado, morrendo
mais de 28 mil pessoas no pais segundo estatisticas da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), além disso, diversas doencas como hepatite A, febre tifoide, rotavirus, cdlera e
leptospirose sdo provocadas por agua contaminada (BRASIL, 2014).

Considera-se que as diversas medidas legislativas ja adotadas gradualmente para
evitar poluicdo quimica da agua e os riscos tém ajudado a aliviar parcialmente esta
situacdo. No entanto, a crescente demanda por agua e a continua descoberta de novos
contaminantes potencialmente nocivos deixa clara a necessidade de mais pesquisas em
todas as areas (BARCELO e LOPEZ, 2008).

3.5.2 Agua de abastecimento

Visando atender aos padrbes de potabilidade, as &guas superficiais séo
submetidas a processos fisicos, quimicos ou combinacédo dos dois (Figura 5) (BRASIL,
2011) antes da disposicdo nas redes de abastecimento publica. A presenca de
compostos exdgenos ndo comtemplados na legislacdo em aguas de abastecimento,
especificamente de PBs tém sido relatada ao redor do mundo (PIAO et al., 2014;
OCANA-GONZALEZ et al., 2015).
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Figura 5. Fluxograma do tratamento de 4gua
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Devido a que, ndo se conta com uma legislagdo no mundo e no Brasil para o
monitoramento de PBs em aguas de consumo é vital o desenvolvimento de métodos
analiticos a fim de monitorar estes compostos nas aguas e gerar padrées de qualidade

para medidas legislativas.

3.5.3 Lodo de ETA

Sdo considerados os residuos sélidos resultantes dos diferentes processos e
operacdes em uma estacdo de tratamento de agua (ACHON et al., 2008), sendo na
maioria dos casos residuos provenientes do processo de floculagdo nas ETAs (Figura
5).

De acordo ao Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), 27% dos lodos
gerados na regido sul do Brasil sdo disposto diretamente em rios e arroios (IBGE, 2008),
gerando um impacto ambiental na qualidade das reservas hidricas e salude da biota
presente nestes ecossistemas. (CERQUEIRA et al.,, 2014). Baseado na revisdo da
literatura observa-se que as pesquisas avaliam em seu maioria a presenca de PBs em
lodos de ETE (YU etal., 2011; ALBERO etal., 2012a; Ll et al., 2015a; WANG e KANNAN,
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2016). No entanto, nao foram encontrados estudos que evidenciaram a presenca de PBs
em lodos de ETA.

3.6 Amostra comercial

3.6.1 Agua mineral

Considera-se uma agua bacteriologicamente sana, de origem de aguas
subterraneas, com uma composi¢cao caracterizada por um teor de sais minerais e com
uma pureza original que conserva estas caracteristicas ao longo do tempo (MONDARIZ,
2017), sendo classificadas de acordo a seu composi¢cdo quimica (oligominerais,
radiferas, alcalino-bicabornatadas e alcalino-terrosos, sulfatadas, sulforosas, nitratadas,
cloretadas, ferruginosas, radioativas, toriativas ou carbogasosas) ou de acordo as fontes
em quanto aos gases (radioativas, toriativas ou sulforosas ) ou quanto a temperatura
(frias, hipotermais, mesotermais, isotermais, hipertermais) (CPRM, 2017).

A presenca de EDCs tem sido amplamente investigada em aguas minerais dado
o incremento no consumo de agua mineral no mundo (DORIA, 2006), principalmente por
ser mais higiénica e com mais qualidade desde do ponto de vista nutricional em relacao
a agua de abastecimiento (PINTO e REALI, 2009). No entanto, diversos EDCs como
ftalatos (GUART et al., 2011), parabenos (CARMONA et al., 2014) entre outros tém sido
detectados em aguas minerais.

A perda de PBs por desorcdo de PPCPs em recipientes plasticos tém sido
estudado durante décadas por diversos autores que relataram perdas das propriedades
antimicrobianas de PPCPs, durante o armazenamento de solugbes aquosas (AUTIAN,
1968; KAKEMI et al., 1971; BERGQUIST et al., 2006). Nao obstante poucos estudos tém
avaliado a contaminacdo por desorcdo de PBs em pecas plasticas envolvidas em
processos industriais. KAKEMI et al. (1971), ressaltou a importancia da interacéo
hidrofébica na adsorcdo dos PBs através de pecas plasticas, assim como, o efeito da
temperatura na adsor¢cdo e desorcdo. Considerando que tubulagbes plasticas estdo
envolvidas nos processos fisico-quimicos prévios realizados na producdo de agua
engarrafada; isto pode ser um indicativo de fonte de contaminacdo. WAGNER e
OEHLMANN (2009), evidenciaram como possivel fonte de contaminacdo da agua
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mineral a migracdo de EDCs do material de embalagem, assim como, a presenca de

PBs nas fontes de agua subterraneas usadas para engarrafamento.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Instrumentacéo

v/ Balanca Analitica de precisdo modelo FA 2104N, Bioprecisa (Curitiba, PR,
Brasil);

v' Bomba a vacuo Tecnal TE-058 (Piracicaba, SP, Brasil);

v Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (100 — 1000 pL),
Labmate Digipet, (Polbnia);

v' pHmetro Hanna pH20 pH21 — eletrodo de vidro combinado (S&o Paulo, SP,
Brasil);

v’ Sistema de filtracdo em membrana, Phenomenex (Torrance, CA, EUA);

v’ Sistema de Purificagdo de agua Milli-Q Direct-Q UV3® Millipore (Bedford, MA,
USA);

v Ultrassom Quimis modelo Q335D, Quimis® (Diadema, SP, Brasil);

v’ Centrifuga de tubos microprocessada modelo Q222T, Quimis® (Diadema, SP,
Brasil);

v' Cromatégrafo a liquido Alliance Separations modelo 2695 Waters (Milford, MA,
USA) equipado com amostrador automatico, bomba quaterndria, sistema de
desgaseificacédo, Detector MS, Micromass® Quatro Micro™ APl Waters, utilizando o
modo de ionizacdo por Eletrospray (ESI), sistema de aquisicdo de dados através do
software Masslynx 4.0 Waters;

v Coluna analitica Kinetex C18 (3,0 mm x 50 mm i.d., 2,6 ym) Phenomenex
(Torrance, CA, EUA);

v' Sistema gerador de nitrogénio Peak Scientifics, Instruments Ltda (Escécia).

v" Turbidimetro digital portatil modelo 2100P Hach (Loveland, CO, USA)

v TOC-L (Total Organic Carbon Analysis) -SSM 5000 A Shimadzu (USA)

4.2 Reagentes, solventes e materiais
v Acido fosférico 0.1 M, Merck (RJ, Brasil);
v Acido férmico, Merck (RJ, Brasil);
v Acetato de amoénio, Merck (RJ, Brasil);
v Acido acético, J.T Baker (Mallinckrodt, NJ, USA);
v' Agua destilada;
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v' Agua Ultrapura, purificada em sistema Direct-Q UV3® Millipore (resistividade
18,2 MQ cm);

v Acetonitrila e metanol grau HPLC J.T Baker (Mallinckrodt, NJ, USA);

v" Acido acético (CH3COOH) glacial 96%, Merck (RJ, Brasil);

v" Cloreto de sédio (NaCl) P.A., Merck (RJ, Brasil);

v Quitina (produzida e caracterizada no Laboratério de Operagbes Unitarias da
Escola de Quimica e Alimentos da FURG, a partir de residuos de camardo rosa
Farfantepenaeus brasiliensis);

v' Sulfato de magnésio (MgSOa) anidro J.T. Baker (Mallinckrodt; USA);

v' Detergente Extrane neutro, Merck (RJ, Brasil);

v/ Padrdes analiticos: metilparabeno (nipagin), propilparabeno (nipazol),
benzilparabeno, isopropilparabeno, fenilparabeno foram provenientes da Sigma Aldrich
(USA); etilparabeno, butilparabeno provenientes da Chem Service (Estados Unidos)
isobutilparabeno, pentilparabeno provenientes da C/D/N Isotopes (Canada);

v A pureza dos padrdes analiticos foi superior a 96% para todos os analitos, e, se
necessario, foi feita a correcao de pureza durante o preparo;

v' Gas argbnio analitico 5.0 usado como gas de colisdo no sistema LC-MS/MS
(White Martins, Brasil);

v’ Detergente Extran® neutro, Merck (RJ, Brasil);

v' Membrana filtrante Politetrafluoretileno (PTFE) 0,45 um de diametro de poro e
47 mm de diametro, Merck Millipore (SP, Brasil);

v' Membrana filtrante de acetato celulosa 0,45 pm de diametro de poro e 47 mm
de didametro (Madrid, Espanha);

v’ Cartucho para extracdo em fase solida Strata C18-E (55 um, 70 A) 500 mg 3 mL,
Phenomenex (CA, USA)

v' Frascos de vidro (vial), capacidade de 2,0 mL;

v Vidraria comum de rotina (baldes volumétricos, pipetas volumétricas, béquer,
funil, etc).

v Tubos de polipropileno, com tampas rosqueaveis, capacidade de 15 e 50 mL de
capacidade, Sarstedt (Alemanha);
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4.3 Preparo das solugfes analiticas

Foram preparadas as solu¢des estoque, contendo 1000 mg L* de cada composto
pela dissolucdo dos padrdes solidos em acetonitrila, considerando o grau de pureza. A
partir das solucdes estoques de 1000 mg L* foram preparadas solugées trabalho na
concentracdo de 100 mg L de cada substancia em acetonitrila.

