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RESUMO

Titulo: DESENVOLVIMENTO DE METODOS PARA DETERMINACAO
SIMULTANEA DE FARMACOS, FILTROS UV E BIOCIDAS EM MATRIZES
AMBIENTAIS UTILIZANDO VA-MSPD E HPLC-ESI-(QQLIT)-MS/MS

Autor: Karina Lotz Soares
Orientador: Prof. Dr. Ednei Gilberto Primel

Farmacos, produtos de cuidado pessoal e biocidas anti-incrustantes de 32
geracdo fazem parte de um grupo de contaminantes organicos amplamente
estudados em diferentes compartimentos ambientais ao redor do mundo. Para
que seja possivel suas determinacgfes, se faz necesséario o uso de preparo de
amostra, onde técnicas miniaturizadas tém recebido atencdo por parte dos
Quimicos Analiticos. Essas técnicas minimizam a utilizacdo de massa de
amostra, volume de solvente e por consequencia a geracdo de residuos dentro
do laboratério. Entretanto, o acoplamento das técnicas miniaturizadas com a
possibilidade de determinacdo de compostos de diferentes classes e
propriedades fisico-quimicas é considerado um desafio. Com isso, o desafio e
contribuicdo desse trabalho foi 0 estudo da Dispersédo da Matriz em Fase Sdélida
Assistida por Vortex (VA-MSPD, do inglés Vértex Assisted-Matrix Solid Phase
Dispersion) na busca de uma técnica miniaturizada, rapida, e que possibilitasse
a extragcao simultancia de um grupo selecionado de 59 compostos organicos em
sedimento e tecidos de peixe. Em ambos métodos desenvolvidos as
determinacdes foram realizadas por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas sequencial com analisador de armadilha de ions. Nas
condicBes otimizadas do método desenvolvido para sedimento utilizou-se 2 g de
massa de amostra isenta de suporte sélido e 5 mL de metanol como solvente de
extracdo. Os limites de quantificacdo do método ficaram entre 0,42 e 36,83 ng g
1, Para o método desenvolvido para diferentes tecidos de peixe a condicédo
otimizada utilizou 0,5 g de massa de amostra, 2 g de silica como suporte sélido
e 5 mL de metanol como solvente. Para esse método os limites de quantificacédo
do método ficaram entre 3,31 e 137,51 ng g*. Os valores de recuperagéo de
ambos métodos ficaram entre 70 e 120%, com RSD < 20% para a maioria dos
analitos de estudo. A quantificacao foi realizada por padronizacao interna e foram
encontrados alguns dos compostos nas amostras de sedimento na faixa de 1,55
a 69,69 ng g e na faixa de 24,16 a 21039,2 ng g* nos diferentes tecidos de
peixe. Comparados com outros métodos da literatura, os métodos propostos
nesse trabalho apresentaram sensibilidade, seletividade, além de serem mais
rapidos, simples e facil execucao.

Palavras-chaves: PPCPs; VA-MSPD; sedimento; peixe; cromatografia liquida.
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ABSTRACT

Title: DEVELOPMENT  OF METHODS FOR SIMULTANEOUS
DETERMINATION OF DRUGS, UV FILTERS AND BIOCIDES IN
ENVIRONMENTAL MATRIXES USING VA-MSPD AND HPLC-ESI-(QqLIT)-
MS/MS

Author: Karina Lotz Soares
Advisor: Prof. Dr. Ednei Gilberto Primel

Drugs, personal care products and the third generation of antifouling booster
biocides are part of a group of organic contaminants widely studied in different
environmental compartments around the world. For it's determination, it's
necessary to use sample preparation, where miniaturized techniques have
received attention from Analytical Chemists. These techniques minimize the use
of sample mass, solvent volume and consequently the generation of waste within
the laboratory. However, the coupling of miniaturized techniques with the
possibility of determination of compounds of different classes and physical-
chemical properties is considered a challenge. Thus, the challenge and
contribution of this work was the study of Vortex Assisted-Matrix Solid Phase
Dispersion (VA-MSPD) in the search for a miniaturized, fast technique that
extraction of a selected group of 59 organic compounds in sediment and fish
tissues. In both developed methods determinations were performed by liquid
chromatography coupled to sequential mass spectrometry with ion trap analyzer.
Under optimized conditions of the method developed for sediment was used 2 g
of solid support free sample mass and 5 mL of methanol as the extraction solvent.
The limits of quantification of the method were between 0.42 and 36.83 ng g
For the method developed for different fish tissues the optimized condition used
0.5 g of sample mass, 2 g of silica as solid support and 5 mL of methanol as
solvent. For this method the limits of quantification of the method were between
3.31 and 137.51 ng g*. The recovery values of both methods were between 70
and 120%, with RSD < 20% for most study analytes. The quantification was
performed by internal standardization and some of the compounds were found in
the sediment samples in the range of 1.55 to 69.69 ng g and in the range of
24.16 t0 21039.2 ng g* in the different tissues of fish. Compared to other methods
in the literature, the methods proposed in this study showed sensitivity, selectivity,
and are faster, simpler and easier to perform.

Keywords: PPCPs; VA-MSPD; sediment; fish; liquid chromatographic.
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1 INTRODUCAO

Farmacos e produtos de cuidado pessoal (PPCPs, do inglés Pharmaceuticals
and Personal Care Products) como filtros UV, e os biocidas oriundos de sistemas
anti-incrustantes estdo sendo constantemente investigados em diferentes
compartimentos ambientais como agua (Aguera et al., 2000, Giger et al., 2006,
Diaz-Cruz et al.,, 2012, Caldas et al., 2016, Serra-Roig et al., 2016, Kock-
Schulmeyer et al., 2019), sedimentos (Gatidou et al., 2007, Gago-Ferrero et al.,
2011, Batista-Andrade et al., 2016), lodos (Yu et al., 2011, Cerqueira et al., 2018)
e biota (Harino et al., 2006, Gago-Ferrero et al., 2015, Vieira et al., 2018) em
diferentes partes do mundo. De acordo com suas caracteristicas e propriedades
fisico-quimicas, alguns compostos apresentam afinidade pela fase organica,
possuindo maior tendéncia de estarem aderidos aos sedimentos ou entdo as
particulas presentes na coluna d’agua (Martins et al., 2018).

Os PPCPs, de modo geral, sdo compostos amplamente utilizados na
medicina humana e veterinéria no tratamento e/ou prevencdo de doencas ou
como promotores de crescimento (Pacheco-Silva et al., 2014) e representam um
importante grupo de contaminantes organicos considerados emergentes (Celi¢
et al., 2018). Esses compostos podem, ainda, serem classificados como
substancias biologicamente ativas e podem causar impactos adversos aos
ecossistemas e também a saude humana (Cerqueira et al., 2018). Outra
classificacdo importante de ser mencionada com relacdo aos PPCPs sao as
classes quimicas que esses compostos fazem parte. Dentre elas se destacam
as benzofenonas, benzotriazéis, sulfonamidas, quinolonas, tetraciclinas e os
parabenos por conta do potencial de toxicidade que esses compostos
apresentam ao meio ambiente.

Especificamente, em relacdo aos produtos de cuidado pessoal, os filtros UV
merecem atengdo. De acordo com um relatério exaustivo divulgado sobre a
ocorréncia de produtos de cuidado pessoal (PCPs, do inglés and Personal Care
Products) os filtros UV apresentaram o maior crescimento de vendas, chegando
a 13% na Europa entre 0os anos de 2002 a 2003 e movimentando cerca de $1000
milhdes. Estima-se que a tendéncia desse numero é crescente (Jardim et al.,
2009).
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Paralelamente a problematica dos PPCPS, a investigagdo dos biocidas
oriundos dos sistemas anti-incrustantes esta diretamente relacionada a
bioincrustacdo marinha. Esta pode ser definida como um fenémeno bioldgico
caracterizado pela colonizacao e/ou crescimento de organismos nas superficies
externas submersas na agua do mar (Dafforn et al., 2011). Adicionalmente, o
processo biolégico da bioincrustacdo pode acarretar desvantagens ao setor
portuario, entre elas uma demanda maior na poténcia dos motores, e
consequentemente, um aumento do consumo de combustivel, bem como o
aumento da frequéncia de docagens, gerando um incremento de custos e
também residuos gerados, aumento da taxa de corrosdo e principalmente a
introduc&o ndo intencional de espécies exoéticas no ambiente aquatico (Yebra et
al., 2004).

A fim de minimizar a problematica causada pela bioincrustacéo, que ocorre
em todos os ambientes aquaticos, foram desenvolvidas tintas anti-incrustantes
cuja composicado contém compostos quimicos com propriedades biocidas (Yebra
et al., 2004). Essas tintas sao aplicadas nos cascos de navios a fim de evitar que
algas, mexilhGes e outros organismos se agreguem as embarcagcbes e cujo
principio ativo € constituido por diversos compostos, entre eles o0s
organoestanicos (OTs, do inglés Organotin compounds), como o Tributilestanho
(TBT, do inglés, Tributiltin) e/ou Trifenilestanho (TPhT, do inglés, Trifeniltin) e
mais atualmente, os co-biocidas de terceira geragdo, mundialmente estudados
como diuron, irgarol, diclofluanida, DCOIT e TCMTB (Castro et al., 2011). O
termo biocida é definido como um agente quimico com efeito desejado frente a
organismos vivos, sendo um dos principais efeitos do uso de tais substancias o
envenenamento do sistema biolégico, principalmente de moluscos e ostras,
originando mutacdes e condenando espécies a extincdo (Godoi et al., 2003).
Assim como os PPCPs, os biocidas estdo sendo amplamente estudados ao
redor do mundo por conta do impacto ambiental que sua presenca pode
acarretar.

As técnicas empregadas para determinacédo e quantificacdo de compostos
organicos no meio ambiente sdo baseadas nas técnicas cromatograficas onde a
Cromatografia Gasosa (GC, do inglés Gas Chromatography) e a Cromatografia
Liquida (LC, do inglés Liquid Chromatography) merecem destaque por sua
compatibilidade de determinagcéo. Principalmente quando acopladas com
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detector de espectrometria de massas (MS, do inglés Mass Spectrometry).
Entretanto, devido aos avancos na tecnologia da instrumentacdo analitica,
equipamentos com diferentes analisadores e de alta resolucdo também tem sido
utilizados para determinacdo de compostos organicos. No que diz respeito a
elucidacédo estrutural de produtos de degradacéo e/ou metabdlitos de matrizes
complexas, os de alta resolucdo merecem destaque por sua capacidade de
identificacdo de moléculas ndo-alvo.

No que diz respeito a determinacdo dos compostos de diferentes classes e
propriedades fisico-quimicas em matrizes sdlidas, as técnicas de preparo de
amostra comumente utilizadas sdo baseadas nas técnicas tradicionais que
utilizam equipamentos de elevado grau de automacdao, elevada quantidade de
massa de amostra, volume de solvente, por consequencia uma elevada geracao
de residuos dentro do laboratério, além do tempo de extracdo considerado
exaustivo. Dentre essas técnicas se destacam a Extracdo por Liquido
Pressurizado (PLE, do inglés Pressurized Liquid Extraction) (Gago-Ferrero et al.,
2011), Extragdo Assistida por Ultrassom (UAE, do inglés Ultrasound-assisted
Extraction) (Turiel et al., 2006) e a Extragédo Assistida por Micro-ondas (MAE, do
inglés Microwave-Assisted Extraction) (Petrie et al., 2016). Nesse sentido, a
busca por métodos analiticos com menor custo, maor rapidez, de facil execucao
e gue apresentem caracteristicas positivas a minimizacdo da quantidade de
solventes, merecem atengéo.

Independente do método aplicado para investigacdo de compostos organicos
como os farmacos, filtros UV e os biocidas e reafirmando o crescente nimero de
trabalhos acerca dessa investigagcao, a Figura 1 apresenta uma representacao
dos ultimos 10 anos, segundo uma das principais bases de dados cientificas,

gue corrobora com a problematica envolvendo esses compostos.
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Figura 1 - Representacdo do numero de publicagdes envolvendo farmacos, filtros
UV e biocidas anti-incrustantes. Base de dados: sciencedirect. Palavras chaves
acessadas: Farmacos, contaminantes organicos e preparo de amostra; Filtros
UV, contaminantes organicos e preparo de amostra; biocidas anti-incrustantes,
contaminantes organicos e preparo de amostra. Acesso realizado em
13/04/20109.

E possivel perceber que os farmacos e os filtros UV apresentam maior
namero de estudos envolvendo contaminantes organicos e preparo de amostra.
Entretanto, diante da problematica envolvendo os biocidas anti-incrustantes e o
namero reduzido de trabalhos a cerca desses compostos, a necessidade de
estudos de investigagao se reafirma.

Diante dos avancos das técnicas de extracdo, uma alternativa interessante,
promissora e vantajosa quando comparada as convencionalmente utilizadas, é
a Dispersdo da Matriz em Fase Sélida (MSPD, do inglés Matrix Solid Phase
Dispersion). O principio basico da MSPD consiste na mistura e maceragéo da
amostra juntamente com um suporte solido de caracteristica abrasiva e uma
pequena quantidade de solvente organico (Barker et al., 1989, Barker 2000).
Entretanto, na tentativa de tornar a técnica mais robusta, menos suscetivel a
erros e menos poluente, a MSPD também passou por modificacées (Caldas et
al., 2013), onde uma das modificagBes que se destaca € a MSPD assistida por
vortex (VA-MSPD, do inglés Vértex-Assisted Matrix Solid Phase Dispersion).
Essa modificacdo, proposta por Sebastia et al., (2010) e adaptada por Caldas et
al., (2013) substitui a etapa de eluicdo nos cartuchos de SPE por agitacao da
mistura com um solvente em tubos de polipropileno. Essa modificagao possibilita
a minimizacdo de problemas ocasionados na técnica original e ndo menos

importante, minimiza a exposi¢cdo do analista, uma vez que trabalha-se em
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sistema fechado ao invés do sistema aberto onde o contato direto com o solvente
é relativamente maior (Sebastia et al., 2010, Caldas et al., 2013).

Embora alternativos, métodos com caracteristicas de miniaturizacéo
apresentam um desafio analitico por conta da dificuldade dos analitos serem
extraidos simultaneamente (Caldas et al., 2016). Vale ressaltar que
adicionalmente ao método escolhido, € importante que o0 mesmo seja capaz de
disponibilizar dados que permitam compreender aspectos como aportes de
substancias para o meio aquatico, biodisponibilidade, condi¢cdes de exposi¢do
dos organismos, toxicidade e comportamento ambiental (Castro et al., 2011).

Diante do exposto, e em contrapartida as técnicas tradicionais, esse trabalho
apresenta o desafio e contribuicdo do estudo da VA-MSPD como técnica de
preparo de amostra com determinagdo por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas sequencial com ionizagao por eltrospray e analisador
por armadilha de ions (HPLC-ESI-(QgLIT)-MS/MS) para analise de um grupo
selecionado de 59 compostos organicos de diferentes classes e propriedades
fisico-quimicas incluindo farmacos, filtros UV e os principais biocidas oriundos
de sistemas anti-incrustantes em amostras de sedimento e tecidos de peixe.
Esse grande grupo de compostos compreende 41 farmacos e produtos de
cuidado pessoal, incluindo 7 dos seus produtos de degradacao mais frequentes,
7 filtros UV e 4 biocidas anti-incrustantes. Adicionalmente, os métodos foram
desenvolvidos buscando atingir exatiddo e precisdo aceitaveis para possivel
utilizacdo em rotina de laboratério, colaborando assim com o desenvolvimento

da Quimica Analitica e também da Quimica Verde.

2 HIPOTESE

Com o intuito de contribuir com os avanc¢os da Quimica Analitica Verde, a
hipétese dessa tese €& comprovar que técnicas de preparo de amostra
miniaturizadas, como a VA-MSPD, quando em combinac¢do com a cromatografia
liguida e também incluindo equipamentos de alta resolucdo, séo eficientes,
reprodutiveis e podem ser utilizadas tanto quanto as técnicas tradicionais com
exatiddo e precisdo aceitaveis para determinacdo de compostos de diferentes

classes e propriedades fisico-quimicas em matrizes complexas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral desse trabalho foi o estudo e desenvolvimento de
meétodos analiticos multirresiduos para determinacdo de compostos organicos
de diferentes classes e propriedades fisico-quimicas (farmacos, filtros UV,
produtos de degradacéo, e os principais biocidas anti-incrustantes) em amostras
de sedimento e peixe utilizando a VA-MSPD como preparo de amostra e
determinacdo por HPLC-ESI-(QQLIT)-MS/MS. Para atender ao objetivo geral

dessa tese foram propostos os seguintes objetivos especificos:

3.2 Objetivos especificos

v' Selecionar os compostos para estudo, considerando as propriedades
fisico-quimicas, potencial de toxicidade, diferentes aplicacbes e a
ocorréncia em amostras ambientais;

v Otimizar os parametros instrumentais no HPLC-ESI-(QqLIT)-MS/MS para
0S compostos de estudo;

v' Estudar o desempenho da VA-MSPD como técnica de extracdo em um
método multirresiduo para sedimento e peixe;

v Estudar as condi¢des de extracdo da VA-MSPD com foco nos tipos de
solventes e suportes solidos;

v Validar ambos métodos avaliando curva analitica, linearidade, limites de
deteccao e quantificacéo, precisao, exatidao e efeito matriz;

v Aplicar os métodos para verificar a ocorréncia dos compostos em
amostras de sedimento e diferentes tecidos de peixe;

v Disponibilizar dados de ocorréncia de contaminacdo para a sociedade.

4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Farmacos, produtos de cuidado pessoal e filtros UV

Os produtos farmacéuticos, ou simplesmente farmacos, sdo compostos
amplamente utilizados na medicina humana e veterinaria no tratamento e/ou
prevencédo de doencas ou como promotores de crescimento (Pacheco-Silva et
al., 2014). Estes compostos representam um importante grupo de contaminantes

organicos considerados emergentes (Celi¢ et al., 2018).
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Os PCPs compreendem um grande grupo heterogéneo de compostos
organicos adicionados em diferentes produtos que sdo amplamente utilizados na
vida humana diaria (locbes corporais, cremes dentais, cosméticos e até
alimentos, por exemplo). Quando usados, os PCPs podem ser absorvidos pelo
corpo e excretados ou lavados apés a sua aplicacédo (Serra-Roig et al., 2016).
Esses compostos, incluindo alguns de seus produtos de transformacao, podem
atingir as estacoes de tratamento de residuos, onde sédo parcialmente eliminados
e retidos no lodo. Entretanto, uma fragdo importante também pode ser liberada
para o meio aquatico nos efluentes, ou ainda ficarem aderidos aos sedimentos
(Cerqueira et al., 2018).

Dentro do que abrange muitos dos PCPs amplamente utilizados, e de modo
mais especifico, os filtros solares, também conhecidos como filtros UV (UV-Fs,
do inglés UV filters) merecem atencdo por serem produtos utilizados como
protecdo para os seres humanos contra os efeitos nocivos da radiacéo solar UV.
Além disso, também sdo usados como aditivos em materiais poliméricos que
devem ser protegidos da interrupcéo iniciada pela luz solar, em produtos
farmacéuticos, produtos de manutencdo de veiculos e outros bens industriais
(Molins-Delgado et al., 2018).

Os filtros UV alcancaram uma alta popularidade, uma vez que seu papel
protetor contra o fotoenvelhecimento, fotocarcinogénese e foto-
imunossupressao promovida pela radiacdo solar UV ja foi demonstrado e
comprovado (Serra-Roig et al., 2016). Por conta disso, os filtros UV tém sido
cada vez mais usados, e consequentemente estudados e detectados em
diferentes compartimentos ambientais (Fent et al., 2010, Gago-Ferrero et al.,
2011, Villa et al., 2012, Baron et al., 2013, Serra-Roig et al., 2016, Mizukawa et
al.,, 2017). Estes compostos foram classificados como contaminantes
emergentes, por, ainda, ser considerado escasso o conhecimento sobre sua
ocorréncia, destino e seus respectivos efeitos nos ecossistemas aquaticos. Além
do mais, os contaminantes emergentes sao classificados como poluentes
persistentes porque sao continuamente liberados no meio aquatico atraves de
duas vias: diretamente aos insumos como consequéncia das atividades
recreativas e, principalmente, insumos indiretos das Estacdes de Tratamento de
Aguas como resultado do uso doméstico de PCPs, bem como residuos

industriais (Serra-Roig et al., 2016).
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De modo geral, os filtros UV apresentam algumas caracteristicas tipicas dos
compostos organicos considerados emergentes, como, por exemplo, a fracédo
aromatica com uma cadeia lateral que pode apresentar diferentes niveis de
insaturacdo. Alguns deles (como o 4-metilbenzillidenecanfora e
etilexilmetoxicinamato) se encontram na forma de estereisbmeros (E) e (2),
embora na forma comercial seja a (E) (Molins-Delgado et al., 2018).

Ja foram relatados e encontrados residuos de filtros UV organicos mais
polares em diferentes tipos de amostras de agua, incluindo 4gua da torneira
(Diaz-Cruz et al., 2012). Entretanto, devido & alta lipofilicidade (principalmente
valores de Log Kow entre 4 - 8) e a baixa biodegradabilidade, muitos destes
compostos acabam atingindo os lodos de esgoto (Plagellat et al., 2006,
Cerqueira et al., 2018) durante o tratamento de aguas residuais e se acumulam
em sedimentos (Zhang et al., 2011) e podem, ainda, bioacumular em organismos
vivos como biota (Gago-Ferrero et al., 2013). Ademais, tem sido sugerido que a
biomagnificacdo pode ocorrer através da cadeia alimentar (Serra-Roig et al.,
2016).

Quanto a legislacao relacionada a esses compostos acima mencionados, 0s
quadros de legislacédo séo, geralmente, atualizados com o objetivo de avaliar os
potenciais riscos ambientais e de saude que 0s contaminantes emergentes
podem causar. Como exemplo, na Unido Européia esta sendo estabelecido uma
estrutura preventiva para controlar a poluicdo das aguas subterraneas. Isto inclui
procedimentos para avaliar o estado das aguas e medidas para reduzir os niveis
de poluentes, por parte dos componentes da Water Framework Directive, que
tratam das 4guas subterraneas. Entretanto, alguns compostos como os filtros UV
e 0s parabenos, até agora nao foram incluidos em nenhum desses regulamentos
(Serra-Roig et al., 2016).

Tendo em vista esses fatores, ressalta-se a importancia do estudo da
ocorréncia desses compostos tanto em agua, onde sdo encontrados com mais
frequéncia, bem como em outros compartimentos ambientais como o0s
sedimentos, com muito menos informacdes disponiveis na literatura e também
amostras de peixes, que sdo considerados excelentes biomarcadores
ambientais.

Ainda no que diz respeito aos farmacos, estes compreendem uma ampla

variedade de classes quimicas com diferentes modos de ac&o, como
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terapéuticas, antibiética/antimicrobiana, antiparasitaria, inseticida, fungicida e
outras. Dentre estas, 0s antimicrobianos podem ser, ainda, classificados como
B-lactamicos, tetraciclinas e aminoglicosideos. Ja entre os antiparasitarios
podem ser citados os piretroides e organofosforados (Pacheco-Silva et al.,
2014).

Outras classes que também merecem destaque sdo as benzofenonas.
Compostos como a benzofenona-1, benzofenona-3, benzofenona-4, 4-
hidroxibenzofenona, 4,4’-dihidroxibenzofenona fazem parte do grupo dos filtros
UV amplamente estudados e que apresentam atividade de desregulacdo
enddcrina comprovada (Valle-Sistac et al., 2016). Esses compostos organicos
da classe das benzofenonas estdo sendo mundialmente estudados em
compartimentos ambientais como agua (Tarazona et al., 2010), solo (Jeon et al.,
2006), sedimento (Zhang et al., 2011) e também hé& relatos de estudos na
literatura que investigaram sua presenca, juntamente com outros compostos
organicos, em amostras de placenta (Valle-Sistac et al., 2016).

A Figura 2 apresenta uma estrutura geral das benzofenonas. De forma geral,
essas moléculas apresentam um anel benzénico em sua estrutura, e
dependendo dos outros substituintes na molécula, essa pode apresentar
diferentes derivados, assim como ilustra a Figura 3, como a Benzofenona-3,
Benzofenona-4. Vale ressaltar que esses compostos fazem parte dos filtros UV

organicos regulados pela normativa CD 76/78/EEC (Européia 2009).
o}

Figura 2 - Estrutura geral das benzofenonas
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Figura 3 - Derivados da benzofenona

30



Outros derivados importantes de serem mencionados séo os derivados de
cinamato, como o etilexilmetoxicinamato (EHMC). Ha estudos na literatura que
comprovam que compostos como o EHMC e o &cido octildimetil p-
aminobenzdico representam mais de 60% da ocorréncia total em filtros UV. E
Em estudos anteriores, foi investigada a avaliacdo a cerca do risco ecologico
causado por esses compostos, onde foi comprovado que a probabilidade do
EHMC causar efeitos toxicos na reproducdo em moluscos é superior a 84%,
sugerindo riscos potenciais de filtros UV para organismos bentbnicos e possiveis
efeitos na teia alimentar. Entretanto, mais dados de toxicidade para organismos
sedimentares sdo necessarios para uma melhor avaliacdo dos riscos causados
por esses compostos (Amine et al., 2012, Tsui et al., 2015).

Outro composto presente nesse trabalho e que esta sendo amplamente
investigado é o etil-4-(dimetilamino)benzoato, o EtPABA. Esse composto é
derivado do acido p-aminobenzdico, exemplificado estruturalmente na Figura 4.

Adicionalmente, a Figura 5 apresenta alguns de seus derivados.

/@*OA
\N

Figura 4 - Estrutura do EtPABA
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e (octil-metoxicinamato)
o
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o (isoamil-metoxicinamato)

Figura 5 - Derivados do acido p-aminobenzoico
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O octil-metoxicinamato e o isoamil-metoxicinamato s&o compostos
organicos presentes em alguns protetores solares e protetores labiais. O
primeiro €, adicionalmente, um dos filtros solares mais utilizados mundialmente.
E um éster formado a partir do acido metoxicindmico juntamente com o 2-
etilhexanol e é insollvel em agua. Em menor numero, o isoamil-metoxicinamato
€ também utilizado como ingrediente de protetores solares e € aprovado para
uso na Unido Européia e, atualmente, esta passando por avaliacdo de
regulamentacao nos Estados Unidos.

Outras classes importantes de serem mencionadas, e que estao presentes
nesse trabalho sdo os benzotriazois (BTR, do inglés benzotriazole), benzotiazodis
(BT, do inglés benzotiazole) e as benzenosulfonamidas (BSA, do inglés
benzenosulfonamide). Esses compostos fazem parte de um grande grupo de
contaminantes ambientais amplamente investigados, e por conta da sua
estrutura quimica sédo considerados de alto volume molecular tanto quanto seus
principais derivados (Herrero et al., 2014). Adicionalmente, essas classes sao
altamente sollveis em agua e algumas também apresentam resisténcia a
biodegradacdo, ou entdo, efeitos téxicos a organismos secundarios, como nos
peixes (Seeland et al., 2012).

Assim como 0s outros compostos anteriormente citados e que também fazem
parte do grupo dos contaminantes emergentes, 0s benzotriaz6is apresentam
uma ampla utilizacdo e diversas aplicacbes em produtos de consumo diério.
Sendo assim, também podem atingir os compartimentos ambientais e séo
consideradas precarias as informacdes sobre a toxicidade desses compostos e
seus principais derivados. Compostos como metilbenzotriazol e
dimetilbenzotrizol, sdo aditivos de alta producdo e também apresentam
capacidade de bloquear a luz UV. Adicionalmente, estes compostos podem ser
encontrados em plasticos, produtos téxteis (Rani et al., 2017) e outros que séo
expostos a luz solar (Mizukawa et al., 2017). Por conta disso tém sido
amplamente estudados em matrizes como aguas (Giger et al., 2006, Jover et al.,
2009), solos e sedimentos (Cancilla et al., 2003, McNeill e Cancilla 2009) e lodos
(Kloepfer et al., 2004, Fries 2011, Naccarato et al., 2014).

A Figura 6 ilustra uma estrutura geral dos compostos da classe dos
benzotriazois. Estes sdo compostos heterociclicos que contem 2 anéis fundidos

e trés atomos de N, com férmula quimica genérica CeHsNs.
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Figura 6 - Estrutura geral dos benzotriazo6is

Ademais, alguns compostos derivados dos benzotriazéis, como o
drometrizoltrisiloxano e o metilenbisbenzotriazolil, apresentam propriedades
quimicas e bioldgicas especificas, que os tornam uteis na industria farmacéutica
(Herrero et al., 2014).

Outra classe importante de ser mencionada nesse trabalho sdo os
parabenos. Compostos como propilparabeno, butilparabeno e benzilparabeno
estdo dentre os mais comumente usados na familia de conservantes sintéticos.
Devido a sua eficacia como antibacteriana e fungicida, seu baixo custo de
producéo e sua suposta baixa toxicidade, eles sdo usados em uma ampla gama
de produtos (Serra-Roig et al., 2016) e estdo sendo mundialmente investigados
em sedimentos e lodo de esgoto (Liao et al., 2013) 4guas superficiais (Renz et
al., 2013) e biota (Xue e Kannan 2016). A Figura 7 ilustra a estrutura de um dos

parabenos mais detectados nos compartimentos ambientais, o metilparabeno.
(0]

~

O

HO
Figura 7 - Estrutura do metilparabeno

Os compostos da classe das fluorquinolonas, como a flumequina e as
quinolonas, séo derivadas do acido nalidixico e do &cido oxolinico e s&o alguns
exemplos de agentes antimicrobianos. Especificamente, as fluorquinolonas
apresentam um maior espectro de acdo, ou atividade, sendo consideradas mais
ativas contra patdgenos aerobios gram-negativos e de acdo considerada
intermediaria para gram-positivos (Pacheco-Silva et al., 2014). As Figuras 8 e 9
ilustram as estruturas da Flumequina e estrutura geral das quinolonas,

respectivamente.
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Figura 8 - Estrutura da Flumequina

Figura 9 - Estrutura de uma quinolona (acido nalidixico)

Outra classe importante de ser mencionada quando se trabalha com a
investigacdo dos PCPS séo as tetraciclinas. Como exemplo, a oxitetraciclina,
gue s&o compostos organicos caracterizados, quimicamente, pela estrutura com
quatro anéis parcialmente conjugados juntamente com o grupo funcional dos
carboxiamidos. A Figura 10 ilustra um exemplo geral das tetraciclinas.
Geralmente esses compostos sdo utilizados como antibidticos e/ou

antimicrobianos para controlar infecgdes bacterianas.

NH,

Figura 10 - Estrutura geral das tetraciclinas

As sulfonamidas sdo uma das classes mais importantes dentro do que
abrange os PPCPs. Compostos como a sulfadiazina, sulfapiridina, sulfatiazol,
assim como as quinolonas e 0s compostos nitrofuranos, sdo também alguns
exemplos de agentes antimicrobianos. Especificamente, as sulfonamidas fazem
parte de um grupo de medicamentos de baixo custo, utilizados no tratamento de

infeccbes bacterianas com amplo espectro de acédo (Zhang et al., 2013). Esses
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compostos competem com outra classe que também faz parte deste trabalho, o
acido p-aminobenzadico, impedindo a sua utilizacdo pelos microorganismos na
sintese do acido fdlico, considerado essencial para a sintese dos acidos
nucleicos (Pacheco-Silva et al., 2014).

As sulfonamidas, as tetraciclinas, e também, mas em menor parte as
quinolonas, sdo amplamente estudadas em matrizes como leite, ovos, mel e
outras de origem animal (Agarwal 1992) por fazerem parte um grande grupo de
medicamentos veterindrios utilizados no combate de algumas doencas
parasitarias (Xu e Li 2010).

Com relacéo as técnicas analiticas de preparo de amostra utilizadas para a
determinacdo dos PPCPs em matrizes sélidas aguelas baseadas nas técnicas
tradicionais como soxhlet (Bester 2003), SPE (Gomez et al., 2006), UAE (Yu et
al.,, 2011) PLE (Vazquez-Roig et al., 2010, Gago-Ferrero et al., 2011) tem sido
reportados na literatura. Entretanto, essas técnicas utilizam grande quantidade
de amostra, grande volume de solventes organicos, tempos de extracdo
considerados exaustivos, além de utilizarem equipamentos de elevado grau de
automacao, custo e uso de energia.

Vale ressaltar que um dos desafios que esse trabalho apresenta é a
dificuldade de extracdo de um grande numero de compostos com estruturas
quimicas complexas e diferentes fun¢des organicas, como mostrado
anteriormente alguns exemplos estruturais das classes que compde os métodos

desenvolvidos.

4.2 Biocidas anti-incrustantes

N&o obstante aos PPCPs de modo geral, os biocidas oriundos de
sistemas anti-incrustantes estdo entre 0s compostos organicos amplamente
estudados em todo o mundo, pois apresentam persisténcia ambiental e risco
toxicoldgico a biota, uma vez que séo incorporados em formulacdes de tintas
com o intuito de evitar a bioincrustacdo marinha (Batista-Andrade et al., 2018).
Como a presenca destes compostos pode apresentar efeitos adversos no meio
ambiente, alguns estudos relatam sua presenca em diferentes niveis de
concentracdo, que podem chegar de 1700 até 7800 ng L (Diniz et al., 2014).

Apés o banimento mundial provocado pelo uso de tintas a base de

compostos organoestanicos, a industria naval buscou alternativas para este fim.
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Surgindo assim, uma terceira geragao de tintas anti-incrustantes a partir do ano
de 1987, cuja composicdo basica contempla biocidas, denominados biocidas de
reforco ou entdo, booster biocides, ou entdo simplesmente co-biocidas. Esta
terceira geragdo contempla basicamente 16 novos compostos que estao
homologados pela Organizacdo Maritima Internacional (IMO, do inglés
Internacional Maritime Organization) e entram como uma alternativa ao uso
disseminado de tintas anti-incrustantes a base de TBT (Castro et al., 2011).