Uma solucéao trabalho contendo a mistura dos nove analitos na concentracédo de
1 mg L foi preparada a partir da solugéo de 100 mg L™*. Diluicdes desta solucéo trabalho
na fase movel foram preparadas diariamente para o estudo e validagdo do método. As
solugbes foram armazenadas em frascos ambar e estocadas a -18 °C.

4.4 Selecao dos analitos para o estudo

A escolha foi baseada na ocorréncia em amostras ambientais, frequéncia no uso
como conservantes de PPCPs, assim como, seu comportamento baseado nas suas
propriedades fisico-quimicas: polaridades, solubilidade em &agua e acidez. Sendo
selecionados os seguintes parabenos: MPB, EPB, IsPPB, PPB, PhPB, IsBPB, BPB,
BzPB e PePB.

4.5 Amostras

4.5.1 Agua de abastecimento

As amostras de agua empregadas na validacdo do método foram coletadas
diretamente da rede municipal de abastecimento de agua (na torneira do laboratério).

Para a aplicabilidade do método foram coletadas quatro amostras de agua tratada
na planta de abastecimento da CORSAN nos messes de Agosto até Novembro. As
amostras foram coletadas de acordo com o Guia Nacional de coleta e preservacédo de
amostras em frascos de vidro ambar, armazenadas sob refrigeracdo e levada ao
laboratério para extracéo e analise no mesmo dia da coleta (BRANDAO et al., 2011). As

amostras foram filtradas antes da extragéo.

4.5.2 Agua mineral sem gas

Para a aplicabilidade em agua mineral sem gas foram adquiridas garrafas de
quatro marcas (1 amostra/marca) de facil aquisicdo nas apresentacbesde 1 Le 1,5L no
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mercado local, as quais foram nomeadas como amostras A até H. Para todas as
amostras foram medidos os parametros de pH e turbidez. Nenhuma etapa prévia a
extracdo, como por exemplo, filtracdo, foi necessaria nas amostras de agua mineral. As
amostras foram coletadas de acordo com o item 11.3 da Resolugdo n° 310 (ANVISA,
1999).

4.5.3 Lodo

As amostras de lodo empregadas na validacdo do método foram coletadas nos
meses de Setembro e Outubro diretamente da estacdo municipal de abastecimento de
agua CORSAN.

Para a aplicabilidade do método foram coletadas amostras de lodo proveniente
do processo de centrifugacdo na planta de abastecimento da CORSAN com o uso de
uma pa de jardineiro segundo procedimento B.4.1 (ABNT, 2004b). Para todas as
amostras foram medidos os parametros de pH (H20) segundo o Manual de Métodos de
Andlises de Solo (EMBRAPA, 1997), a turbidez da 4gua sobrenadante no lodo de ETA
foi realizada pelo Método Nefelométrico (DE ALMEIDA et al., 2010) e os valores de
Carbono Total CO(%) e Carbono Inorganico Cl(%) foram realizados no Laboratério de
Oceanografia Geologica. A fim de preservar as propriedades fisico-quimicas o
armazenamento da amostra foi realizado a -4 ‘C, sendo s6 descongelado 12 h antes de

Seu uso.

4.6 Sistema cromatogréafico para determinacao de parabenos em amostras ambientais

4.6.1 Preparo da fase movel

Os solventes empregados na fase movel foram filtrados a vacuo (600 mmHg)
através de membranas nylon (0,45 um). A &gua ultrapura utilizada apresentou uma
resistividade de 18,2 MQ cm (25°C).

Os solventes foram degaseificados em ultrassom por 15 min, a temperatura
controlada (25°C). A fase moével foi armazenada em frascos de vidro translicidos, os

guais foram rotulados.
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4.6.2 Escolha da composicao, vazao da fase mével e modo de eluicdo em coluna C18

capeada

A fase movel ideal deve solubilizar todos os componentes da amostra, apresentar
baixa ou nenhuma reatividade, possuir baixa viscosidade e toxicidade e estar disponivel
em elevado grau de pureza (LANCAS, 2004; COLLINS et al., 2006).

Devido a similaridade nas propriedades fisico-quimicas dos analitos (polaridade,
pKa, entre outras) foram testados sistemas binarios (Metanol/Agua, Acetonitrila/Agua) e
ternarios (Agua/Metanol/Acetonitrila), em diferentes modos de eluicdo (isocratico e
gradiente), com e sem a adicao de acidos organicos (acético e férmico), assim como
com e sem a adicdo de uma base organica (acetato de amonia). Definiu-se como
parametros qualitativos para a escolha da melhor fase mével a separacéo cromatografica

dos picos entre os eluentes e a resposta dos analitos (intensidade do sinal).

4.6.3 CondicOes do espectrometro de massas

Com o objetivo de obter as melhores condi¢gbes na fragmentacao foram injetadas
de maneira individual solucdes do padrdo analitico na concentragdo de 1,0 mg L, no
espectrometro de massas. O modo de ionizacao selecionado foi 0 electrospray negativo
(-), baseado na revisdo da literatura. Os demais parametros como dwell time,
temperatura da fonte, temperatura de dessolvatacdo, vazdo de gas de dessolvatacao

para secagem do solvente também foram otimizados.

4.7 Extracdo em fase soélida (SPE)

O método empregado para as amostras aquosas foi baseado em um estudo
desenvolvido inicialmente para a determinacdo de agrotdéxicos e PPCPs de diferentes
classes (CALDAS et al, 2013), o qual utliza 250 mL de amostra aquosa,
condicionamento dos cartuchos com 3 mL de MeOH, 3 mL de agua ultrapura e 3 mL de
agua ultrapura pH 3, e eluicdo em duas aliquotas de 1 mL de MeOH.

Os testes realizados durante a escolha das melhores condi¢cdes experimentais
para a extracdo dos nove parabenos em amostras aquosas foram realizadas seguindo
as etapas do procedimento de extracdo, mediante analises em triplicata onde cada
replicata foi injetada trés vezes no equipamento. O efeito do pH na SPE foi avaliado em
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condi¢cbes nédo acidificadas (pH=6) e acidificadas (pH=3). O ajuste do pH foi realizado

com &cido fosforico 1:1 (v/v).

4.8 QUEChERS

O método QUEChERS empregado para as amostras de lodo de ETA foi
desenvolvido inicialmente para a determinacdo de PPCPs de diferentes classes Pode-
se observar na Figura 6, as condi¢cdes experimentais e etapas envolvidas no método
(CERQUEIRA, 2013).

Os testes realizados durante a escolha das melhores condi¢cdes experimentais
para a extracdo dos nove parabenos em amostras de lodo de ETA foram realizadas
seguindo as etapas do procedimento de extracdo, mediante analises em triplicata onde
cada replicada foi injetada trés vezes no equipamento.
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Figura 6. Fluxograma do método QUEChERS utilizado na analises de parabenos em lodo de ETA Umido
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4.9 Validacdo dos métodos

O desenvolvimento de um método analitico, a adaptacdo ou implementacédo de
meétodo conhecido, envolve processo de avaliacdo que estime sua eficiéncia na rotina
do laboratério (BRITO et al., 2003). A ISO definiu este processo como a confirmagao por
testes e apresentacdo de evidéncias objetivas de que determinados requisitos sao
preenchidos para um dado uso intencional (ISO, 2005).

Os parametros avaliados neste trabalho foram limite de deteccdo, limite de

quantificacdo, curva analitica, linearidade, efeito matriz, exatidao e preciséo.

4.9.1 Limite de deteccao (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ)

O LOD é definido como o menor valor de concentracdo do analito que pode ser
detectado (INMETRO, 2010), mas n&o necessariamente quantificado (RIBANI et al.,
2004). O LOQ é definido como o menor valor de concentracdo do analito que pode ser
detectado (INMETRO, 2010) e quantificado.

Os valores do LOD e LOQ instrumentais (LODi, LOQI) para cada analito foram
estimados a partir do método de sinal-ruido (s/n, do inglés sinal-noise) através do
software do equipamento, considerando no minimo 3 e 10 vezes a razdo do sinal pela
linha de base (ruido) respectivamente, baseadas nas equacbes (1) e (2) como é
apresentado na Figura 7.

Figura 7. Relacao sinal/ruido para o calculo de limites instrumentais.

s ’\ Sinal B
LODi =—;LODi =3 (1)
n

LOQi =2;1L0Qi =10  (2)

Onde:
s: sinal
r: ruido

Sinal A

ruido




57

No caso da SPE o fator de concentracdo do método (FPCm) é de 125 vezes. O
LOD do método (LODm) foi calculado pela divisdo no FPCm segundo equacao (3). O
LOQ do método (LOQm) foi calculado segundo a equacéao (4).

_ LODi _ LOqi

Para a confirmacdo desses limites foram fortificadas amostras nessas
concentracbes, considerando validados estes valores ao se obter recuperagbes
experimentais entre 70 a 120% e valores de RSD inferiores ou iguais a 20% (SANTE,
2015). O método QUEChERS nao apresenta FPCm, ao considerar um volume de

solvente (10 mL ACN) e uma massa de amostra (10 g lodo de ETA).