Estes novos compostos podem ainda, serem classificados (e/ou divididos)
em suas classes principais. Os compostos organicos ndo metalicos (lrgarol,
Diuron, Sea-Nine 211, Diclofluanida, Clorotalonil, Tiram, Busan, Densil e
Trifenilborano Piridina), e os organometéalicos (Cobre Piritiona, Naftenato de
Cobre, Zinco Piritiona, Ziram e Maneb), e adicionalmente as substancias
inorganicas (Oxido e Tiocianato de Cobre). Tais substancias, em alguns casos,
sdo utilizadas simultaneamente em uma mesma formulacdo comercial, com
intuito de potencializar a acdo da pintura. E o caso, por exemplo, em especial,
do irgarol e diuron, dois dos compostos mais frequentemente usados e que
apresentam, entretanto, efeitos toxicos sobre microorganismos como macrdfitas
e comunidades de fitoplancton, em niveis de concentracdo de ug L' a ng L?
(Diniz et al., 2012).

Na grande maioria das tintas anti-incrustantes disponiveis no mercado
mundial, esses compostos estdo associados a uma matriz acrilica solavel e
visam atuar como biocidas ou potencializadores do efeito biocida gerado pelos
metais que estdo presentes nas formulacdes das tintas. Pode-se afirmar que
esse tipo de associacao promove taxas constantes de liberacdo dos biocidas ao
longo do tempo, elevando assim a durabilidade dos revestimentos (Castro et al.,
2011). Por conta da grande utilizacdo desses biocidas, muito embora alguns
apresentem outras aplicabilidades, como o0 uso como agrotoxico na agricultura,
apos o banimento mundial dos OTs, estudos comecaram a ser publicados
relacionando a ampla utilizagdo e ocorréncia ambiental a areas com intenso
trafego de embarcacoes.

A Tabela 1 apresenta algumas das principais propriedades fisico-
quimicas dos biocidas de terceira geragdo, além de informacfes
complementares no que diz respeito a seus modos de acdo bem como seus

respectivos produtos de degradacéo. Informagdes como Log Koc, Log Kow,
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tempo de meia vida e solubilidade em agua sao informagfes importantes de
serem mencionadas e estudadas, pois auxiliam na exploracédo dos dados sobre
esses compostos. Vale mencionar que compostos como o TCMTB e o
clorotalonil, embora ndo estejam nos métodos desenvolvidos nesse trabalho,
sdo mencionados na Tabela 1 por fazerem parte dos biocidas de 32 geracdo
mais estudados mundialmente.
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Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas dos principais biocidas anti-incrustantes e seus produtos de degradacédo, nomenclatura
IUPAC, classe quimica, estrutura, aplicacdo e modos de a¢do (Adaptado de (Sdnchez-Rodriguez et al., 2012)

Biocida
Clorotalonil Diclofluanida Diuron Irgarol DCOIT TCMTB
2-(Terc-
1-(3.4- butilamino)-4-
Nomenclatura 2,4,5,6- N'-Dimetil-N- Diclorofe’nil)-3 3. ciclopropilamino)-  4,5-Dicloro-2-n-octil-3- 2-
IUPAC Tetracloroisoftalonitrila fenilsulfamida dimetilurea’ 6- (2H)—isotiiazolin-3-ona  (Tiocianometiltio)benzotiazol
(metiltio)-1,3,5-
triazina
H i ¢ S——CH, 0
Fch‘ 4<N:< A s
cl cl ] s o CHz\ NH \ /N - \/\/\/\N el _
Eetrutura o >\\/i D g N%HJF% ) = {\j@
Cl %N IH3 \o \© N o] CHs Cl
MM
4 265,89 333,23 233,09 253,37 282,23 238,35
(g mol)
Classe Cloronitrila Sulfamida Fenilamida s-Triazina Isotiazolona Benzotiazol
Log Kow 2,64 3,7 2,85 2,38 2,85 3,3
Log Koc N.e 3,1 2,3 3,3 4,2 2,7
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Biocida

Solubulidade
em agua (a 25
°Cem mg L)

ti2 (em dias)
na agua do
mar)

ti2 (em dias)
no sedimento

N° CAS

Aplicagao

Modo de acéo

Clorotalonil Diclofluanida Diuron Irgarol DCOIT TCMTB
0,6-0,9 0,006 - 1,3 35-36,4 6,0-7,0 0,0065 — 14 10,4 — 45
1,8-8 0,12 -10,75 31,4 - 365 24 — 365 0,004 -3 31-36
N.e 1,4 14 100 — 265 15 2,7
1897-45-6 1085-98-9 330-54-1 28159-98-0 64359-81-5 21564-17-0
Fungicida Fungicida Herbicida Herbicida Herbicida Fungicida
Inibidor do,transporte Inibidor do transporte Inibidor do Inibidor do Inibidor do transporte Inibidor do transporte de
de elétrons . transporte de transporte de . . . -
; . de elétrons . . de elétrons elétrons mitocondriais
mitocondriais elétrons elétrons
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Biocida

Principais
produtos de
degradagéao

Clorotalonil

Diclofluanida

Diuron

Irgarol

DCOIT

TCMTB

Benzamida; Cloro-1,3-
dicianobenzeno;
Dicloro-1,3-
dicianobenzeno;
Tricloro-1,3-
dicoanobenzeno
4-hodroxoclorotalonil;
2,5,6-tricloro-4-
metoxiisoftalonitrila
2,4,5-

N,N-dimetil-N’-fenil-
sulfamida (DMSA)
Ndiclorofluormetiltion-
anilina; Anilina;
Diclorofluormetano

1-(3-clorofenil)-
3,1-dimetilurea
(CPDUL); 1-(3,4-
diclorofenil)-3-
metilurea
(DCPMU);
1-(3,4-
diclorofenil)urea
(DCPU); 3,4-
dicloroanalina
(3,4-DCA); N-(3-

2-metiltio-4-tert-
butilamino-6-
amino-s-triazina
(M1); 3-[4-tert-
butilamino-6-
metiltiol-s-triazin-
2-ylamino]-
propionaldeido
(M2); N,N’-di-tert-
butil-6-metiltiol-s-

tricloroisoftalonitrila clorofenil)-N- triazini-2,4-
Isoftalonitrila metilurea diamina (M3)
(mCPMU)

N-(n-octil) &cido
malonamico; N-(n-octil)
nidroxipropionamida;
N-(n-octil) acetamida;
N-(n-octil) &cido
oxamico; N-(n-octil)
acido carbamico

2-mercaptobenzotiazol
(MBT); Benzotiazol (BT); 2-
(metiltio)benzotiazol (MTBT)

*MM — Massa molecular; Log Kow — coeficiente de particdo octanol-agua; Log Koc — coeficiente de particdo de carbono organico no solo; N.e - ndo encontrado;
tu2 - tempo de meia vida; N° CAS — NUmero de registro
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Assim como para os OTs, as diferencas nas propriedades fisico-quimicas
dos co-biocidas podem ser determinantes em relacdo ao seu comportamento,
mobilidade e transporte no meio ambiente. Entre as propriedades citadas na
Tabela 1, tempo de meia vida no sedimento e na coluna d’agua, solubilidade,
coeficiente de particdo octanol-dgua (Log Kow), coeficiente de particdo carbono
organico-solo (Log Koc) sédo fundamentais para prever o destino e transporte
desses compostos no meio ambiente. Nesse contexto, é importante estimar o
grau de mobilidade do composto no ambiente, ou seja, se h4 tendéncia do
mesmo em se adsorver na matéria organica do sedimento (Log Koc > 3),
bioconcentrar nos tecidos de organismos (Log Kow > 3) ou entdo se sao
facilmente carreados pela coluna d’agua (alta solubilidade) (Abreu 2016).

Em relagéo a degradacao dos biocidas, ha diversos estudos na literatura
que afirmam que estes compostos organicos podem gerar produtos de
transformacado, degradacdo e/ou metabdlitos por diferentes vias possiveis de
degradacdo. Ha estudos que investigaram a degradacdo dos mesmos por vias
de fotodegradacao, hidrélise, degradacdo por microrganismos, biodegradacéo e
outras. Esses estudos se diferem de acordo com a sele¢éo dos analitos, a via de
degradacdo escolhida bem como o tempo de monitoramento dos produtos
gerados. Dentre as principais consideracdes desses estudos, alguns autores
disponibilizam os mecanismos que geram 0s principais subprodutos, entretanto,
muito embora se tenha conhecimento das vias de degradacéo, ainda séo poucas
as informacbes a respeito da toxicidade e dos problemas ambientais
ocasionados pelos produtos de degradacéo que podem ser gerados.

O diuron é um composto com nome quimico (3-(3,4-diclorofenil)-1,1-
dimetilurea) pertencente ao grupo das feniluréias. Este composto organico ndo
ibnico ndo é utilizado somente e exclusivamente no sistema anti-incrustante, ele
€ também um herbicida amplamente utilizado em larga escala agricola desde
1950 em diversas culturas agricolas, mas principalmente no combate a ervas
daninhas (Callow e Willingham 1996, Yebra et al., 2004). O composto organico
apresenta moderada solubilidade em agua e Log Kow de 2,85, sendo
considerado estavel a oxidagdo e atuante no bloqueio da transferéncia de
elétrons durante o processo da fotossintese de diversas espécies. Seu uso como

composto anti-incrustante se deu a partir de 1980, onde pequenas embarcacoes
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(principalmente no Reino Unido) observaram sua eficiéncia diante de espécies
de fitoplancton e macroalgas (Readman 2006).

A taxa de hidrolise do diuron em pH neutro é considerada insignificante,
mas pode aumentar frente a circunstancias acidas ou basicas. Estudos
laboratoriais demonstraram que seu tempo de meia vida no ambiente aquético
encontra-se entre 14 e 27 dias (Castro et al.,, 2011). Adicionalmente, esse
composto apresenta baixa adsorcdo no sedimento, particionando
preferencialmente na fase aquosa da coluna d’agua (Voulvoulis et al., 2002).
Essa afirmacgéo pode ser feita com base em estudos realizados na mesma zona
de amostragem, onde foram observadas concentracdes mais elevadas na agua
em comparacao a baixas concentracfes encontradas no sedimento (Thomas et
al., 2000, Lamoree et al., 2002). Adicionalmente, concentra¢cées mais elevadas
na agua do mar do que quando comparadas as em agua doce indicam que muito
embora o composto possa ser usado com outros fins, a sua principal fonte esta
diretamente relacionada a utilizacdo como agente anti-incrustante (Thomas et
al., 2000).

Em estudos de testes de toxicidade, o diuron apresentou toxicidade
extremamente elevada para organismos do tipo fitoplancton, em contrapartida
apresentou baixa toxicidade para diversas espécies de invertebrados. Diante
desses estudos, pode-se afirmar que o diuron compila com o fato de ter sido
incialmente desenvolvido para combate a ervas daninhas, tendo seu principal
mecanismo de atuacdo associado a inibicdo da fotossintese nos organismos
considerados autotréficos (Castro et al., 2011). Enquanto como metabdlito, o
diuron é absorvido pelos sistemas gastrointestinal e também pelo sistema
respiratério. Em humanos, é metabolizado em horas por possiveis vias de
hidroxilagdo e n-desalquilacdo, sendo entdo excretado pela urina. Em ratos e
cées, estudos afirmam que cerca de metade da eliminacdo total do composto
acontece pelas fezes. Adicionalmente, apds a ingestéo de diuron de nove meses
a dois anos por ratos e caes, pouco armazenamento foi observado em qualquer
tecido com os maiores niveis observados no figado e rim (Hodge et al., 1967).

Os produtos de degradacao do diuron podem ser gerados por vias de
degradacdo aerdbica, dando origem ao DCPMU, DCPU e principalmente o 3,4-
DCA (ou somente DCA). Adicionalmente, a transformagédo do diuron pode
ocorrer também por vias anaerébicas, onde o CPDU também pode ser formado.
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A degradacao do diuron por fotodegradacdo também pode dar origem a esses
mesmos produtos de degradacdo mencionados, entretanto de acordo com o
comprimento de onda incidente podem ocorrer alteragcbes na propor¢cao dos
produtos que podem ser gerados (Giacomazzi e Cochet 2004, Thomas 2009,
Mestankova et al., 2011).

Em estudos anteriores e preliminares, afim de estudar a degradacao
anaerobica do diuron, Attaway et al., (1982) investigaram a degradacdo do
herbicida em diferentes meios em amostras de sedimento coletados em uma
lagoa da regido, onde todas as culturas investigadas degradaram
completamente o diuron entre 17 e 25 dias de investigacdo. Os autores
mencionaram o0 3-(3-clorofenil)-1,1-dimetilurea como principal produto
observado. Adicionalmente, nenhum outro produto foi detectado apds 80 dias
em cultura e o derivado metacloro nao foi mais degradado durante esse periodo
(Attaway et al., 1982).

Estudos mais recentes afirmam que o processo de degradacéo do diuron
ocorre lentamente, principalmente na agua. Como exemplo, Thomas et al. (2003)
observaram que apenas 1% do diuron foi degradado depois de 42 dias presente
na agua do mar. Ja outros autores estudaram a alta persisténcia desse composto
no meio ambiente, onde 0s mesmos sugeriram um tempo de meia vida de até 1
ano em &gua. Enquanto isso, estudo realizado em amostras de sedimento,
demonstrou a persisténcia do diuron uma vez que nao foi observada degradacgao
em um tempo de 14 dias de teste (Thomas et al., 2003).

Muito embora o diuron apresente mais de uma possibilidade de geracéo
de produto de transformacéo, alguns autores afirmam que seu principal produto
de biodegradacdo, o 3,4-DCA, que apresenta maior toxicidade e também
apresenta alta persisténcia em compartimentos ambientais como em solo, agua
e aguas subterraneas (Giacomazzi e Cochet 2004). De maneira geral, esses
produtos de degradacéo que sao gerados sdo mais instaveis e hidrofilicos que o
proprio diuron e, muito embora sejam compostos quimicos com menor
persisténcia ambiental, também foram detectados em amostras de agua e
sedimento por diferentes autores (Thomas et al., 2002, Gatidou et al., 2007).

Resumidamente, os métodos analiticos de preparo de amostra e
determinacao cromatografica utilizadas para determinacdo do diuron, bem como

dos seus produtos de degradacéo e do restante dos biocidas citados nesse
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trabalho, estdo exemplificados na Tabela 8. Entretanto, é possivel afirmar que
de maneira geral, os métodos mais utilizados séo aqueles baseados em técnicas
tradicionais baseadas em extracdes com solventes, na maioria solventes toxicos,
gue demandam grande quantidade de reagentes, energia e tempo de extracao.
Jé as determinacdes cromatogréficas sdo baseadas na cromatografia liquida e
cromatografia gasosa, onde diferem principalmente o tipo de detector utilizado
bem como a otimizacédo da parte cromatografica.

Assim como o diuron, outro biocida amplamente estudado em diversas
partes do mundo é o irgarol 1051. Comumente chamado apenas de irgarol, seu
nome comercial € (2-metiltio-4-terc-butilamino-6-ciclopropilamino-s-triazina).
Esse composto pertence ao grupo quimico das triazinas e além de ser conhecido
por sua eficiéncia como herbicida, foi registrado para uso como sistema anti-
incrustante por varios anos, recebendo aprova¢cédo da EPA para uso nos EUA em
1995 sendo, mais tarde, registrado no ano de 1998 no mesmo pais (Callow e
Willingham 1996). Desde entdo, seu uso vem aumentando significativamente, e
atualmente, o irgarol € um dos biocidas mais empregados em pinturas anti-
incrustantes devido a elevada eficiéncia no combate a incrustagdo marinha. Em
menor extensao, posterior a ele destacam-se o diuron, Sea-Nine 211, Zinco
Piritiona e Zineb (Diniz et al., 2012).

Dentre todos os biocidas de terceira geracdo, o irgarol € o composto
organicos que apresenta o maior tempo de meia vida, podendo chegar até 250
dias nas particulas de sedimento e até 1 ano na coluna d’agua (Hall Jr et al.,
1999, Thomas et al., 2000). O biocida apresenta moderada solubilidade em agua
e baixa taxa de degradacédo nesse compartimento. Entretanto, a alta tendéncia
de permanéncia do composto tanto na 4gua quanto no sedimento é relacionada
com a menor susceptibilidade a degradacéo de microorganismos (Sapozhnikova
et al., 2013) ainda que apresente solubilidade relativamente baixa, o
particionamento preferencial do irgarol € pela fase dissolvida, mas também
associado com o material particulado em suspenséo (Konstantinou e Albanis
2004).

Em estudos de toxicidade, o irgarol demonstrou ter alta atividade contra
algas (Callow e Willingham 1996), tendo um efeito mais pronunciado para
diferentes organismos fitoplactdnicos. Em relacéo a esses estudos de toxicidade,

geralmente, séo utilizados alguns termos mais especificos para identificar a
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relacdo entre o efeito de uma substancia e a dose na qual ela ocorre. Essas
informacdes sdo obtidas a partir de estudos toxicoldgicos de tais substancias em
organismos testes. Como exemplo, a Tabela 2 apresenta alguns estudos

realizados frente a toxicidade desse composto em espécies aquaticas.

Tabela 2 - Ecotoxicidade do irgarol frente & 4gua e algumas espécies aquaticas

Orgtaer:smo Efeito toxico Concentracéo Tempo Referéncia
. - (Scarlett et
-1
Enteromorfa intestinalis CEso 25ugL 72 h al., 1997)
Pseudokirchneriella (Okamura
subcapitata (Selenastrum CEbso 16puglL? 72 h
. et al., 2000)
capricornuntum)
. . k
7 Lactuca sativa CErso >50pugL? 5 dias e(t?;d.?r;(l)l (;g)
(] . .
= P kirch ,
-
=4 P CEso 10,8 ug Lt 72h -Alba et al.,
P (Selenastrum
G . 2002)
= capricornuntum)
‘—g_ Pseudokirchneriella
o subcapitata (Mezcua et
CE 10 pg L? 72 h
§ (Selenastrum %0 H9 al., 2002)
I capricornuntum)
. . (Gatidou et
-1
Dunaliella tertiolecta CEso 11pglL 96 h al., 2007)
. . (Gatidou et
-1
Navicula forcipata CEs0c 0,6pglL 96 h al., 2007)
Thalassiosira (Zhang et
E 41 L1 h
pseudonana CEso 0,41 g 96 al., 2008)

*CEso - Concentracdo que apresenta algum efeito no organismo nesse tempo
**CErso - concentracdo na qual é observada uma inibi¢cdo de 50% da taxa de crescimento
***CEbso - concentragdo na qual é observada uma reducéo de 50% da taxa de crescimento

De acordo com estudos anteriores que investigaram a presenca do irgarol
e de seus produtos de degradacao, o biocida aparentemente permanece intacto
por um periodo de até 36 dias em amostras de agua, apresentando maior
tendéncia em se particionar em amostras de sedimento. Entretanto, apos esse
periodo, o irgarol pode sofrer processor de biodegradacéo, fotodegradacao ou
ainda hidrélise quimica, resultando na n-desalquilagcdo da molécula original,
formando como produto de degradacdo o M1, M2 e M3 (Okamura et al., 2000,
Okamura e Sugiyama 2004). O mecanismo de degradacéao do irgarol foi proposto
por Sakkas et al. (2002), sendo a via de degradacao predominante em agua a

ruptura e desmetilagcdo do anel ciclopropil na estrutura original da molécula, o
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que pode acontecer por acdo microbiana (principalmente por fungos). Em
estudos anteriores, Sakkas et al., (2002) estudaram a fotodegradacao do irgarol
em amostras de agua de mar, rio e lago sob condi¢cdes naturais, simulando a
irradiacdo solar nas amostras de 4gua. Segundo os autores, a incidéncia de raios
solares pode dar origem ao principal produto de degradacédo, o M1 (2-metilltio-4-
tertbutilamino-6-amino-s-triazina) (Sakkas et al., 2002, Zhang et al., 2008).
Alguns estudos da literatura afirmam que o M1 é o produto de degradacéo
formado preferencialmente durante a degradacéo do irgarol em um tempo de
meia vida de 82 dias na agua do mar em um baixo valor de Koc. Essa observacéo
corrobora com estudos que observaram maiores concentracées de M1 na coluna
d’agua e ndao em amostras de sedimento (Thomas et al., 2002, Okamura et al.,
2003, Lam et al., 2005, Gatidou et al., 2007).

A Tabela 3, apresenta alguns dos estudos realizados em diferentes partes
do mundo, onde pode-se notar que tanto o irgarol como o seu principal produto
de degradacéo, o M1, tem sido amplamente estudado e foram detectados em
diferentes compartimentos ambientais, em concentracées de até 4000 ng L.
Assim como o uso difundido do diuron, a grande presenca do irgarol em
amostras de agua do mar pode ser atrelada a areas onde € observado grande
fluxo de embarcacfes, principalmente marinas e portos onde circulam

embarcacdes de grande porte.

Tabela 3 - Concentracdes de Irgarol e M1 detectadas em amostras de agua de

diversos ambientes costeiros

Concentracao detectada

Local (ug L) Referéncia
Barcelona, Espanha 0,007 -0,3 (Ferrer et al., 1997)
Céte d’Azur, Franga 0,1-1,7 (Readman et al., 1993)

Delta do Ebro, 0,015 0,3 (Ferrer e Barcel6 1999)
Espanha
Tarragona, Espanha 0,05 (Pocurull et al., 2000)
Reino Unido 1,4 (Thomas et al., 2001)
Cingapura 3,2-4,0 (Basheer et al., 2002)
Andaluzia, Espanha 0,056-1,0 (Mezcua et al., 2002)
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Concentracao detectada

Local Referéncia
(ug L)
. L (Lambropoulou et al.,

Epirus, Grécia 0,02 - 0,03 2002)

Duch, Holanda 0,008 - 0,09 (Lamoree et al., 2002)
Grécia 0,01 -0,09 (Sakkas et al., 2002)
Japao 0,26 (Okamura et al., 2003)

Florida, USA 0,001 -0,182 (Gardinali et al., 2004)
Honk Kong 0,006 - 0,1 (YUN e HAO 2009)
Grécia 0,04-0,12 (Gatidou et al., 2005)
Néapoles, Italia 0,003 - 0,029 (Di Landa et al., 2006)
Hawaii 0,048 (Knutson et al., 2006)
Séo Luiz do 4
Maranhio, Brasi 3,81 ng mL (DINIZ 2017)
. 1 (Batista-Andrade et al.,
Panama 0,3ngL 2016)
Rio Paraiba do Sul, 0,138 (Azevedo et al., 2004)

Brasil

Em estudos seguintes a determinacdo do M1, Lam et al.,, (2005)
estudaram a degradacado do outro produto de degradacéo do irgarol, o 3-[4-tert-
butilamino-6-metiltiol-s-triazina-2-amino]propionaldeido  (M2). Os autores
afirmaram que a ocorréncia de tal produto de degradacdo em aguas naturais ndo
foi prevista nem pela mesma via de degradacdo do M1, ou seja, pela
desalquilacédo do anel n-ciclopropil. Isso indica que o destino ambiental de irgarol
no meio aquatico é mais complicado do que o esperado (Lam et al., 2005). Sendo
assim, tendo em vista dessa nova descoberta, considera-se necessario
continuar investigando a degradacéo do irgarol em diferentes tipos de aguas,
principalmente as naturais. Por conta disso, posteriormente, nossos estudos
foram realizados acerca da investigagdo dos possiveis produtos gerados na
degradacédo do irgarol. Lam et al.,, (2009) prosseguiram o0s estudos de
degradacdo do composto organico em agua do mar. Os autores realizaram
testes de fotodegradacdo, enfatizando na cinética da formacdo dos possiveis
produtos de degradagcdo. Nesse estudo, os autores concluiram que o M1
aparece gquase imediatamente apés a fotélise. Em contrapartida, o M2 so foi
observado apdés um longo periodo de inducdo. Sendo assim, embora o M2 possa
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ser facilmente decomposto em M1 (Lam et al., 2004), a geragao de M1 e M2 a
partir da degradacéo de irgarol parece seguir caminhos separados. Isso sugere
a ideia original de que M2 ¢é o intermediario direto na fotodegradacao do irgarol
a M1 (Lam et al., 2009). Adicionalmente, os autores enfatizam a importancia do
uso da alta resolugcéo da espectrometria de massa para elucidagéo da estrutura
quimica dos produtos investigados. Os autores designaram uma nova via de
degradacéo, gerando como produto o M4 e afirmaram, ainda, que é provavel que
M4 seja um intermediario de M2. Entretanto, como consideracfes desse
trabalho, os autores sugerem que novos estudos sejam realizados a respeito dos
produtos de degradacdo que sdo e podem ser gerados através da molécula
original, tendo em vista as diferentes possiveis vias para isso. Além do mais,
como complemento, estudos de toxicidade ambiental também s&o sugeridos
para que seja possivel obter tantas informagBes a respeito da toxicidade
ambiental desses compostos como se tem disponivel para os principais biocidas
até entdo mundialmente estudados.

Pefiela et al., (2000) realizaram um estudo de fotodegradacao do irgarol
com o intuito de investigar seus possiveis produtos de degradacédo em diferentes
matrizes ambientais e sob diferentes condicbes. Os autores estudaram a
fotodegradacdo em agua destilada, agua do lencol freatico e amostras de agua
do mar e utilizaram SPE com cartuchos de C18 para pré-concentracdo das
amostras. Os autores observaram quatro subprodutos do irgarol com pesos
moleculares diferentes através dos estudos de fotodegradacéo. Adicionalmente,
0s autores observaram 98% de degradacao do irgarol nas amostras de agua do
mar, apds 217 horas de irradiacao solar, sendo o principal produto formado o M1
(Pefela et al., 2000). Adicionalmente, os autores sugeriram gque novos estudos
a respeito da determinacdo e estudos de toxicidade ambiental devem ser
realizados para elucidar uma total informacao a respeito ndo s6 dos biocidas,
como também dos seus principais produtos de degradacdo em matrizes
complexas, além de agua, solos, sedimento e biota.

Juntamente com o diuron, o irgarol € um dos biocidas mais utilizados e
investigados em compartimentos ambientais. Sua persisténcia possibilita a
biomagnificacdo e a formacdo de metabdlitos toxicos para diferentes espécies

de invertebrados. Entretanto, ainda sdo necessarios estudos a respeito do
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comportamento e destino ambiental tanto do irgarol bem como seus respectivos
produtos de degradacao.

Outro biocida importante deser mencionado é o Sea-Nine 211. Esse
composto é uma mistura comercial que possui 30% do principio ativo 4,5-Dicloro-
2-n-octil-4-isotiazolin-3-ona e geralmente é simplesmente chamado de DCOIT
(Castro et al., 2011). O DCOIT pertence ao grupo dos isotiazéis e foi sintetizado
pela primeira vez pela empresa americana Rohm and Haas nos EUA (EUA,
1992). Diferentemente de outros compostos como diuron e irgarol, a utilizacéo
do DCOIT esta atrelada especificamente & utilizagdo como agente biocida do
sistema anti-incrustante, e por conta disso, sua ocorréncia ambiental esta
sempre relacionada as areas de terminais portuarios e marinas de navegacao.
Esse composto organico apresenta atividade comprovada contra uma ampla
gama de bactérias, fungos, algas e invertebrados (Callow e Willingham 1996).

O DCOIT foi um dos primeiros compostos anti-incrustantes registrados
pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US-EPA) em 1994,
tendo recebido o selo verde dessa mesma agéncia em 1996, devido a sua rapida
degradacdo (degradabilidade na &gua do mar com tempo de meia vida de
aproximadamente 1 hora) e baixo fator de bioacumulacdo (Log Koc de 4,2
particionamento preferencial nos sedimentos) (Callow e Willingham 1996) (EPA,
2016).

Alguns estudos realizados anteriormente afirmam que o DCOIT forma
complexos extremamente estaveis com as particulas de sedimentos, tornando-
se, assim, pouco biodisponivel e, consequentemente, apresentando um baixo
fator de bioacumulacéo para organismos aquaticos (Castro et al., 2011).

A degradacdo do DCOIT pode acontecer através de vias aerdbicas ou
anaerobicas. No entanto, a acdo de microorganismos nos sedimentos e na agua
do mar representa a principal via de transformacéo, podendo ser até 200 vezes
mais rapida que as possiveis vias de degradacao por fotolise ou hidrolise. De
maneira geral, na degradacéo do composto original, a por¢ao ciclica da molécula
€ oxidada e quebrada, o que reduz a toxicidade de seus respectivos produtos
(em uma ordem de grandeza de 4 a 5 vezes) formando espécies alquiladas como
o acido n-octil oxamico; 4,5-diclorotiazol e o acido n-octil carbamico (Thomas
2009).
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Recentes estudos demonstraram que em pH extremos (muito acido ou
muito basico), temperaturas baixas e protecdo da luz tendem a diminuir a
permanéncia desse biocida nos compartimentos ambientais (Chen et al., 2015).
Ja& em estudos de toxicidade, o DCOIT apresenta elevada atividade
antimicrobiana, sobretudo frente a bactérias, fungos e algas. Diferentemente do
gue foi comprovado para diuron e irgarol, seus niveis de toxicidade para espécies
de fitoplancton e zooplancton sdo muito parecidos. Devido a alta degradabilidade
e baixo fator de bioacumulacdo, o DCOIT vem sendo o biocida que apresenta
menores danos ambientais, quando em comparacdo aos anteriormente ja
citados.

A diclofluanida (N,N-Dimetil-N-fenil-N-(diclorofluorometiltio)sulfamida) &
um composto organico pertencente ao grupo dos organoclorados. Esse
composto apresenta baixa solubilidade em agua, e de acordo com suas
principais propriedades fisico-quimicas, apresenta uma grande tendéncia de
afinidade pelo material particulado dos compartimentos ambientais. Em relacao
a estudos toxicoldgicos realizados anteriormente frente a diferentes espécies, foi
comprovado que a diclofluanida apresenta efeitos carcinogénicos e
mutagénicos, além disso, esse composto possui uma toxicidade mais elevada
sobre organismos unicelulares, os quais apresentam ciclo de vida mais rapido
(Castro et al., 2011).

Em ambientes aquaticos com pH em torno de 8, a diclofluanida apresenta
maior tendéncia a adsorver ao material particulado e aos sedimentos. Além do
mais, esse composto mostra uma répida taxa de degradacdo em agua,
apresentando uma meia vida de poucas horas nessa matriz. Ao se degradar,
diclofluanida origina a N,N-Dimetilaminossulfanilida (DMSA), sendo que o0s
principais fatores envolvidos sdo a concentracdo de matéria organica, o pH do
meio, a atividade microbiana e a incidéncia de luz. Este biocida é também
suscetivel a degradacéo anaerdbica em sedimento, o0 que representa uma forma
significativa de sua remoc¢ao do ambiente (Castro et al., 2011).

O TCMTB, ou 2-(tiocianometiltio)benzotiazol, € um composto organico
pertencente ao grupo dos triazéis. Esse composto foi inicialmente formulado
para ser utilizado como herbicida na agricultura e fungicida na indastria da
madeira, bem como na de papéis e sementes. Posterior a isso teve acéo

moluscicida reconhecida, passando a ser utilizado como principio ativo em
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diferentes formulagbes no sistema de tintas anti-incrustantes (Hanssen e
Henderson 1991).

Dentre as propriedades fisico-quimicas do TCMTB, algumas indicam que
0 mesmo pode se particionar preferencialmente na coluna d’agua devido a
moderada solubilidade que o composto apresenta. O Log Koc do TCMTB (2,7)
nao indica um forte particionamento no sedimento, principalmente quando ha
presenca de matéria organica. JA o Log Kow também indica tendéncia de
bioacumulacdo em organismos, muito embora n&o existam mencdes a
ocorréncia desses compostos em amostra de biota (Hanssen e Henderson
1991).

Dentre as principais vias de degradacao dos biocidas, a degradacédo do
TCMTB pode ocorrer via fotdlise ou hidrélise, gerando a formacéo de compostos
hidroxilados ou metilados. No entanto seus principais produtos de degradacéao
(MBT e BT) ja foram encontrados em diferentes compartimentos ambientais,
inclusive em estacédo de tratamento de efluentes. Entretanto, a formacéo desses
subprodutos, sobretudo o MBT, é especialmente importante para estudos em
relagdo a toxicidade ambiental do TCMTB (Castro et al., 2011).

Em estudos experimentais, a degradacdo desse biocida associada a
fotélise que ocorre na coluna d’agua é considerada mais eficiente, tendo sido
encontrados em estudos anteriores, tempos de meia vida de até 1 dia. J& em
sedimentos, a hidrélise e a acdo microbiana podem chegar até 81 horas
dependendo das condicbes do meio ambiente em que se encontram. Vale
ressaltar, ainda, que a transformacdo desse biocida € similar a dos outros
compostos e depende, ainda, da influéncia direta do pH, salinidade da agua,
forca iBnica do meio em que se encontra, radiacdo solar, além da concentracao
da matéria organica (Hanssen e Henderson 1991, van Wezel e Van Vlaardingen
2004)

Em comparacdo aos outros biocidas tradicionalmente estudados e
detectados, como diuron e irgarol, poucos estudos enfatizam na determinacéo
do TCMTB bem como seus produtos de degradagéo. Sendo assim, sao poucas
as informacdes a respeito da toxicidade desses compostos.

De maneira geral, em funcdo da ampla utilizacdo dos biocidas a nivel
mundial, o desenvolvimento de métodos analiticos que permitam deteccdo e

quantificacdo dos compostos em ambientes marinhos, bem como em outros
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compartimentos ambientais, € considerado de suma importancia (Diniz et al.,
2012). Nao tendo ainda, a informacdo de um método considerado padréo e/ou
oficial para a determinagcdo desses compostos em matrizes ambientais.

Depois do decreto da Comunidade Europeia em 1989, restringindo o uso
de TBT e com a criagcdo de uma nova classe de tintas anti-incrustantes baseadas
na utilizacdo dos denominados booster biocides, uma nova legislacdo
restringindo o uso de algum destes compostos entrou em vigor. A Tabela 4
apresenta alguns dos paises e suas legislacfes para o0s principais biocidas de
estudo.

Tabela 4 - Legislacao de alguns paises para os biocidas (Crommentuijn et al.,
2000)

Pais Diuron Irgarol  Diclofluanida DCOIT TCMTB
Reino Unido Proibido  Proibido Permitido Proibido  Proibido
Franca Permitido Permitido Permitido N.e N.e
Grécia Permitido Permitido Permitido N.e N.e
Espanha  Permitido Permitido Permitido N.e N.e
Suécia N.e Proibido N.e N.e N.e
Dinamarca Proibido Proibido N.e Permitido N.e

Holanda Proibido  Proibido N.e N.e N.e

*N.e — ndo encontrado

Uma das principais legislacdes utilizada como referéncia a nivel mundial
€ a proposta pelas autoridades holandesas, que € baseada nos limites de risco
nos compartimentos ambientais. A Tabela 5 apresenta informacgdes sobre as
concentracbes maximas permitidas (MPC, do inglés, Maximum Permissible
Concentration) de biocidas que sédo permitidas para compartimentos ambientais
como agua (van Wezel e Van Vlaardingen 2004) e a Tabela 6 mais algumas

informagdes para sedimento.

Tabela 5 - Concentracdo maxima permitida estabelecida pelas autoridades
holandesas (Crommentuijn et al., 2000)

. MPC para
Biocida agua (ng LY
Diuron 430
Irgarol 24
TCMTB 380
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Tabela 6 - Limites maximos para alguns biocidas anti-incrustantes estabelecidos
por paises da Unido Europeia em sedimentos (Cresswell et al., 2006)

Biocida Reino Unido Holanda Noruega
(EQS)? (MPC)" (EQC)°
Agua do mar (ng L)

Irgarol 24 24 250

Diuron 100 430 3600

TCMTB n.e 380 N.e

Sedimentos marinhos (ng g)
Irgarol 1051 N.e 1,4 2,5
Diuron N.e 9,0 13

*N.e — nédo estabelecido

2 Padrdes de qualidade ambiental (EQS, do inglés Environmental quality standard)
b Concentracdo maxima permissivel (MPC, do inglés Maximum permissible
concentration)

¢ Classificacéo de qualidade ambiental (EQC, do inglés Environmental quality
classification)

4.3 Cromatografia liquida acoplada a Espectrometria de Massas

As técnicas cromatogréficas de andlise estdo entre as principais técnicas de
separacdo, especialmente na analise de substancias presentes em matrizes
complexas, tais como aguas, produtos naturais, sedimentos, biota e outras. Isto
se deve, principalmente, a sua capacidade de separacdo dos componentes
presentes nas misturas em funcdo da eficiéncia e do poder de resolucao das
colunas modernas (COLLINS et al., 2006).

Desenvolvida ha mais de um século, a Cromatografia Liquida é uma técnica
analitica de separacdo de compostos muito bem estabelecida, podendo
identificar e quantificar muitos compostos em uma s6é amostra. A grande
aplicabilidade da técnica é atribuida a sua sensibilidade, capacidade de
quantificacdo e de separacdo de moléculas nao volateis e termicamente frageis,
gue constituem 80% dos compostos sintéticos naturais. Com inumeras
aplicacbes em varios campos da ciéncia e da analise quimica, é usada para a
analise de uma enorme faixa de compostos organicos, desde pequenas
moléculas como metabdlitos e peptideos, até moléculas grandes como as frageis
biomoléculas, por exemplo, as proteinas (Alba 2004).

O Espectrobmetro de Massas é um dos detectores mais utilizados na

Cromatografia Liquida, uma vez que & capaz de prover informagdo sobre a
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composicado qualitativa e quantitativa de compostos organicos em misturas
complexas; as estruturas de uma grande variedade de espécies moleculares,
assim como a razao isotopica de atomos em amostras (Skoog et al., 2017). As
maiores vantagens em relacdo a outros detectores € o fato de ser altamente
seletivo para o constituinte de interesse, podendo a separacdo cromatogréfica
nao ser completa; permitir anélises de substancias nao volateis, o que nao é
possivel na Cromatografia Gasosa sem a etapa de derivatizacdo (COLLINS et
al., 2006), e melhor razdo sinal/ruido, consequentemente melhor limite de
quantificacdo (HARRIS, 2001).

O sistema basico de um espectrémetro de massas é composto por sistema
de injecdo da amostra, fonte de ionizacdo, analisador/separador de massas,
detector e sistema de aquisicao de dados. Em cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS, do inglés liquid chromatography coupled to
mass spectrometry) a amostra € inicialmente separada e depois detectada, o
espectrometro de massas faz isso produzindo particulas carregadas a partir dos
analitos da amostra, e usando campos elétricos e/ou magnéticos para separar
as particulas carregadas de acordo com sua relagdo massal/carga (m/z)
(HARRIS 2001).

Na tentativa de minimizar os problemas encontrados no interfaceamento
do sistema LC com MS foram desenvolvidas varias interfaces, nas quais, muitas
vezes, também é realizada a ionizagdo do analito por métodos que permitem a
obtencdo de ions a partir de moléculas sensiveis a temperatura e/ou pouco
volateis (ARDREY, 2003; CHIARADIA et al., 2008). Por esse motivo muitos
autores referem-se a algumas dessas interfaces simplesmente como fontes de
ionizagdo. As formas de ionizacdo mais utilizadas no momento no acoplamento
LC-MS, as quais operam a pressao atmosférica sdo: Electrospray (ESI, do inglés
Electrospray lonization), lonizacdo Quimica a Pressao Atmosférica (APCI, do
inglés Atmospheric Pressure Chemical lonization) e lonizagdo por Fotons a
Pressao Atmosférica (APPI, do inglés Atmospheric Pressure Photon lonization).
Dentre estas, o Electrospray €, de longe, a forma de ionizagcdo mais empregada
no acoplamento LC-MS, seguida da APCI. A ionizacdo por fotons, APPI € mais
recente, sendo a terceira forma de ionizacdo mais empregada nesta técnica
(COLLINS et al., 2006).
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De forma geral, a ESI permite a criacdo de ions na pressdo atmosférica
ao invés de vacuo. Neste processo, a amostra € dissolvida em um solvente, e
pressurizada em um tubo capilar feito de ago inox, ao qual € aplicada uma
voltagem tipicamente entre 3.000 e 5.000 V. Como resultado, o liquido emerge
do capilar a pressao atmosférica, na forma de um aerosol. As goticulas formadas
sao dessolvatadas e os ions fluem para o espectrémetro de massas induzidos
pelos efeitos da atracdo eletrostatica e pelo vacuo (LANCAS 2009).
Adicionalmente, o uso da ESI € preferivel para a andlise de compostos bastante
polares ou ibnicos, termolabeis, ou com massa molecular elevada. Compostos
nao polares ou de polaridade muito baixa tendem a apresentar melhor ionizacao
empregando-se APPI, enquanto que o0s pouco polares e de polaridade
intermediaria geralmente dao bons resultados com APCI.

O eluente da coluna cromatogréfica, apds ser ionizado, é direcionado para
o analisador de massas, 0s quais separam 0s ions de acordo com a razao m/z.
As caracteristicas de construcdo e operacao diferem de um analisador para
outro, assim como seus beneficios e limitagbes. Uma vez que existe hoje uma
grande diversidade de analisadores de massas, a escolha do mais apropriado
deve ser efetuada considerando-se a aplicacdo (como faixa de massas
desejada), desempenho (como capacidade de resolucédo) e custo (em fungéo do
tipo de analisador, um MS para o acoplamento LC-MS pode variar desde
algumas dezenas de milhares de doélares, até valores superiores a um milh&o de
dolares). Em funcéo destes fatores, ndo existe um analisador de massas o qual
seja ideal para todas as aplicacbes. Cada um deles possui diferentes
caracteristicas, resolucbes e preco. Sendo que o usuario deve analisar com
cuidado, cada um deles antes de decidir qual usar para aplicagcdo (LANCAS
2009). Existem diferentes tipos de analisadores de massas, sendo 0s mais
utilizados para deteccéo o triplo quadrupolo (QqQ), o modo sequencial (massas
em série, MS/MS, ou tandem), por tempo de vbo (TOF, do inglés Time-of-Flight)
e o de armadilha de ions (IT, do inglés ion trap).

De maneira geral, o quadrupolo é o analisador de massas mais popular
no momento devido, principalmente, a sua simplicidade, preco relativamente
baixo, boa linearidade em analises guantitativas, além da facilidade de ser
entendido e operado. Os analisadores de massas quadrupolo usam quatro

eletrodos (barras) em forma de bastéo paralelos organizados em um quadrado
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para gerar campos elétricos que filtram os ions com base em sua m/z enquanto
se deslocam pelos eletrodos. Em determinadas magnitudes e frequéncias,
apenas ions com a massa selecionada atingem o detector. Alterando os campos
elétricos, as massas de todos os ions podem ser varridas sequencialmente, de
baixa para alta ou vice-versa, gerando um espectro de massas. Um ion de massa
especifica com determinada m/z seré estavel, e pode passar pelo quadrupolo
somente quando uma combinacdo especifica de corrente continua e radio
frequéncia é aplicada. Os quadrupolos séo, portanto, chamados de filtros de
massas (SKOOG & LEARY, 1992).

O Monitoramento de Reacdes Selecionadas (SRM, do inglés Selected
Reaction Monitoring) € o modo mais comum de utilizar em triplo quadrupolo
(QQQ) para analises quantitativas, permitindo maior sensibilidade e seletividade.
O primeiro quadrupolo filtra um ion precursor especifico de interesse, ions
gerados na fonte sdo selecionados para produzir um ion produto por colisdo
através do processo chamado de colisdo de dissociacao induzida (CID). Os ions
produtos gerados sao transferidos ao terceiro quadrupolo, onde apenas uma m/z
especifica passa. Todos os outros sao filtrados no terceiro. O espectrometro de
massas do tipo triplo quadrupolo, é formado pela juncéo de trés quadrupolos em
sequéncia, onde no primeiro um ion selecionado é separado da corrente de ions
vinda da fonte de ions, no segundo este ion sofre nova fragmentacao por colisdo
com ions de N2 ou Ar e no terceiro quadrupolo seleciona-se entdo um dos
fragmentos ibnicos formados para enviar ao detector (HARRIS, 2001).

Muito bem estabelecida e complementar a LC, a Espectrometria de
Massas em série (sequencial ou Tandem), é a técnica espectrométrica que, ao
invés de utilizar apenas um analisador de massas para separar os ions de
mesma razdo m/z gerados na fonte de ionizacdo, utiliza dois ou mais estagios
de analise de massa (Ql e Q2). Quando acoplada a cromatografia, é
amplamente utilizada na deteccdo de compostos a baixas concentracdes em
matrizes complexas, uma vez que possibilita o0 aumento na detectabilidade e
reduz a interferéncia espectral de compostos presentes na matriz. Em outras
palavras, o MS/MS é um arranjo (Sistema) que ao invés de utilizar apenas um
analisador de massas para separar 0s ions de mesma m/z gerados na fonte de
ionizacgao, utiliza dois estagios (MS1 e MS2), onde um deles é usado para isolar

0s ions de interesse e 0 outro é usado para estabelecer uma relacéo entre este
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ion de interesse isolado e outros ions que foram gerados a partir da sua
composicao induzida.

Quando a analise rotineira da MS sozinha néo é suficiente para desvendar
a identidade de um composto desconhecido, técnicas ortogonais que podem ser
prontamente realizadas na MS sdo empregadas para facilitar a elucidacdo
estrutural. Como por exemplo, analisadores de massa do tipo TOF baseiam-se
no principio de que, como os ions sdo gerados na mesma fonte de ionizacao do
espectrometro de massas, eles possuem a mesma energia cinética, de maneira
que as suas velocidades serdo apenas diferenciadas pelas suas massas
(velocidade é inversamente proporcional a raiz quadrada da massa do ion). Por
isso, neste analisador de massas, 0s ions produzidos na fonte de ionizacdo do
espectrobmetro sdo acelerados através de um tubo de vb6o para serem
identificados, uma vez que o tempo que levam para atravessa-lo esta
relacionado com a m/z de cada ion (ARDREY, 2003; CHIARADIA et al., 2008).
O analisador TOF tem sido utilizado por oferecer melhor resolucdo e
detectabilidade do que os do tipo quadrupolo convencional, sendo aplicado para
identificagéo e quantificacdo de metabdlitos desconhecidos de farmacos.

Paralelo ao sucesso dos analisadores de massa, o do tipo aprisionadores
ou armadilha de ions também tem recebido destaque. Esses analisadores séo
também denominados de quadrupolo tridimensional ou quadrupolo “ion trap”,
enquanto que o0s outros quadrupolos sédo denominados simplesmente
quadrupolos ou, alternativamente, quadrupolos lineares. Nos analisadores do
tipo “ion trap” um eletrodo hiperbdlico na forma de um anel (denominado “ring
electrode”) € colocado entre dois eletrodos hiperbdlicos denominados, eletrodos
“end cap”. Uma voltagem de corrente alternada, de amplitude variavel e com
frequéncia ao redor de 1 MHz, é aplicada ao “ring electrode”, enquanto que os
eletrodos “end cap” sao aternados. Os dois eletrodos “end cap” apresentam um
orificio no centro, onde o eletrodo superior permite a passagem dos ions
provenientes da fonte de ionizacao (eletrodo de entrada) que séo direcionados
para o “ring electrode”, enquanto que o orificio do eletrodo de saida serve para
direcionar os ions ejetados para deteccao (LANCAS 2009). No ion trap a regido
“Q3” pode ser operada como um espectrdmetro de massa convencional ou um
espectrometro de massa com armadilha de ions. Resumidamente, este tipo de

analisador € denominando como um quadrupolo tridimensional que “captura”
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todos os ions que s&o introduzidos em seu interior e os mantém “aprisionados”
até que uma determinada radiofrequéncia seja aplicada (ARDREY, 2003). Na
literatura cientifica, os trabalhos que utilizam esse tipo de analisador possuem
diferentes definicbes, como por exemplo LC-QTrap-MS/MS (do inglés Hybrid
Quadrupole-Linear ion Trap-Mass Spectrometry), HPLC-(QqLIT)-MS/MS (do
inglés High Performance Liquid Chromatography-(Quadrupole-Linear ion Trap)-
Tandem Mass Spectrometry, HPLC-ESI-(QgLIT)-MS/MS (do inglés High
Performance Liquid Chromatography-with Electrospray lonization-(Quadrupole-
Linear ion Trap)-Tandem Mass Spectrometry) ou também, mas com menor
frequéncia, Linear ion trap hybrid triple-quadrupole instrument (QTRAP) coupled
to conventional liquid chromatography.

Em relagdo ao detector, este € o ultimo mddulo de um espectrdmetro de
massas. Assim como o analisador é considerado o coracao de um espectrémetro
de massas, o detector pode ser entendido como seus olhos. O detector registra
a carga induzida ou a corrente produzida quando um ion atravessa uma
superficie ou atinge sua superficie. No caso de um equipamento que possa
efetuar uma varredura de massas, o sinal produzido no detector durante uma
varredura em funcdo da m/z ou posicdo do ion na varredura, ira gerar um
espectro de massas (LANCAS 2009).

Ainda em relagdo ao sucesso do acoplamento da LC com MS, um
equipamento que merece destaque € o UPLC-Orbitrap-MS. Este € 0 mais novo
instrumento para espectrometria de massas de alta resolu¢do (HRMS, do inglés
high resolution mass spectrometry). Foi comprovado que uma maior resolucao
em massa pode fornecer uma maior seletividade de amostras complexas e além
disso, esse tipo de espectrometria de massa com tecnologia de alta resolugéo
oferece vantagens em sensibilidade analitica e especificidade sobre outras
técnicas, além da exatiddo e precisdo de massas, alta resolucdo, tecnologia
Orbitrap e principalmente a analise de moléculas e compostos nao alvo, e
também pode realizar simultaneamente analises quali e quantitativas. Em
contrapartida, a desvantagem atenuada ao sucesso do Orbitrap € o alto custo do
eguipamento e como consequéncia o alto custo da analise.

E importante ressaltar que a elucidacéo estrutural baseada na analise
rotineira do MS é as vezes inadequada para atribuir a identidade do

desconhecido, por conta disso, alternativamente, técnicas ortogonais séo
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necessérias para auxiliar a identificacdo. Além disso, obter o maximo de
conhecimento possivel sobre parametros experimentais e propriedades fisico-
quimicas dos compostos originais € pivd para a atribuicdo de identidade de
novos metabdlitos. Nesse sentido, LC-Orbitrap-MS e LC-TOF-MS produzem
dados semelhantes em varredura completa de modo de aquisi¢céo, espectro de
massas de compostos ndo alvo (Martinez Bueno et al., 2007) e por essas razdes
estdo sendo utilizados com sucesso na triagem e elucidacdo estrutural, e
melhorias recentes na sensibilidade e faixa dindmica levaram a utilizacao para
andlise quantitativa a niveis traco de contaminagdo em amostras ambientais e
também de alimentos (Wang et al., 2012, Hoff et al., 2014, Arsand et al., 2018,
Casado et al., 2018, Saito-Shida et al., 2018).

Por fim, as determinacées que séo realizadas utilizando LC-MS/MS
tornaram-se uma grande ferramenta analitica na determinacdo de
contaminantes organicos, em funcédo do excelente acoplamento entre LC e MS,
gue possibilitou o desenvolvimento de métodos que possuem maior seletividade
e detectabilidade, onde uma riqgueza de informacdes estruturais pode ser
fornecida pela LC. Com base nas capacidades supracitadas de certos
analisadores na atribuicdo de composicdo elementar e sua funcdo CID, LC-
ESI/APCI-MS provou ser uma ferramenta indispensavel no futuro da Quimica

Analitica Ambiental.

4.4 O processo analitico e o preparo de amostra

7

O preparo de amostra €é considerado uma etapa critica do
desenvolvimento de um método analitico, seja durante a andlise qualitativa ou
guantitativa dos analitos (Marube et al., 2015). Os principais objetivos do preparo
da amostra séo, portanto, o enriquecimento e a extracdo dos analitos, remocao
de interferentes da amostra e a transformacao da estrutura dos analitos para
uma melhor detectabilidade. Todas estas etapas auxiliam na obtencdo de
resultados adequados em termos de precisdo e detectabilidade do método
analitico (Prestes et al., 2013, Xu et al., 2016).

Em contrapartida aos avangos na instrumentacdo analitica, os quais
proporcionam uma excelente detectabilidade e seletividade, ainda se faz
necessario uma etapa de preparo de amosta antes da introdu¢cado da amostra no

equipamento. Esta etapa vem ganhando forca para determinacado de compostos
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em niveis tragos em amostras ambientais, onde se descatam a LLE e SPE
(Ramos 2012). Entretanto, com o0 aprimoramento das técnicas desenvolvidas
para determinacao de diferentes compostos em matrizes ambientais, as técnicas
de preparo de amostra vém ganhando destaque principalmente por conta da
busca por minituarizacdo através de métodos que mantenham exatidao,
precisao e rapidez. A selecdo e otimizacdo da técnica de preparo de amostra
geram aspectos fundamentais no processo analitico, podendo afetar a exatid&do
dos dados finais (Ramos 2012).

4.4.1 Métodos de preparo de amostra para determinacdo de farmacos,

produtos de cuidado pessoal e filtros UV em matrizes ambientais

De forma geral, e como mencionado anteriormente, os métodos analiticos
comumente utilizados para determinacdo dos PPCPs em matrizes ambientais
sdo baseados nas técnicas tradicionais que muitas vezes utilizam equipamentos
com elevado grau de automacdo, elevada massa de amostra, volume de
solvente, o que gera uma significativa quantidade de residuos dentro do
laboratério. A Tabela 7 apresenta alguns exemplos de trabalhos que utilizaram
preparo de amostra para determinacdo dos PPCPs em matrizes ambientais.
Iniciando pelo método oficial da EPA que utiliza a UAE, os demais trabalhos
estdo organizados por ordem cronoldgica de acordo com o ano em que foram
publicados. Com isso, é possivel perceber a evolucdo das técnicas, métodos,
bem como a evolugao na instrumentacédo analitica que possibilitou um aumento

significativo na detectablidade desses compostos.
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Tabela 7 - Principais caracteristicas de alguns estudos que determinam PPCPs em matrizes ambientais

Preparo
Matriz Analitos de Determinacao LOD Observacoes Referéncia
amostra
Método oficial 1964 da
Solos, 01 - 200 US-EPA. Muitas etapas.
sedimentos e 60 PPCPs UAE HPLC-MS/MS ’ ko'l HY Separacao das amostras (EPA 2007)
biosdlidos 9 em duas aliquitas (acida e
basica)
Agua 18 antibioticos SPE LC-MS/MS 20- 5? ng L’ Varias colunas e solventes (lei%gse)t al,
Sulfametoxazol e
sulfadiazina foram
< . ) 0,2 -3,7 ug detectados em (Hartig et al.,
Agua e efluente 13 Sulfonamidas SPE LC-MS/MS L1 concentracdes entre 30 - 1999)
2000 ng Lt e 10-100 ng
L-l
PLE e LC-APCI- 80,2-1,6 ug i (Schlusener et
Solo PPCPs SPE MS/MS kg al., 2003)
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Preparo

Matriz Analitos de Determinacao LOD Observacgoes Referéncia
amostra
Efluentes 1 ~ (Loffler e
hospitalares PPCPs SPE LC-ESI-MS/MS 0,2 g L Extracdo a pH 7-8 Ternes 2003)
- . 0,001 - ~ (Miao et al.,
Efluentes Antimicrobianos SPE LC-ESI-MS/MS 0,008 pg L ExtracaoapH 3 e 6 2004)
0 Antimicrobianos e (Diaz-Cruz e
Aguas metabolitos SPE LC-MS/MS ) ) Barcel6 2006)
3ng g 20 (Joss et al
Sedimento PPCPs UAE LC-MS/MS ngg* - 20086) N
(LOQ)
. 23 farmacos e 2 0,47 -10,4 4 farmacos detectadosem  (Ramirez et
Peixe metabalitos SLE LC-MS/MS ng g (LOQ) 100% das amostras al., 2007)
" 9 Sulfonamidas e 1 LC-QqLIT- 0,01 - 461 i (Diaz-Cruz et
Aguas metabdlito SPE MS/MS ng Lt al., 2008)
Agua de Y UHPLC-ESI- 10 ng L1 (Tamtam et
superficie Antibibticos SPE MS/MS (LOQ) 17 compostos detectados al., 2008)
. . i LC-QqLIT- 1 Detectados abaixo do (Jeli¢ et al.,
Sedimento Farmacos PLE-SPE MS/MS 0,04ngg LOQ 2009)
: (Vazquez-
Sedimento Farmacos PLE-SPE LC-ESI-MS/MS 4 ng g Detectados na faade — poier o)
5.95n9 9 2010)
Agua de rio e Analgésicos e anti- 0,5-10 Nao observado efeito de (Zgota-
. ) : . DLLME LC-ESI-MS/MS ) : Grzeskowiak
agua da torneira inflamatorios ngL matriz 2010)
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Preparo

Matriz Analitos de Determinacao LOD Observacgoes Referéncia
amostra
Sulfametoxazol
, 19 sulfonamidas e~ SPE- LC-QqLIT-  0,05-02ng ©Sulfapindinaforamos ;s Galan
Agua 1 metabolito Online MS/MS Lt mais detectados et al., 2010)
(80% e 71% N
respectivamente)
Sedimento Filtros UV PLE uPLC-MsMs ~ 9°° _115 N9 Limpeza com alumina (Gago-Ferrero
g et al., 2011)
. UPLC-ESI- 0,2 - 60 ng i (Gago-Ferrero
Lodo de ETE Filtros UV PLE MS/MS gt etal., 2011)
Alguns farmacos e
" Farmacos e i 0,006 - pesticidas foram (Maldaner e
Agua agrotoxicos SPE LC-MS/MS 0,208 ug L't  detectados, mas abaixo do Jardim 2012)
LOQm
" . cal. ) 1 ) (Togunde et
Agua Farmacos SPME LC-ESI-MS/MS 2-13ngL al., 2012)
. . 0,125 - i (Pavlovi¢ et
Sc,adlmento 12 farmacos MSPD LC-MS/MS 500 ng g al., 2012)
Agua da
torneira, suco, Acido salicilico e
refrigerante e Farmacos HF-LPME UPLC-MS/MS 0.5- 1_’125 M9 diclofenaco detectados em (Zhang etal.,
. L 2013)
bebida todas amostras
energética
. . . Detectou 240 ngg'de  (Gago-Ferrero
- - 1
Peixe Filtros UV PLE LC-MS/MS 0,1-6ngg EHMC et al., 2013)

63



Preparo

Matriz Analitos de Determinacao LOD Observacgoes Referéncia
] amostra
Agua, PPCPs e 35% dos PPCPs foram (Klosterhaus
sedimento e ) Y SPE LC-MS/MS -
o alquilfendis detectados et al., 2013)
mexilh&o
9 compostos de 5 familias
Peixe 20 farmacos PLE UHPLC-MS/MS 0, 03- 1 terapéuticas foram (Huerta etal,
0.50ng g detectados 2013)
. . VA- ol 5-1000 ng i (Hertzog et
Peixe 15 farmacos MSPD LC-ESI-MS/MS gt (LOQ) al., 2015)
" . DLLME- 50 - 500 ng (Marube et al.,
Agua Farmacos SEO LC-MS/MS L1 - 2015)
0,0125 -
Agua 58 PPCPs SD- | CLESIMS/MS  1.25 pg L - (Caldas etal,
DLLME (LOQ) 2016)
" SPE- 1980 ng Lt de MeBZT e  (Serra-Roig et
Agua 16 PCPs Online HPLC-MS/MS N-R 1500 ng L* de BZT al., 2016)
0,0125 -
Agua 58 PPCPs SD- | CESIMS/MS 1,25 pg Lt - (Caldas etal.,
DLLME 2016)
(LOQ)
" HPLC-QQLIT- i i (Serra-Roig et
Aguas 16 PCPs SPE ESI-MS/MS al., 2016)
Um banco de dados de 65
Aguas PPCPs SPE  LC-Orbitrap-MS : produtos de transformagao  (Arsand etal.,
de amoxicilina e ampicilina 2018)
foi construido
; i i i (Molins-
Agu_a_s . PPCPs SP.E HPLC-APP - - Delgado et al.,
superficiais Online MS/MS 2018)
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Preparo

Matriz Analitos de Determinacao LOD Observacgoes Referéncia
amostra
19 farmacos, 4 VA- 195 . PPCPs foram detectados (Cerqueira et
Lodo de ETE PCPs e 4 produtos MSPD LC-ESI-MS/MS 1256 ngg em concentracdes entre al., 2018)
) de degradacéo 2,5 e 5400 ng gt N
Agua, SPE e (Diaz-Cruz et
sedrl)rgs(r;to e 26 PPCPs BLE LC-MS/MS - ) al., 2019)

N.R — Nao reportado; LC-MS/MS — cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial, do inglés liquid chromatography coupled to
mass spectrometry in tandem; HPLC-DAD - cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de diodos, do inglés high pressure
liquid chromtography with diode array detector; HPLC-UV - cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector ultravioleta, do inglés high
perfomance liquid chromatography with ultraviolet detector; UHPLC-ESI-MS/MS - cromatografia liquida de ultra-alta performance acoplada a
espectrometria de massas sequencial com fonte de ionizacdo de eletrospray, do inglés ultra high performance liquid chromatography coupled to mass
spectrometry in tandem with electrospray ionization source; LC-HRMS — cromatografia liquida de alta resolugéo, do inglés liquid chromatography wit high
resolution mass spectrometry; DLLME - microextracao liquido-liquido dispersiva, do inglés dispersive liquid—liquid microextraction

4.4.2 Métodos de preparo de amostra para determinacao de biocidas anti-incrustante em matrizes ambientais

Assim como para os PPCPs, alguns dos trabalhos publicados para os biocidas anti-incrustantes de 32 geracdo estdo
exemplificados na Tabela 8. Os estudos mencionados estédo organizados por ordem cronolégica de acordo com o ano de publicacao,
onde muito embora e ao contrario aos PPCPs, os biocidas ndo apresentem um método oficial, a maioria dos trabalhos

constantemente utilizados também séo baseados nas técnicas tradicionais.
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Tabela 8 - Principais caracteristicas de estudos que determinam biocidas anti-incrustantes e alguns de seus produtos de degradacao
em matrizes ambientais

Matriz Biocidas Preparo de amostra Determinacé&o LOD Observacbes Referéncia
) (Tolosa e
Aguas de marina OTs and irgarol LLE GC-MS 0,5ngL? - Readman
) 1996)
Sﬁ%‘ﬁgﬁt‘(’)eé raarol <PE HPLC-UV-DAD HPLC: 1.7 - 3 ng g Etapa de limpezacom  (Toth etal.,
biota 9 GC-MS GC-MS: 0,2-0,3ng gl florisil 1996)
. Agua do mar: SPE _— p
Agua _do mar € Diuron, irgarol e outros compostos Online Sedimento: LC-APCI-MS Agua: 0,03 ”91 L _(|rgarol), 10 h. de extracdo (Ferrer etal,,
sedimento Soxhlet 0,05 pg L (diuron) 1997)
i GC-MS 1 : (Steen et al.,
Agua do mar Irgarol SPE GC-MS/MS 0,1-1nglL Discos de SDB 1997)
. . . LC-DAD 1 (Ferrer et al.,
Agua do mar Diuron e irgarol ELISA e SPE LC-APCI-MS 0,020 e 0,001 pg L - 1997)
) Clorotalonil, clorol,3-dicianobenzeno, Estudo de (Pefiuela e
Agua dicloro-1,3-dicianobenzeno e tricloro-1,3- SPE GC-EI-MS N.R fotodegradagéo e Barcel6 1998)
dicianobenzeno estabilidade
Agua Diuron, DCOIT, TCMTB e TCMS piridina SPE HPLC-APCI-MS 1-5ngL?t ; (Tlhs’grgg"s
: Diuron, irgarol, M1, diclofluanida, = - .
Sed|mento demetlidiuron, 1(3,4-diclorofenilyurea) e Extracéo ultlrfclsonlca HPLC-APCI-MS 0.2 - 1,6 ug kg Etapa de limpeza com (Thomas
marinho DCOIT metandlica cartuchos Isolute ENV 1998)
Agua do mar Irgarol LLE GC-MS N.R DCM (L'lug‘;;‘;’""
Algas verdes e Iraarol Teci dﬁ?’g)"’(‘;rjpai com GC-MS e Agua: 1-5ng mL1 I;grgrg Idfg;dl%telgéaa(ijso (Scarlett et al.,
agua do mar 9 ) & GC-MS/MS Tecido: 2 ng g 1999)
solvente amostrados
i Diuron, irgarol, clorotalonil, diclofluanida e : LC-DAD i 1 i (Ferrer e
Agua do mar TCMTB SPE Online LC-APCI-MS 2-10nglL Barcel6 1999)
< Diuron, irgarol, clorotalonil, diclofluanida, LC-APCI-MS 1 Diferentes (Piedra et al.,
Agua SPE GC-MS 5-25nglL adsorventes na SPE 2000)

TCMTB e DCOIT
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Matriz

Biocidas

Preparo de amostra

Determinacédo

LOD

Observacfes

Referéncia

OTs: Modificado de

: . . Waldock et al. (1989) GC-FPD e LC- i 1 i (Thomas et al.,

Sedimento Diuron, irgarol, M1 e OTs Biocidas: extraco APCI-MS 0,1-0,001pugg 2000)

com solvente
Diclofluanida, diuron, demetilldiuron, 1-(3,4-
) diclorofenil)urea], (2- (Martinez et
Agua do mar tiocianometiltio)benzotiazol, clorotalonil, SPE HPLC-APCI-MS 1-20nglL? - al., 2000)
DCOIT, irgarol e (2-metiltio-4-tert- "
) butilamino-s-triazina)
/-}gua de rio e Irgarol, diclofluanida e 4-cloro-3-metilfenol SPE-Online GC-MS 10-200 ng L? - (Pocurull etal.,
agua do mar 2000)
A Modificado de A ria 1 — A
S(Qi?r%aer?to Diuron, irgarol, clorotalonil e diclofluanida Voulvoulis et al. GC-MS S:d%;ae.n%z' ,t_:g L 1 Eé(rtr:aé?;?\fem;!ﬁgﬁz (Voulvoulis et
(1999) o HI9 al., 2000)
Agua do mar Irgarol LLE GC-MS N.R DCM (Sar%%gto? al.
Sedimento : : 1 (Thomas et al.,
marinho Diuron e irgarol MSh e UAE LC-MS/MS 1-10nglL - 2000)
Agua do mar e ~ Anli i i i 4 L (Ferrer e
sedimento Irgarol e seus produtos de degradacad SPE-Online LC-APCI-MS 0,002 - 0,005 ug L Cartuchos poliméricos Barcel6 2001)
Diuron, demetlldiuron, 1(3,4-
< diclorofenil)urea, clorotalonil, DCOIT, i i i 1 i (Martinez e
Agua irgarol, (2-tiocianometiltio)benzotiazol,(2- SPE HPLC-APCI-MS 1-20ngL Barcel6 2001)
metiltio-4-tert.-butilamino-s-triazin)
Agua do mar Diclofluanida, diuron e irgarol SPE Online LC-MS 5-400 ng L? - (Glmzegglt)at al.
Sedimento . . . . ~ . .