4.9.2 Curva analitica e linearidade

A linearidade é definida como a capacidade do método em gerar resultados
linearmente proporcionais a concentracdo do analito. No caso da curva analitica, pode
avaliar-se a qualidade através do coeficiente de correlagéo (r), uma vez que demonstra
a variacao dos dados obtidos sendo menor quanto mais préximo de um (1) for o valor de
r, considerando-se como evidencia de um ajuste ideal dos dados para a linha de
regressao (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004).

A linearidade do instrumento foi avaliada pela construcdo das curvas analiticas
através de padronizacdo externa no solvente e no extrato branco da matriz. A avaliacao
da linearidade do método foi feita pela curva trabalho, sendo fortificadas amostras de
agua e lodo em diferentes niveis com a solucao padréo dos analitos. As amostras foram
submetidas ao processo de extracdo (SPE e QUEChERS, respectivamente) para
posterior analise por LC-MS/MS.

Para a construcdo das curvas analiticas, foram preparados trés grupos de

solucdes:

Grupo 1: Diluicbes em diferentes concentracbes a partir da solucdo padrdo de
trabalho no solvente (Metanol na SPE e Acetonitrila acidificada (1%
CH3COOH) no QUEChERS)

Grupo 2: Diluicbes em diferentes concentracfes a partir da solucdo padrao de

trabalho no extrato branco da matriz (Agua e lodo) (pos fortificacao)
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Grupo 3: SolugBes obtidas a partir da extragdo das amostras de agua e lodo
fortificadas com a solucéo padréo (pré fortificacéo)
O grupo 1 e 2 foi utilizado para o calculo do efeito matriz, e o grupo 3 para o célculo
das recuperacdes. Todas as solucdes foram injetadas em triplicata no equipamento, e
cada curva teve no minimo cinco (5) niveis de concentracao.
Através do software do equipamento foram obtidas as equacfes das curvas
obtendo os parametros de regresséo linear a partir dos quais foram avaliados os

coeficientes de correlacdo linear (r) e coeficiente de determinacéo (R?).

4.9.3 Efeito Matriz (EM)

O efeito matriz é definido como a diminuicAo ou o aumento da resposta
instrumental do analito devido a presenca de outros compostos (BOQUE, 2005). A
avaliacdo do EM foi realizada através da comparacéao dos coeficientes angulares (a) das
curvas analiticas por padronizacdo externa no solvente e no extrato branco da matriz

(Agua da torneira) e lodo de ETA. O calculo deste parametro € obtido pela equagéo (5).

Xq1—
EM =—x100 (5)

a;

Onde:

ai1: Coeficiente angular da curva para cada analito obtida pelas injecdo das
solucBes analiticas em diferentes concentracdes, preparada no extrato branco da matriz.

a2. Coeficiente angular da curva para cada analito obtida pela injecdo das
solucBes analiticas em diferentes concentracfes, preparada no solvente (metanol ou
acetonitrila acidificada (1% CHsCOOH).

Durante a aplicabilidade, o EM (%) foi avaliado comparando as areas obtidas das
entre as solugdes analiticas no solvente (metanol) e no extrato da matriz (Agua mineral)
na concentracdo LOQ para a maioria dos analitos. O calculo por areas e realizado

atraves da equacéo (6).

A — A
EM(%)=%x10O (6)
2
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Onde:

A1; Média aritmética das areas obtidas pela injecdo da solucdes preparadas
atraves de diluicdes da solucdo padrao no solvente em uma concentracao intermediaria
para cada analito.

A2; Média aritmética das areas obtidas pela injecdo das solucdes preparadas
através de diluicbes da solucdo padrdo no extrato da matriz em uma concentracdo
intermediaria para cada analito.

O EM é classificado de acordo com a faixa do valor, sendo considerado como
baixo entre -20sEM(%)<+20, como médio entre -20<EM(%)<-50 ou +20<EM(%)<+50 e
como alto entre -50<EM(%) ou EM(%)>+50 (ECONOMOU et al., 2009).

4.9.4 Exatidao

Este parametro foi avaliado através da concordancia entre o valor médio obtido
de uma série de resultados (area obtida da amostra fortificada) em relacédo ao valor de
referéncia (valor verdadeiro) (area obtida do padrdo), chamada de recuperacdo média
(SANTE, 2015) para trés niveis de concentracao para cada analito.

As amostras (agua e lodo) foram fortificadas em concentracdes equivalentes ao
LOQ, 5LOQ e 10LOQ para posteriormente serem submetidas ao processo de extragao
e determinacédo por LC-MS/MS em triplicata para cada nivel, assim como a injecdo em
triplicata por cada um dos niveis.

A determinacao das recuperacdes (R), foi calculada utilizando a equacéo (7), onde
foram substituidos os valores médios das areas para as amostras fortificada (pré
fortificacdo e pos fortificacdo) e amostras nao fortificada (branco).

A —A
R = pref branco x100 (7)

Aposy

Onde:

m: Media aritmética das areas obtidas por pré fortificacdo da amostra.
Apranco. Média aritmética das areas obtidas da amostra nao fortificada.

%: Media aritmética das areas obtidas no solvente (lodo) e no extrato da matriz

(agua) (pos fortificacdo).
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4.9.5 Precisao

A precisdo do método foi avaliada através do célculo da estimativa do Desvio

Padréao Relativo (RSD). O célculo foi realizado através da equacao (8):

s
RSD = - *100 (8)

r

Onde:

s: estimativa do desvio padréo absoluto

A, Media das medidas em replicata

Com o objetivo de avaliar a concordancia nas medi¢fes sucessivas do método
sobre as mesmas condicbes de repetitividade (mesmo procedimento de extracao;
mesmo analista; mesmas condi¢des cromatograficas; injecdo em triplicata; mesmo local
e repeticbes em um curto intervalo de tempo) (RIBANI et al., 2004) amostras foram
fortificadas nos mesmos niveis de concentracdo no qual foi avaliada a exatiddo (LOQ,
5L0OQ e 10LOQ), para o calculo da repetitividade (RSDr).

Outro parametro avaliado foi a preciséo intermediaria (RSDi), a qual foi realizada
nas mesmas condicbes de repetitividade para os niveis (5LOQ e 10LOQ) e em dias

diferentes.



5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1 Selec¢éo das melhores condi¢des de deteccdo no espectrometro de massas

Com o uso de solug@es individuais dos padrdes analiticos na concentracdo de
1 mg Lt injetadas no espectrometro de massas se determinou as melhores condicées
de fragmentacdo dos ions monitorados nas seguintes condi¢cdes operacionais:
temperatura de fonte de ionizacdo 100 °C, temperatura de gas de solvatacdo (N2) de 400
°C, vazéao de géas de dessolvatacdo de 500 L h'! e vazéo de géas de cone de 50 L h.

A ESI foi utilizada como fonte de ionizacdo a pressdo atmosférica devido a
mediana polaridade dos analitos, valores de Log Kow entre 2 e 4 (ALMEIDA e
NOGUEIRA, 2014; CABALEIRO et al., 2014; CHEMSPIDER, 2015), assim como, pela
estrutura molecular dos analitos que apresentam grupos carboxilas e hidroxilas com uma
maior tendéncia a perda de prétons. De acordo com LEE et al. (2006), 0 modo negativo
ESI(-) mostrou-se o melhor para a desprotonacdo e formacédo dos ions moleculares
negativos [M—H]™ de parabenos, sendo utilizado para este estudo 0 modo negativo o qual
apresentou as melhores reposta de intensidade para os fragmentos dos ions
monitorados.

Na Figura 8, apresenta-se 0s parametros otimizados no espectrdbmetro para 0s
nove compostos estudados por ESI(-) no modo SRM, assim como, a sequéncia de
fragmentacdo monitorada a qual consistiu na maioria dos analitos na perda da cadeia
alquila unida ao grupo éster (m/z 136) seguido pela perda de CO2 (m/z 92). Este padrao
de fragmentacao ja foi reportado em outro estudos (NUNEZ et al., 2008; GONZALEZ-
MARINO et al., 2009; BENITEZ-VILLALBA et al., 2013; MOOS et al., 2014). O PhPB
apresentou um padrao de fragmentacao diferente Q 213,16(92,9) q 213,16(64,9), ao
encontrado na reviséo da literatura Q 213,0(92,9) q 213,01(136,0) (BENITEZ-VILLALBA

et al., 2013) e ao obtido para a maioria dos analitos.
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5.2 Escolha da composicao e vazao da fase mével

Definiu-se como parametros qualitativos para a escolha da melhor fase movel:
resposta do instrumento (area do pico) e a separagao cromatografica dos picos. O
solventes empregados como fase movel foram agua, metanol e acetonitrila.

Na revisdo bibliografica pode-se observar que as fases moéveis mais comumente
utilizadas na determinacdo de parabenos sao binarias tais como agua/metanol
(ALMEIDA e NOGUEIRA, 2014; CARMONA et al., 2014) ou 4gua/acetonitrila (RENZ et
al., 2013; ROCIO-BAUTISTA et al., 2015; SERRA-ROIG et al., 2016) com a adicéo de
modificador orgéanico (acido acético, acido féormico ou acetato de aménio) ou sem a
adicao de modificador.