S Diuron, irgarol, diclofluanida, DCOIT, Extracdo com i i i 1 Etapa de limpeza por (Martinez e
(ggglézi;%%)e (dimetildiuron, 3,4(diclorofenil)ureia e M1 ultrassom LC-APCI-MS 0.2-1,6 ngkg SPE Barcel6 2001)
< Irgarol, clorotalonil, diclofluanida, DCOIT e 1 (Hernando et
Agua do mar TCMTB SPE GC-MS/MS 0,05-50ng L - al., 2001)

Sedimento Diclorometano: (Comber et al
marinho Diuron e irgarol PLE GC-MS 12-17ngL? o o
o acetona 1:1; v/v) 2002)

(liofilizado)
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Matriz Biocidas Preparo de amostra Determinacédo LOD Observacfes Referéncia
o GC-ECD GC-MS: 0,7-3ngg* . .
Sedimento Irgarol, diclofluanida e clorotalonil ';Ar?o(ljl,zrba:ln?sd(elggeé? GC-FTD GC-ECD:15-2,5ng g* Etapa deﬂ(')':figiileza com (Albz;glgztit al,
GC-MS GC-FTD: 0,4 ng gt
GC-ECD (efeito
" , Clorotalonil, clorol,3-dicianobenzeno, da rrlatgrla Etapa de limpeza por
Aguas Naturais ; L ) organica 1 SPE, como (Sakkas et al.,
. dicloro-1,3-dicianobenzeno, tricloro-1,3- LLE e SPE : . 0,05mgL .
(mar, rio e lago) dicanobenzeno e benzamida dissolvida — Konstantinou et al. 2002)
DOM) (2001)
GC-MS
Agua do mar Irgarol LLE GC-MS 1nglL? Cloreto de metileno (i?rdzlgglé)et
Agua: SPE
Aguae . : Sedimento: HPLC-APCI-MS 4 ) (Thomas et al.,
sedimento Diuron, irgarol, M1, DCPMU, DCPU e DCA Modificado de and GC-MS 0.1 ug kg 2002)
Thomas et al. (2000)
Sedimento do 1 (Carrasco et
Mediterraneo Irgarol SFE GC-EI-MS 3ngg Metanol e TFA al., 2003)
Agua Diuron e outros analitos de outras classes SPE LC-ESI-MS 2ng Lt Analise multiresiduo (Lozogoegt)al.,
Sedimento - . i i 1 < . o (Lambropoulou
marinho Irgarol, clorotalonil, diclofluanida e DCOIT SPME GC-MS 0,5-25ngg Agua:acetona (5% v/v) etal., 2003)
Sedimentos e (Steen et al
particulas DCOIT SPE GC-MS/MS 5nglL? - 2004) "
suspensas
Sedlmento Diuron, irgarol, M1, DCPMU, DCPU e DCA Extracéo ultfa}ssonlca LC-DAD 1,7-4ng gt Etapa de limpeza com (Gatidou et al.,
marinho metandlica SPE 2004)
Sedimento Diclofluanida e DMSA MSh GC-MS 3-10ng L+ Acetona (Hamwijk et
marinho al., 2005)
" . . i 0,005 pg Lt (DCPMU) i (Gatidou et al.,
Agua do mar Diuron, irgarol, M1, DCPMU, DCPU e DCA SPE LC-DAD 0,026 pg L (M1) 2005)
Sed|m_en~t0 e Diuron, irgarol, M1, I_D_C_OIT, diclofluanida e Extracdo com LC-ESI-MS/MS 0,24 - 1,1 ug kgt Muitas etapas (Harino et al.,
mexilh&o and piritionas solvente 2006)
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Matriz Biocidas Preparo de amostra Determinacao LOD Observacfes Referéncia
Agua Irgarol, clorotalonil, diclofluanida e terbutrin SPE GC-MS l1nglL? - (Cartz)%rS/G()at al.
Sedimentos OTS, irgarol, DCOIT, clorotalonil, OTs: Modificado de GC-FPD OTS 11 -4ng gt Mdﬂtﬁ;eggasoer gt;lga (Cassi et al.,
superficiais diclofluanida e folpete Astruc et al. (1992) GC-NPD n 99 peza por 2008)
para os biocidas
0,1-1puglLt? Cartuchos (Kazos et al
Solo e agua Clorotalonil e seus produtos de degradacéo SPE GC e LC-MS 0,05e 0,02 ug g* hidrofébicos para o 2008 "
1 . . )
0,001 -0,005 ug g isolamento de analitos
Agua e Agua: SPE ) Agua: 1 ng L . . (Sapozhnikova
sedimento Irgarol e M1 Sedimento: PLE LC-MS/MS Sedimento: 1 ng g Estudos de exposigao et al., 2009)
Biota (liofilizada) Irgarol e seus produtos de degradacéo Sonicacao LC-ESI-MS/MS 5-18,3pg gt Acetona (TSZ%%S; al,
Sedimento (Séanchez-
(liofilizado, moido Diuron, irgarol, diclofluanida e TCMTB MAE LC-MS/MS 0,1-0,3ngg? - Rodriguez et
e peneirado) al., 2011)
. . . Etapa de limpeza por (Sanchez-
Sedimento Diuron e irgarol MAE LC-MS/MS 0,1e0,3ngg? SPE Rodriguez et
al., 2011)
; S Agua 1 ng L1 (irgarol e M1) .
Agua _do mar € Diuron, irgarol e M1 A_gua. S'_DE LC-MS/MS 2 ng L1 (diuron) - (Sapozhnikova
sedimento Sedimento: PLE . ) 1 et al., 2013)
Sedimento: 0,3 ng L
Sedimento Diuron, irgarol e DCOIT MS LC-MS/MS N.R ; (K'gg)f‘tl)a"'
(Franco-
Tecido de peixe Diuron e irgarol MAE e SPE LC-MS/MS 0,34-0,44 ng g* Metanol Barrios et al.,
2014)
Sedimentos, (Kaonga et al
organismos Diuron e irgarol MSh e SPE HPLC-UV 0,6-1,4ngg? - 2315) v
marinhos e agua
. . . (Kim et al.,
Sedimento Diuron, irgarol e DCOIT MS, UAE e SPE LC-MS/MS N.R - 2015)
Sedimeno Irgarol UAE e DLLME GC-MS N.R - (Sa'zeohlg; al.
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Matriz Biocidas Preparo de amostra Determinacédo LOD Observacfes Referéncia
. . . . Batista-
A Diuron, irgarol, TCMTB, diclofluanida e i 0,3-2,7ng L1 (LOD) i (
Agua DCOIT SPE LC-MS/MS 0,8-8ng L (LOQ) Andrade et al.,
2016)
Estudos de
. . Modificado de i degradacédo
Zebraflsh (Danio Clorotalonil e 4-hidroxiclorotalonil Lawrence (2007) e Shi Q.TOF 0,045 e 0,050 ng L (concentragdo de (Zhang etal,
rerio) UPLC-MS/MS o 2016)
et al., (2008) exposicao foi de 50 pg
L)
. Diuron, irgarol, TCMTB, DCOIT e i i i 1 ) (Caldas et al.,
Sedimento diclofluanida VA-MSPD LC-MS/MS 0,5-5ng L1 (LOQ) 2018)
. . ' B 1 (Batista-
Sed|mento Irgarol, TCMTB, DCOIT, diclofluanida e VA-MSPD LC-MS/MS 0,08 -0,75ng Ifl (LOD) Etanol Andrade et al.,
marinho OTs 0,25-2,5ng L (LOQ) 2018)
Tecido de peixe Diuron e irgarol VA-MSPD LC-MS/MS 5-50ng g1 (LOQ) Etanol (Vlezlgalgg al,
: ; . 1 (Kock-
Agua do mar Diuron, irgarol e outros pesticidas SPE LC-MS/MS D|uron'. 0,02ng L_l - Schulmeyer et
Irgarol: 0,05 ng L al., 2019)

N.R - N&o reportado; TFA - Acido trifluoracético; MSh - Mechanical Shaking (agitacdo mecanica) ; HPLC-APCI-MS - cromatografia liquida de alta performance
com ioniza¢do quimica de pressdo atmosférica acoplada a espectrometria de massa sequencial, do inglés high-performance liquid chromatography with
atmospheric pressure chemical ionization with mass spectrometry in tandem; LC-DAD - cromatografia liquida com detector por arranjo de diodos, do inglés
liquid chromatography with diode array detector; GC-FPD - cromatografia gasosa acoplada ao detector fotométrico de chama, do inglés gas chromatography
with flame photometric detector; GC-ECD — cromatografia gasosa acoplada ao detector de captura de elétrons, do inglés gas chromatogrpahy with electron
capture detector; GC-MS - cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, do inglés gas chromatography with mass spectrometry detector; GC-

FID, cromatografia gasosa com detector por ionizagcdo em chama, do inglés gas chromatography with flame ionization detecor
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Diante do contexto do aprimoramento das técnicas de preparo de amostra
gue buscam apresentar caracteristicas de baixo custo, associado aos preceitos
da Quimica Analitica Verde, uma das alternativas que busca atender a esses

requisitos é a MSPD.
4.4.3 Dispersédo da Matrizem Fase Sdlida

A MSPD é uma técnica analitica de preparo de amostra originalmente
desenvolvida por Barker et al., (1989) para extracdo de residuos de drogas em
tecidos bovinos (Barker et al., 1989). Desde entdo, assim como outras técnicas
de extracdo, a MSPD vem ganhando bastante destaque de pesquisadores no
ramo da Quimica Analitica, com diversas aplicacdes em diferentes matrizes.

A técnica se baseia na mistura de amostras viscosas, solidas ou semi-
sélidas com um suporte sélido, como silica ou o seu derivado funcionalizado
como grupos octadecilsilano (C18). Estes suportes sao, geralmente, 0S mesmos
utilizados no empacotamento de cartuchos de SPE. Estes materiais tem a
funcionalidade de adsorver os analitos presentes em amostras liquidas.
Enquanto que na MSPD, o suporte sélido é macerado juntamente com a
amostra, com o auxilio de almofariz e pistilo. A caracteristica principal da MSPD
€ a forca mecéanica promovida na maceracdo da amostra juntamente com o
suporte sélido, que tem a funcdo de promover o rompimento da estrutura fisica
original da amostra, quebrando assim, em uma menor granulometria para ser
extraida com solvente apropriado (Barker 2000). A Figura 11 ilustra as etapas da

MSPD original, desenvolvida em 1989.

suporte sdlide

\l 7
e =

amostra

transferéncia compactacio eluicio

homogenizacio

Figura 11 - Esquema representativo das etapas da MSPD original (Adaptado de
(Barker et al., 1989)
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Uma caracteristica da MSPD original que merece atencdo é a etapa de
eluicdo, ja que esta pode acontecer em materiais como seringas ou a mistura ja
macerada empacotada em cartuchos de SPE. Essa etapa merece detaque uma
vez que podem acontecer algumas situacdes que possivelmente comprometam
a eficiéncia da técnica, como caminhos preferenciais que os analitos podem
percorrer, ocasionando altos RSDs, ou entdo a possivel retencédo nos cartuchos
de SPE enquanto os demais constituintes sédo eluidos em uma etapa de eluicédo
com um solvente adequado (Duarte et al., 2013).

Desde o ano em que foi originalmente desenvolvida, em 1989, até o
presente momento, o numero de publicacdes disponiveis na literatura
envolvendo a técnica de MSPD é crescente. Afim de comprovar essa tendéncia
relacionada a técnica, a Figura 12 apresenta uma representacdo realizada
através da busca em uma das principais bases de dados cientificas, no periodo

dos ultimos 10 anos envolvendo a palavra-chave “matrix solid phase dispersion”.

12000
10000
8000
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4000
2000
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PUBLICACOES

2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
ANO

Figura 12 - Representacdo do numero de publicacdes envolvendo MSPD
durante o periodo de 2009 a 2019. Base de dados: sciencedirect. Palavra-chave

acessada: matrix solid phase dispersion. Acesso realizado em 15/04/2019

E possivel observar que o nimero de publicacdes acerca dessa técncia é
crescente, e iSso é visto como um ponto positivo no que diz respeito aos avancgos
das técnicas de preparo de amostra e atencédo por parte dos Quimicos Analiticos,
uma vez que aponta que técnicas miniaturizadas, como a MSPD, tem recebido
atencdo por parte da comunidade cientifica e estima-se que essa tendéncia

continue crescente.
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Embora a técnica original apresente algumas vantagens frente as técnicas
tradicionalmente utilizadas, buscando melhorias na etapa de extracdo, como a
minimizacdo de problemas ocasionados na etapa de extracdo, bem como a
diminuicdo do tempo durante o empacotamento, menor exposi¢cdo do analista
frente a grandes volumes de solvente e variagbes decorrentes deste
procedimento, alguns autores ja propuseram algumas modificacées na técnica
original. No esquema representativo da Figura 13 € possivel observar algumas

dessas modificac¢des.

J

mistura da amostra

2 .
com suporte sdlido & digio de

[
solvente Vortex cus Centrifugacio
dicdo dg .
OlventEU Mistura Ulsolamentu Eluicdo Ulsolamentv
e — § !

Figura 13 - Esquema representativo da MSPD original. (MSPD assistida por
ultrassom (UA-MSPD), MSPD assistida por vortex (VA-MSPD) e MSPD
associada magneticamente (MA-MSPD) Adaptado de (Tu e Chen 2018)
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Em 2010, Sebastia et al., propuseram modificac6es na técnica original para
extracdo de compostos como aflatoxinas. Os autores objetivaram substituir a
etapa de extracdo nos cartuchos de SPE por transferéncia direta da mistura
macerada para tubos de vidro com fundo cobnico, seguido de agitacdo e
centrifugacéo (Sebastia et al., 2010). Baseado no trabalho de Sebastia et al., em
2013 Caldas et al., propuseram adaptacdes na MSPD, através da extragdo de
agrotoxicos em figado de peixe e hepatopancreas de siri com determinacao por
GC-MS. A Figura 14 ilustra o esquema representativo da adaptacdo proposta
neste trabalho. Onde, ap0s a dispersdo da amostra com C18, a mistura foi
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colocada em tubos de propileno de 50 mL e neste foi adicionado o solvente de
eluicdo. As recuperacfes para este método demonstraram a eficiéncia de
otimizacdo. Essa proposta de modificacdo, denominada nesse trabalho de
MSPD assistida por vortex (VA-MSPD) apresenta vantagens significativas diante
0 método original, pois eliminam as principais desvantagens da etapa de eluicdo
dos cartuchos de SPE, minimizando, assim, as possiveis interferéncias, além de
minimizar o tempo total de extracao e exposicéo do analista a grandes volumes
de solventes, os quais tradicionalmente sao utilizados na SPE (Caldas et al.,
2013).

suporte solido
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amostra ‘ D [
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: |
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suporte | solvente vortex centrifugacdo para andlise

‘i:/ ol o g —_— —

-

~

homogenizacdo

Figura 14 - Esquema representativo da VA-MSPD. Adaptado de (Caldas et al.,
2013)

Essa modificagdo tende a minimizar os possiveis problemas ocasionados na
etapa de compactacéo, tornando a técnica ainda mais simples, barata e robusta
(Sebastia et al., 2010, Caldas et al., 2013). A VA-MSPD tem sido aplicada a
diferentes tipos de compostos organicos em sedimentos (Caldas et al., 2018),
lodos (Soares et al., 2017, Cerqueira et al., 2018), amostras de peixes (Duarte
et al., 2013, Hertzog et al., 2015, Vieira et al., 2018) e outros compartimentos
ambientais (Rombaldi et al., 2015). Vale ressaltar que essa modificacdo também
tem sido utilizada para determinacdo de outros compostos, como por exemplo,
espécies de mercurio em tecidos de peixe (Duarte et al., 2013).

Frente as vantagens ja citadas pela modificacdo da técnica original, a VA-
MSPD também pode apresentar algumas desvantagens, como por exemplo, a
grande manipulagdo da amostra, o tempo de maceragdo necessario além do
namero de varidveis possiveis de serem otimizadas. Entretanto, essas
desvantagens tem sido contornadas pelo possivel uso de ferramentas
relacionadas a estatistica multivariada, que auxilia no sentido de extrair o maior
namero de informac¢des com rapidez aliado ao menor nimero de experimentos

possivel.
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A combinacdo das técnicas miniaturizadas juntamente com a capacidade
analitica de determinac&o de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas é apresentada como uma ferramenta promissora na determinacao de
compostos organicos em matrizes ambientais. No entanto, durante os ultimos
anos e devido a necessidade de criar métodos multirresiduos, novas
metodologias baseadas em cromatografia liquida de alta performance acoplada
a espectrometria de massas em série e diferentes técnicas de ionizacédo foram
desenvolvidas e utilizadas mundialmente (Molins-Delgado et al., 2018).

A Tabela 9 apresenta alguns exemplos de estudos que utilizaram a MSPD
como preparo de amostra, onde é possivel observar a aplicabilidade da MSPD
em diferentes tipos de matrizes tanto alimenticias como ambientais (Barker,
2000; Souza et al., 2013), onde podem ser destacados o desenvolvimento e

aprimoramento da técnica para determinacdo de diferentes compostos.
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Tabela 9 - Estudos que utilizam a MSPD para extracdo de diferentes analitos em matrizes alimenticias e ambientais

Matriz Analitos Suporte sélido Solventg de Determinagao Referéncia
extracao
Tecido bovino Farmacos C18 Metanol HPLC-MS/MS (Barfgeer;g)t al,
Frutas Fungicidas C18 Acetato de etila II_\/ICS/EI\/? é (Wang et al., 2007)
Carne Medicamentos veterinarios MIP M,e_tanol:'aado UPLC-DAD (Wang et al., 2017)
aceético (9:1, viv)
TeC|d_os de Triclosan C18 Acetonitrila LC-MS/MS (Escarrone etal,
peixe 2014)
Peixe 15 farmacos Terra diatomacea Metanol LC-MS/MS (Hertzzgfgt al,
Solo HPAs PTS-MgO DCM HPLC-DAD (Tan et al., 2017)
Lodo de ETE 27 HPAS Alumina DCM GC-MS (Sanchez-Brunete
et al., 2007)
Sedimento Biocidas anti-incrustantes C18 Etanol LC-MS/MS (Batista-Andrade
et al., 2016)
o Hexano e acetato (Garcia-Rodriguez
Algas Agrotoxicos Na2S0a4 de etila GC-MS etal., 2012)
Cascas de Flavondides Peneiras Metanol UPLC-UV (Cao et al., 2016)
frutas moleculares
Lodo de ETE PPCPs - Metanol LC-MS/MS (Cerqgg'lrg)et al,
Lodo de ETA 15 agrotoxicos Quitina Acetato de etila GC-MS (Soares etal,

2017)
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Solvente de

Matriz Analitos Suporte sélido ~ Determinagao Referéncia
extracao
Tecido de :
mexilhdo 11 agrotoxicos e 9 PPCPs Conch aNde Acetato de etila LC-MS/MS (Rombaldi et al,
mexilhao 2015)
dourado
P30 e biscoito Acrilamida Si02-MIP MeCN:Metanol HPLC-UV  (Arabi et al., 2016)
(50:50, viv)
Tecido de peixe  Biocidas anti-incrustantes Cﬂ:g)c(nﬁa%e Etanol LC-MS/MS (Vieira et al., 2018)
Pulm&o humano Agrotéxicos Florisil . Hexano e GC-ECD (Rallis et al., 2012)
diclorometano
Tecido de boi Agrotoxicos C18 Acetonitrila HPLC-DAD (Valencia e de
Llasera 2011)
Fluorquinolonas, Hexano e
Tecido de porco carbamatos e C18 o HPLC-DADA (Wang et al., 2011)
acetonitrila
organofosforados
Sed'”.”emo Biocidas anti-incrustantes C18 Metanol LC-MS/MS (Caldas etal.,
marinho 2018)
Solo AQrotoxicos Florisil DCM GC-NPD  (Shen et al., 2006)
organofosforados
Frutas e . ‘ ) (Bogialli, et al.,
vegetais Carbamatos Areia Agua LC-MSMS 2004)
Frango Sulfonamidas Alumina Etanol e agua LC-MS/MS (K'Shzl(é%’l()at al,
Pe|xe, (figado e Micotoxinas C18 Metanol e 4gua LC-MS/MS (Lagana etal,
musculo) 2003)
o Acetona e hexano
Frutas 31 Agrotoxicos MWCNTSs (50:50, viv) GC-MS (Fang et al., 2009)
N L Acetonitrila e (Acosta-Tejada et
Polpa de c6co Agrotoxicos C18 hexano GC-MS al., 2011)
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Solvente de

Matriz Analitos Suporte sélido ~ Determinagao Referéncia
extracao
Agrotoxicos . i (Sanchez-Brunete,
Lodos organofosforados Alumina DCM GC-MS et al., 2008)
Solo HPAs Florisil Hexano e acetona LC-MS (Pena et al., 2007)
Solo Agrotoxicos Florisil Acetona GC-NPD (Shen et al., 2007)
Poeria Filtros UV c18 MeCN GC-MS/MS (Negrze(;gg)et al,
Frutos do mar Espécies de Arsénio C18 Agua e metanol HPLC-ICP-MS (Moreda-Pineiro et
b (50:50, VIV) al., 2008)
Peixe Espécies de Mercurio Silica NaCl e HCI GC-MS (Duz;r(t)i?)e)t al.,
Cebola Aflotoxinas Casca _de arroz e Cloroférmio e LC-MS (CARVALHO et
terra diatoméacea metanol al., 2012)
Abelha Agrotoéxicos e metabdlitos C18 Metanol LC-MS/MS (Totti et al., 2006)

*Multi-walled carbon nanotubes - Nanotubos de carbono de paredes multiplas, do inglés Multi-walled carbon nanotubes; HPA —

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
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E possivel observar, de acordo com a Tabela 9, que a técnica de MSPD
apresenta versatilidade e robustez uma vez que tem sido aplicada para extracao
de diferentes analitos em diferentes tipos de matrizes, sejam elas ambientais ou
alimenticias. Adicionalmente, além de ser robusta e versétil, a técnica tem sido
reportada em todos os trabalhos aqui citados com preciséo e exatiddo aceitaveis,
tanto quanto as outras técnicas tradicionalmente e usualmente reportadas na
literatura.

A Tabela 10 apresenta, de forma geral, uma comparagao das principais
caracteristicas das técnicas utilizadas para determinacdo de compostos
organicos diferentes tipos de matrizes. Diante disso, a MSPD merece destaque
e o fator chave para ser considerada uma técnica de sucesso se deve a sua
flexibilidade, versatilidade, baixo custo de materiais e rapidez de execucao. Além
do mais, a técnica pode possibilitar a extragdo e limpeza em uma pequena
aliquota da amostra, com a possivel adicdo de outros materiais que podem
minimizar a influéncia de interferentes. Como, por exemplo, matrizes que
contenham alto teor de gorduras, a escolha do suporte sélido, além de romper a
estrutura fisica da amostra, também pode reter seletivamente os interferentes
(Capriotti et al., 2013).
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Tabela 10 - Comparacéao das principais caracteristicas dos métodos de preparo de amostra mencionados nesse trabalho (Adaptado

de (Liu et al., 2015)

Extracao
Caracteristicas Soxhlet por LLE?2 PLEP MAE® SPE¢ SPME*® MSPDf DLLMES®
Ultrassom
Tipo de matriz S/L S/L L S S S/L S/ILIG S L
Pré-tratamento da amostra Sim N&o Nao Sim Sim Nao Sim Sim/Nao N&ao
Limpeza entre duas Nao N&o N&ao Sim N&o Nao Nao Sim/Nao N&ao
amostras
Presséo N&ao N&o Nao Sim N&o Sim Nao Nao N&o
Temperatura Sim Sim Nao Sim Sim Nao Sim Néao N&ao
Volume de solvente (mL) 25(,)80_ 100-300 50-500 15-45 25 -50 50 - 100 2-10 5-100 0,1-10
Tempo de extracio 4-48h 05-1h 12;‘18 12m—in20 05-1h 1-4h 5-90min  05-2h  5—20min
Extragao~com sol\iente € Nao Nao Nao Sim Nao Nao Nao Nao Nao
extracao simultanea
Extracdo sequencial N&ao N&o Sim Sim N&o Nao Nao Nao Sim
Extragao %%wn%u”flcagao N&ao N&o Nao N&o N&o Sim Nao Nao N&ao
Mudanca de solvente N&ao N&o Nao N&o N&o Nao Nao Nao N&ao

automaticamente

S - Sdlido; L - Liquido; G — Gasoso; 2 Liquid-Liquid extraction; ° Pressurized liquid extraction; ¢ Microwave assisted extraction; ¢ Solid-phase
extraction; ¢ Solid-phase microextraction; f Matrix solid-phase dispersion; ¢ Dispersive liquid-liquid microextraction
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Adicionalmente, a MSPD se destaca como uma técnica interessante no
preparo de amostras no que confere as principais vantagens aqui ja citadas,
além do uso de pequenos volumes de solvente e alta eficiéncia de extracao
(Caldas et al., 2013).

5 MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento experimental desse trabalho foi realizado no Instituto
de Diagnostico Ambiental y Estudios del Agua (IDAEA), do Consejo Superior de
Investigacionas Cientificas (CSIC), em Barcelona, Espanha sob orientagédo da
professora Dra. Silvia Diaz Cruz. Essa parte do estudo, contemplada como
Doutorado Sanduiche, foi financiada pela CAPES (Projeto Ciéncias do mar Il N°
1988/2014) durante o periodo de julho de 2018 a fevereiro de 2019.

O CSIC é a maior instituicdo de pesquisa publica da Espanha e a terceira
maior da Europa, sendo um de seus institutos em Barcelona o IDAEA. O IDAEA
€ dedicado ao estudo de mudancas naturais e antropogénicas que ocorrem em
ecossistemas da geosfera utilizando ferramentas quimicas e geoquimicas,
especificamente aquelas que tém a ver com o0 aumento da toxicidade em
organismos e seres humanos. Esta instituicdo se dedica em dois departamentos,
Geociéncias e Quimica Ambiental, onde juntos possuem aproximadamente 174
pesquisadores agrupados, e ambos possuem uma alta capacidade para realizar
analises quimicas, estudos ambientais e geoquimicos. Entre eles, encontra-se o
Laboratério de Dioxina com a maior trajetoria profissional em toda a Espanha,
além de um parque instrumental em cromatografia e espectrometria de massa
gue o coloca em uma posicao de lideranca a nivel europeu (CSIC 2019, IDAEA
2019). O grupo de pesquisa da Quimica Ambiental do IDAEA, subdivide-se entre
os laboratorios de solos, ruidos e liquidos, sendo este uUltimo onde o presente

trabalho foi realizado.
5.1 Instrumentacao

A determinacéo analitica neste estudo foi desenvolvida em um equipamento
4000 QTRAP™ acoplado a um sistema de espectrometria de massas de

armadilha de ions triplo quadrupolo hibrido (HPLC-ESI-(QgLIT)-MS/MS) (Applied

Biosystems-Sciex from Foster City, Ca, USA), equipado com um sistema HPLC
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contendo um auto amostrador Alias, um injetor em “loop”, e duas bombas

binarias com um seletor de solvente de quatro canais para cada (Figura 15).

Figura 15 - HPLC-ESI-(QQqLIT)-MS/MS utilizado no IDAEA-CSIC

5.2 Reagentes, solventes e materiais

Padrdes analiticos de alta pureza (96 — 99,9%) Benzofenona-4 (BP4),
Benzofenona-3 (BP3), Benzofenona-2 (BP2), Benzofenona-1 (BP1), etil-4-
(dimetil-amino)benzoato (EtPABA), 1,2,3-Benzotriazol (BZT), dimetilbenzotriazol
(DMBZT), ofloxacina, acido nalidixico, acido oxolinico, sulfadiazina (SDZ),
sulfamerazina (SMR), sulfadimetoxina (SDM), trimetoprima, acido mefenamico,
diclofenaco, norfluoxetina (NorFXT), cafeina, 2-(2-Benzotriazol-2-yl)-p-cresol
(UVP), metilparabeno (MePB), etilparabeno (EPB), butilparabeno (BuPB),
propilparabeno (PrBP), benzilparabeno (BPB), avobenzona (AVO), flumequina
(FLU), succinil-sulfatiazol, N*-acetilsulfadiazina (acSDZ), N*-acetilsulfamerazina
(acSMR), N#*-acetilsulfametazina (acSMZ), sulfametoxazol (SMX), N4-
acetilsulfametoxazol (acSMX), sulfapiridina (SPY), N#*-acetilsulfapiridina
(acSPY), gemfibrozila, naproxeno, ibuprofeno (IBU), Cetoprofeno,
acetaminofeno, carbamazepina (CBZ), carbamazepina-10,11-ep6xi (CBZ-10,11-
epoxi), atenolol, N-desmetilvenlafaxina (N-desVFX), acido salicilico e cafeina
foram obtidos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). 4-hidroxibenzofenona
(4HB), 4,4'-dihidroxibenzofenona (4DHB), 4-metilbenzilidenecamfora (4MBC) e
etilexilmetoxicinamato (EHMC), foram adquiridos da Merck (Darmstadt,
Alemanha). 5-metil-1H-benzotriazol (MeBT) foi fornecido pela TCI (Zwijndrecht,
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Bélgica). Sulfaquinoxalina (SQX), sulfatiazol (STZ) e sulfisomidin, foram obtidos
pela Fluka (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha). Irgarol, diuron, DCOIT, e
diclofluanida foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Brasil). Padrées analiticos
deuterados BP3-d5, 4MBC-d4, carbamazepina-d10, diclofenaco-d4, BZT-d4,
flumequina-13C, sulfametazina-d4, trimetoprima-d3, gemfibrozila-d6, &cido
mefenamico-d3, BePB-d4, IBU-d3 e naproxeno-d3 foram adquiridos da CDN
isotopes (Quebec, Canada). Acido salicilico-d6 foi obtido da Sigma Aldrich
(Steinheim, Alemanha) e acetaminofeno-d4 foi obtido da TRC.

Os suportes solidos florisil, alumina e silica foram adquiridos da Merck
(Darmstadt, Alemanha). C18 foi utilizado dos cartuchos da Isolute, contendo 500
mg de sorvente com capacidade de 3 mL cada um.

Os solventes agua, metanol (MeOH), acetonitrila (MeCN), acetato de etila
(EtAc), e diclorometano (DCM), todos de grau HPLC ou superior foram obtidos
da J.T. Baker (Deventer, Holanda). Acido formico (98%) e acetato de aménio
(296%) foram obtidos da Merck. Nitrogénio e Argonio (99,995%), foram
fornecidos pela Air Liquide (Barcelona, Espanha).

Outros materiais empregados no estudo incluem, centrifuga A 5810R
Eppendorf (Madrid, Espanha), vortex-mixer Reax Control (Heildolph,
Schwabach, Alemanha), balancas analiticas, micropipetas automaticas com
volume variavel (10 - 5000 uL) e vidrarias geral de laboratério (béquers, baldes
volumétricos de diferentes volumes, espatulas, pipetas, frascos de vidro ambar,

vials de 2 mL e outros).

5.3 Preparo das solucdes analiticas

As solucbes estoque dos padrdes foram preparados por pesagem de
massa apropriada para o preparo de uma solu¢cdo com concentracédo de 100 mg
L e dissolvidas em metanol. Foi preparada uma solucéo trabalho com todos os
padrées dos compostos na concentracdo de 1 mg L também em metanol. A
partir desta solucédo trabalho, foram realizadas as diluicbes necessarias para o
estudo.

A solucao contendo a mistura dos compostos isotopicamente marcados
utilizados como padrdes internos foi preparada de modo semelhante as solu¢des
estoque e trabalho, onde foram preparadas por pesagem de massa apropriada

e dissolvidas em metanol. Diluices sucessivas foram realizadas ao longo do
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estudo. Todas as solugdes, estoque, trabalho e dos padrdes internos, foram

armazenadas a -20 ° C, protegidas da luz.

5.4 Limpezadavidraria

Algumas vidrarias utilizadas no trabalho (espétulas, baldes volumétricos,
béquers, provetas) foram lavadas apdés o uso com &gua abundante, agua
destilada, etanol e acetona. Entretanto, a grande maioria da vidaria de rotina do
laboratorio, incluindo os vials de 2 mL utilizados no HPLC eram descartados apos
0 uso. Essa pratica é comumente realizada no laboratério com o intuito de evitar

contaminacgao e é de praxe dentro do grupo de pesquisa do IDAEA-CSIC.

5.5 Selecao dos analitos de estudo

Os analitos selecionados para o estudo foram escolhidos de acordo com
uma revisdo na literatura, onde a grande maioria dos estudos investigam
compostos com muito mais frequéncia em amostras de agua, sendo muito
menos estudos focados para sedimentos. Ademais, o desenvolvimento de um
método multirresiduo para sedimento (contendo farmacos, filtros UV e produtos
de degradacao) era uma necessidade do grupo de pesquisa.

Os compostos selecionados para o estudo, nome quimico, nimero CAS
ou numero de registro (RN, do inglés register number), familia quimica e algumas
propriedades fisico-quimicas como solubilidade em agua, coeficiente de particao

octanol-agua (Log Kow) sao apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11 - Analitos selecionados para estudo (home usual),

Log Kow e solubilidade em agua

nomenclatura [IUPAC, Numero CAS, classe, massa molecular (MM),

Solubilidade em

Nome usual NUmero MM (g Log , o
(Analito)* Nomenclatura IUPAC CAS Classe moll)  Kow agua (g EE‘;) Cem
Benzofenona-3 2-Hidroxi-4-metoxibenzofenona 131-57-7 Benzofenonas 228,07 3,79 0,21
Benzofenona-1 2.4-Dihidroxibenzofenona 131-56-6 Benzofenonas 214,06 3,17 0,39
Benzofenona-2 2,2’ 4 4’-Tetrahidroxibenzofenona 131-55-5 Benzofenonas 246,05 2,78 0,09842
Acido 5-benzoil-4-hidroxi-2-metoxibenzeno
Benzofenona-4 sulfénico 4065-45-6 Benzofenonas N.e** 0,37 0,65
2,2 -.Dlhldmx'-4- 2,2’-Dihidroxi-4-metoxibenzofenona 131-53-3 Benzofenonas 244,07 3,82 N.e
metoxibenzofenona
4-Hidroxibenzofenona 4-Hidroxibenzofenona 1137-42-4 Benzofenonas 198,06 3,02 0,41
o .4’4 i 4 4’-Dihidroxibenzofenona 611-99-4 Benzofenonas 214,06 2,55 0,60
Dihidroxibenzofenona
1-(4-terc-butilfenil)-3-(4- 20356-09-
Avobenzona metoxifenil)propano-1,3-diona 1 Benzofenonas 310,15 N.e N.e
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%221-(4-tert-butylphenyl)-3-(4-methoxyphenyl)propane-1%2C3-dione%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%2051040%5BStandardizedCID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%221-(4-tert-butylphenyl)-3-(4-methoxyphenyl)propane-1%2C3-dione%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%2051040%5BStandardizedCID%5D

Octinoxato

Enzacameno

Benzocaina

Benzotriazol
Metilbenzotriazol

Dimetilbenzotriazol

Hidroxifenilbenzotriazol

Metilparabeno
Etilparabeno
Propilparabeno
Butilparabeno

Flumequina
Acido nalidixico
Acido oxolinico

Succinil-Sulfatiazol

Sulfadiazina

2-Etilhexil-trans-4-metoxi cinamato

3-(4-Metilbenzilideno)camfora

Etil 4-aminobenzoato
Etil p-aminobenzoato

1,2,3-Benzotriazol
5-Metil-1H-benzotriazol
5,6-Dimetil-1H-benzotriazol

2-(5-terc-Butil-2-hidroxifenil)-benzotriazol

Metil 4-hidroxibenzoato
Etil 4-hidroxibenzoato
Propil 4-hidroxibenzoato
Butil 4-hidroxibenzoato
Acido 9-Fluor-5-metil-1-oxo-1,5,6,7-
tetrahidropirido[3,2,1]quinolina-2-carboxilico
Acido 1-Etil-7-metil-4-oxo-1,4-dihidro-1,8-
naftiridina-3-carboxilico
Acido 5-Etil-8-0x0-5,8-dihidro-
[1,3]dioxolo[4,5-g]quinoline-7-carboxilico
Acido 4-oxo-4-[4-(1,3-tiazol-2-
Isulfamoil)anilino]butandico
4-amino-N-pirimidin-2-Ibenzenosulfonamida

83834-59-
7
5466-77-3
36861-47-
9

94-09-7

95-14-7
136-85-6
4184-79-6

3147-76-0

99-76-3
120-47-8
94-13-3
94-26-8
42835-25-
6

389-08-2

14698-29-
4

116-43-8
68-35-9

Derivados de
cinamato

Derivados de
canfora
Derivados do
acido p-
aminobenzéico
Benzotriazois
Benzotriazois
Benzotriazois
Derivados dos
benzotriazois
Parabenos
Parabenos
Parabenos
Parabenos

Fluorquinolonas
Quinolonas
Quinolonas

Sulfonamidas

Sulfonamidas

290,18

254,16

165,07

119,04
133,06
165,09

267,13

152,04
166,06
180,07
194,09

261,25

232,23

261,23

355,38
250,27

65,80

4,95

1,86

1,23
1,89
2,06

3,24

N.e
N.e
N.e
N.e

N.e

1,41

N.e

N.e
N.e

0,00015

0,00510

131

20
5
N.e

0,01359

N.e
N.e
N.e
N.e

2,19

0,1

N.e

0,0514
0,077
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%221-Ethyl-7-methyl-4-oxo-1%2C4-dihydro-1%2C8-naphthyridine-3-carboxylic%20acid%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%204421%5BStandardizedCID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%221-Ethyl-7-methyl-4-oxo-1%2C4-dihydro-1%2C8-naphthyridine-3-carboxylic%20acid%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%204421%5BStandardizedCID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%225-Ethyl-8-oxo-5%2C8-dihydro-%5B1%2C3%5Ddioxolo%5B4%2C5-g%5Dquinoline-7-carboxylic%20acid%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%204628%5BStandardizedCID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%225-Ethyl-8-oxo-5%2C8-dihydro-%5B1%2C3%5Ddioxolo%5B4%2C5-g%5Dquinoline-7-carboxylic%20acid%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%204628%5BStandardizedCID%5D

N4-acetilsulfadiazina

Sulfamerazina
N4-acetilsulfamerazina
N4-acetilsulfametazina

Sulfametoxazol

N4-
acetilsulfametoxazol

Sulfametoxipiridazina
Sulfapiridina

N4-acetilsulfapiridina
Sulfaquinoxalina
Sulfatiazol
Sulfisomidin
Sulfadimetoxina

Trimetoprima

N-[4-(pirimidin-2-ylsulfamoil)fenillJacetamida
4-amino-N-(4-metilpirimidin-
2)benzenosulfonamida
N-[4-[(4-metilpirimidin-
2)sulfamoil]fenillacetamida
N-[4-[(4,6-dimetilpirimidin-
2)sulfamoil]fenillacetamida
4-amino-N-(5-metil-1,2-oxazol-
3)benzenosulfonamida
4-Acetilamino-N-(5-metil-3-
isoxazolil)benzenosulfonamida
4-amino-N-(6-metoxipiridazin-
3)benzenosulfonamida
4-amino-N-piridina-2-benzenosulfonamida

N-[4-(piridina-2-sulfamoil)fenillacetamida

4-amino-N-quinoxalin-2-
Ibenzenosulfonamida
4-amino-N-(1,3-tiazol-
2)benzenosulfonamida
4-amino-N-(2,6-dimetilpirimidin-
4)benzenosulfonamida
4-amino-N-(2,6-dimetoxipirimidin-
4)benzenosulfonamida
5-[(3,4,5-trimetéxifenil)metil]pirimidine-2,4-
diamino

127-74-2
127-79-7

127-73-1

100-90-3

723-46-6

21312-10-
7

80-35-3

144-83-2
19077-98-
6

59-40-5

72-14-0

515-64-0

122-11-2

738-70-5

Sulfonamidas

Sulfonamidas

Sulfonamidas

Sulfonamidas

Sulfonamidas

Sulfonamidas

Sulfonamidas
Sulfonamidas

Sulfonamidas

Sulfonamidas

Sulfonamidas

Sulfonamidas

Sulfonamidas

292,31
264,30

306,34

320,36

253,27

295,31

280,30
249,28
291,32

300,33

255,31

278,33

310,32

290,32

N.e
N.e

N.e

N.e

N.e
N.e
N.e

1,68

0,05

N.e

N.e

0,91

N.e
0,202 (a 20 °C)

>0,046
N.e
0,61 (a 37 °C)
N.e

N.e
0,268
N.e

0,0075

0,373

0,343

0,4
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%224-Acetylamino-N-(5-methyl-3-isoxazolyl)benzenesulfonamide%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%2065280%5BStandardizedCID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%224-Acetylamino-N-(5-methyl-3-isoxazolyl)benzenesulfonamide%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%2065280%5BStandardizedCID%5D

Acetaminofen

Atenolol
Gemfibrozila

Cetoprofeno
Acido mefenamico
Naproxen

Carbamazepina
Carbamazepina-10,11-
epoxi

Norfluoxetina

Ofloxacina

Cafeina
Ciprofloxacina
N-desmetilvenlafaxina
Acido salicilico

Ibuprofeno

N-(4-hidroxyfenil)acetamida
Acido 2-[4-[2-hidroxy-3-(propan-2-
ylamino)propoxy]fenillacetamida

5-(2,5-dimetilfenoxi)-2,2-dimetilpentandico

Acido 2-(3-benzoilfenil)propanoico
Acido 2-(2,3-dimetilanilino)benzoico
(2S)-2-(6-metdxinaphthalen-2-il)propandico
benzo[b][1]benzazepina-11-carboxamida
Carbamazepina-10,11-epoxi

3-fenil-3-[4-(trifluorometil)fenoxi]propan-1-
amina
Acido 9-fluor-3-metil-10-(4-metilpiperazin-1-
i)-7-ox0-2,3-dihidro-7H-[1,4]oxazino[2,3,4-
ijjquinolina-6-carboxilico
Acido 1,3,7-trimetilpurina-2,6-diona
1-ciclopropyl-6-fluoro-4-oxo-7-piperazin-1-
quinolina-3-carboxilico
N-desmetilvenlafaxino
Acido 2-hidroxibenzdico
Acido (RS)-2-(4-(2-
metilpropil)fenil)propandico

103-90-2  Anti-inflamatorio
291272-68_ B-blogueadores
25812-30- Reguladores

0 lipidicos
22071-15- -~

4 Analgésicos
61-68-7 Analgésicos
222014 =3 Anti-inflamatorios
298-46-4 Antiepilépticos

7-30- T
36509 30 Antiepilépticos

1-03- . .
83896 03 Antidepressivos
82419-36- .

1 Fluoroquinolonas
58-08-2 Estimulantes
85721-33- .

1 Fluoroquinolonas

Antidepressivos

N.e Anti-septicos

Anti-
N.e nti

inflamatoérioss

151,16
266.34

250.33

254.28
241.29
230.26
236,27
252,27

295,30

361,37

194,19
331,34

263,38
N.e

N.e

N.e
0,16

4,77

N.e
N.e
3,18
2,45
N.e

N.e

-0,39

-0,07
0,28

N.e
N.e

N.e

14
13,3

0,0278

0,0213
0,02 (a 30 °C)
0,0159
0,0177
N.e

N.e

0,0283

21,6
30 (a 20 °C)

N.e
N.e

N.e
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%229-fluoro-3-methyl-10-(4-methylpiperazin-1-yl)-7-oxo-2%2C3-dihydro-7H-%5B1%2C4%5Doxazino%5B2%2C3%2C4-ij%5Dquinoline-6-carboxylic%20acid%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%204583%5BStandardizedCID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%229-fluoro-3-methyl-10-(4-methylpiperazin-1-yl)-7-oxo-2%2C3-dihydro-7H-%5B1%2C4%5Doxazino%5B2%2C3%2C4-ij%5Dquinoline-6-carboxylic%20acid%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%204583%5BStandardizedCID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%229-fluoro-3-methyl-10-(4-methylpiperazin-1-yl)-7-oxo-2%2C3-dihydro-7H-%5B1%2C4%5Doxazino%5B2%2C3%2C4-ij%5Dquinoline-6-carboxylic%20acid%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%204583%5BStandardizedCID%5D

Feniluréia,

Diuron 1-(3,4-Diclorofenil)-3,3-dimetilurea 330-54-1 Biocida e 233,09 2,82 35-36,4
herbicida
2-(Terc—butilamino)-4-ciclopropilamino)-6- 28159-98- s-trizina, biocida e 2,8 -
rgarol (metiltio)-1,3,5-triazina 0 herbicida 22> 41 °0-17.0
. ) L . Isotiazolona,
DCOIT 4,5-Dicloro-2-n-octil-3-(2H)-isotiazolin-  64359-81- Biocida e 28223  2.85 0,0065 - 14
3-ona 5 .
herbicida
Organoclorado, 28—
Diclofluanida N'-Dimetil-N—fenilsulfamida 1085-98-9 Biocida e 333,23 3 7 0,006 - 1,3
fungicida '

*A definicdo dos acrdnomos referente a cada composto se encontra na se¢do 5.2 dessa tese
**N.e, ndo encontrado
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5.6 Amostragem

5.6.1 Amostras de sedimento

As amostras de sedimento foram coletadas pelo grupo de pesquisa do
Laboratorio de Microcontaminantes Organicos e Ecotoxicologia Aquatica
(CONECO-FURG) no Sistema Estuarino de Santos e Sao Vicente (SP) com o
auxilio de uma draga tipo Eckman com o apoio de parceiros da Rede Nacional
de Estudos em Anti-incrustantes (RNEA). As amostras foram coletadas em areas
sob influéncia de atividade maritima e com a presenca de sedimentos finos.
Foram coletadas as camadas superficiais em 7 pontos diferentes nessa regiao,
considerando a existéncia de fontes potenciais de biocidas anti-incrustantes
(terminais portuarios e marinas). Apdés a coleta, os sedimentos foram
transportados ao laboratorio, liofilizados e caracterizados pela granulometria e
teor de carbono organico.

5.6.2 Amostras de peixe

As amostras de peixe foram coletadas pelo grupo de pesquisa do
Laboratdrio de Microcontaminantes Organicos e Ecotoxicologia Aquatica
(CONECO-FURG) e pertenciam a especie Micropogonias furnieri (nome comum:
corvina). Os tecidos foram reunidos de um grupo de peixes com as seguintes
caracteristicas: comprimento cabeca-inicio nadadeira caudal meio: 11,25 + 1,99
cm, coletados com o auxilio de uma rede de arrastro na Vila da Barra em Rio
Grande, RS. Apés, as amostras foram transportadas ao laboratério, separados

nos respectivos tecidos analisados e liofilizadas.

5.7 Condic¢des instrumentais do HPLC-ESI-(QgLIT)-MS/MS

As condi¢cbes empregadas neste estudo foram baseadas em trabalhos
prévios desenvolvidos por (Gago-Ferrero et al., 2011, Gago-Ferrero et al., 2013,
Serra-Roig et al., 2016). Vale ressaltar que estes foram desenvolvidos para
analise de alguns filtros UV e PCPs; e neste estudo além destes compostos
foram inseridos os biocidas anti-incrustantes (diuron, irgarol, DCOIT e

diclofluanida).

90



A separacdo cromatografica foi realizada com uma coluna analitica
Purosher® STAR® HR R-18 (50 mm x 2,0 mm, 5 um) obtida da Merck. Os dados
obtidos foram adquiridos e interpretados pelo software Analyst versdo 1.4.2
(Applied Biosystems).

A eluicdo dos compostos em estudo no sistema HPLC foi realizada em
uma vazao 0,3 mL min't com as fases moéveis selecionadas para cada modo de
ionizacdo. No modo positivo, a fase movel utilizada consistiu de uma mistura de
agua ultrapura e metanol (ambos com 0,1% de &cido férmico). No modo de
ionizacao negativo (NI, do inglés negative ionization), a fase movel utilizada foi
composta por agua ultrapura e metanol (ambos com 5 mM de acetato de
amonio). O volume de injegao foi de 20 yL em ambos os modos, em todas as
andlises.

A deteccdo no MS/MS foi realizada sob o monitoramento de reagdes
selecionadas (SRM, do inglés Selected Reaction Monitoring) modo utilizado para
obter a sensibilidade maxima para a detec¢cdo dos compostos alvo, sendo o0s
ions molecular e precursor selecionados e monitorados para cada analito. As
transicdes mais abundantes e as segundas mais abundantes foram utilizadas
para quantificacdo e confirmacao, respectivamente.

As infusdes diretas no espectrémetro de massas com solucdes analiticas
de 250 ng mL foram realizadas individualmente, afim de otimizar as melhores
condi¢Bes de fragmentacdo dos ions monitorados. Para isto foram avaliados os
seguintes paramentros: modo de ionizacao (positivo ou negativo), voltagem do
cone para selecionar o ion precursor, energia de colisdo para fragmentar o ion
precursor e gerar os ions produto, temperatura da fonte, temperatura e vazao do
gas de dessolvatacao para secagem do solvente e potencial de saida de célula
de colisdo. Essa etapa é considerada determinante para selecionar os ions a
serem monitorados bem como a quantificacdo dos compostos de estudo.

Para ambos modos, as principais condi¢cdes gerais de operacdo foram
fixadas. No modo positivo, foram as seguintes: voltagem do capilar: 5000 V,
temperatura da fonte de dessolvatacdo: 700 °C, pressdo do gas de
dessolvatagao: 30 psi, pressdo da fonte 1: 50 psi, presséo da fonte 2: 60 psi,
potencial de entrada: 10 V. Para o0 modo negativo, foram como segue: voltagem

do capilar: —4000 V, temperatura da fonte de dessolvatacao: 500 °C, pressao do
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gas de dessolvatacao 20 psi, presséo da fonte 1: 50 psi, presséo da fonte 2: 60
psi e potencial de entrada: =10 V.

A Tabela 12 apresenta 0s principais parametros e as transicdes
selecionadas no modo SRM. Esses parametros foram otimizados por infuséo
com solu¢des analiticas, como citado anteriormente, no espectrometro de
massas para cada composto. Tal como acima referido e de acordo com o0s
requisitos mais exigentes em matéria de confirmacéo espectrométrica de massa
atualmente definidos na UE (Decisdo 2002/657 / CE da Comissao), duas
transicdes tém de ser registradas para cada analito, a fim de obter um nimero

suficiente de pontos de identificacdo para uma confirmacéo adequada.
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Tabela 12 - Tempo de retencédo (tr, em minutos), transicdes monitoradas, modo de ionizagéo, voltagem do cone (VC), energia de
colisdo (EC), potencial de saida da célula de colisédo (CxP) e padréo interno correspondente utilizado para cada composto em estudo

Analito tl-? Transicdes VC EC CxP .Mo.do d~e Padrao interno
(min) V) (eV) (eV) ionizacao correspondente
*
BP3 11,18 2222211150; jg ;? ié [M+H]* BP3-d5
*
BP1 10,05 22112111?(’)75 jg g 160 [M+H]* BP3-d5
*
BP2 8,89 22i77>>113(’)79 22 1212 2 [M+H]* BP3-d5
BP4 660 oo o o0 e T M Gemfibrozila-d6
*
4HB 9,49 11?9%1112015 38 ;3 Z [M+H]* BP3-d5
*
ADHB 8,47 Z;f; i:; jg Z; 680 [M+H]* BP3-d5
*
DHMB 10,33 221552112511 jg g 182 [M+H]* BP3-d5
*
AVO 12,94 3;111;113(’551 jg ;2 12 [M+H]* BP3-d5
*
AMBC 9,85 22221120152 gi ‘21; 164 [M+H]* AMBC-d4
*
EHMC 12,75 22%1;1176% 21 ;2 140 [M+H]* AMBC-d4
EtPABA 857  166>138* 41 20 10  [M+HJ* AMBC-d4
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Analito tr Transicées VC EC CxP Modo de Padrao interno
(min) ¢ V) (eV) (eV) ionizacao correspondente
166>120 41 25 28
120>65* 56 31 4 .
BZT 7,24 120592 56 25 16 [M+H] BZT-d4
134>79* 46 29 10
MeBZT 27 M-+HT* BZT-d4
© 8, 134595 46 35 14  [M+HI d
148>77* 56 39 2 N
DMBZT 8,89 148593 56 7 5 [M+H] BZT-d4
226>120* 46 25 10
+H1* -
UvpP 12,47 2965107 46 19 18 [M+H] BZT-d4
227>92* -65 -26 -9 )
BePB 7,99 9975136 65 27 1 [M-H] BePB-d4
193>137* -55 -22 -5 )
BuPB 8,03 193592 55 34 13 [M-H] BePB-d4
179>92* -60 -30 -13 )
PrPB 7,68 1795137 60 24 = [M-H] BePB-d4
151>92* -45 -28 -7 )
MePB 6,90 1515136 45 20 9 [M-H] BePB-d4
. 262>244* 51 29 14 N .
Flumequina 9,37 2625202 51 45 10 [M+H] Flumequina-13C
) 362>318* 56 29 18 N .
Ofloxacina 7,63 3625261 56 a1 18 [M+H] Sulfametazina-d4
) . 332>288* 91 27 14 . . .
Ciprofloxacina 6,80 3325231 01 51 4 [M+H] Trimetoprima-d3
Acido nalidixico 9,13 233>215* 61 19 14 [M+H]* Flumequina-13C
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Analito tr Transicées VC EC CxP Modo de Padrao interno
(min) ¢ V) (eV) (eV) ionizacao correspondente
233>187 61 37 12
- L 262>244* 36 25 12 . .
Acido oxolinico 9,37 2625216 36 a1 16 [M+H] Flumequina-13C
. ) 356>256* 71 25 16 . .
Succinil-Sulfatiazol 6,68 3565192 71 33 16 [M+H] Sulfametazina-d4
251>156* 46 27 10 Sulfametazina-d4
+H1*+
Sbz 5,23 251>108 46 30 8 [M+H]
293>134* 65 30 12 N Sulfametazina-d4
acsbz 642 93-108 65 30 12  ([M#HI
265>156* 61 27 8 N Sulfametazina-d4
SMR 5,93 265592 61 47 6 (M+H]
307>134* 60 35 8 N Sulfametazina-d4
acSMR 677 3075110 60 35 8 (M+H]
279>59% 36 27 4 N Sulfametazina-d4
SMz 8,73 27087 36 19 14  M+H]
321>134* 86 35 4 N Sulfametazina-d4
acsMz 704 3515124 86 35 4 [M+H]
254>108* 56 27 10 N Sulfametazina-d4
SMX 706 ous1s6 56 25 10 MHHI
296>198* 60 30 10 Sulfametazina-d4
+HT*
acSMX 780 96134 60 30 10 M
281>126* 66 27 12 N Sulfametazina-d4
SMPZ 6.68  og15156 66 27 14 M
SPY 5,65 250>156* 51 28 12 [M+H]+ Sulfametazina-d4
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Analito tr Transicées VC EC CxP Modo de Padrao interno
(min) ¢ V) (eV) (eV) ionizacao correspondente
250>92 51 31 6
292>134* 70 30 8 . Sulfametazina-d4
acSPY 652 925108 70 30 8 (M+H]
301>156* 76 25 10 . Sulfametazina-d4
SQX 8,20 301592 76 47 12 M+H]
256>156* 40 25 14 Sulfametazina-d4
+ +
STz 5,49 256>92 40 25 10 [M+H]
, - 279>124* 76 33 8 N Sulfametazina-d4
Sulfisomidin 6,42 2705186 76 23 14 [M+H]
311>356* 76 31 8 N Sulfametazina-d4
SDM 8,03 311592 76 31 6 (M+H]
. . 291>230* 76 33 20 N . .
Trimetoprima 6,15 2915261 76 35 12 [M+H] Trimetoprim-d3
) . 249>121* -50 -26 -23 ) . )
Gemfibrozilaa 8,47 2495127 50 12 21 [M-H] Gemfibrozila-d6
© A 242>224* 46 23 22 . Acido mefenamico -
Acido mefenamico 11,46 2425209 46 a1 14 [M+H] 43
229>169* -30 -40 -9 )
Naproxeno 7,18 9295170 .30 29 1 [M-H] Naproxen-d3
205>159* -30 -10 -41 i
IBU 7,86 2055161 30 14 35 [M-H] IBU-d3
255>105* 66 33 18 .
Cetoprofenoo 9,78 2555209 66 o5 10 [M+H] BP3-d5
Diclofenaco 7,70 295>251* -40 -16 -7 [M-H] Diclofenaco-d4
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Analito tr Transicées VC EC CxP  Modo de Padréo interno
(min) ¢ V) (eV) (eV) ionizacao correspondente
295>215 -40 -30 -19
. 152>110* 71 23 18 . . :
Acetaminofeno 5,21 150565 7 45 10 [M+H] Trimetoprim-d3
237>194* 61 29 14 . .
CBz 9,18 2375192 61 31 12 [M+H] Carbamazepina-d10
o 253>180* 36 35 12 N .
CBZ-10,11-epoxi 8,34 2535151 36 109 10 [M+H] Carbamazepina-d10
267>116* 46 31 8 N : :
Atenolol 4,43 2675133 46 39 29 [M+H] Trimetoprima-d3
264>58* 31 57 18 . : :
N-desVFX 6,93 2645133 31 39 46 [M+H] Trimetoprima-d3
o o 137>93* -50 -18 -1 . P . o
Acido salicilico 4,76 137565 50 40 3 [M-H] Acido salicilico-d6
. 195>109* 56 31 8 N : :
Cafeina 6,79 1955138 56 29 10 [M+H] Trimetoprima-d3
. 233>72* 81 39 12 N
Diuron 9,80 233546 81 37 0 [M+H] BP3-d5
254>198* 61 25 12
Irgarol 9,96 254>68 61 69 10 [M+H]* BZT-d4
254>83* 61 41 4
282>169 66 21 10
DCOIT 11,76 282>43* 66 51 0 [M+H]* BP3-d5
282>57 66 33 8
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Padrao interno

VC EC CxP Modo de

. tr -
Analito (min) Transicoes V) (eV) (eV) ionizacao correspondente
333>123* 61 37 8
Diclofluanida 10,50 333>223 61 17 8 [M+H]* Carbamazepina-d10

*- Transi¢Oes usadas para quantificacao
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Tabela 13 - Condi¢cdes empregadas no sistema cromatografico

Parametros HPLC-ESI-(QqLIT)-MS/MS
Coluna Purosher® STAR® HR R-18 (50 mm x 2.0 mm, 5 uym)

analitica
Modo positivo: H20 com 0,1% (v/v) de acido férmico (A),
MeOH com 0,1% (v/v) de acido férmico (B)
Modo negativo: H20 com 5 mM de acetato de amonio (A),
MeOH com 5 mM de acetato de aménio (B)

Fases moveis

volume de 20 uL
injecao
Fonte de ESI
ionizacao
Espectrometro de massas com analisador de armadilha de
Detector ions

De forma geral, as fases mdveis mais utilizadas em cromatografia de fase
reversa sdo as misturas metanol e agua ou acetonitrila e agua. Com ajuste da
forca cromatogréfica e a seletividade da fase moével escolhida até a obtencao de
resolucdo suficiente para que ocorra a separacdo de todos o0s picos
cromatograficos. A adicdo de modificadores como o &cido férmico, acético,
acetato de amonio e amonia, por exemplo, € realizada com o intuito de favorecer
0 processo de ionizacdo dos analitos através do ajuste do pH do meio,
melhorando suas interacdes com a fase mével e estacionaria. Adicionalmente, o
controle do pH do meio também pode ser realizado através do uso de fases
moveis tamponadas (Alba 2004).

Nesse trabalho, os solventes empregados como fase movel foram agua e
metanol em ambos modos. No modo positivo agua e metanol foram acidificados
com acido férmico, ja no modo negativo os mesmos solventes foram utilizados
com acetato de amonio. De forma geral e como citado anteriormente, juntamente
com a agua, o metanol é considerado um dos solventes mais utilizados em fase
reversa, e dentre os modificadores da fase movel, o 4cido acético e o acido
férmico merecem destaque por sua capacidade de favorecer a ionizagao.
Analitos altamente polares e com muitos substituintes em sua estrutura, como
os que fazem parte desse trabalho, tendem a apresentar melhores respostas na
cromatografia liquida de fase reversa devido a maior solubilidade em fases

moveis aquosas assim como a interagdo favorecida com as fases estacionarias
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mais utilizadas, como C18 e C8, resultando em uma maior eficiéncia e melhora
da resolucéo cromatografica (Alba 2004, LANCAS 2009).

As Tabelas 14 e 15 apresentam as condi¢des de eluicdo empregadas no
modo de ionizagéo positivo e negativo, respectivamente, bem como o gradiente

utilizado durante todas as analises cromatograficas.

Tabela 14 - Gradiente de eluicédo utilizado no no modo ESI+, vazédo de 0,3 mL

mint
Tempo H20 cqm MeOH c,orn
(min) 0,1% o_le acido 0,1% qle acido
formico (%) formico (%)
0 95 5
7 25 75
10 0 100
15 0 100
17 95 5
23 95 5

Tabela 15 - Gradiente de eluicdo empregadas no modo ESI-, vazdo de 0,3 mL
mint

Tempo H20 com MeOH com 5 mM
(min) 5mMde eAlC(.-:-tato de de aceAta'Fo de
amonio amonio

0 95 5

3 50 50
6 10 90
13 0 100
17 0 100
18 95 5

20 95 5

De forma geral, os compostos como os da classe das benzofenonas,
sulfonamidas e benzotriazdis sédo ionizados no modo positivo pois possuem a
tendéncia a ganhar um proton através do uso de modificadores como os acidos
carboxilicos. JA compostos como o acido salicilico e os parabenos, os quais

possuem o grupo hidroxila em suas estruturas, sdo ionizados no modo negativo
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pois apresentam a tendéncia de perder um proton através da utilizacdo de
modificadores basicos (LANCAS 2009).

5.8 Uso de padréo interno

Para avaliacdo do uso de padréo interno, foram construidas duas curvas
analiticas. Uma apenas comparando as areas de cada analito, e outra, as areas
obtidas divididas pela area do respectivo composto marcado isotopicamente
utilizado para cada analito.

Os padrdes internos utilizados nesse trabalho, no modo positivo e modo
negativo foram BP3-d5, 4AMBC-d4, BZT-d4, Flumequina-13C, Sulfametazina-d4,
Trimetoprima-d3, Carbamazepina-d10, Gemfibrozila-d6, Acido mefenamico-d3,
BePB-d4, IBU-d3, Naproxeno-d3, Acido salicilico-d6, Diclofenaco-d4 e
Acetaminofeno-d4. A Tabela 16 apresenta os padrdes internos utilizados e suas

respectivas informacdes cromatogréaficas usadas durante todo o estudo.

Tabela 16 - Padrdes internos utilizados, transicdes monitoradas, voltagem do
cone (VC), energia de colisédo (EC), potencial de saida da célula de colisédo
(CxP), tempo de retengdo (tr em minutos) e modo de ionizacdo correspondente

para cada composto em estudo

Padrao interno  Transicdes ve EC CxP tr Modo de
M V) (eV) (min) ionizacdo
BP3-d5 234>151 36 27 12 9,2 [M-H]*
4MBC-d4 259>216 76 27 14 10,8 [M-H]*
BZT-d4 124>96 81 25 6 4,5 [M-H]*
Flumequina-13C 265>247 51 31 20 6,7 [M-H]*
Sulfametazina-d4 283>96 26 35 5 4,6 [M-H]*
Trimetoprima-d3 294>230 72 35 10 3,9 [M-H]*
Carbargfgep'”a' 2475204 71 29 18 83 [M-H]*
Gemfibrozila-d6 257>239 26 9 14 9,2 [M-H]*
Acido 2455227 66 17 8 109 [M-H]*
mefenamico-d3
BePB-d4 231>40 -60 -25 -10 6,4 [M-H]"
Gemfibrozila-d6 255>121 -60 -24 -21 6,7 [M-H]
Acido 2435199 65 22 35 50 [M-H]
mefenamico-d3
IBU-d3 208>164 -25  -15 -15 54 [M-H]
Naproxeno-d3 232>171 -25 -40 -13 4,3 [M-H]
Acido salicilico-d6 ~ 142>98 -40 -28  -11 3,4 [M-H]
Diclofenaco-d4 299>255 -45  -18 -21 51 [M-HJ
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VC EC CxP tr Modo de
N~ V) (eV)  (min) lonizacao
Acetaminofeno-d4 154>11 -65 -26  -15 3,3 [M-H]

Padréo interno  Transicdes

5.9 Avaliacdo datécnica de VA-MSPD para a extracdo multirresiduo de
compostos organicos em sedimento

A VA-MSPD foi otimizada afim de obter recuperacdes na faixa de 70 a
120% com RSD menor ou igual a 20% para todos os compostos em estudo.
Como o foco do trabalho inicialmente era a determinagéo dos biocidas, o estudo
partiu das condi¢cOes estabelecidas no estudo de Batista-Andrade et al., (2016),
onde os autores utilizaram a VA-MSPD como técnica de preparo de amostra
para extracao de diuron, irgarol, TCMTB e DCOIT em amostras de sedimento.

Entretanto embora o objetivo inicial fosse a determinagao dos biocidas, o
escopo do trabalho foi expandido e a inserséo de outros analitos de diferentes
classes exigiu que algumas condi¢des da técnica fossem avaliadas.

As condicdes iniciais empregadas no estudo foram: 2 g de amostra, 0,25
g de C18 como suporte sélido e 5 mL do solvente de extracdo. Logo apos, a
mistura macerada foi transferida para um tubo de polipropileno de 15 mL, agitado
em vortex por 1 minuto e centrifugado por 10 minutos a 4000 rpm. Por fim, uma
aliquota do extrato foi retirada para injecdo no sistema cromatografico (Batista-
Andrade et al., 2016).

Vale ressaltar que todos os testes de otimizacdo desse trabalho, tanto
para sedimento como para peixe, foram realizados levando em consideragédo um
tempo de 30 minutos de interacéo entre a solu¢do contendo todos 0s compostos
de estudo e as amostras e em triplicata onde cada réplica foi injetada 3 vezes no
sistema cromatogréafico. Além do mais, as amostras foram fortificadas com uma
solucdo de todos os analitos em metanol a 50 ng mL?! para avaliacdo das
recuperagbes. A escolha do nivel de fortificacdo foi definida por ser uma
concentracdo intermediaria nas curvas de calibragédo avaliadas. Adicionalmente,
apos a obtencéo dos extratos, foi adicionado em cada vial a mistura dos padrées

internos, citados anteriormente, em uma concentragdo de 50 ng mL™.

102



5.9.1 Escolha do solvente

Devido a diferenca de polaridade e propriedades fisico-quimicas dos
compostos, e com base em uma ampla revisdo na literatura, foram avaliados
solventes com diferentes polaridades, sendo eles: metanol, etanol, acetato de
etila e acetonitrila. Além disso, estes solventes vém sendo empregados para
extracdo de compostos similares ao deste estudo em matrizes sélidas como

sedimento.
5.9.2 Escolha do suporte sdlido

Apbs a escolha do solvente de extracao, diferentes suportes sélidos foram
testados na VA-MSPD, entre eles o C18, florisil, alumina, silica e um material
polimérico (Strata-X). Adicionalmente, um experimento empregando apenas o
sedimento sem suporte soélido, também foi realizado, onde para isso, 2 g de
sedimento foi macerado por 5 minutos sem suporte sélido.

5.10 Avaliacdo da técnica de VA-MSPD para a extracdo multirresiduo de
compostos organicos em peixe

Assim como no método desenvolvido para sedimento, a VA-MSPD foi
otimizada afim de obter recuperac¢des na faixa entre 70 a 120% com RSD menor
ou igual a 20% para a maioria dos compostos do estudo. Como essa etapa do
trabalho foi realizada posterior ao estudo desenvolvido para sedimento, as
condic@es iniciais foram baseadas no estudo anterior. Entretanto, considerando
gue para matrizes de biota a massa de amostra que se obtem é muito pequena,
esse fator foi levando em consideracdo na condi¢do inicial do estudo de
otimizacdo para peixes. Com isso, as condi¢des iniciais empregadas foram: 0,5
g de massa de amostra, 2 g de suporte solido e 5 mL de solvente de extracao.
Vale ressaltar que as etapas de otimizacéo e validacao foram realizadas com
uma amostra de musculo de peixe liofilizado. Otimizado e validado, o0 método foi
aplicado para musculo, branquias, estbmago e figado da espécie Micropogonias

furnieri (nome comum: corvina).
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5.10.1 Escolha do solvente

Nesta etapa, foram avaliados os solventes que apresentaram as melhores
recuperacdes quando avaliados para a extracdo dos mesmos compostos nas

amostras de sedimento.
5.10.2 Escolha do suporte sdlido

Os suportes solidos escolhidos para otimizacdo da VA-MSPD em peixe
foram C18, florisil, silica, alumina. Adicionalmente, um experimento com a
amostra sem suporte solido foram testados e avaliados em termos de

recuperacao.

5.11 Validacgéo

Nesse trabalho, ambos métodos analiticos foram validados segundo as
principais figuras de mérito dos guias de validacdo (SANTE 2017, INMETRO
2018). Limite de deteccédo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ) (instrumental e
do método), curvas analiticas, faixa linear, exatiddo (recuperacao), precisdo
(repetibilidade e preciséo intermediaria) e, adicionalmente, efeito matriz (%) (ME,
do inglés matrix effect) foram avaliados.

5.11.1 Limite de Detecc¢éo e Limite de Quantificacéo

Os limites de deteccdo e limites de quantificacdo foram determinados
como a menor concentragdo de composto injetado que produziu uma relacéo
sinal-ruido (S/N) com relagéo de 3 (LOD) e 10 (LOQ), respectivamente.