O uso de acetato de aménio (Figura 9) como modificador em uma fase movel
binaria (dgua ultrapura/metanol) apresentou uma diminuicdo do sinal para os 9 analitos
determinados em relacdo ao uso da mesma fase mével sem adicdo de modificador. Este
comportamento deve-se ao incremento na concentragdo de &anions no aerossol
competindo com os anions do composto monitorado pela superficie da gota
(GONZALEZ-MARINO et al., 2009). Da mesma forma, o acido acético (Figura 9) em
uma fase binaria (dgua ultrapura/acetonitrila) foi testado como modificador apresentando
supresséao no sinal dos parabenos, em relagdo ao uso da mesma sem modificador. Isto
deve-se a formacéo da forma neutra dos compostos a qual gera uma diminuicdo na
resposta no ESI(-) (GONZALEZ-MARINO et al., 2009).
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Figura 9. Area do pico para os analitos ionizados no modo negativo empregando como
modificador o acido acético 0,1%, acetato de amoénio 5 mM e sem modificador.
Condicdes de eluicdo MeOH/agua 60:40, Isocratico, 0,2 mL mint. Barras de erro
representam o desvio padréo relativo (n=3, 3 injecdes)
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Foi testada entdo uma fase moével ternaria composta por A: agua ultrapura 0,1%
acido férmico e B: metanol/acetonitrila 50:50 (v/v) 0,1% acido férmico utilizada com
sucesso em andlises de PBs, incluindo os isdmeros IsPPB, PPB, IsBPB e BPB (Figura
10) em colunas C18 Fused-core™ (PERKINELMER, 2011).

Figura 10. Isbmeros IsPPB, PPB, IsBPB e BPB
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A condicao anteriormente descrita foi testada com e sem a adicdo do modificador,
apresentando a melhor resposta do sinal para os nove analitos em estudo sem a adi¢cao
de modificador (Figura 11), incluindo os isdbmeros sendo a condi¢ao escolhida. Estudos

recentes ja reportaram o uso de fases moveis ternarias: agua, metanol e acetonitrila na
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determinacao de conservantes de diferentes classes, incluindo os parabenos (DIAS et
al., 2015).

Figura 11. Area do pico para os analitos ionizados no modo negativo com o uso de &cido
formico 0,1% como modificador e sem modificador em fase movel ternaria
(ACN/MeOH/agua 25:75, Gradiente, 0,4 mL min-1) no modo gradiente. Barras de erro

representam o desvio padréao relativo (n=3, 3 injecdes)
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Pode-se observar que com a adi¢do do acido férmico (pka = 3,5) (Figura 10) na
fase mével a diminui¢do na resposta do sinal € maior, em relacéo ao acido acético (pka
=4,5) (Figura 9). Com o aumento do pH na fase mével a dissociacdo dos ions aumenta,
enquanto fora este valor mais proximo ao valor do pKa do analito aumenta-se a
suscetibilidade ao efeito do pH e a sua resposta (sinal) (SHIMADZU, 2016). Neste
contexto, os analitos em estudo apresentam valores de pKa na faixa de 8,17 até 8,40,
sendo mais proximo ao valor de pKa do acido acético.

Foi testado o uso de metanol como solvente na fase moével em coluna C18
capeada apresentando co-eluicdo dos analitos como é apresentado na Figura 12 (b).
Devido a este resultado foi testado o uso de um solvente com uma maior forca
eluotropica (‘e) com a finalidade de melhorar a separacdo cromatografica dos nove
analitos, incluindo os isémeros. O uso de acetonitrila (3,1 “¢) a qual apresenta uma forca
de eluicdo maior em relacdo ao metanol (1,0 “€) em colunas C18 (SANDERKOK., 2007),
também apresentou co-eluicdo dos analitos como é apresentado na Figura 12 (a). Com

0 uso de fases moveis binarias a separacdo cromatografica dos isébmeros (IsPPB, PPB,
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BPB, IsBPB), ndo foi ideal quando utilizada a coluna C18 capeada apresentando co-
eluicdo. Este comportamento ja foi reportado em diversos estudos na separacao de
isbmeros de parabenos em colunas C18 (GONZALEZ-MARINO et al., 2009; MOOS et
al., 2014; ROCIO-BAUTISTA et al., 2015).

O uso de uma fase movel ternaria constituida por A: agua ultrapura, B:
metanol/acetonitrila 50:50 (v/v), permitiu a separagcdo dos nove compostos, que incluiam
isdmeros na coluna C18 capeada apresentada na Figura 12 (c), baseada na forca

eluotropica intermediaria obtida da mistura MeOH:Acetonitrila.
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Figura 12. Separagéo cromatografica obtida para a mistura de padrdes em fases moveis
binarias: ACN/agua 25:75 (a), MeOH/agua 40:60 (b) e ternaria ACN/MeOH 50:50 /agua

25:75 (c) em coluna capeada Kinetex C18 Phenomenex
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Estudo prévios que alcangaram uma separagdo adequada de isémeros utilizaram
colunas C18 Fused-Core™ a fim de se obter uma separacao de isbmeros de PBs mais
seletiva através da reducgdo das caidas de pressao e uma melhor difusdo dentro e fora
da fase estacionaria (Tabela 9). Vale ressaltar a redugcédo no custos quando se utiliza

coluna C18 capeada em relacéo a colunas C18 Fused-core™.
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Tabela 9. Reviséo de estudo que utilizaram colunas C18 na separacao de isbmeros de PBs

Vazao

Coluna Carateristica Modificacao - Matriz Isbmeros Referéncia
(mL min™)
Fused-core™,
reducdo das
caidas de
Brownlee HRES 50 mm x 2,1 ~ " IsPPB, PPB,
C18 Perkin Elmer mm: 1,9mm p.regsa_o~ e 0,5 Cosmeéticos BPB, ISBPB (PERKINELMER, 2011)
diminuicao da
friccao por
aguecimento.
Fused-core™ e
Halo™ C18 melhora T e
Advanced 100 mm X . . " S IsSPPB, PPB, (GONZALEZ-MARINO
material 2,1mm; 2,7 mm dlflusao d dos 0.2 Aguas residuals BPB, IsBPB et al., 2009)
technology solutos dentro e
fora da fase
estacionaria.
Atlantis - dC18 150 mm x 30 i%‘ff%ﬂa’ dos  0,1-0,4 Urina ISPPB, PPB,  \00s et al., 2014)
Waters mm; 3 pm >duGe . - BPB, IsBPB v
sinaldis residuais
e fguaae
Kinetex C18 50 .mm x 3,0 hidrofébica e 0.4 qbastec!mento, IsPPB, PPB, ESTE ESTUDO
Phenomenex mm; 2,6 um - agua mineral, lodo  BPB, IsBPB
seletividade em de ETA

grupos metilenos
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A fase movel escolhida para a separacdo cromatografica foi ACN/MeOH/agua em

uma coluna capeada C18 Kinetex Phenomenex (50 mmx3,0 mm d.i, 2,6 ym), demais

parametros instrumentais sdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Condi¢cbes empregadas no sistema cromatografico LC-MS/MS

Parametros instrumentais

Polaridade
Temperatura de fonte (°C)
Temperatura de dessolvatacéo (°C)

Vazéao de géas de dessolvatacédo (L h't)

Vazéao de gas de cone (L h'1)
dwell time (s)

ESI (-)
100
400
500
50

0,3

O modo de eluicdo escolhido foi o modo gradiente, na Tabela 11 apresenta-se as

condicBes de eluicdo empregadas com um tempo total de anéalise de 24 min.

Tabela 11. Condi¢des de eluicdo empregadas no modo gradiente

T (min)

Agua Metanol

Acetonitrila

0
2
4
8
13
16
18
19
24

75
75
65
63
60
60
20
75
75

12,5
12,5
17,5
18,5
20
20
40
12,5
12,5

12,5
12,5
17,5
18,5
20
20
40
12,5
12,5

5.3 SPE

5.3.1 Efeito do pH para amostras aquosas

A avaliacdo do pH foi feita em as duas condi¢cbes validadas por CALDAS et al.