Os limites instrumentais foram obtidos através da curva de calibracao
preparada no solvente (metanol). Logo apdés a obtencdo dos limites
instrumentais (em ng mL 1), foi considerado o volume de solvente e massa de
amostra utilizada na VA-MSPD para obtengéo dos limites do método (em ng g’
1). Os valores foram comprovados experimentalmente, e foram considerados
como verdadeiros uma vez que as amostras fortificadas obtiveram recuperacdes
entre 70 e 120% com RSD <20% para a maioria dos compostos (SANTE 2017).
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5.11.2 Curvas de calibracao e linearidade

Devido as diferentes respostas analiticas dos compostos de estudo, as
curvas analiticas de calibracdo responderam em diferentes faixas de
concentragdo. As curvas foram construidas com pelo menos 5 niveis de
calibracdo para cada analito e foram preparadas através da dissolucao da
solucéo padrao contendo os analitos de estudo, construida no solvente (metanol)
e no extrato da matriz (peixe e sedimento) apos extracao por VA-MSPD e foram

avaliadas em relacdo ao coeficiente de correlacédo linear (r).

5.11.3 Exatid&o e preciséo

A exatidao foi avaliada por ensaios de recuperacao, determinados em trés
niveis diferentes de concentracdo, em triplicata de extracdo e triplicatas de
injecdo. Para isso, foram adicionadas as amostras de sedimento quantidades
conhecidas da mistura contendo os compostos de estudo, e apds as amostras
passaram pelo processo de extracdo (INMETRO 2018).

A precisao foi calculada em termos de repetibilidade (RSDr) e precisédo
intermediaria (RSDpi). Para a repetibilidade, as amostras de sedimento foram
fortificadas em 3 diferentes niveis seguindo o procedimento de extracdo, e
injetadas no mesmo dia, pelo mesmo analista e nas mesmas condicbes no
sistema cromatografico. A precisdo intermediaria foi realizada de modo
semelhante, entretanto o procedimento de extracdo foi realizado em dias

diferentes.

5.11.4 Efeito matriz

O efeito matriz de cada composto foi avaliado comparando o coeficiente
angular das curvas analiticas de calibracdo preparadas em solvente (metanol) e
no extrato da VA-MSPD. Em teoria, e de acordo com Economou et al., (2009) o
efeito matriz geralmente € reconhecido como uma supressao ou enrequecimento
do sinal analitico devido aos componantes da matriz, e tem sido amplamente
estudado e reconhecido como uma fonte de erro na analise quantitativa de LC-
MS/MS. Nesse trabalho, o efeito matriz foi calculado como descreve a equacéo
1. Vale ressaltar que ambas as curvas de calibracdo continham a mistura de

padrdes internos em uma concentragéao fixa de 50 ng mL™.
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Coeficiente angular (X1) — Coeficiente angular (X2)

EM (%) = x 100 (1)

Coeficiente angular (X2)

Onde:
X1 — coeficiente angular da curva de calibracdo obtida pela injecdo das

solucdes analiticas de cada analito preparada no extrato da matriz;
X2 — coeficiente angular da curva de calibracdo obtida pela injecdo das

solucdes analiticas de cada analito preparada no solvente (metanol);

Os efeitos devidos aos componentes da matriz foram classificados de
acordo com o aumento ou supressao do sinal em %. Sdo considerados baixos
para uma faixa de supressdo/aumento de sinal de + 20%, médio para faixas de
+ 20% e = 50% e alto para valores superior a 50% ou inferior a -50% (Economou
et al., 2009).

5.12 Aplicabilidade

Apoés validacdo dos métodos, estes foram aplicados em amostras de
sedimento e em tecidos de peixes (branquias, estbmago e figado). As amostras
de sedimento foram coletadas em diferentes pontos de amostragem na regiao
de Santos (SP, BR) pelo grupo de pesquisa do Laboratério de
Microcontaminantes Organicos e Ecotoxicologia Aquatica (CONECO) e no
Estaleiro Irmédos Fernandes de Rio Grande pelo grupo de pesquisa do
Laboratorio de Andlises de Compostos Organicos e Metais (LACOM). Os peixes
analisados pertenciam a especie Micropogonias furnieri (hnome comum: corvina).
Esses tecidos foram reunidos de um grupo de peixes com as seguintes
caracteristicas: comprimento cabeca-inicio nadadeira caudal meio: 11,25 + 1,99

cm, coletados com rede de arrastro na Vila da Barra em Rio Grande, RS.

5.13 Tratamento dos residuos gerados

Os residuos gerados durante este trabalho foram colocados em frascos
rotulados e devidamente identificados para posterior disposi¢éo final por parte
do IDAEA-CSIC.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Condicdes instrumentais

A fonte de ionizacao a pressao atmosférica (API) utilizada foi a ESI devido
a moderada polaridade da maioria dos analitos, onde, geralmente, é a interface
mais indicada para compostos neutros e polares, que podem ser protonados ou
desprotonados em condi¢cdes apropriadas de pH. Adicionalmente, a ESI é
geralmente a fonte preferida para compostos como os agrotoxicos e os PPCPs,
uma vez que € uma técnica mais branda que a APCI é menos suscetivel a
degradacdes térmicas uma vez que a ionizagdo ocorre direto na fase liquida a
temperaturas quase ambiente (LANCAS 2009).

Estabelecidas as condi¢cbes cromatograficas, um cromatograma no modo
de ions totais da separacéo foi obtido para os compostos de estudo, em ambos
modos (positivo e negativo) separadamente. A Figura 16 ilustra o cromatograma
no modo positivo e a Figura 17 no modo negativo, respectivamente. Ambos
foram obtidos pela injecéo de solucéo contendo todos os compostos em metanol
a 700 ng mL™,

Figura 16 - Cromatograma total dos compostos do estudo monitorados no
modo positivo (ESI+)
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Figura 17 - Cromatograma total dos compostos do estudo monitorados no
modo negativo (ESI-)

E possivel observar, de acordo com os cromatogramas, que VArios
compostos obtiveram tempos de retencdo préximos ou entdo, coeluiram. A falta
de resolucdo em um cromatograma pode ser um problema em cromatografia
liquida quando acoplada a detectores tradicionais como UV, por exemplo, ou
DAD. Uma vez que sédo especificos o suficiente quando as diferencas espectrais
sdo pequenas, prejudicando a quantificacdo. Entretanto, o emprego da LC-
MS/MS pode contornar esses problemas de separacdo cromatogréfica, pois o
detector de massas em série quando utilizado no modo SRM é altamente
seletivo, ndo sendo assim, a coeluicdo, uma problematica frente a quantificacao
(LANCAS 2009, Prestes et al., 2009).

6.2 Avaliacdo dos principais parametros de extracao por VA-MSPD para

determinagcdo multirresiduo em sedimento

6.2.1 Escolha do solvente

Como primeiro teste para extragcédo dos 59 compostos de estudo metanol,
etanol, acetonitrila e acetato de etila foram testados como solventes de extracéo
em combinacdo com C18 como suporte solido na VA-MSPD. Vale ressaltar que
a Unica variavel alterada nessa etapa foi o tipo de solvente, o volume dos

mesmos permaneceu constante (5 mL). Os resultados foram avaliados por
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respostas de recuperacdo e o0 percentual de compostos que apresentou

recuperacgao <50%, entre 70 e 120% e >140% pode ser observado na Figura 18.

100
80
60

40

% de compostos

20

<50% 70 - 120% >140%
Faixa de recuperacéo

OMeOH OEtOH mMeCN mAc. Et.

Figura 18 - Percentual de compostos que apresentaram recuperacdes <50%,
entre 70 e 120% e >140%, utilizando diferentes solventes (Condicdes utilizadas:
2 g de amostra de sedimento, 0,25 g de C18 como suporte solido e 5 mL de
solvente. 1 minuto de agitacdo em vortex e 10 minutos de centrifugacdo a 4000
rpm), n=3.

Um fator chave que dever ser levado em consideracédo na evolucéo das
técnicas de preparo de amostra, como as miniaturizadas, é o uso dos solventes
para extracdo dos compostos. Segundo Anastassiades et al., (2003), desde a
década de 1980, preocupacBes ambientais e de saude atrelado ao uso de
solventes clorados levaram ao desenvolvimento de muitos novos métodos, onde
0 uso desses solventes foi minimizado ou evitado (Anastassiades et al., 2003).
Com isso, em contrapartida ao uso de solventes clorados como diclorometano,
cloroférmio e outros como hexano e THF, o acetato de etila se destaca por ser
um dos resultados na evolugcdo do uso de solventes nos avancos das técnicas
de preparo de amostra dos ultimos 20 anos (Lehotay et al., 2010). Uma vez que
€ considerado um solvente ndo mutagénico, além de ser biodegradavel e nao
bioacumulavel, ndo apresenta periculosidade ao meio ambiente (Prat et al.,
2014).

Dependendo dos analitos e da matriz estudada, o acetato de etila
apresenta como principais vantagens a extragcao de compostos com diferentes

polaridades e a extracdo de menor quantidade de coextrativos presentes
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naturalmente em amostras com alto teor de gorduras e pigmentos (Lehotay et
al., 2001). Entretanto, uma desvantagem atribuida a esse solvente € que alguns
compostos mais polares ndo se dividem prontamente no acetato, e com essa
finalidade s&o adicionadas quantidades significativas de Na2SOs4 nos
procedimentos. Adicionalmente, co-solventes polares como metanol e etanol
tém sido utilizados para aumentar a polaridade na fase organica pretendida
(Anastassiades et al., 2003). Quando testado como solvente de extracdo para
0s 59 compostos de estudo em sedimento, o acetato de etila apresentou
respostas de recuperacdo abaixo da faixa entre 70 e 120% para
aproximadamente 80% dos compostos. Analitos com carater mais apolar e
mediamente polar como os filtros UV BP3, BP1l, 4HB, 4DHB, DHMB,
gemfibrozila, acido mefenamico, naproxeno, diclofenaco, atenolol e o biocida
diuron apresentaram recuperacdes entre 79 a 120% provavelmente por
apresentarem uma faixa de Log Kow préxima ao desse solvente. Compostos
mais polares ficaram de fora da faixa pretendida.

Outro solvente testado na extracdo dos 59 compostos de estudo foi a
acetonitrila. Esse teste apresentou respostas dentro da faixa recomendada de
70 a 120% para aproximadamente 40% dos analitos. O comportamento dos
compostos variou bastante quando testado esse solvente na extracdo, além do
mais, os valores de RSD (%) ficaram superiores a 20%. Visto que os analitos
desse estudo apresentam uma ampla faixa de polaridade, esses compostos,
geralmente, ndo apresentam afinidade por solventes fortemente polares e que
nao apresentam capacidade de interacdo, como a acetonitrila, que apresenta
Kow de -0,34. Entretanto, de acordo como outros estudos, como por exemplo,
para extracao de analitos da classe das sulfonamidas, como SQX (Kow de 0,22),
Hoff et al., (2014) utilizaram 10 mL de acetonitrila na extracdo de amostras
bioldgicas. Os resultados de recuperacéo obtidos pelos autores (70%) a partir da
utiizagcdo da acetonitrila como solvente possibilitou, adicionalmente, a
investigacdo da presenca de metabdlitos e outros produtos de degradacao nas
amostras analisadas (Hoff et al., 2014). Esse resultado corrobora com o obtido
nesse trabalho, pois, embora de forma geral as respostas ndo tenham sido
alcancadas dentro da faixa para a maioria dos analitos, para SQX a recuperacao
foi de 94%.
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Adicionalmente, alguns trabalhos da literatura realcam a toxicidade da
acetonitrila quando comparada com outros solventes, como acetona ou acetato
de etila, por exemplo. Sendo essa umas da razdes para evitar 0 uso desse
solvente em métodos multirresiduos (Anastassiades et al., 2003).

Quando testado o metanol como solvente de extracao para os 59 analitos
de estudo, esse solvente apresentou respostas de recuperacao entre 72 e 121%
para aproximadamente 64% dos compostos analisados. De modo geral, e
provavelmente devido a polaridade dos compostos variar de média a alta, o
metanol, por ser o solvente com polaridade mais semelhante a mioria dos
compostos de estudo, proporcionou as melhores respostas de extracdo.
Compostos extremamente polares como os da classe das benzofenonas como
BP2, BP3, as sulfonamidas SDZ, SMZ, acSMX compostos como a, atenolol,
acido salicilico, cafeina e DCOIT apresentaram recuperacgdes abaixo de 70%, ja
outros mais apolares e mediamente polares como 4HB, 4DHB, DMBZT e os
parabenos BuPB e MePB obtiveram valores de recuperacfes fora da faixa
aceitavel. Embora, de forma geral, o metanol tenha apresentado melhores
respostas de recuperacao, a natureza polar dos compostos que ficaram fora da
faixa de recuperacéo esperada, além de sua alta solubilidade em agua faz com
gue a extracao especifica desses compostos seja extremamente dificil. Por
conta disso, compostos com essas caracteristicas e propriedades fisico-
quimicas semelhantes a estes sdo amplamente investigados em matrizes
aquosas.

Em estudos anteriores que também avaliaram a extracdo de compostos
semelhantes aos deste estudo, também foram testados solventes mediamente
polares nas técnicas de preparo de amostras. Casado et al., (2015) utilizaram
metanol na extracdo de 8 antibiéticos em lodo utilizando a MSPD como preparo
de amostra e etapa de limpeza por SPE. Embora os autores tenham obtido
recuperacdes (70 a 118%) e limites de quantificacdo do método (5 a 8 ng g?)
semelhantes ao deste estudo, utilizaram 10 mL de solvente (0,5% em NH3) para
extracdo de apenas 8 analitos da mesma classe (Casado et al., 2015).

Cerqueira et al., (2018) testaram metanol, etanol e acetonitrila na extracao
de 27 PPCPs (PrPB, 4HB, 4DHB, gemfibrozila, ibuprofeno e diclofenaco em
comum com este estudo) em amostras de lodo de estacdo de tratamento de

esgoto utilizando a VA-MSPD como preparo de amostra e determinacéo por LC-
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MS/MS. Como resultado, os autores também selecionaram metanol como
solvente de extracéo, obtendo recuperacdes entre 45 e 120% para 0S compostos
de estudo e justificaram sua escolha com base na relacéo de polaridade entre o
solvente e a maioria dos compostos analisados (Cerqueira et al., 2018).

Gago-Ferrero et al., (2011) utilizaram metanol na extragao de compostos
polares, mas somente da classe dos filtros UV em amostras de sedimento. Muito
embora o0s autores tenham alcancado recuperacdes dentro da faixa recomedada
e limites semelhantes ao deste estudo (1 a 15 ng g?), o volume de metanol
utilizado foi 25 mL e a técnica de preparo de amostra utilizada foi a PLE, técnica
esta que demanda um elevado grau de automacdo e gera uma quantidade
significativa de residuos no laboratorio (Gago-Ferrero et al., 2011).

Como alternativa a utilizacdo de solventes, alguns trabalhos da literatura
relatam a utilizagdo de misturas de diferentes solventes, entre eles o metanol.
Como exemplo, Albero et al., (2012) utilizaram uma mistura de metanol e acetato
de etila (90:10, v/v) para extracdo de parabenos e alguns metabdlitos em lodo
de Madrid (Espanha). Os autores obtiveram recuperacdes entre 80 e 125% e
RSD entre 3 e 12% para os compostos analisados (Albero et al., 2012). Autores
do mesmo grupo de pesquisa também utilizaram a mistura de acetonitrila e
metanol (90:10, v/v) para extracdo de hormdnios em matrizes sélidas e como
resultado do método obtiveram recuperacdes entre 80 e 110% com RSD ente 5
e 8% (Albero et al., 2013).

O sucesso do metanol como solvente de extracado em diferentes técnicas
de preparo de amostra estd atrelado a sua capacidade de interacdo com
compostos polares por conta de ser um solvente polar prético. Solventes polares
préticos, como 0 metanol e o etanol, possuem altas constantes dielétricas (¢) e
isso € um bom indicador da probabilidade de interagir com analitos com
caracteristica polar, favorecendo a extracao através da capacidade de formacéao
de ligacdes de hidrogénio. De forma geral, a constante dielétrica € considerada
um parametro importante para prever o comportamento e medir a polaridade de
um solvente (WAKAI et al., 2005).

Para os biocidas anti-incrustantes, trabalhos anteriores também avaliaram
diferentes solventes nas técnicas estudadas. Estudos com metanol (Carrasco et
al., 2003, Caldas et al., 2018), etanol (Batista-Andrade et al., 2018), acetonitrila
(Harino et al., 2006), diclorometano e/ou acetona (Sargent et al., 2000, Connelly
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et al., 2001, Comber et al., 2002) para extracdo dos compostos em diferentes
amostras de sedimentos foram reportados. Entretanto, de forma geral, o nUmero
de compostos e as classes quimicas que fazem parte desses trabalhos séo
relativamente inferiores ao que este estudo propde, e adicionalmente, o0s
volumes utilizados nesses trabalhos também séo relativamente maiores quando
em comparacao ao volume de metanol utilizado em todo trabalho, ou seja, 5 mL.
O baixo volume de solvente torna uma caracteristica positiva uma vez que
possibilita a redugéo dos residuos gerados no laboratorio.

Complementar aos solventes testados nesse trabalho, outro solvente
avaliado na extracdo dos compostos de estudo foi o etanol. Quando testado
como solvente de extracdo para os 59 analitos de estudo em sedimento, etanol
foi 0 segundo solvente que apresentou os melhores resultados de recuperacao
entre 70 e 120% para aproximadamente 40% dos analitos. Compostos
mediamente polares como os filtros UV como BP1, BP2, 4HB, 4DHB, DHMB,
AVO e EHMC foram os compostos, da mesma classe, que apresentaram
recuperacgodes entre 71 a 117%, com RSD menor que 19%. Etanol também é um
solvente polar prético, com constante dielétrica de 24,5, entretanto menos polar
gue o metanol e provavelmente por conta dessa caracteristica mediamente polar
tenha conseguido extrair os compostos como os filtros UV.

Embora o etanol tenha apresentado respostas de recuperacao dentro da
faixa aceitdvel para um numero de compostos inferiores ao metanol, os
resultados obtidos com esse solvente sao interessantes do ponto de vista da
Quimica Analitica Verde. Visto que o etanol apresenta uma menor toxicidade ao
analista quando em comparacdo a outros solventes convencionalmente
utilizados como hexano, acetonitrila, diclorometano, metanol e acetato de etila.
Além do mais, o fato de compostos que apresentam um potencial de toxicidade
terem sido extraidos com etanol corrobora com o sucesso dos principios da
Quimica Verde e pode ser considerado peca fundamental no futuro da Quimica
Analitica.

De maneira geral, metanol foi o solvente que apresentou os melhores
resultados, e com isso, foi escolhido como solvente de extragdo por ter
alcancado a faixa de recuperacao de 70 a 120% para aproximadamente 60%

dos analitos. Entretanto, com o0 objetivo de aumentar ainda mais o niamero de
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compostos com recuperacdes dentro da faixa, apos a selecdo do solvente, foi
também avalido o suporte sélido utilizado na VA-MSPD.

Vale ressaltar que um importante fator que deve ser levando em
consideracdo € que meétodos analiticos com um numero expressivo de
compostos com propriedades fisico-quimicas distintas, ou seja, multirresiduos,
sdo considerados mais trabalhosos de serem desenvolvidos, uma vez que o0s
analitos apresentam diferentes polaridades e propriedades como solubilidade,
volatilidade, valores de pKa e Log Kow e mesmo assim devem,

preferencialmente, serem extraidos simultaneamente.
6.2.2 Suporte solido

ApoOs a selecdo do metanol como solvente de extracdo, diferentes
suportes solidos foram testados na VA-MSPD a fim de aumentar o niUmero de
compostos com recuperacao entre 70 e 120%. Assim, outros suportes solidos
como florisil, silica, alumina, Strata-X, sedimento sem suporte sdlido, além do
C18 inicialmente utilizado, foram testados. As respostas foram avaliadas em

termos de recuperacéo e podem ser observadas como ilustra a Figura 19.

100
80
60

40

% de compostos

20

<50% 70 - 120% >140%
Faixa de recuperacéo

OSem suporte s6lido DOFlorisii @Alumina ®Silica mC18 Strata-X

Figura 19 - Percentual de compostos que apresentaram recuperagdes <50%,
entre 70 e 120% e >140%, utilizando diferentes suportes soélidos (Condi¢cbes
utilizadas: 2 g de amostra de sedimento, 0,25 g de suporte sélido e 5 mL de
metanol como solvente de extracdo. 1 minuto de agitagdo em vortex e 10 minutos

de centrifugacéo a 4000 rpm), n=3.
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O suporte sdlido é considerado uma das variaveis mais estudadas e
otimizadas na técnica de MSPD. Uma vez que a escolha dessa variavel depende
das caracteristicas da matriz, dos compostos de estudo bem como da relacao
com a escolha do solvente de extracdo (Barker 2000). De modo geral, h4
diferentes opc¢des de materiais com caracteristicas abrasivas que comumente
estdo sendo estudados e avaliados na MSPD. Adicionalmente, dependendo da
selecéo do suporte solido, 0 mecanismo de quebra da estrutura fisica original da
amostra pode ser afetado e ndo ocorrer da mesma maneira que a originalmente
descrita para o C18 (Capriotti et al., 2010).

Materiais classicos como C18, o suporte mais utilizado desde o
desenvolvimento da técnica original (Barker et al., 1989), florisil (Rallis et al.,
2012), silica (Aquino e Navickiene 2009), alumina (Miguez-Framil et al., 2010),
concha de mexilhdo dourado (Rombaldi et al., 2015), quitina (Soares et al.,
2017), terra diatomacea (Hertzog et al., 2015) e areia (Bogialli et al., 2008),
apresentam vasta aplicabilidade em diversos trabalhos com a MSPD (Caldas et
al., 2013). O sucesso da utilizacdo do C18 em muitos trabalhos com a MSPD,
em diferentes matrizes se deve ao fato da possibilidade de remocédo de
compostos apolares, como substancias graxas e lipidios, sendo recomendado
para matrizes que apresentam teor de gordura superior a 2%. A possivel
interacdo entre os compostos apolares e 0 material se da através de forcas de
Van der Waals e a utilizagcdo do C18 ou entdo a combinag&o deste com outros
materiais, como o PSA, pode ser usada para tornar o método mais efetivo na
remocado de matrizes que contenham alto teor de gordura (KINSELA et al..,
2009).

O florisil (silicato de magnésio ativado) € um dos materiais utilizados como
suporte sélido na MSPD com o intuito de reter lipidios ndo polares, co-extrativos,
corantes, aminas, hidroxilas e carbonilas através de mecanismos polares de
interacdo como ligacbes de hidrogénio e outras (Kurz et al.,, 2019). Nesse
trabalho, para extracdo dos 59 compostos do sedimento, as recuperacdes
quando foi utilizado florisil ficaram entre 90 e 119% para 17% dos compostos.
Alguns compostos como BP2, DHMB e o succinil-sulfatiazol apresentaram
recuperagcoes abaixo de 70%, e de forma geral, o restante dos analitos

apresentou recuperacoes ultrapassando 140%.
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Quando utilizada alumina (6xido de alumina) como suporte sélido na VA-
MSPD as recuperac0Oes ficaram entre 75 e 114% para 14% dos analitos. Assim
como observado para o florisil, o restante dos compostos de estudo apresentou
recuperagdes fora da faixa recomendada e esse comportamento indica que
embora esses materiais sejam 6xidos metdlicos e considerados abrasivos,
possuem ampla faixa de reatividade. Adicionalmente, o fato de né&o ter extraido
0s compostos dentro da faixa pode levar a crer que estes materiais possam estar
interagindo seletivamente com a amostra ou entdo, embora tenha sido aplicada
uma for¢ca mecénica na MSPD, esses materiais ndo apresentaram capacidade
de romper a esturutra fisica original da amostra para proporcionar a extracdo dos
compostos de estudo.

A silica (diéxido de silicio) € outro material abrasivo estudado como
suporte sélido na MSPD. Quando utilizada para extracdo dos 59 compostos no
sedimento, a silica apresentou recuperacfes entre 70 e 118% para 31% dos
analitos. Recuperacdes acima de 140% foram observadas para compostos mais
polares, principalmente para os filtros UV, chegando a 160% para 4HB, por
exemplo.

Quando o material polimérico Strata-X foi avaliado como suporte sdlido,
as recuperacdes ficaram entre 70 e 119% para aproximadamente 30% dos
compostos analisados. Os filtros UV, principalmente compostos da classe das
benzofenonas, foram os compostos que apresentaram melhores respostas de
recuperacdo. Ja outros como as sulfonamidas e os biocidas, obtiveram
recuperacdes muito além da faixa aceitavel. O Strata-X € um material polimérico
que possui em sua estrutura grupos hidrofilicos como a presenca do grupo
pirrolidina e grupos hidrofébicos como o estireno. A presenca desses dois grupos
pode propiciar a interacdo com outros compostos por ligacdes de hidrogénio ou
possibilidade de interacdo por ligacdes pi-pi e dipolo-dipolo, respectivamente,
diminuindo assim, a tendéncia nas respostas de recuperacao.

Uma alternativa interessante e também avaliada nesse trabalho, foi a ndo
utilizacdo de suporte solido na VA-MSPD. Essa possibilidade se mostra
promissora uma vez que a propria matriz, quando macerada, pode ser
considerada abrasiva, o que além de diminuir os custos atribuidos a técnica
também diminui a quantidade de geracao de residuos dentro do laboratorio. Para
extracdo dos 59 compostos de estudo, quando testada apenas a amostra
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macerada (2 g) e logo a adicdo do metanol como solvente de extracédo, 0s
resultados de recuperacgdes ficaram entre 70 e 120 para aproximadamente 71%
dos compostos de estudo. Embora alguns compostos nao tenham ficado dentro
dessa faixa, apresentaram respostas proximas ao esperado, como os filtros UV
BP1 e BP2 que apresentaram recuperagoes de 125% e 123% respectivamente.
Ja os acidos da familia das quinolonas como o acido nalidixico e o acido
oxolinico apresentaram respostas de 65% e 65% com RSD de 5% e 14%,
respectivamente. Das sulfonamidas, SPY e SQX obtiveram recuperacdes um
pouco maiores que o esperado, chegando a 130% para ambos. Dos biocidas,
todos (diuron, irgarol, DCOIT e diclofluanida) apresentaram respostas de
recuperacédo entre 71 e 115% com RSD menores que 18%.

Esse resultado, da néo utilizacdo de suporte sélido, corrobora com 0s
resultados obtidos por outros autores em estudos anteriores. Como exemplo,
Cerqueira et al., (2018) testaram diferentes suportes solidos para extracéo de 27
PPCPS em lodo de estacdo de tratamento de esgoto utilizando a VA-MSPD
como preparo de amostra. Apés otimizado o método, os autores optaram por
ndo utilizar suporte sélido na técnica e atribuiram esse resultado a caracterizacéo
realizada na amostra, onde foi observada a presenca de 6xidos (abrasivos) na
prépria matriz. Além do mais, os autores também avaliaram o efeito matriz
durante o desenvolvimento do estudo afim de verificar se o suporte solido
utilizado também poderia estar atuando paralelamente na etapa de limpeza do
método (Cerqueira et al., 2018).

Por fim, tendo atingido a faixa de recuperacdo aceitavel para a maioria
dos analitos, a técnica de VA-MSPD otimizada nesse estudo seguiu conforme
exemplifica a Figura 20. Tendo o método otimizado, seguiu-se para a etapa de

validacdo onde foram avaliadas as principais figuras de mérito.

117



2 g de sedimento

5 minutos de maceracao

5 mL de metanol

1 minuto de agitacdo em vortex

10 minutos de centrifugacéo

0eeeee

1 mL do extrato

Figura 20 - Procedimento da VA-MSPD otimizada para sedimento

6.3 Validacéo

6.3.1 Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacéo

A Tabela 17 apresenta os limites obtidos nesse trabalho. De forma geral,
os limites de quantificacdo instrumentais variaram de 0,21 a 14,73 ng mLt. Uma
vez estabelecidos os limites de quantificacdo do instrumento, para obtencéo dos
limites de quantificacdo do método foi considerado o fator de conversdo da
técnica de preparo de amostra utilizada, onde é levado em consideracdo a
relacdo entre o volume de solvente (5 mL) e a massa de amostra utilizada (2 g).
Obtendo assim, um fator de 2,5 x na VA-MSPD. Sendo assim, os valores dos
limites de quantificacdo do método proposto para sedimento ficaram entre 0,42
e 36,83 ng g para todos os analitos de estudo.

Os valores dos limites encontrados nesse estudo corroboram com os que
tem sido encontrados em outros trabalhos, para amostras ambientais como solo
e sedimento em todo o mundo. Para PPCPs, Cerqueira et al., (2018) utilizaram
a VA-MSPD em lodo com determinacéo por LC-MS/MS e obtiveram limites de
quantificagdo do método entre 1,25 e 1250 ng g* (Cerqueira et al., 2018). Para
filtros UV, Gago-Ferrero et al., (2011) utilizaram a PLE como técnica de preparo
de amostra em amostras de sedimento. Os autores obtiveram LOD entre 0,5 e
15 ng g?' e encontraram os compostos de estudo em 95% das amostras
analisadas. Dentre eles BP3, o produto de degradacdo 4DHB e outros em
concentragées entre 4,4 e 27 ng g* (Gago-Ferrero et al., 2011). Mizukawa et al.,
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(2017) obtiveram limites de quantificacdo do método entre 0,8 e 52 ng g* para
filtros UV e alguns benzotriaz6is em amostras de sedimento do Brasil utilizando
PLE como preparo de amostra. Os autores encontraram BP1, BP3, BP4, 4HB,
4DHB, BP8, 4MBC, EtPABA, 1HBT, ODPABA, MeBT, TBHPBT em
concentracdes de até 322,2 ng g* (Mizukawa et al., 2017).

A Comisséo Européia recomenda, por exemplo, no guia de validacdo para
analise de residuos de agrotoxicos, que os LOQm sejam menores ou entao
iguais aos limites maximos permitidos pelos padrdes de qualidade ambiental
(SANTE 2017). Para os biocidas, os limites podem ser comparados com 0s
estabelecidos por paises como Reino Unido, Holanda e Noruega, onde para
sedimento os limites de risco ambiental para diuron e irgarol sdo 9 e 1,4 ng g1,
respectivamente. Nesse trabalho, foi obtido 2,87 e 1,44 ng g* como LOQ do
método para os mesmos analitos, respectivamente.

Ainda como exemplo para os biocidas, Martinez & Barcel6 (2011)
desenvolveram um método para extracdo de diclofluanida, diuron, irgarol,
demetildiuron, 1-(3,4-diclorofenil) uréia, DCOIT e (2-metiltio-4-terc-butilamin-s-
triazina) em amostra de sedimentos marinhos. Os autores realizaram uma
extracdo metandlica com ultrassom e etapa de limpeza em cartuchos de SPE,
seguida de analise por HPLC-APCI-MS. Como resultado obtiveram
recuperacdes entre 54 e 109% e limites de quantificacdo do método entre 0,2 e
1,6 ng g' e detectaram diuron e irgarol a 136 e 88 ng g, respectivamente.
Embora os autores tenham obtido limites e nivel de deteccdo semelhantes ao
desse trabalho, o método descrito era tedioso, com muitas etapas e uma
significativa quantidade de residuos gerada (Martinez e Barcel6 2001).

Batista-Andrade et al., (2016) obtiveram limites de quantificacdo do
método entre 1,25 e 2,50 ng g (Batista-Andrade et al., 2016). J& Caldas et al.,
(2018) encontraram limites entre 0,5 e 5 ng g (Caldas et al., 2018) ambos
trabalhos utilizando VA-MSPD em amostras de sedimentos entretanto apenas

para 5 analitos (biocidas).

6.3.2 Curvas de calibracéo e linearidade

A Tabela 17 apresenta os resultados das curvas de calibracéo preparadas
no solvente (metanol) e no extrato da matriz, onde a maioria respondeu de

formas distintas de acordo com as caracteristicas de cada composto analisado.
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De forma geral, as curvas analiticas foram construidas na faixa de 1 a 1000 ng
mL-1, sempre garantindo que cada curva obtivesse pelo menos cinco niveis de
concentracdo avaliados. De modo geral, o coeficiente de correlacdo das curvas
de calibrag&o contruidas no solvente variaram de 0,9979 a 0,9999, j4 nas curvas
preparadas no extrato da matriz, os coeficientes variaram entre 0,9700 e 0,9849.

A linearidade corresponde a capacidade do método de fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo dos analitos em estudo,
dentro de uma determinada faixa de resposta. De forma geral, os resultados
obtidos, nas curvas de calibracdo avaliadas estdo dentro da faixa recomendada
por 6rgdos regulamentadores como o INMETRO, que recomenda que 0S
coeficientes tenham que ser maiores de 0,90 e proOximos a um para garantir
linearidade dos resultados encontrados (INMETRO 2018).
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Tabela 17 - Coeficientes de correlacdo das curvas analiticas preparadas no solvente e no extrato da matriz, Limite de Deteccéo
instrumental (LOD;), Limite de Quantificagc&o instrumental (LOQ:i), Limite de Detec¢do do método (LODm), Limite de Quantificagéo do
método (LOQm) e efeito matriz (EM) de todos os analitos de estudo

: r LODi LOQI r LODm LOQm
Analito solvente  (ngmL?1) (ngmL?1) matriz (hgg?) (ngg?d) EM (%)
BP3 0,9999 0,27 0,89 0,9987 0,67 2,23 2,19
BP1 0,9999 0,52 1,74 0,9994 1,31 4,35 -1,60
BP2 0,9999 0,59 1,98 0,9993 1,49 4,95 16,12
BP4 0,9999 1,00 3,32 0,9935 2,50 8,31 60,66
4HB 0,9996 0,98 3,25 0,9992 2,44 8,13 -18,08
4DHB 0,9998 0,81 2,69 0,9849 2,02 6,71 69,74
DHMB 0,9999 0,41 1,38 0,9996 1,03 3,44 -29,98
AVO 0,9996 0,38 1,28 0,9998 0,96 3,19 80,33
4MBC 0,9999 0,20 0,66 0,9998 0,49 1,65 -14,74
EHMC 0,9994 4,42 14,73 0,9999 11,06 36,83 -17,58
EtPABA 0,9999 0,38 1,26 0,9998 0,94 3,14 -17,43
BZT 0,9999 0,25 0,83 0,9997 0,62 2,07 71,28
MeBZT 0,9998 0,38 1,28 0,9995 0,96 3,20 100,66
DMBZT 0,9999 0,35 1,18 0,9997 0,88 2,94 106,42
uvpP 0,9992 0,32 1,07 0,9997 0,80 2,67 57,11
BePB 0,9998 0,54 1,80 0,9999 1,35 4,50 8,47
BuPB 0,9999 0,38 1,25 0,9999 0,94 3,13 -0,68
PrPB 0,9999 0,53 1,77 0,9999 1,33 4,43 7,97
MePB 0,9998 0,56 1,86 0,9997 1,40 4,66 5,79
Flumequina 0,9997 0,80 2,66 0,9999 1,99 6,64 -11,47
Ofloxacina 0,9999 1,24 4,12 0,9997 3,09 10,3 -50,06
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r

LODi

LOQi

r

LODmM

LOQm

Analito solvente  (ngmL?1) (ngmL?1) matriz (hgg?) (ngg?d) EM (%)
Ciprofloxacina 0.9979 0,25 0,83 0.9994 0,62 2,07 -99,15
Acido nalidixico 0,9999 0,33 1,09 0,9999 0,82 2,73 2,99
Acido oxolinico 0,9995 0,21 0,72 0,9997 0,54 1,79 -9,75
Succinil-Sulfatiazol 0,9999 0,13 0,43 0,9999 0,32 1,07 14,01
SDZ 0,9997 0,24 0,79 0,9999 0,60 1,99 -30,74
acSDZ 0,9999 0,73 2,43 0,9999 1,82 6,07 72,80
SMR 0,9999 0,45 1,50 0,9997 1,13 3,76 -6,71
acSMR 0,9999 0,09 0,29 0,9999 0,22 0,72 -5,78
SMzZ 0,9999 0,05 0,17 0,9976 0,13 0,42 99,94
acSMzZ 0,9999 0,13 0,44 0,9999 0,33 1,09 19,69
SMX 0,9997 0,07 0,24 0,9997 0,18 0,60 21,70
acSMX 0,9998 0,16 0,55 0,9998 0,41 1,37 -1,89
SMPZ 0,9999 0,06 0,21 0,9999 0,16 0,53 26,47
SPY 0,9999 0,10 0,34 0,9999 0,26 0,86 45,28
acSPY 0,9997 0,08 0,28 0,9997 0,21 0,70 6,07
SQX 0,9997 0,17 0,57 0,9999 0,43 1,43 50,00
STZ 0,9999 2,07 6,91 0,9998 5,19 17,28 -8,66
Sulfisomidin 0,9999 2,28 7,59 0,9996 5,70 18,99 34,13
SDM 0,9999 0,62 2,06 0,9999 1,54 5,14 58,22
Trimetoprima 0,9999 0,62 2,08 0,9999 1,56 5,20 -100,00
Gemfibrozila 0,9999 0,26 0,86 0,9999 0,65 2,16 9,84
Acido mefenamico 0,9999 0,46 1,55 0,9998 1,16 3,86 11,66
Naproxeno 0,9999 0,19 0,63 0,9999 0,47 1,58 -27,66
IBU 0,9999 0,66 2,22 0,9999 1,66 5,54 -100,01
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r

LODi

LOQi

r

LODmM

LOQm

Analito solvente  (ngmL?1) (ngmL?1) matriz (hgg?) (ngg?d) EM (%)
Cetoprofeno 0,9999 0,15 0,48 0,9999 0,36 1,21 -15,14
Diclofenaco 0,9999 1,40 4,66 0,9888 3,50 11,64 -100,00

Acetaminofeno 0,9999 0,44 1,48 0,9999 1,11 3,70 -100,00
CBZ 0,9999 0,75 2,50 0,9999 1,87 6,24 -1,44
CBZz-10,11-epoxi 0,9999 2,02 6,72 0,9999 5,04 16,8 -100,00
Atenolol 0,9999 0,17 0,55 0,9999 0,41 1,38 -100,00
NorFXT 0,9994 0,96 3,20 0,9999 2,40 8,00 100,00
N-desVFX 0,9998 0,47 1,56 0,9999 1,17 3,91 -98,76
Acido salicilico 0,9999 0,57 1,89 0,9984 1,42 4,72 -89,33
Cafeina 0,9999 0,35 1,18 0,9973 0,89 2,96 -99,28
Diuron 0,9996 0,34 1,15 0,9998 0,86 2,87 -9,13
Irgarol 0,9996 0,17 0,57 0,9998 0,43 1,44 103,53

DCOIT 0,9998 0,21 0,71 0,9998 0,53 1,78 24,76

Diclofluanida 0,9999 0,30 0,99 0,9999 0,75 2,48 -51,29

*Faixa linear: 1 — 1000 ng mL* para todos os compostos avaliados
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Através dos dados obtidos por conta da construgcdo das curvas analiticas
de calibracdo, e analise das equacfes das retas no instrumento é possivel
concluir que o modelo de regressao linear é adequado para as determinacdes
analiticas realizadas no estudo, uma vez que a maioria dos compostos presentes
nas solu¢des analiticas apresentou coeficiente de correlacdo de no minimo de
0,99. Este parametro estd de acordo com as orientagcbes da ANVISA e do
INMETRO e todos os compostos analisados apresentaram faixa linear entre 1 e
1000 ng mL,

6.3.3 Exatiddo e preciséo

A eficiéncia da técnica de VA-MSPD para extracdo dos 59 analitos de
estudo foi acompanhada e avaliada de acordo com as respostas em termos de
recuperacdo (%). Assim como sugere 0s principais guias de validacéo,
recuperacdes entre 70 e 120% sdo considerados adequadas e satisfatorias.
Entretanto, a faixa de 60 a 140% pode ser também considerada e aceita quando
se trabalha com analises multirresiduos (SANTE 2017, INMETRO 2018).

Afim de avaliar a exatiddo do método desenvolvido, as amostras de
sedimento foram fortificadas em trés diferentes niveis de concentragéo, sendo
eles 0 LOQ, 5vezes 0 LOQ e 10 vezes 0 LOQ de cada analito. Apés a fortificacéo
das amostras, as mesmas passaram pelo processo de extracdo segundo a VA-
MSPD otimizada, como mostrada anteriormente na Figura 20. Os resultados
foram avaliados em termos de recuperacéo e podem ser observados na Tabela
18, onde sdo apresentados todos os resultados obtidos para os compostos de
estudo.

Na precisao intermediaria a maioria dos compostos de estudo apresentou
resposta de recuperacdo dentro da faixa recomendada. Exceto alguns
compostos como BP2, BP4, 4DHB, AVO, BZT, SMR, SPMZ, SPY, SDM,
gemfibrozila, cetoprofenoo, naproxeno e CBZ que apresentaram recuperagoes
abaixo de 70% entre 58 e 69%. Além do mais, na preciséo intermediaria, esses
resultados ficaram dentro da faixa e variaram de 68 a 121% para 0S mesmos
analitos.

De forma geral, a VA-MSPD apresentou precisdo dentro da faixa
recomedada pelos guias regulamentadores, onde a maioria dos compostos de
estudo apresentou RSD menor ou igual a 20%. Para a repetibilidade os valores
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obtidos ficaram entre 0,1 e 21% e entre 0,3 e 21% para a precisdo intermediaria.
Exceto alguns compostos que excederam um pouco a faixa de 20%, como 0s
filtros UV BP3, 4HB, 4DHB, DHMB, EHMC. Embora alguns compostos tenham
apresentado recuperacdes superiores a 120% ou inferiores a 70% e RSD
maiores que 20%, estes estdo em menor numero quando levado em
consideracdo a gama de compostos que compreendem o método multirresiduo.

Vale ressaltar que alguns fatores devem ser levados em consideracao no
estudo de um método multirresiduo, como por exemplo, as diferentes classes e
propriedades fisico-quimicas que os analitos apresentam, bem como diferentes
faixas de polaridades, solubilidades, volatilidades, valores de pKa e Log Kow,
além da necessidade de 0s mesmos serem extraidos simultaneamente.
Complementar a esses fatores, vale ressaltar que de acordo com o guia de
validacdo da SANTE, a faixa de recuperacdo entre 60 e 140% pode ser
considerada e aceita para recuperacfes quando se trabalha com analises
multirresiduos (SANTE 2017). Adicionalmente, esses resultados anémalos ndo
comprometem a exatidao e precisdo do método desenvolvido e corroboram com
os resultados encontrados na literatura para determinacdo de compostos

similares em métodos multirresiduos.
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Tabela 18 - Recuperacdes (%) e Desvio Padréo Relativo (%) em termos de repetibilidade e precisao intermediaria para as amostras
de sedimento fortificadas em 3 niveis

Repetibilidade Precisdo intermediaria

Analito

LOQ 5LOQ 10 LOQ LOQ 5L0Q 10 LOQ

R RSD R RSD R RSD R RSD R RSD R RSD
) @) (B ) %) % ) ) %) ) (%) (%)

BP3
BP1
BP2
BP4
4HB
4DHB
DHMB
AVO
4MBC
EHMC
EtPABA
BZT
MeBZT
DMBZT
UVP
BePB
BuPB
PrPB
MePB
Flumequina

72,5 23,4 75,8 9,7 125,9 o7 1112 34 614 06 1022 11,0
128,9 20,7 129,8 13,3 102,8 75 1285 12 60,3 10,1 1150 4.8

n.q 1,6 74,0 1,6 121,4 4,9 79,0 8,8 1155 0,3 340 11
69,4 21,5 69,3 25,7 1235 33,1 56,2 386 70,7 29,4 1215 24,6
95,2 250 130,8 18,1 81,8 5,0 86,1 48 1112 15 1246 6,2

n.q 224 1066 26,1 68,8 111 779 6,7 1013 59 1219 6,3
71,7 21,1 64,8 5,6 70,7 86 1129 4,1 1158 9,8 1499 51
69,7 10,0 94,0 15,9 1218 122 915 54 70,6 12,2 1235 4,2
120,7 11,6 79,7 14,8 66,2 0,9 715 1,1 100,2 24 1365 3,8
123,2 4,5 87,2 21,3 100,7 11 62,2 18 1003 1,2 80,7 64
74,7 19,4 61,3 8,7 1075 10,3 536 45 1116 120 696 54
69,4 176 1249 265 1038 26,0 1166 8,8 1141 15 1136 16,9
72,6 12,8 78,6 4,7 1160 23,7 884 80 748 75 699 13,0
81,2 3,4 65,5 1,4 84,1 49,8 959 14,7 1134 40 81,3 155
86,9 16,5 75,8 4,6 112,5 8,9 55,0 11,8 69,2 215 1184 17,4
73,7 8,1 111,8 8,4 74,5 7,0 63,7 99 845 22 1103 5,6
73,0 4,7 68,6 7,5 70,2 6,1 79,0 95 958 86 820 0,8
89,1 5,0 94,5 22,4 86,5 111 860 94 1112 83 531 01
85,0 6,8 78,4 11,5 65,8 172 699 6,7 1035 03 891 20
71,3 7,7 75,6 10,0 60,8 9,7 775 183 84,0 80 1248 28
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Repetibilidade

Precisédo intermediaria

LOQ 5LOQ 10 LOQ LOQ 5LOQ 10 LOQ
Analito R RSD R RSD R RSD R RSD R RSD R RSD
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Ofloxacina 80,3 4,2 1305 26,6 1249 124 99,6 1,8 784 152 78,7 22
Ciprofloxacina  136,5 4,6 822 100 722 9,0 896 19,0 1222 39 808 20
Acido nalidixico 121,6 6,0 1233 96 756 11,5 122,8 314 878 7,3 958 6,6
Acido oxolinico 80,7 180 622 248 750 7,7 951 210 1214 48 818 18
Succinil- 848 100 79,9 42 1228 47 774 15 694 22 1203 46
Sulfatiazol
SDz 78,8 18,9 1029 292 121,7 205 129,9 10,8 63,2 125 1042 7.9
acSDZ n.g 10,8 1247 61 856 13,8 1157 472 805 130 97,7 63
SMR n.q 17,3 1224 236 819 244 802 40 845 122 1224 6,9
acSMR 1213 153 694 53 999 220 91,2 254 549 33 1179 21,3
SMZ 748 90 700 70 833 11,3 998 148 779 112 958 2,0
acSMZ 1297 20,6 895 37 1297 58 80,6 12,0 820 16,6 1257 8,7
SMX 132,7 63 783 91 1310 58 686 143 97,1 124 1457 245
acSMX 1244 02 700 66 1054 7,0 1285 232 73,0 16,3 1106 8,1
SPMZ n.q 184 880 30 1223 54 793 99 895 46 1299 204
SPY n.g 10,0 744 33 1116 149 1209 2,9 888 253 1381 18,9
acSPY 775 44 493 68 71,3 01 1172 253 944 56 81,1 372
SOX 867 85 976 11,1 1056 20,0 888 14,3 1082 17,6 1565 7,4
STZ 1125 24 726 262 1157 87 1287 135 90,0 235 101,7 18,0
Sulfisomidim 754 119 744 263 657 38 641 37 790 38 1220 072
SDM n.q 1,6 1037 43 918 43 803 16,1 99,9 150 1413 153
Trimetoprim 889 175 785 167 988 215 933 81 1207 3,8 1038 11,5
Gemfibrozilaa n.q 14,4 683 153 685 58 131,3 21,1 1682 2,0 1363 6,4
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Repetibilidade Precisdo intermediaria

LOQ 5L0OQ 10 LOQ LOQ 5L0Q 10 LOQ

Analito R RSD R RSD R RSD R RSD R RSD R RSD
(%) (%) (%) (%) (%) ) ) %) () ) () )

megﬂg%ico 1357 10,1 958 93 1231 253 62,3 2,5 831 144 117,7 17,0
Naproxen 1235 17,1 653 54 1120 189 1264 51 69,6 201 1160 12,9
IBU 844 54 789 175 1118 179 879 253 1313 108 63,9 1055

Cetoprofenoo n.q 3,7 74,0 10,9 106,5 110 684 74 683 3,2 121,3 22,7
Diclofenaco 120,1 4.2 111,5 25,7 59,4 179 620 16,4 78,1 23,1 89,2 3,9
Acetaminofen 75,4 7,4 74.8 242 102,6 272 868 6,9 741 16,5 1119 16,1

cBz n.q 0,3 103,6 12,8 103,2 94 881 14 934 13 1270 24,7
CBZ-10,11-epoxi n.q 13,1 73,3 13,5 109,3 2,1 89,1 18 821 2,7 1164 5,2
Atenolol 117,3 0,6 92,0 1,7 138,1 15 698 05 876 73 532 05
Nor-FXT 120,9 17,7 93,4 0,3 70,1 147 1295 655 499 16 101,3 6,6
N-desVFX 71,0 4,2 1314 16,4 66,3 133 669 51 518 19 941 65
Acido salicilico 87,9 8,0 80,5 4,4 98,8 12,5 1100 20,0 674 244 896 11,0
Cafeina 88,9 10,0 1153 0,4 122,3 13,7 1284 04 90,0 7,9 1346 4,7
Diuron 74,6 6,3 1239 26,8 108,6 3,2 772 3,7 1204 0,9 1024 6,9
Irgarol 119,8 5,0 92,3 4,4 1118 27,8 81,2 15,0 1066 19,4 138,1 28,3
DCOIT 125,4 2,3 1169 17,8 100,2 24 950 4,2 1125 4,2 93,1 18,7

Diclofluanida 71,6 14,8 104,4 26,3 86,6 6,0 1239 2,7 857 04 1228 4.3
*n.q — ndo quantificado com confianga nos niveis de fortificacdo avaliados
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6.3.4 Efeito matriz

O efeito matriz foi avaliado pela comparacédo das inclinacdes das curvas
analiticas preparadas no solvente (metanol) e no extrato da matriz, ambas
levando em consideragdo a presenca dos padrdes internos anteriormente
relatados para cada composto. Em teoria, e de acordo com Economou et al.,
(2009) o efeito matriz, € geralmente, reconhecido como supressdo ou
enrequecimento do sinal analitico devido aos possiveis interferentes presentes
na matriz. Adicionalmente, o efeito de matriz tem sido amplamente estudado e
reconhecido como uma fonte de erro na andlise quantitativa em LC-MS/MS,
principalmente quando a quantificacao utilizada é a padronizacdo externa. Os
efeitos devidos aos componentes da matriz foram classificados de acordo com
0 aumento ou supressao do sinal em % e sédo considerados baixos para uma
faixa de supressao/aumento de sinal de + 20%, médio para faixas de + 20% e +
50% e alto para valores superiores a 50% ou inferior a -50% (Economou et al.,
2009). Nesse trabalho para sedimento, 60% dos compostos apresentaram efeito
de matriz baixo ou médio, onde aproximadamente 50% dos compostos foram
influenciados negativamente, resultando em uma supressdo de sinal na
ionizacdo. O restante dos analitos apresentou efeito de matriz significativo,
ultrapassando 50 ou -50%.

Para a adequada determinacdo dos compostos, na parte da quantificacéo,
sdo necessarias e sugeridas técnicas de calibracdo apropriadas para compensar
as alteragdes de sinal e minimizar a variabilidade dos resultados (Martins et al.,
2016). Dentre as opcbes disponiveis, cada uma apresenta suas vantagens e
desvantagens. A curva de calibracdo na matriz € a mais utilizada por ser
considera mais simples. Entretanto, para utilizacao desse tipo de calibracdo, é
imprescindivel que a matriz seja isenta dos compostos de estudo (amostra em
branco), e muitas vezes, em rotina de laboratorio isso é uma dificuldade de
obtencdo. Diante disso, outras opg¢des se sobressaem, como a calibragéo por
extracdo processual, onde as amostras (em branco) sdo extraidas nas
concentracdes da curva de calibracao. Entretando, esse tipo de calibracéo, exige
mais extracbes, pelo menos uma de cada nivel de calibragdo e,
consequentemente, aumenta o tempo de analise e 0s custos analiticos (SANTE

2017). O que é contraditério quando se defende métodos miniaturizados. Outra
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alternativa € a calibracdo por adigcdo padrdo, onde cada amostra deve ser
analisada pela segunda vez com concentracdo conhecida de cada composto e
a concentracao na amostra € calculada a partir da relacéo entre as duas analises
(Tuzimski e Sherma 2015). Esse tipo de calibragdo € muito utilizada quando ndo
se tem disponivel nenhuma amostra em branco adequada, e embora compense
baixas recuperacdes e efeitos de matriz, a etapa de fortificacdo deve ser
realizada para cada amostra, tornando uma tarefa trabalhosa e demorada
(Tuzimski e Sherma 2015).

Outra alternativa, a utilizada nesse trabalho, é a calibracdo utilizando
padrao interno deuterado (Martins et al., 2016), que utiliza a razado de resposta
entre o analito e o padrédo interno correspondente, fornecendo uma média prética
de correcdo para variacbes do instrumento e desvio (Rubert et al., 2012,
Tuzimski e Sherma 2015). Em teoria, o padréo interno deve ser quimicamente
estavel e mostrar o mesmo comportamento do analito correspondente.

Para métodos multirresiduos, recomenda-se usar mais de um padrao
interno. Entretanto, uma desvantagem desse tipo de calibracdo é a
disponibilidade de véarios padrdes de isétopos deuterados, que sdo muito caros
e para a maioria dos contaminantes organicos nao estdo disponiveis
comercialmente (Tuzimski e Sherma 2015, SANTE 2017). Este trabalho utilizou
16 padrdes internos deuterados, praticamente um composto para cada classe
que contempla os métodos multirresiduos. Adicionalmente, quando o efeito de
matriz € considerado insignificante (menor ou igual a 20%), curvas de calibracao
no solvente podem ser usadas, evitando a necessidade de calibragbes mais
trabalhosas (Martins et al., 2016).

Poucos estudos focam os esforgcos na discussdo das técnicas de
calibracdo apropriadas para compensar interferéncias e perdas de recuperacdes
ocasionadas por co-extrativos presentes nas amostras. Mais recentemente uma
nova abordagem de calibragcdo denominada calibracéo de adi¢cdo padréo diluida,
com base em diluicbes sucessivas de um extrato obtido de uma amostra em
branco tem sido estudada com o intuito de compensar os efeitos de matriz e
baixas recuperacdes em um método multirresiduoo. Entretanto esse novo
método ainda esta em fase de estudos para ser utilizado em trabalhos de rotina
(Martins et al., 2016).
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6.4 Aplicabilidade do método para amostras de sedimento

Apos otimizacéo e validacdo da VA-MSPD, o método proposto foi aplicado
em diferentes amostras de sedimentos do Brasil. 7 amostras de sedimento da
regido de Santos, SP (pontos de amostragem: Sao Vicente, Alemoa, pier, balsa,
terminal 1, 2 e 3) e uma amostra de sedimento coletada no Estaleiro Irméos
Fernandes em Rio Grande, RS. As amostras passaram pelo processo de
extracdo proposto, otimizado e validado nesse trabalho utilizando 2 g do
sedimento liofilizado, macerados em grau e pistilo por 5 minutos, adicionados 5
mL de metanol, agitacdo em vortex por 1 minuto e centrifugacéo por 10 minutos
a 4000 rpm. Apds, uma aliquota de cada um dos extratos foi retirada para analise
e a quantificacdo foi realizada através da curva de calibracdo construida no
solvente utilizando a mistura dos padrdes internos.

A Tabela 19 apresenta todos os resultados para as amostras analisadas
e a Tabela 20, apresenta resumidamente, o somatério das concentracdes

obtidas para as 8 amostras de sedimento.
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Tabela 19 - Concentracdes dos compostos de estudo nas amostras de sedimento analisadas (ng g*)

LOQm  Sao . . . . Estaleiro

Analitos Q_l vicente Alemoa D' Balsq |crminal Terminal Terminal Tyo by,

(ng g?) 2 pesca 1 2 3 Grande
BP3 2,23 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
BP1 4,35 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
4HB 8,13 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
DHMB 3,44 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
AVO 3,19 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d 7,75
4AMBC 1,65 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
EHMC 36,8 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
EtPABA 3,14 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
MeBZT 3,20 N.d 3,48 N.d N.d N.d N.d N.d N.d
DMBZT 2,94 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
UVP 2,67 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
BePB 4,50 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
BuPB 3,13 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
PrPB 4,43 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
MePB 4,66 12,63 69,69 44,19 12,09 38,00 21,30 36,56 5,79
Flumequina 6,64 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
Ofloxacina 10,3 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
Ciprofloxacina 2,07 N. d N.d N.d 9,54 N.d N. d N. d N.d
Acido nalidixico 2,73 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
Acido oxolinico 1,79 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
Succinil- 107 Nd Nd Nd Nd N.d N.d N.d N.d

Sulfatiazol

SDZ 1,99 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
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LOQm Sao . . . . Estaleiro

Analitos Q_l vicente Alemoa "' Baisq 'orminal Terminal Terminal o by,

(ng g > pesca 1 2 3 Grande
acSMR 0,72 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
SMz 0,42 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
acSMZ 1,09 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
SMX 0,60 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
acSMX 1,37 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
acSPY 0,70 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
SQX 1,43 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
STZ 17,2 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
Sulfisomidin 18,9 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
Trimetoprim 5,20 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
Acido 386 Nd Nd Nd Nd  Nd N.d N.d N.d

mefenamico

Naproxen 1,58 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
IBU 5,54 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
Diclofenaco 11,6 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
Acetaminofen 3,70 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
Atenolol 1,38 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
Nor-FXT 8,00 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
N-desVFX 3,91 N. d N. d N. d N. d N. d N. d N. d N. d
Acido salicilico 4,72 N.d N. d N. d N. d N. d N.d N.d N. d
Cafeina 2,96 N. d N. d N. d N. d N. d N. d N. d N. d
Diuron 2,87 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
Irgarol 1,44 N. d N. d 1,51 <LOQ 1,63 N. d 1,55 2,18
DCOIT 1,78 11,55 6,50 5,02 6,70 10,42 7,46 41,14 9,18
Diclofluanida 2,48 N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d N.d
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*N.d — Nao detectado
**<LOQ — abaixo do limite de quantificagdo do método

Tabela 20 - Somatodrio das concentracées dos compostos de estudo nas amostras de sedimento analisadas (ng g)

Amostra >UVFs >PBs YFarmacos ) Biocidas > Outros >TOTAL
Séao vicente 2 0 12,63 0 11,55 0 24,19
Alemoa 3,48 69,69 0 6,505 0 79,67
Pier pesca 0 44,19 0 6,542 0 50,73
Balsa 0 12,09 0 6,702 0 18,79
Terminal 1 0 38,00 0 12,05 0 50,05
Terminal 2 0 21,30 0 7,464 0 28,76
Terminial 3 0 36,56 0 42,69 0 79,25
Estaleiro de Rio Grande 0 5,79 0 11,36 0 17,15
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Como exemplo geral de um dos compostos detectados em uma das 8
amostras de sedimento analisadas, a Figura 21 apresenta um cromatograma
comparativo da avobenzona (AVO). O pico obtido na amostra de sedimento do
estaleiro de Rio Grande foi comparado com o padrdo no solvente na
concentracdo de 10 ng mL! e é possivel perceber que em ambos
cromatogramas coincide o tempo de retencao e o perfil cromatografico da AVO,

levando a crer que o resultado elucidado é realmente positivo.

AVO 10 ppb
% pp

Figura 21 - Cromatograma da AVO na amostra de sedimento do estaleiro de
Rio Grande, RS.

A AVO é um contaminante emergente, produto de transformacédo do BP3,
e um dos compostos utilizados nos protetores solares que estdo sendo
atualmente investigados no meio ambiente (TrebSe et al., 2016). Esse composto
ja foi detectado em concentracbes semelhantes em diferentes amostras
ambientais como por exemplo agua (Pietrogrande e Basaglia 2007, Kalister et
al., 2016), solo e sedimento (Peng et al., 2017, Mitchelmore et al., 2019) e
inclusive nos préprios cosméticos (Kapalavavi et al.,, 2012, Kim et al., 2012).
Adiconalmente, alguns trabalhos da literatura tem estudado a degradacao da
AVO por experimentos de fotodegradacao afim de compreender os efeitos de
estabilidade que esse composto e suas possiveis vias de degradacdo podem
ocasionar no meio ambiente (Chatelain e Gabard 2001, Mturi e Martincigh 2008,
Afonso et al., 2014).
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Outro composto detectado em uma das amostras coletadas na regiao de
Santos foi o MeBZT. Além de ser investigado em sedimentos, esse composto,
da classe dos benzotriazois, tem sido detectado também em aguas. No ano de
2005, Weiss e Reemtsma detectaram o MeBZT em &gua de superficie e
subterranea da Alemanha em concentragées <0,01 a 3,4 ug L (Weiss e
Reemtsma 2005). Um composto detectado em 100% das amostras analisadas
foi o metilparabeno, em uma faixa de concentracédo de 5,79 a 69,69 ng g*. O
metilparabeno é um conservante amplamente utilizado em diferentes indastrias
e tem sido estudado e detectado em diferentes tipos de amostras. Em estudos
como o de Liao et al., (2013), os autores detectaram a presenca de diferentes
parabenos entre eles MePB, EtPB, PrPB, BuPB e BzPB em concentracdes entre
0,70 a 95,70 ng g* em amostras de sedimento e lodo de esgoto nos Estados
Unidos, Japéo e Coréa (Liao et al., 2013). Mizukawa et al., (2017) estudaram a
presenca de filtros UV em amostras de sedimento do Brasil e além do
metilparabeno, outros compostos similares ao desse estudo, como BP1, BP3,
BP4, 4HB, 4DHB, BP8, 4MBC, EtPABA, 1HBT, ODPABA, MeBT, TBHPBT,
também foram detectados na faixa de 322,2 ng g (Mizukawa et al., 2017).

Um dos farmacos da classe das fluoroquinolonas, a ciprofloxacina, foi
detectada na amostra de sedimento da balsa de Santos. Esse composto ja foi
detectado em estudos anteriores de investigacdo, como exemplo, no trabalho de
Miao et al., (2004) trés compostos da classe das quinolonas foram encontradas
nos efluentes de estacdo de tratamento de esgoto. Ciprofloxacina, ofloxacina e
norfloxacina foram detectados, onde a ciprofloxacina foi o0 composto detectado
com maior frequéncia e em uma média de concentracdo de 0,118 pg L* (Miao
et al., 2004). Alguns autores afirmam que de acordo com o comportamento de
compostos semelhantes na estrutura quimica, amostras aquosas podem
subestimar a presenca da ciprofloxacina no ambiente (Cordova-Kreylos e Scow
2007).

De modo geral, as fontes contaminagdo por parte dos compostos
emergentes no ambiente aquatico sao variadas. Porém o langcamento de esgoto
sanitario e de efluentes das estagfes de tratamento de esgoto nos corpos
aguaticos sao consideradas, ainda, as fontes mais significativas. Dos biocidas
anti-incrustantes, o irgarol foi detectado em 4 amostras coletadas em Santos,

sendo uma abaixo do limite de quantificacdo do método e nas amostras restantes
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em concentracées entre 1,55 e 1,52 ng g*. Na amostra coletada em Rio Grande
esse composto foi detectado em uma concentracdo de 2,18 ng g*. Além do
irgarol, outro biocida proveniente dos sistemas anti-incrustantes e, assim como
o metilparabeno, detectado em 100% das amostras de sedimento analisadas foi
o DCOIT. A presenca do biocida variou de 5,02 a 41,14 ng g*. Corroborando
com a Tabela 21, que apresenta as principais caracteristicas das amostras
analisadas, segundo uma breve descricdo de onde as mesmas foram coletadas,
todas sdo oriundas do sistema estuarino onde o trafego de embarcacbes é
considerado intenso. O que leva a crer que a presenca dos biocidas anti-
incrustantes como irgarol e DCOIT pode estar diretamente relacionada com o
grande fluxo de embarcacbes e que, possivelmente, estas ainda estejam
utilizando esses compostos nas formulagdes das tintas anti-incrustantes.

Além do mais, o DCOIT apresenta propriedades fisico-quimicas como
baixa solubilidade em agua (0,0065 mg L a 25 °C) e um elevado coeficiente de
particdo entre a agua e o carbono orgéanico no solo (Log Koc de 4,2) que indicam
0 particionamento preferencial desse composto no material particulado (em
suspensao) e sedimentos (Yebra et al.,, 2004). Complementar a essas
informacdes, o tempo de meia vida que esse composto apresenta, leva a crer
gue o mesmo pode ser degradado nos seus respectivos produtos de degradacéo
por diferentes vias. Entretanto, s&o poucos os estudos da literatura que relatam
a investigacdo de produtos de degradacdo dos biocidas provenientes dos
sistemas anti-incrustantes. Sendo assim, € considerado de suma importancia a
avaliacdo da ocorréncia desse tipo de composto, bem como o restante das
classes quimicas que fazem parte desse trabalho, para verificar os niveis de

contaminagdo bem como as causas recentes no meio ambiente.
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Tabela 21 - Caracteristicas e breve descricdo dos pontos de coleta das amostras de sedimentos analisadas

Sistema Estuarino de Santos e Sao Vicente, SP

Ponto de Longitude Latitude Profundidade Breve descrico % Einos % COT
amostragem (O) (S) (m)
46° 18 23° 5 Desembocadura do estuario (barcos de
Pier do Pescador " " 3,2 pesca) e turismo, no canal de acesso ao 17,35 0,850
10,82 30,75 DOro
46° 17 230 5 Trafego intenso de embarcacdes usadas
Balsa " " 2,0 no transporte de veiculos e passageiros 22,17 1,300
40,27 15,40
(canal de acesso ao porto)
: 46° 18' 23° 56' . ~
Terminal 1 22 85" 55 88" 7,0 Pier de atracacao do Porto de Santos 37,21 3,030
: 46° 19' 23° 55’ . ~
Terminal 2 39 83" 31.16" 6,0 Pier de atracacao para barcos de pesca 32,54 2,670
Terminal 3 45 1%2 2;’ 525 7,0 Pier de atracacao do Porto de Santos 39,41 2,840
46° 17" 230 Bg! Regido interna do estuario de Santos com
Alemoa " " 4,5 pier de atracacao para embarcacdes do 65,11 3,450
11,80 34,55 ) g
transporte de derivados de petroleo
46° 25 230 57 Canal do estuario de Sao Vicente
Séo Vicente 2 30.36" 2 oq" 3,0 (préximo a manguezal). Pequenas 14,82 1,060

embarcacdes de pesca e laser

*% Finos — % de particulas de silte e argila encontrada no total da amostra analisada
**06 COT — % de Carbono Orgéanico Total
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Algumas propriedades das amostras de sedimentos analisadas, como as
que estdo na Tabela 21, % de carbono organico total, a % de particulas finas de
silte e argila presentes nas amostras, além do pH, a salinidade dos locais de
amostragem, a hidrodinamica bem como o tempo de residéncia dos compostos
nas éareas estudadas podem influenciar na disponibilidade dos compostos
avaliados.

Outros estudos anteriores também detectaram o0s biocidas anti-
incrustantes em amostras de sedimento. Batista-Andrade et al.,, (2016)
detectaram concentracées <0,25 a 2,83 ng g de irgarol; 2,42 a 14,06 ng g* de
o diuron; e 2,42 a 81,60 ng g! de DCOIT. Adicionalmente, os autores
relacionaram os niveis de DCOIT encontrados a presenca de particulas de tintas
anti-incrustantes em duas amostras de sedimentos analisadas (Batista-Andrade
et al., 2016). Outros estudos anteriores que também investigaram os biocidas
anti-incrustantes relacionaram a presenca dos compostos detectados com locais
de grande fluxo de embarca¢cBes em marinas (Gough et al., 1994; Bowman et
al., 2003; Sapozhnikova et al., 2013).

De forma geral e complementar aos compostos encontrados, nao foi
observada a presenca de alguns compostos como o BP1, BP3, EHMC,
compostos das classes das sulfonamidas e alguns benzotriazéis nas amostras
de sedimentos analisadas. A ndo presenca desses compostos e comportamento
pode ser relacionado a hidrofobicidade dos analitos (Log Kow < 3), onde alguns
também apresentem alta solubilidade em agua, assim como o BP1 e alguns de
seus metabdlitos, e por conta disso, a probabilidade de serem encontrados na
coluna d’agua é relativamente maior. Entretanto, € considerado de importante
relevancia a investigacdo e avaliacdo da ocorréncia desses compostos em
diferentes compartimentos ambientais, em conjunto com seus possiveis
produtos de degradacdo que podem ser gerados, a fim de verificar de forma
completa os niveis de contaminacdo bem como as causas recentes desses
compostos no meio ambiente.