(2013) nao acidificada (pH=6) e acidificada (pH=3), através de ensaios de recuperacao

para os nove parabenos (Tabela 12). Também foi avaliado o EM nas duas condicdes.
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Tabela 12. Recuperacbes (R%) para a condicdo nao acidificada (pH=6) e acidificada

(pH=3) na concentragdo 0,05 mg L't em 4gua de abastecimento

Recuperacoes EM (%)
Analito R + RSD (%)
pH=6 pH=3 pH=6 pH=3

MPB 109 +13 108 £ 3 -7 5
EPB 797 116+ 9 -32 19
IsPPB 94+9 777 -7 -2
PPB 150 + 10 110+ 11 -14 -21
PhPB 100£5 97 + 13 -25 -12
IsBPB 779 106 £ 3 2 -4
BPB 122+3 97 +3 -10 -29
BzPB 169+ 12 1339 2 9
PePB 1217 124+ 4 -16 -12

Pode-se observar que em ambas condi¢des as recuperacdes para a maioria dos
analitos encontraram-se na faixa de 70-120% estabelecida como aceitavel para a
validacdo de métodos analiticos multiresiduos (SANTE, 2015). Este comportamento
pode ser explicado em fun¢éo da estabilidade dos parabenos em uma ampla faixa de pH
(BLEDZKA et al., 2014). ESRAFILI et al. (2014), avaliou o efeito do pH na extracao de
PBs na faixa de 1-9 evidenciando que nao € significativo a variacdo na extracdo de PBs.
Na Figura 13, pode-se observar para o MPB a forma nédo dissociada (espécie 1) tem
mais afinidade com o sorvente C18 (apolar) na faixa de pH 3 a 6 contida no cartucho
aumentando sua retencdo. Por outra parte, o EM mostrou-se semelhante nas duas

condi¢cbes sendo baixo (<20%) para a maioria dos analitos em estudo (Tabela 12).
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Figura 13. Variag&o na percentagem (%) de dissociagdo do metilparabeno e sua

espécie dissociada
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No entanto, GONZALEZ-MARINO et al. (2011) demostrou que além dos
parabenos ter valores de pKa=8, condigbes &cidas fracas (pH 3) sdo melhores para a
extracdo de PBs e seus isbmeros em fase reversa, apesar de provocar a retencédo dos
acidos humicos presentes em matrizes aquosas. Estudos prévios utilizaram a SPE com
ajuste de pH=3 para extracdo de MPB em amostras de 4gua potavel e agua superficial
(SILVEIRA et al., 2013) apresentando recuperacfes acima do 97% e PPB &gua
superficial (CALDAS et al., 2013) apresentando recuperacdes acima de 76%. Devido a

isso, decidiu-se escolher a condi¢édo acidificada.

5.3.2 Condicbes da SPE selecionada

O procedimento SPE empregou 250 mL de amostra, previamente acidificadas a
pH=3 e filtradas através de membranas de acetato de celulose (0,45 um) (CALDAS et
al., 2013), com pressédo do vacuo de 600 mmHg. Posteriormente as amostras foram
percoladas em cartuchos SPE contendo 500 mg de fase estacionaria C18 e capacidade
de 3 mL, com tamanho médio de particula de 55 um onde os cartuchos foram
previamente condicionados com 3 mL de metanol, 3 mL agua ultrapura e 3 mL agua
ultrapura (pH=3). A percolacdo ocorreu a uma pressao do vacuo de 350 mmHg. O tempo

do secagem dos cartuchos foi de 15 min a pressao atmosférica.
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A eluicdo dos cartuchos foi realizada com 2 mL de metanol (2 aliquotas de 1 mL)

e posterior analises por LC-MS/MS.

5.3.3 Validacdo do método empregando SPE e LC-MS/MS

5.3.1.1 Limite de detecc¢ao e quantificacao

Os valores de LOQi e LOQm sé&o apresentados na Tabela 13.
Tabela 13. Limite de deteccéao instrumental (LOD:i), Limite de Quantificacdo instrumental
(LOQI), limite de deteccdo do método (LODm) e limite de quantificacdo do método
(LOQm)

LODi LOQi LODm LOQm

Analito (mg L?) (mg L?) (ng L) (ng L)
MPB 0,003 0,01 24 80
EPB 0,003 0,01 24 80
IsPPB 0,003 0,01 24 80
PPB 0,0015 0,005 12 40
PhPB 0,0015 0,005 12 40
BzPB 0,0015 0,005 12 40
IsBPB 0,0015 0,005 12 40
BzPB 0,0015 0,005 12 40
PePB 0,0015 0,005 12 40

Os valores reportados na Tabela 13 para os valores de LODm foram inferiores ou
similares aos encontrados na literatura para a determinacédo de parabenos 100-300 ng
Lt (MPB, EPB, PPB e BPB) (RENZ et al., 2013), 50-500 ng L** (MPB) (SILVEIRA et al.,
2013), utilizando a SPE.

Adicionalmente, os valores de LOQm encontram-se na faixa dos valores
detectados em estudos em matrizes aquosas. MPB foi detectado em concentragfes
<LOQ (100 ng LY) em &gua de abastecimento no Sul do Brasil (SILVEIRA et al., 2013).
CARMONA et al. (2014) detectou valores de 40 ng L (MPB) em 4gua mineral e 119 ng
L1 (MPB) e 145 ng L' (PPB) em aguas superficiais da Riviera Turia, Espanha. Em aguas

superficiais e subterraneas da Riviera BesOs na Espanha foi detectado a presenca do
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MPB em concentracdes de 38,9 ng L' até 194 ng L' e PPB em concentragées de 61,9
ng Ltaté 73,3 ng L'* (SERRA-ROIG et al., 2016).

5.3.1.2 Curva analitica e linearidade

As curvas analiticas por padronizacao externa (solvente) e padronizacdo externa
(extrato) tiveram como primeiro ponto o valor do LOQ e como ponto maior a
concentragdo de 0,5 mg L, garantindo que todas as curvas apresentassem no minimo
cinco niveis de concentracdo. No caso da curva trabalho (amostras pré fortificadas),
considerando o processo de extracdo que tem um fator de preconcentracdo de 125x
vezes a faixa encontrou-se entre o LOQm até 4000 ng L.

As curvas analiticas (solvente e extrato) sdo apresentadas na Tabela 14. Os
valores de coeficiente correlagcéo (r) variaram entre 0,9934 e 0,9995, em concordancia

com o critério estabelecido pela ANVISA (r>0,99) para todos os analitos.

Tabela 14. Resultados obtidos para as curvas analiticas no solvente e no extrato da

matriz
Faixa  Curva analitica por r Curva analitica por r
Analito linear padronizacéao padronizagéao
(mg L1) externa (solvente) externa (extrato)

MPB 0,005-0,5 y=21703x + 38,264 0,9977 y=16685x — 18,657 0,9934
EPB 0,005-0,5 y=22912x + 18,392 0,9994 vy =20506x - 60,806 0,9939
IsPPB 0,005-0,5 y=26412x +43,021 0,9987 y=27392x—55,422 0,9951
PPB 0,01-0,5 y=30803x +32,858 0,9988 y=31804x-47,66 0,9932
PhPB 0,01-0,5 y=43246x +29,121 0,9983 vy =48228x - 121,91 0,9995
IsBPB 0,01-0,5 y=37993x + 55,542 0,9991 y=42201x- 34,777 0,9969
BPB 0,01-0,5 y=30520x + 60,555 0,9990 vy =35451x-56,901 0,9952
BePB 0,01-0,5 y=236242x + 46,004 0,9984 y=41935x-102,31 0,9944

PePB 0,01-0,5 y=41191x+ 45,613 0,9987 vy =34545x-74,473 0,9992
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5.3.1.3 Exatidao e precisao

Através de ensaios de recuperacao (R) foi avaliada a eficiéncia da SPE. Os
valores de recuperacao foram entre 70 e 115%, estando dentro da faixa aceitavel (70-
120%). Também foi avaliada a preciséo intermediaria (Tabela 15) nos seguintes niveis
5LOQ e 10LOQ. Os valores obtidos para todos os PBs ficaram entre 70 e 88% e os

valores de RSD (%) foram inferiores a 14%.



Tabela 15. Recuperagdes (%) e precisao (RSD) em termos de repetitividade e precisao intermediaria para os analitos nos diferentes

niveis de fortificacao

RiRSD

Analito LOQ R+ RSD 5L0Q Rt RSD 10LOQ RtRSD (%)
(ng L) (%) (ng L) (%) (ng L) (%) LOQ 5L0Q 10L0Q
MPB 80 115+ 4 200 79 +15 400 712 98 +3 88 + 12 81+6
EPB 80 99 +19 200 92 +20 400 74 +4 75+3 72+13 77+8
IsPPB 80 90 +15 200 83 +18 400 71+6 70+9 71+ 11 74 +9
PPB 40 88 + 11 200 84 +16 400 74 +6 74 +13 77+9 80 +4
PhPB 40 84 + 11 200 94 + 17 400 74 +4 75+ 1 73 £ 11 73 £ 11
IsBPB 40 86 + 16 200 81+16 400 707 72+2 70 +£10 70+8
BPB 40 79+ 16 200 86 + 17 400 77+8 73 1 71+13 737
BzPB 40 80 + 20 200 82 +17 400 70+6 7020 7112 71+2
PePB 40 917 200 85+ 16 400 70 +13 72+7 75+ 14 83+8
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5.3.1.4 Efeito matriz

Através da inclinacéo das curvas analiticas no extrato da matriz e no solvente foi
calculado o efeito matriz (ECONOMOU et al., 2009). Os valores obtidos apresentaram
enriquecimento do sinal para PhPB, IsBPB, BPB e BzPB, assim como, supresséo do
sinal para os seguintes compostos: MPB, EPB, IsPPB, PPB e PePB (Figura 14).

Figura 14. Efeito matriz (agua de abastecimento) para os analitos na condicédo
acidificada (pH=3)
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Analito

Pode-se observar uma diminuicdo na supressédo do sinal com o incremento da
cadeia alquilica nos compostos com tempo de retencao (tr) na faixa de 3 até 10 minutos:
EPB (tr=6,27 s), ISPPB (tr=9,02 s) e PPB (tr=9,61 s). O composto MPB (tr= 3,43 s) com
0 menor tempo de retencdo apresentou o maior efeito de supressao do sinal, sendo
considerado segundo ECONOMOU et al. (2009) como um efeito matriz médio ao ser
maior que £20%. Este comportamento pode ser explicado devido a sua pequena cadeia
alquilica a qual apresenta uma baixa atividade de seus ions na superficie da gota gerada
no eletrospray gerando um maior blindagem da carga ao ter um maior raio do ion
hidratado aumentando a competicdo com outros ions menos blindados na ionizacéo
(CHROMACADEMY, 2016a). KASPRZYK-HORDERN et al. (2008), relacionou a

supressédo do sinal na interface do eletrospray com a presenca de impurezas (co-
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extrativos) nas matrizes aquosas analisadas durante o estudo de PPCPs, assim como,
a contribuicdo do alto percentual da agua comumente usada na fase moével na eluicdo
de analitos desta classe com tr entre 5 a 7 minutos.

Durante a aplicabilidade do método em agua mineral o EM também foi avaliado

sendo para a maioria dos compostos baixo EM (%)<20 na concentracdo LOQ.

5.3.1.5 Aplicabilidade em matrizes aquosas

A aplicacdo do método validado foi realizada em amostras de agua de
abastecimento da CORSAN da cidade de Rio Grande, RS, Brasil e em amostras de agua
mineral a fim de verificar a ocorréncia de PBs. Foi utilizada a padronizacdo externa
(extrato), em cincos diferentes niveis de concentracdo. Caracteristicas fisico-quimicas

como pH e turbidez das amostras aguosas sao apresentadas na Tabela 16.

Tabela 16. Propriedades fisico-quimicas para as amostras aquosas usadas na

verificacdo da aplicabilidade do método validado

Amostra Més da oH Turbidez
coleta/compra (NTU)

Agosto 2016 7,08 0,5
Agua de Setembro 2016 7,49 0,69
abastecimento Outubro 2016 4,83 0,21
Novembro 2016 6,71 1,43
Agua mineral A Setembro 2016 9,79 n.r
Agua mineral B Setembro 2016 7,63 n.r
Agua mineral C Outubro 2016 10,09 n.r
Agua mineral D Outubro 2016 7,10 n.r
Agua mineral E Janeiro 2017 7,15 n.r
Agua mineral F Janeiro 2017 7,06 n.r
Agua mineral G Janeiro 2017 5,83 n.r
Agua mineral H Janeiro 2017 6,79 n.r

n.r: ndo realizada
O ponto de coleta da agua de abastecimento foi realizado apds os tratamentos
fisico-quimicos implementados na ETA. Foi detectado apenas o MPB, e em

concentragdes menores que o LOQ (80 ng L1). Estudos prévios reportaram a presenca
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de PBs em agua de abastecimento da regido de Rio Grande (CALDAS et al., 2013;
SILVEIRA et al., 2013). CALDAS et al. (2013) reportou no mesmo local a ocorréncia do
PPB na concentracdo de 135,5 ng L. SILVEIRA et al. (2013), detectou em agua de
abastecimento da regido o MPB em concentracdes abaixo do LOQ (1000 ng L1). Os
parabenos sao conservantes amplamente usados em PPCPs e tem sido detectados em
agua de abastecimento de outros paises. CARMONA et al. (2014), detectou a presenca
do MPB, PPB e BPB em concentracdes entre 9 a 28 ng L't em dgua de abastecimento
na Espanha.

A pouca ocorréncia de PBs na agua de abastecimento, assim como a baixa
concentracdo encontrada do MPB em este estudo pode estar relacionada com a
eficiéncia nos diferentes processos fisico-quimicos aplicados na remocdo dos
contaminantes atingidos pela legislacéo local para aguas superficiais conseguindo atingir
os PBs uma vez que tem sido evidenciada a ocorréncia em aguas superficiais em Rio
Grande, Brasil onde ja foi detectado o MPB em concentragdes menores ao LOQ (8 ng L
1) em amostras coletadas entre 2010 e 2011 (CALDAS et al., 2013), e na faixa do LOQ
(1000 ng L) até 134000 ng L* em amostras coletadas entre 2011 e 2012 (SILVEIRA et
al., 2013).

Os resultados da aplicabilidade na agua mineral sédo apresentados na Tabela 17,
sendo que s6 o MPB foi detectado em concentracdes entre o LOQ até 242 ng Lt em
duas das quatro marcas comerciais analisadas. CARMONA et al. (2014) também
detectaram MPB, assim como, a deteccdo EPB, PPB e BPB foram reportadas para
amostras de agua mineral adquiridas no mercado local espanhol em concentracfes
entre 23 e 40 ng L1. Nos Estado Unidos, a presenca de BPB e BzPB também foram

investigados, mas estes ndo foram detectados (RENZ et al., 2013).



Tabela 17. Concentrac¢des dos analitos detectados em diferentes amostras de dgua mineral
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_ Loom A B C D E F G H

Analito (ng LY Conc. RSD* Conc. RSD* Conc. RSD* Conc. RSD* Conc. RSD* Conc. RSD* Conc. RSD* Conc. RSD*

(MgLy) %)  (glh) ) (gLh %) (gLy) %) (gLh) @) (gL %) (gL (%) (ng LY (%)

MPB 80 <LOQ <LOQ 242 34 111 10 105 31 103 17 125 24 90 26
EPB 80 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
IsPPB 80 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
PPB 40 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
PhPB 40 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
IsBPB 40 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
BPB 40 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
BzPB 40 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
PePB 40 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d

n.d: ndo detectado *(n=9, 3 extragdes, 3 injecdes)
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Dado o efeito aditivo dos PBs pelas diferentes vias de exposi¢céo (inalacgéo,
dérmica e ingestéo) deve-se considerar o aporte via ingestao das concentracdes obtidas
do MPB nas matrizes aquosas estudadas. Estudios prévios avaliaram os efeitos dos
PBs na saude humana (SCHUG et al., 2011; FRYE et al., 2012; DARBRE e HARVEY,
2014). Neste contexto, DARBRE e HARVEY (2014), estudaram a eficacia na estimulagéo
de células cancerigenas através de PBs em relacdo ao hormdnio estradiol, no caso do
MPB altas concentracdes (15x10° ng L) séo necessarias para ter uma eficacia similar a

este hormonio.

5.3.4 Comparagdo da SPE validada para a determinacdo de parabenos, incluindo

isbmeros com outros métodos SPE empregados em amostras aguosas

Na Tabela 18, é apresentado uma comparacéo das diferentes condi¢cdes de SPE
empregadas para a extracdo de parabenos em amostras de aguas com determinacdo
por LC-MS/MS. Pode-se observar que o método apresenta como vantagens a utilizacédo
de menores quantidades de solventes organicos na etapas de condicionamento dos
cartuchos e eluicdo dos analitos em relacdo a maioria dos outros métodos. Além disso,
o método abrange uma maior quantidade de parabenos em relacdo a outros estudos
utilizando cartuchos C18 nao tendo a necessidade do uso de cartuchos poliméricos que
apresentam um maior custo reduzindo assim o0s custos do método de preparo.
Parametros analiticos como a exatiddo (R%), a precisao (RSD) e o efeito matriz (EM),
mostrarem-se similares aos encontrados em outros estudos na extracdo de PBs
utilizando o método SPE.

Além disso, o0 método validado apresenta vantagens de ndo empregar etapa de
lavagem antes da eluicdo a nao realizar a etapa de evaporacao do solvente, diminuindo

tempo e custo.



Tabela 18. Estudos recentes que determinaram parabenos em matrizes aquosas usando SPE
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Condicioname

Amostra Parabenos Cartucho nto do Volume de amostra Lavagem (ngl'fr?g) R (%) RSD EM (%) Referéncia
sorvente
C18 5mL
MPB, EPB, Oasis acetonitrila ACN (RENZ et al.,
PPB, BPB  HLB 5 mL &gua 1000 m nr 5 mL) nd  nd n.d 2013)
200 mg 1% ACN
Agua MPB, C18-E ultra ugra 250 mL nr MeOH 52115 4-21 nd (CALDAS et
Superficial PPB 500 mg P! pH=6 e pH=3 ' (2 mL) ' al., 2013)
3 mL agua
3mL _
ultrapura pH=3
MPB, 6 mL Acetato de
EPB, Strata-X etila o ACN:MeOH
PPB, 200 mg 6 mL Etanol 503_";" M5egll:|'|5-|/00 (L:1viv) 56-100 <11 <100 (LaL:IZZI‘EOT?’z)et
BPB 6 mL 6 mL agua prH= e (6 mL) N
IsPPB ultrapura
Agua
potavel*,
. Strata-X 6 mL MeOH 1000 mL* MeOH
agua MPB, EPB, . i (CARMONA
superficial PPB, BPB 200 mg 6 mL_agua e 250 mL nr (6 mL) 93-110 <20 <25 etal., 2014)
. destilada
e dgua
residual
MPB,
EPB,
Agua de IsPPB, 3 mL MeOH
: PPB, C18-E 3 mL &agua <
art]){':(l) sthLr’r;e BPB 500 mg ultrapura 253_”;" n.r (I\gen?l_H) 70-115 <20 <25 V'\,/AI\ELTDO ADDOO
mi'ne?al_ ISBPB, 3mL 3 mL 4gua pH=
' PhPB, ultrapura pH=3
BzPB,

PePB




n.r: ndo realizado, n.d: ndo disponivel
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5.4 QUEChERS

5.4.1 Teste preliminar

Foi realizado um ensaio preliminar de recuperacédo no lodo de ETA seguindo o
método desenvolvido por CERQUEIRA et al. (2014) (Figura 5), os resultados
apresentados na Figura 15 mostraram recuperacgdes na faixa 79 a 100%, assim como

RSD menores ou iguais a 20% em uma concentracao intermediaria (0,05 mg kg™).

Figura 15. Recuperagdes dos PBs estudados na concentracdo de 0,05 mg kg™ em lodo

de ETA
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Considerando que os resultados foram satisfatérios o método foi validado.

5.4.2 Validacdo do método empregando QUEChERS e LC-MS/MS

5.4.2.1 Limite de detecgao e quantificacao

Na Tabela 19, pode-se observar os valores de LOQi os quais ficaram entre 0,005
mg Lt e 0,01 mg L. Com a finalidade de conferir a eficiéncia na extracdo nos niveis
equivalentes ao LOQI, para definir os LOQm, foi realizado um ensaio de recuperacao no
lodo de ETA nas concentracdes equivalentes a LOQ, sendo o LOQm de 10 ng g* para

o MPB, EPB e IsPPB, para o demais analitos de 5 ng g.
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Tabela 19. Limite de deteccéao instrumental (LOD:i), Limite de Quantificacdo instrumental
(LOQI), limite de deteccdo do método (LODm) e limite de quantificacdo do método
(LOQm)

Analito LODi LOQi LODm LOQm

(mg L) (mg L) (ng g% (ng g
MPB 0,003 0,01 3 10
EPB 0,003 0,01 3 10
IsPPB 0,003 0,01 3 10
PPB 0,0015 0,005 1,5 5
PhPB 0,0015 0,005 1,5 5
BzPB 0,0015 0,005 1,5 5
IsBPB 0,0015 0,005 1,5 5
BzPB 0,0015 0,005 1,5 5
PePB 0,0015 0,005 1,5 5

Os valores reportados na Tabela 19 para os LODm, sdo similares aos
estabelecidos por CERQUEIRA et al. (2014) na determinagéo de MPB e PPB (0,3 e 1,5
ng g}, respectivamente) com o uso de QUEChERS em lodo de ETA. Os valores de LOD
e LOQ reportados na literatura foram menores ou similares aos encontrados para
matrizes ambientais solidas (solo, sedimento, lodo de ETE) (FERREIRA et al., 2011,
ALBERO et al., 2012a; LI et al., 2015a). Os valores de LOQm séo semelhantes as
concentracdes que bem sendo detectadas em estudos da regido (CERQUEIRA et al.,
2014). Diversos estudos reportaram a presenca de parabenos em amostras soélidas
ambientais com valores de LODm semelhantes aos encontrados neste estudo. ALBERO
et al. (2012b), evidenciaram a ocorréncia do MPB (<LOD-26,2 ng g*) e o PPB (sLOD-
44,1 ng g'') em amostras de lodo de ETE coletadas em diferentes zonas urbanas, rurais
e industriais de Madri (Espanha). FERREIRA et al. (2011), detectaram PPB na
concentracdo de 1,5 ng g em solo de jardim na Salamanca, Espanha. Em um estudo
realizado na China foram encontrados MPB, EPB, PPB, BPB, BzPB e OcPB em lodo de
ETE em concentracdes entre 0,73 e 423 ng g (LI et al., 2016) e no caso de lodo de ETE
foi detectado abaixo do LOQm o MPB, o PPB e o BPB (YU et al.,, 2011). WANG e
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KANNAN (2016), detectaram em lodo de ETE dos Estados Unidos a presenca de MPB,
EPB, PPB, BPB, BzPB e OcPB nas concentragdes entre 0,071 e 58,5 ng g.

5.4.3.2 Curva analitica e linearidade

As curvas analiticas por padronizacao externa (solvente) e padronizacédo externa
(extrato) tiveram como primeiro ponto o valor do LOQi e como ponto maior a
concentracdo de 0,5 mg L, garantindo que todas as curvas tivessem cinco diferentes
niveis de concentracdo. No caso da curva trabalho (amostras pré fortificadas), a faixa
encontrou-se entre o LOQm até 500 ng g.

As curvas analiticas (solvente e extrato) sdo apresentadas na Tabela 20. Os
valores de coeficiente correlacao variaram entre 0,9941 e 0,9999, em concordancia com
o critério estabelecido pela ANVISA (r>0,99) para todos os analitos na faixa do LOQ até
0,5mg L™

Tabela 20. Resultados obtidos para as curvas analiticas no solvente e no extrato da

matriz
Faixa Curva analitica por Curva analitica por
Analito linear padronizacéao r padronizagéao r
(mg L) externa (solvente) externa (extrato)

MPB 0,005-0,5 y=232859x + 342,96 0,9967 vy =32887x+6,1291 0,9999
EPB 0,005-0,5 y=27485x +274,44 0,9962 y=25715x+ 94,361 0,9997
IsPPB 0,005-0,5 y=28630x + 354,34 0,9947 y=25942x + 127,37 0,9997
PPB 0,01-05 y=22381x+ 202,56 0,9960 y=20678x+69,278 0,9998
PhPB 0,01-0,5 y=23082x + 195,07 0,9954 vy =18656x + 94,761 0,9997
IsBPB 0,01-05 y=17075x + 167,05 0,9949 vy =15653x + 54,608 0,9998
BPB 0,01-05 y=13813x+ 120,17 0,9964 y=12581x+ 51,772 0,9984
BePB 0,01-05 y=20707x+144,8 0,9963 y=17698x + 55,847 0,9971

PePB 0,01-0,5 y=9648,4x+59,031 0,9941 vy =6026x + 37,49 0,9997
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5.4.3.3 Exatidao e precisao

As recuperacdes para os niveis do LOQ, 5LOQe 10LOQ ficaram entre 62 e 119%
com valores de RSD menores que 14% para repetitividade (Tabela 21). Também foi
avaliada a precisdo intermediaria (Tabela 21) nos niveis de concentracdo 5LOQ e
10LOQ. Os valores de recuperagéo obtidos para a maioria dos parabenos encontraram-
se na faixa de 58 a 96%, com valores de RSD (%) inferiores a 25%. No caso do PePB,
pode-se explicar a diminuicdo das recuperacées em funcdo da possivel reacdo dos
grupos hidroxila (-OH) da quitina e a longa cadeia alquilica do PePB. SATYANARAYANA
et al. (2012), relata que reacdes dos grupos hidroxilas (-OH) da quitina com alquilas
pode produzir éteres, ésteres ou derivados de carbamatos. A quitina € majoritariamente
insolivel em agua, com a substituicdo de cadeias laterais produzem-se produtos mais
soluveis (ROBERTS et al., 1997). Sendo o PePB o0 analito mais apolar (Log Kow=3,96)

no estudo, pode-se explicar esta diminuicdo na recuperacao.
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Tabela 21. Recuperacgdes (%) e precisdo (RSD) em termos de repetitividade e precisdo intermediaria para os analitos nos diferentes

niveis de fortificacao

R+RSD

Analito LOQ R+RSD 5L0Q R+RSD 10LOQ R+RSD (%)
(ng g-1) (%) (ng g-1) (%) (ng g-1) (%) LoQ 5L0Q  10LOQ
MPB 10 119+3 50 78 £3 100 104+3 |88+20 80%5 85+ 3
EPB 10 95+ 1 50 78 £4 100 83+3 |94+20 79%5 87 +3
IsPPB 10 101+ 4 50 84 +3 100 88+2 |95+20 81%4 89 + 3
PPB 5 118+5 25 87 7 50 9%6+3 |89+17 845 92+5
PhPB 5 94 +5 25 84+6 50 90+1 |87+18 80=*1 85+ 3
IsBPB 5 106 + 1 25 80 +5 50 101+1 |90+20 81+4 85+ 3
BPB 5 118+3 25 82+7 50 104+3 |91+20 82+4 96 + 1
BzPB 5 101+ 2 25 84+5 50 90+3 |91+19 79+5 85+ 1
PePB 5 631 25 62 +7 50 7714 |89+20 58+3  72%25
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5.4.3.4 Efeito matriz

Através da inclinacdo das curvas analiticas no extrato da matriz e no solvente foi
calculado o efeito matriz (EM). Os valores obtidos apresentaram supressao do sinal para
a maioria dos compostos, apenas o MPB apresentou aumento do sinal. Os valores
encontrados sdo considerados baixos <20% com excec¢do apenas do PePB, o qual foi
de -38%, sendo considerado um efeito matriz médio (ECONOMOU et al., 2009) (Figura
16).

Figura 16. Efeito matriz dos parabenos em lodo de ETA

MPB EPB IsPPB PPB PhPB IsBPB BPB BzPB PePB
1

O |

-40 _ -38
Analito
Pode-se observar que para a maioria dos analitos tem-se supresséo do sinal. Na
revisdo bibliografica ndo se encontrou nenhum estudo que avaliasse 0 EM (%) do
pentilparabeno em lodo de ETA, sendo este o primeiro estudo em avaliar este composto

em matrizes ambientais.

5.4.3.5 Aplicabilidade em lodo de ETA

A aplicacdo do método validado foi realizada em amostras de lodo de ETA da
CORSAN da Cidade de Rio Grande, RS, Brasil. O lodo de ETA da CORSAN foi
caracterizado através de testes de pH, turbidez no extrato, Carbono organico total (%),

Carbono Inorgéanico (%) e Carbono total (%) apresentados na
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Tabela 22. Observa-se o carater acido das amostras, o percentual de carbono
organico apresentado para amostra de lodo de ETA apresentaram valores similares aos
reportados em solo arenoso e sedimentos de rios (FERREIRA et al., 2011).

Tabela 22. Propriedades fisico-quimicas para as amostras de lodo de ETA usadas na
validacao e aplicabilidade do método

Turbidez
Carbono Carbono
no Carbono . .
Amostra Més da coleta pH inorganico organico
sobrenadante total (%)
(%) (%)
(NTU)
Setembro
5,08 15,6 8,4 0 8,4
2016*
Lodo de
Outubro 2016 5,38 11,3 6,4 0 6,4
ETA
Novembro
4,80 9,0 6,0 0 6,0
2016

*Amostra para validagéo, n.r: ndo realizado

Durante a quantificacao foi utilizada a técnica de padronizacdo externa (extrato)
devido ao efeito matriz médio apresentado para o PePB. Os resultados sdo apresentados
na Tabela 23. Diferencas foram observadas em relacdo ao estudo realizado por
CERQUEIRA (2013), onde nao foi detectada a presenca de PBs. Neste estudo foi
detectado o MPB. Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) na regiao sul do pais 0 27,78% do total de lodo de ETA gerado tem como destino
0s rios, representando uma possivel fonte de contaminacao das reservas hidricas e sua
biota.
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Tabela 23. Concentracfes dos analitos detectados em diferentes amostras de lodo de ETA

Setembro 2016 Outubro 2016 Novembro 2016
LOQm
Analito
(ng gb) Conc. Conc. RSD Conc.
L RSD (%) L L RSD (%)
(ng g™ (ng g™ (%) (ng g™
MPB 10 n.d 10 7 n..d
EPB 10 n.d n.d n.d
IsPPB 10 n.d n.d n.d
PPB 5 n.d n.d n.d
PhPB 5 n.d n.d n.d
IsBPB 5 n.d n.d n.d
BPB 5 n.d n.d n.d
BzPB 5 n.d n.d n.d
PePB 5 n.d n.d n.d

n.d: ndo detectado

Baseado na revisdo da literatura realizada nao foi encontrado estudos que
avaliaram a presenca de PBs em lodo de ETA, sendo geralmente avaliada a presenca
de PBs em lodo de ETE. Devido a isso, 0s resultados representam 0s primeiros em

evidenciar a presenca de MPB em lodo de ETA na regido de Rio Grande, Brasil.

5.4.3 Comparagdo do QUEChERS validado para a determinacdo de parabenos com

outros métodos empregados em amostras sélidas ambientais

Na Tabela 24, é apresentada uma comparacdo dos diferentes métodos
empregados na determinacdo de PBs em matrizes solidas ambientais. O método
validado apresenta as vantagens de ndo precisar de varios ciclos de extracdo nem
etapas de purificacdo, além do uso de sorventes alternativos (Quitina) que reduzem os
custos do método. Além disso, 0 método abrange uma quantidade maior de parabenos
e seus isdmeros. Os parametros analiticos (R%, RSD, EM%) para o método validado

mostrarem-se similares aos encontrados em outros estudos.



Tabela 24. Estudos recentes que determinaram parabenos em matrizes ambientais sélidas ambientais
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Quantidade Método de Exatidao RSD Técnica de Faixa LOQ a
Amostra da amostra Parabenos ~ 0 o d o x ) Referéncia
@) extracao R (%) (%) eterminacao (ng g™
MPB, EPB, Ultrassom
0,1 PPB, (3x Extragtes 65-124 1,3-17,9  LC-MS/MS 0.1-3 (YU et al., 2011)
BPB simultaneas com '
8 mL ACN)
MPB,
o MSPD
ISPPB, (ALBERO et al.,
1 PPB, (10 mL Acetato 80,4-124,9 3,3-11,8 GC-MS/MS 0.3-51
IsBPB, _ T 2012)
BPB, de etila/MeOH)
BzPB
Lodo Extrac&o
MPB, o
ETE EPB Solido-liquido
' (WANG e KANNAN,
0,1 PPB, (2 extragdes com 52-109 <15 LC-MS/MS 0.1-100
BPB, ’ 2016)
BzPB 5 mL
HpPB MeOH/Agua)
MPB,
EPB. PLE
PPB, (1 mL MeOH) 81,5-113 4,3-9,3
0,1 BPB LC-MS/MS nd (Ll et al., 2015a)
’ SPE 86,8-93 1,1-8,6 '
BzPB
HpPB (4 mL MeOH)
OcPB

n.d: ndo disponivel



Tabela 24. Estudos recentes que determinaram parabenos em matrizes solidas ambientais
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Amostra 8;2;33;?2 Parabenos Método de Exatidéo RSD Técnica de Faixa LOQ Referéncia
@) extracao R (%) (%) determinacdo (ng g?)
CERQUEIRA,
Lodo ETA 10 MPB, QUEChERS 88-93 03-7  LC-MS/MS 5-250 (
PPB 1-250 2013)
MPB,
. EPB, (CARMONA et al.,
Sedimento 1 PPB, QUEChERS 65-104 <20 LC-MS/MS 0.9-50
BPB ’ 2014)
MPB,
EPB,
i , METODO
Lodo ETA 10 PhPB QUEChERS 60-119 <14 LC-MS/MS 5-500;
ISBPB; 10-500 VALIDADO
BPB,
BzPB

PePB
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Baseado na revisdo bibliogréfica, verifica-se que o uso de método QUEChERS
para a extracdo de parabenos em lodo de ETA é pouco explorado, foi encontrado um
estudo na regido que utilizou esta técnica para a extracdo de agrotoxicos e PPCPs que
incluiam somente MPB e PPB (CERQUEIRA et al., 2014). CARMONA et al. (2014),
utilizaram o QUEChERS na determinacdo de quatro PBs (MPB, EPB, BPB, PPB) em
sedimentos, mas os isbmeros destes compostos ndo foram comtemplados com a
utilizacdo do QUEChERS. Outras técnicas, como a MSPD determinaram os isdbmeros do

PPB e BPB em estudos de PBs mas em amostras de lodo ETE.



95

6. CONCLUSOES

A separacédo e determinacdo de nove parabenos incluindo os isémeros por LC-
MS/MS foi realizada com eficiéncia empregando fase movel ternaria (MeOH, ACN, agua
ultrapura) e coluna C18 capeada.

Os métodos validados empregando SPE e QUEChERS para a extracdo dos PBs
em agua e lodo de ETA, respectivamente, mostraram ser eficientes na extracdo de nove
parabenos em matrizes aquosas e lodo de ETA apresentando valores dentro dos
sugeridos por guias de validacao nacionais e internacionais. A SPE apresentou R% entre
70 até 115%, RSD entre 2 até 14% e EM<25%. No caso do QUEChERS apresentou R%
entre 62 até 119%, RSD entre 1 até 25% e EM<38%.

Em funcdo do objetivo geral do estudo o qual era estudar métodos para a
determinacdo de PBs em amostras aquosas a técnica SPE validada apresenta as
vantagens de baixo consumo de solvente organicos, assim como, menor custo, uma vez
que a extracéo foi realizada em cartuchos contendo C18. E importantes ressaltar que no
caso da SPE, métodos analiticos recentemente avaliados por 6rgdos ambientais como
a EPA contemplam a determinacdo de conservantes (Ex. Triclosan) em aguas de
consumo humano utilizando esta técnica (EPA, 2016b), mas ndo contempla parabenos.

No caso do método QUEChERS validado apresentou como principal vantagem
seu carater inovador uma vez que nao foi encontrado na literatura a utilizacdo do método
para a determinacdo simultanea de nove parabenos em lodo de ETA, nem em outras
matrizes sélidas ambientais (lodo de ETE, solo e sedimentos), sendo para o caso do
PePB o primeiro estudo que valida uma método para a determinacédo deste composto
em matrizes solidas ambientais. Além disso, 0 método validado apresenta a vantagem
de ndo requerer etapas de evaporacédo e ciclos de extracdo normalmente empregadas
na extracado de PBs em matrizes ambientais sélidas.

Em concluséo, o estudo demostrou que o uso das técnicas validadas com a LC-
MS/MS podem ser considerados como métodos de referéncia sensiveis e seletivos para

a extracao de PBs em amostras aquosas e lodo de ETA.
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7. TRATAMENTO DOS RESIDUOS GERADOS

Os residuos gerados neste trabalho foram recolhidos, armazenados, rotulados de
acordo com as normas definidas pela comisséo de residuos da EQA, e armazenados para
posterior recolhimento e tratamento pela FURG.
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8. SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar a possibilidade de ampliar para outras classes de conservantes comumente
utilizados em PPCPs, assim como, seus metabdlitos.

Avaliar a aplicabilidade em outras matrizes ambientais, assim como, em matrizes
biologicas.

Realizar um monitoramento na agua mineral, gerando dados no Brasil.

Realizar um monitoramento sazonal em aguas superficiais e 4gua de abastecimento.
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