Esses resultados aqui apresentados fornecem um método de extracao
mais simples, rapido, barato, através da utilizacdo de uma técnia de preparo de
amostra miniaturizada com possivel determinacdo simultdnea para compostos
organicos com diferentes classes e propriedades e, adicionalmente, podem

contribuir e/ou melhorar o processo de controle de qualidade, bem como o
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monitoramento ambiental de compostos como o0s biocidas e 0s protetores

solares, por exemplo.

6.5 Comparacado com outros trabalhos da literatura para sedimento

Afim de comparar o estudo realizado, otimizado e validado com outros
trabalhos disponiveis na literatura que investigam a presenca de compostos
semelhantes em matrizes solidas e ambientais como solo, sedimento e lodos, a
Tabela 22 apresenta, de forma comparativa, as principais caracteristicas de
alguns trabalhos da literatura e o proposto nessa tese. Onde é possivel perceber
que o trabalho se destaca no que diz respeito ao desafio analitico da
determinacao simultanea de compostos com diferencas nas suas propriedades,
além do mais, os resultados obtidos na quantificacdo das amostrsa foram
possiveis através do uso de apenas 2 g de massa de amostra e 5 mL de metanol

como solvente.
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Tabela 22 - Comparacdo com outros trabalhos da literatura para amostras ambientais sélidas

Massa  Volume
Matriz Analitos Preparo de de de Determinacao LOQ Referéncia
amostra amostra solvente
(9) (mL)
0,5-15ng (Gago-
Sedimento  Filtros UV PLE 1 25 UPLC-MS/MS "7 (LOD) Ferrero et
9 al., 2011)
1-2500 (Peyssone
Lodo de . 1 :
ETE Farmacos QUEChERS 2 10 LC-TOF-MS ng g Vulliet
(LOD) 2013)
19
Lodode farmacos, 4 L C-ES]- 1.25— (Cerqueira
ETE PCPse4  VA-MSPD 2 5 MS/MS 1250 na o't etal.,
produtos de 99 2018)
degradacéo
Lodo de 0,1-3ng (Yuetal,
ETE 20 PPCPs UAE 0,1 8 HPLC-MS/MS g 2011)
ol N1 (Vazquez-
Soloe  ramacos  PLE-SPE 3 30 LC-ES] 0.1-23  Roigetal,
sedimento MS/MS ngg
2010)
B (Pavlovi¢
Sedimento  ,, -2 MSPD 5 5 Lcmsims 2125 Teral
farmacos 500 ng g
2012)
5 biocidas (Batista-
Sedimento anti- VA-MSPD 2 5 ','\ACS/EI\% 0,2;5 - _21'50 Andrade et
incrustantes 99 al., 2016)
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Massa  Volume
Preparo de de de
amostra amostra solvente

(9) (mL)

Matriz Analitos Determinacao LOQ Referéncia

59

compostos

incluindo

farmacos, HPLC-QqLIT-
firos v e VAMSPD 2 5 mL ESI-MS/MS

biocidas

anti-

incrustantes

0,42 -

3683ngg . o€
1

Sedimento trabalho

*N.R — ndo reportado
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6.6 Avaliacdo dos principais parametros de extracao por VA-MSPD para

determinagcdo multirresiduo em peixe

6.6.1 Preparo de amostra

A VA-MSPD foi otimizada afim de obter recuperacdes na faixa de 70 a
120% com RSD menor ou igual a 20% para a maioria dos compostos do estudo
na matriz de peixe. Como essa etapa do trabalho foi realizada posterior ao
estudo anteriormente desenvolvido para sedimento e exatamente para os 59
mesmos analitos, esta etapa foi baseada no estudo anterior. Entretanto,
considerando que peixe € uma matriz ambiental muitas vezes estudada e
utilizada como biomarcador, e as amostras sdo mais dificeis de serem obtidas
(quando em comparacao a outras matrizes ambientais com agua e sedimento,
por exemplo), por conta disso, geralmente a massa de amostra utilizada é
relativamente menor. No estudo da VA-MSPD otimizada para sedimento a
massa de amostra utilizada foi 2 g, para peixe partiu-se da massa de amostra
utilizada na técnica original com proporcédo de 1:4 (massa de amostra:massa de
suporte sdlido). Ou seja, os estudos de otimizagdo foram realizados utilizando
0,5 g de peixe liofilizado, macerados com de 2 g de suporte sélido e 5 mL de

solvente.
6.6.2 Solvente

Como o estudo para as amostras de tecido peixe foi baseado no
desenvolvido anteriormente para sedimento, para otimizacédo foram testados,
inicialmente, os dois solventes que apresentaram melhores respostas para o0s
mesmos analitos, no caso, metanol e etanol, em combinacdo com C18 como
suporte solido. As respostas foram avaliadas em termos de recuperacfes e a
Figura 23 apresenta os resultados separados por percentual de compostos que

recuperaram <50%, entre 70 e 120% e >140% para os compostos de estudo.
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Figura 22 - Percentual de compostos que apresentaram recuperacdes <50%,
entre 70 e 120% e >140%, utilizando diferentes solventes de extracéo
(Condicoes utilizadas: 0,5 g de amostra de peixe liofilizado, 2 g de C18 como
suporte soélido e 5 mL de solvente de extracdo. 1 minuto de agitacdo em vortex

e 10 minutos de centrifugacao a 4000 rpm), n=3

O metanol € um solvente polar prético e a tendéncia de extratir 0s mesmos
analitos na faixa recomendada era esperada. Assim como no estudo
desenvolvido para sedimento, metanol apresentou as melhores respostas de
recuperacdo entre 70 e 120% para aproximadamente 60% dos analitos de
estudo. Esse solvente tem sido comumente utilizado na extragdo em outros
trabalhos que investigam a presenca de PPCPs em matrizes de biota, como
peixe. Em 2008, Kwon et al., utilizaram metanol para extracdo de 17 PPCPs,
entre eles carbamazepina, diazepam, simvastatina e oxibenzona em figado de
peixe. Os autores utilizaram LLE como preparo de amostra e etapa de limpeza
por SPE e analisaram os extratos por LC-MS/MS. Como resultado, os autores
obtiveram recuperacdes dentro da faixa recomendada com limites de
quantificacdo do método entre 4,2 e 12,3 ng g'. Ndo foram encontrados a
maioria 0s analitos nas amostras onde o método foi aplicado, entretanto
diazepam foi detectado em 100% das amostras de figado de peixe em
concentracdes que variaram de 23 e 110 ng g* (Kwon et al., 2008).

Ramirez et al., (2007) investigaram a presenca de 23 farmacos de

diferentes polaridades, incluindo 2 principais metabdlitos, em tecido de peixe.
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Para isso, 0os autores testaram diferentes solventes na extragcao dos analitos,
entre eles metanol foi 0 solvente que apresentou as melhores respostas de
recuperacdo dentro da faixa de 70 a 121%. Como consequencia, os limites de
deteccdo do método foram <6 ng g para a maioria dos analitos. Os autores
aplicaram o método em amostras de peixes em um fluxo dominado por efluentes,
onde difenidramin, diltiazem, carbamazepina e norfluoxetina foram detectados
em 100% das amostras em concentracdes que variaram de 0,11 a 5,14 ng g*
(Ramirez et al., 2007).

Gago-Ferrero et al., (2013) testaram diferentes solventes, entre eles
metanol, agua, acetato de etila, diclorometano e diferentes misturas e
proporcdes entre eles para extracdo de filtros UV em amostras de peixe
utilizando PLE como preparo de amostra. Embora ndo tenha sido selecionado
para o método otimizado, os autores afirmaram que quando utilizado metanol,
0s extratos ficaram muito mais limpos e o efeito de matriz foi menor (Gago-
Ferrero et al., 2013).

No trabalho de Hertzog et al., (2015) os autores testaram as principais
variaveis na técnica de preparo de amostra, entre elas diferentes solventes e
combinacbes entre eles (metanol, metanol acidificado, metanol:agua,
metanol:dgua acidificada e acetonitrila) para extracdo de um grupo selecionado
de 15 farmacos em amostras de peixes por VA-MSPD e LC-ESI-MS/MS. Dentre
os selecionados para teste, metanol foi o solvente que apresentou as melhores
respostas de recuperacdo (50 a 128%) e por consequencia foi utilizado na
otimizacao e validacdo do método, em um volume de 5 mL (Hertzog et al., 2015).

Du et al., (2012) investigaram a presenca de 15 farmacos e 2 principais
metabdlitos em tecidos de peixe utilizando 8 mL da mistura acido acético e
metanol. Os autores obtiveram recuperacdes entre 49 e 89% com RSD entre 9
e 13% para os compostos de estudo e detectaram alguns dos compostos no filé
e no figado de uma das amostras analisadas (Du et al., 2012).

Huerta et al., (2013) estudaram a presenca de 20 farmacos utilizando PLE
como preparo de amostra e metanol como solvente de extracdo em tecidos de
peixe. Os autores obtiveram respostas de recuperacdo dentro da faixa aceitavel
e afirmaram que esse foi o primeiro trabalho que detectou diclofenaco nos

tecidos de peixe da regido (Huerta et al., 2013).
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No estudo de Ramirez et al., (2007), os autores avaliaram a presenca de
23 farmacos e 2 metabdlitos em tecidos de peixe. Foram estudadas as principais
variaveis do método desenvolvido, dentre elas 10 diferentes solventes foram
testados e as melhores respostas de recuperacao foram obtidas quando utilizado
a mistura de acido acético e metanol (Ramirez et al., 2007).

Adicionalmente ao metanol, etanol também foi o solvente polar prético
escolhido para teste na extracdo dos 59 compostos em peixe. Por conta das
vantagens e do potencial que o etanol apresenta, estudos anteriores também
testaram esse solvente para extracdo de compostos semelhantes aos desse
estudo em matriz de biota.

Vieira et al., (2018) utilizaram etanol para extracdo dos biocidas anti-
incrustantes diuron e irgarol em muasculo de trés espécies distintas de peixe
utilizando VA-MSPD como preparo de amostra e determinacéo por LC-MS/MS.
Os autores utilizaram 5 mL de etanol, obtiveram respostas de recuperacao entre
87 e 105% e denominaram o método desenvolvido de “environmentally friendly”
por conta da utilizag@o desse solvente menos toxico ao meio ambiente (Vieira et
al., 2018).

Assim como no estudo desenvolvido para sedimento, o solvente que
apresentou melhores respostas foi 0 metanol, com recuperacfes entre 70 e
120% para a maioria dos analitos. Entretanto, mesmo que tenham sido
alcancadas recuperacdes dentro da faixa recomendavel para 60% dos analitos,
a variavel suporte sdlido foi otimizada, em conjunto com o metanol, afim de
aumentar ainda mais o numero de compostos com recuperacdes dentro da faixa

recomendada.
6.6.3 Suporte sélido

Apbs a selecdo do metanol para extracdo dos compostos de estudo, afim
de aumentar o numero de analitos com recuperacdes dentro da faixa
recomedada, diferentes suportes solidos foram testados na VA-MSPD para
extracdo dos 59 compostos em peixe. C18, florisil, silica, alumina e, ainda,
amostra sem suporte solido foram testados. As respostas foram avaliadas em
termos de recuperacdo e os resultados, do percentual de compostos que

recuperaram nas faixas descritas, podem ser observados na Figura 23.
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Figura 23 - Percentual de compostos que apresentaram recuperacdes <50%,
entre 70 e 120% e >140%, utilizando diferentes suportes solidos (Condicdes
utilizadas: 0,5 g de amostra de peixe liofilizado, 2 g de suporte sélido e 5 mL de
metanol como solvente de extracdo). 1 minuto de agitagdo em vortex e 10

minutos de centrifugagéo a 4000 rpm), n=3.

Em comparacao ao estudo do sedimento anteriormente realizado, onde a VA-
MSPD obteve melhores respostas sem a presenca de suporte sélido, para matriz
de peixe foi observado comportamento distinto. Quando ndo utilizado suporte
sélido as recuperacdes ficaram abaixo de 50% ou entdo, para a maioria dos
compostos, superiores a 140%. Quando testados florisil e alumina, as
recuperacbes excederam 140%. Em contrapartida, quando utilizado a silica,
recuperacdes entre 70 e 120% foram obtidas para a maioria dos analitos de
estudo.

Em consoéancia com outros trabalhos que utilizaram MPSD como técnica de
preparo de amostra na extracdo de farmacos em peixe, Hertzog et al., (2015)
testaram suportes sélidos convencionais e alternativos como C18, florisil, terra
diatomacea, quitina e quitosana na VA-MSPD. Apés testes de otimizagdo
visando respostas de recuperacdo na faixa de 70 a 120%, os autores
selecionaram a terra diatomacea como melhor suporte (Hertzog et al., 2015).

Em comum com outros estudos, Duarte et al., (2013) também testaram
diferentes suportes solidos na VA-MSPD para extracdo de espécies de mercurio

em amostra de peixe. Como resultado, as melhores respostas foram obtidas
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guando utilizada a silica como suporte solido e assim como nesse trabalho, a
caracteristica polar que esse material abrasivo apresenta, juntamente com o
auxilio da forca fisica aplicada na maceracdo, pode ser atribuida a essas
resultados (Duarte et al., 2013).

Tendo a maioria dos compostos de estudo atingido a faixa de recuperacéao,
a Figura 24 ilustra o procedimento da VA-MSPD otimizada para aplicacdo em

diferentes tecidos de peixe.

f

0,5 g de peixe liofilizado

2 g de silica

5 minutos de maceracao

5 mL de metanol

1 minuto de agitacdo em vortex

10 minutos de centrifugacao

1 mL do extrato

FISY CECTORO

Figura 24 - Procedimento da VA-MSPD otimizada para peixe

6.7 Validacéo

6.7.1 Limite de Deteccgéo e Limite de Quantificagao

Assim como no estudo para sedimento, os limites de deteccdo e
quantificacdo foram obtidos através da injecdo da mistura dos padrées
preparados no solvente (metanol) e no extrato da matriz, avaliando a relacao
sinal ruido de 10 para o LOQ e 3 para o LOD. Assim como ilustra a Tabela 23, e
de modo geral, os limites de quantificacdo instrumentais variaram de 0,33 a
13,75 ng mL?l. Sequencialmente, uma vez estabelecidos os limites de
quantificacdo do instrumento, foi considerado o fator de converséao da VA-MSPD,
onde é levado em consideracao a relacdo entre o volume de solvente (5 mL) e a

massa de amostra utilizada na otimizacao (0,5 g). Obtendo assim, um fator de
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10 x na VA-MSPD e como consequencia os valores dos limites de quantificacédo
do método proposto ficaram entre 3,31 e 137,51 ng g™~.

Os valores dos limites encontrados nesse trabalho s&o similares, estao de
acordo, ou entdo sdao menores quando em comparacdo aos que tem sido
encontrados em outros trabalhos de preparo de amostra para .Gago-Ferrero et
al., (2013) obtiveram limite de deteccéo entre 0,1 e 6 ng g* utilizando PLE como
preparo de amostra para extracdo de compostos da mesma classe de filtros UV
em peixe (Gago-Ferrero et al., 2013). Hertzog et al., (2015) obtiveram LOQ do
método entre 5 e 1000 ng g* para extracdo de apenas 15 fArmacos de amostras
de peixe utilizando VA-MSPD e LC-MS/MS (Hertzog et al., 2015). Para os
biocidas, Vieira et al., (2018) obtiveram LOQs entre 5 e 625 ng g quando
utilizada a VA-MSPD em tecido de peixe (Vieira et al., 2018, Vieira et al., 2018).

6.7.2 Curvas de calibracao e faixa linear

A Tabela 23 apresenta os resultados das curvas de calibracdo preparadas
no solvente e no extrato da matriz. E possivel observar que estas responderam
de formas distintas de acordo com as caracteristicas de cada analito. De forma
geral, as curvas foram construidas na faixa de 1 a 1000 ng mL?' sempre
garantindo que cada curva obtivesse pelo menos cinco niveis de concentracao
avaliados, e como resultado geral os coeficientes de correlacdo das curvas no
solvente variaram de 0,9974 a 0,9999, ja nas curvas preparadas no extrato da
matriz, os coeficientes variaram entre 0,9700 e 0,9999.

Os resultados obtidos, de forma geral, nas curvas avaliadas estdo dentro
da faixa recomendada por 6rgdos regulamentadores como o INMETRO, que
recomenda que os coeficientes tenham que ser maiores de 0,90 e proximos a

um para garantir linearidade dos resultados encontrados (INMETRO 2018).
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Tabela 23 - Coeficientes de correlacdo das curvas analiticas preparadas no solvente e no extrato da matriz, Limite de Deteccéo
instrumental (LOD;), Limite de Quantificag&o instrumental (LOQi), Limite de Detec¢do do método (LODm), Limite de Quantificagéo do

método (LOQm) e efeito matriz (EM %) de todos os analitos de estudo

. r LODi LOQi r LODm LOQm

Analitos solvente (ng mL?) (ng mL?) matriz (ng g*) (ng g?) EM (%)
BP3 0,9999 0,40 1,33 0,9997 3,98 13,27 -7,89
BP1 0,9994 0,98 3,27 0,9999 9,381 32,67 -12,26
BP2 0,9999 0,18 0,59 0,9999 1,76 5,87 -16,01
BP4 0,9995 0,67 2,23 0,9999 6,70 22,32 -64,88
4HB 0,9996 0,60 2,01 0,9999 6,03 20,09 -12,23
4DHB 0,9995 0,47 1,56 0,9994 4,68 15,59 -9,35
DHMB 0,9989 0,69 2,32 0,9999 6,95 23,15 28,45
AVO 0,9999 0,47 1,56 0,9700 4,68 15,59 83,21
AMBC 0,9998 0,67 2,23 0,9994 6,70 22,30 -1,64
EHMC 0,9967 1,68 5,61 0,9998 16,83 56,05 43,43
EtPABA 0,9998 0,69 2,31 0,9999 6,93 23,07 -100,00
BZT 0,9999 0,46 1,53 0,9989 4,61 15,34 -715,77
MeBZT 0,9999 0,43 1,45 0,9999 4,34 14,46 -100,00
DMBZT 0,9998 0,28 0,94 0,9982 2,81 9,37 -71,06
uvpP 0,9992 0,29 0,98 0,9830 2,95 9,83 -96,53
BePB 0,9996 0,25 0,82 0,9999 2,45 8,17 14,75
BuPB 0,9998 0,31 1,04 0,9999 3,14 10,44 23,91
PrPB 0,9990 0,48 1,59 0,9999 4,77 15,89 51,20
MePB 0,9998 0,38 1,25 0,9999 3,76 12,54 58,06
Flumequina 0,9998 0,24 0,78 0,9986 2,36 7,85 1,61
Ofloxacina 0,9998 0,31 1,02 0,9998 3,07 10,22 -66,70
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r LODi LOQi r  LODm LOQm

Analitos solvente (ng mL?) (ng mL?) matriz (ng g*) (ng g?) EM (%)
Ciprofloxacina 0,9986 2,08 6,93 0,9979 20,82 69,33 -71,94
Acido nalidixico 0,9999 0,31 1,02 0,9997 3,06 10,20 -9,34
Acido oxolinico 0,9996 0,32 1,08 0,9985 3,23 10,76 -17,88
Succinil-sulfatiazol 0,9999 0,36 1,19 0,9997 3,58 11,91 -21,83
SDZ 0,9999 0,39 1,29 0,9998 3,86 12,86 -9,92
acSDZ 0,9999 0,33 1,11 0,9998 3,33 11,08 18,43
SMR 0,9998 0,31 1,02 0,9998 3,07 10,22 5,56
acSMR 0,9999 0,29 0.96 0.9999 2,89 9,64 50,21
SMzZ 0,9994 1,11 3.69 0.9989 11,07 36,87 -20,01
acSMzZ 0,9999 0,32 1.06 0.9999 3,20 10,64 56,59
SMX 0,9997 0,38 1.25 0.9998 3,77 12,54 24,74
acSMX 0,9998 0,43 1.42 0.9998 4,27 14,22 8,67
SMPZ 0,9999 0,27 0.89 0.9999 2,66 8,87 29,60
SPY 0,9999 0,29 0,98 0,9998 2,95 9,83 0,76
acSPY 0,9999 0,27 0,89 0,9999 2,67 8,90 53,43
SQX 0,9998 0,42 1,40 0,9999 4,19 13,96 73,91
STZ 0,9999 0,56 1,85 0,9994 5,56 18,50 -18,59
Sulfisomidin 0,9998 0,29 0,97 0,9999 2,90 9,66 -9,77
SDM 0,9996 0,33 1,11 0,9999 3,32 11,06 81,44
Trimetoprima 0,9996 0,88 2,95 0,9968 8,86 29,49 -91,54
Gemfibrozila 0,9999 0,26 0,86 0,9997 2,59 8,62 -35,53
Acido mefenamico  0,9997 0,41 1,35 10,9999 4,06 13,53 -15,50
Naproxeno 0,9998 0,32 1,06 0,9987 3,18 10,58 -75,63

IBU 0,9998 0,31 1,02 09998 3,07 10,22 25,76
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. r
Analitos

solvente (ng mL?) (ng mL?) matriz (ng g*) (ng g?)

LODi

EM (%)

Cetoprofeno 0,9997
Diclofenaco 0,9980
Acetaminofeno 0,9998

CBz 0,9999
CBZz-10,11-ep6xi  0,9996
Atenolol 0,9992
Nor-FXT 0,9974
N-desVFX 0,9991
Acido salicilico 0,9998
Cafeina 0,9994
Diuron 0,9996
Irgarol 0,9996
DCOIT 0,9985

Diclofluanida 0,9997

0,50
3,43
1,32
0,10
0,17
1,41
0,66
0,96
0,31
1,45
0,88
0,33
0,70
0,37

LOQi r  LODm LOQm
1,66 0,998 4,99 16,61
11,44 0,9959 34,36 114,42
4,39 0,9909 13,19 43,91
0,33 09999 0,99 3,31
057 09999 1,72 5,74
4,71 0,9991 14,13 47,05
219 0,9993 6,58 21,91
3,20 0,9979 962 32,04
1,00 0,9999 3,07 10,00
4,83 0,9951 14,50 48,29
2,93 09996 8,81 29,34
1,11 0,9992 3,32 11,07
2,33 0,9991 7,00 23,29
1,22 0,9984 3,67 12,22

65,99
20,47
-95,97
16,89
-10,42
-100,00
-54,77
-89,03
-36,73
-87,49
45,71
-73,13
-58,35
-33,33

*Faixa linear: 1 — 1000 ng mL* para todos os compostos avaliados
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6.8 Exatidao e preciséao

A eficiéncia da técnica de VA-MSPD para extracdo dos compostos em
estudo foiacompanhada e avaliada de acordo com a recuperacao (em %). Assim
como sugere 0s principais 6rgdos regulamentadores valores de recuperacao
entre 70 e 120% sao considerados adequadas e satisfatorias (INMETRO 2018).
Sendo assim, a repetibilidade foi avaliada dentro dessa faixa esperada. Assim
como as amostras de sedimento, as de peixe também foram fortificadas em trés
diferentes niveis de concentracao, sendo eles 0 LOQ, 5 vezes 0 LOQ e 10 vezes
0 LOQ de cada analito.

Apos a fortificacdo das amostras, as mesmas passaram pelo
procedimento de extracdo segundo a VA-MSPD otimizada (0,5 g de peixe
liofilizado, 2 g de silica e 5 mL de metanol) e os resultados foram avaliados em
termos de recuperacao. A precisdo do método foi expressa em Desvio Padrao
Relativo (RSD, em %), onde a VA-MSPD apresentou precisao dentro da faixa
recomedada pelos érgaos regulamentadores, onde a maioria dos compostos de
estudo apresentou RSD menor ou igual a 20%. Para a repetibilidade os valores
obtidos ficaram entre 0,13 e 21% e entre 0,27 e 21% para a precisdo
intermediaria.

A Tabela 24 apresenta todos os resultados obtidos para todos os
compostos de estudo e embora alguns compostos tenham apresentado
recuperacoes superiores a 120%, ou inferiores a 70% e RSD maiores que 20%,
estes sdo minoria quando levado em consideracdo a gama de compostos € o
desafio analitico que compreendem um método multirresiduo. Esses resultados
andmalos ndo comprometem a exatiddo e precisdo do método desenvolvido,
onde outros guias de validacdo também esses resultados na faixa de
recuperacdo (SANTE 2017).
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Tabela 24 - Recuperacdes (%) e Desvio Padréo Relativo (%) em termos de repetibilidade e precisédo intermediaria para peixe em 3

niveis
Repetibilidade Preciséo intermediaria

Anal LOQ 5 L0Q 10 LOQ LOQ 500 10 LOQ
nalito R (%) RSD (%) R (%) RSD (%) R (%) RSD (%) R (%) RSD (%) R (%) RSD (%) R (%) RSD (%)
BP3 789 235 1099 240 1209 24 82.1 37 1112 188 1050 02
BP1 800 209 790 151 1176 81 76,5 49 1190 30 1279 31
BP2 n.q 74 626 168 91,2 31 68,1 49 999 79 862 186
BP4 702 2.0 1135 25 911 7.0 84,3 32 722 21 686 01
AHB 927 66 1209 11 1199 14 93,6 01 979 53 856 42
ADHB 979 142 1005 157 1143 154 81,3 38 863 17 958 1.6
DHMB 985 242 919 222 1242 07 71,0 34 832 57 710 04
AVO 86,7 169 893 40 994 115 1215 109 1216 129 1274 71
AMBC 955 131 976 171 1098 75 716 21,7 1132 37 1197 168
EHMC 836 41 1081 91 739 45 864 143 990 99 904 102
EtPABA 1125 113 1273 22,7 1218 224 1090 98 1021 203 854 240
BZT ng 158 753 145 811 31 771 54 696 170 1022 193
MeBZT 1246 66 1298 209 1299 134 1119 04 1018 16 917 29
DMBZT n.q 99 649 192 689 43 72.0 03 919 10 888 12
UVP 930 46 992 52 887 97 72.0 13 720 05 919 39
BePB ng 105 1040 34 1255 05 76,1 42 1183 33 1153 01
BUPB ng 105 1191 57 1117 26 69,8 42 873 03 708 03
PIPB 842 83 1129 47 1152 03 84,5 36 841 09 887 01
MePB 948 40 1239 36 1085 62 71,7 01 769 04 670 15

Flumequina 863 18 797 96 1186 145 817 25 615 18 911 13
Ofloxacin 838 191 1190 123 1102 145 1105 232 1119 06 920 05

Ciprofioxacin 1294 11,2 1203 7.4 1106 46 1215 126 1110 7.7 996 06
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Repetibilidade

Precisédo intermediaria

Anal LOQ 500 10 LOQ LOQ 500 10 LOQ
naiito R (%) RSD (%) R (%) RSD (%) R (%) RSD (%) R (%) RSD (%) R (%) RSD (%) R (%) RSD (%)
Acido nalidixico n.q 11,7 831 7.5 1190 16 1116 38 715 79 1112 10
Acido oxolinico 94,3 0,7 79,4 8,8 120,7 15,1 91,7 2,2 81,5 1,0 94,1 1,2
Succinil- 744 45 712 93 1232 88 81,9 12 91,8 31 91,6 06
sulfatiazol
SDZ 631 45 80,7 244 1144 224 6109 08 81,7 03 715 66
acSDZ 733 99 1069 109 1441 115 778 03 917 75 824 63
SMR 91,6 133 604 22,0 1138 128 928 01 71,6 13 923 90
acSMR 796 182 1226 122 969 197 1118 02 1016 39 813 104
SMZ n.q 71 907 34 952 24 69,6 22 786 54 776 06
acSMZ 783 46 1150 11,9 1009 114 71,8 06 916 141 841 147
SMX 809 28 739 38 1427 262 886 10 616 37 723 127
acSMX 90,3 122 998 10,6 1278 9.1 97,6 14 817 49 1015 53
SMPZ 81,7 35 756 12,8 1184 146 1110 06 716 98 612 7.9
SPY ng 102 670 147 1183 75 954 05 816 15 813 94
acSPY 701 161 1057 135 1277 69 81,8 13 716 46 1011 6,6
SOX 718 08 1164 346 1183 1,6 61,8 05 917 61 774 72
STZ 823 23 846 129 1174 119 819 05 61,7 12 775 86
Sulfisomidin 999 228 941 94 1118 249 71,9 02 717 22 915 39
SDM 723 06 1157 206 1396 50 1017 06 1015 83 1111 104
Trimetoprim 95,7 8,9 91,1 7,4 71,4 9,3 91,5 2,7 89,6 0,7 77,9 9,7
Gemfibrozila 949 231 1004 67 1279 134 851 134 1042 58 1298 0.6
Acido 1167 52 913 12 879 132 1118 50 916 06 912 99
mefenamico
Naproxeno 81,3 45 773 07 1193 7.1 856 145 927 70 1273 45
IBU 1233 86 1011 28 854 47 1207 211 767 142 1066 12,1
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Repetibilidade

Precisédo intermediaria

Anal LOQ 5 LOQ 10 LOQ LOQ 5L0Q 10 LOQ

naiito R (%) RSD (%) R (%) RSD (%) R (%) RSD (%) R (%) RSD (%) R (%) RSD (%) R (%) RSD (%)
Cetoprofeno _nq 3.6 1041 62 1246 37 1109 01 920 03 914 15
Diclofenaco 77,6 142 763 138 111,8 21 869 142 1039 174 67,3 67
Acetaminofeno 895 63 836 53 80 14 94 05 886 02 996 16
CBZ 870 49 1012 165 1373 220 918 02 714 89 810 25
CBz-10,11-epoxi 99,9 09 81,8 125 1292 34 718 11 6L4 29 1010 22
Atenolol ng 35 618 01 731 129 1105 53 1015 20,1 850 12,5
Nor-FXT 882 39 652 16 1100 108 918 08 716 45 993 33
N-desvFX 86,4 32 878 52 798 134 1114 236 986 7.6 775 17
Acido saliclico 101,9 245 1038 22,1 1205 269 1212 208 851 146 1121 13,7
Cafeina ng 59 618 138 1114 112 6.7 03 785 43 1015 43
Diuron 701 11 1106 36,6 1261 190 1119 02 719 07 828 0.4
Irgarol 71,0 359 1130 239 851 119 719 57 818 22 917 17
DCOIT 1024 95 85 58 1038 199 813 42 776 49 881 05
Diclofluanida 1041 98 1088 10,8 683 130 779 26 803 52 997 10,1

*n.q — Nao quantificado com confianga nos niveis de fortificagdo avaliados
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6.8.1 Efeito matriz

O efeito de matriz pode ser causado pelos proprios constituintes
presentes nas amostras, onde também deve ser levado em consideragdo as
caracteristicas fisico-quimicas dos analitos (como polaridade e solubilidade) e
dos componantes da matriz (teor de agua, gordura, proteinas, pigmentos, entre
outros) (SANTE 2017).

Nesse trabalho, o efeito matriz foi avaliado pela comparacao das curvas
de calibragdo preparadas no solvente (metanol) e no extrato da matriz. Vale
ressaltar que todas as curvas foram construidas e avaliadas sob a presenca das
misturas dos padrdes internos anteriormente relatados.

Em teoria, e de acordo com Economou et al., (2009) o efeito matriz
geralmente € reconhecido como supressao ou enrequecimento do sinal analitico
devido aos componantes presentes na matriz. Adicionalmente, o efeito de matriz
tem sido amplamente estudado e reconhecido como uma fonte de erro na analise
quantitativa em LC-MS/MS, principalmente quando a quantificacdo utilizada € a
padronizacdo externa. Os efeitos devidos aos componantes da matriz foram
classificados de acordo com o aumento ou supressao do sinal em %. Sao
considerados baixos para uma faixa de supressao/aumento de sinal de + 20%,
médio para faixas de + 20% e + 50% e alto para valores superiores a 50% ou
inferior a -50% (Economou et al., 2009).

De modo geral, nesse trabalho, o estudo multirresiduo desenvolvido para
peixe, apresentou efeito de matriz baixo ou médio para 58% dos compostos, 0
restante dos compostos apresentou efeito de matriz com valores superiores ou
inferiores a 50%, caracterizando como valores altos.

O efeito de matriz € comumento observado para matrizes que apresentam
alta complexidade analitica como os peixes. Em estudos anteriores, alguns
autores também observaram efeito de matriz para essa mesma matriz, onde para
efeitos de compensacao, alguns utilizam, adicionalmente, etapas de limpeza
como a SPE posterior ao método desenvolvido (Pavlovic et al., 2012).

Em um estudo realizado por Ramirez et al., (2007), os autores
desenvolveram um método para analise de 25 farmacos em peixe, onde além
dos diferentes solventes e propor¢cdes entre eles, diferentes pH, e efeito matriz

foram avaliados para todos os casos. Como resultado, o efeito matriz observado
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foi maior do que o obtido pelo método proposto e nesse sentido, os autores
relataram trés possibilidades distintas de realizar a quantificacdo em casos onde
o efeito matriz é elevado, sendo a utilizacdo de padrdes interno a mais indicada
para compensagdo desses efeitos. Entretanto, na indisponibilidade de padrdes
internos com caracteristicas semelhantes aos compostos de estudo, a
quantificacdo por adicdo de padrdo e a calibracdo por superposicdo na matriz

sao alternativas plausiveis de serem utilizadas (Ramirez et al., 2007).
6.8.2 Aplicabilidade do método para amostras de tecidos de peixe

Apés otimizacédo e validacdo da VA-MSPD, o método proposto foi aplicado
em diferentes tecidos de peixe, todos liofilizados. Masculo, figado, estbmago e
branquias foram os tecidos analisados da espécie Micropogonias furnieri (nome
comum: corvina). Esses tecidos foram reunidos de um grupo de peixes com as
seguintes caracteristicas: comprimento cabeca-inicio nadadeira caudal meio:
11,25 £ 1,99 cm, coletados com rede de arrastro na Vila da Barra em Rio Grande,
RS.

Trabalhos anteriores desenvolvidos no grupo j& demonstraram a robustez
da VA-MSPD frente a aplicabilidade em diferentes espécies e tecidos de peixe
(Hertzog et al., 2015, Vieira et al., 2018), comprovando a robustez verificada para
aplicabilidade neste trabalho.

Assim como para as amostras de sedimento anteriormente analisadas, as
amostras de peixe passaram pelo processo de extracao utilizando a VA-MSPD
proposta nesse trabalho (0,5 g de amostra liofilizada, 2 g de silica e 5 mL de
metanol) e foram quantificadas utilizando a curva de calibracdo no solvente
(metanol) com a presenca da mistura dos padrfes internos anteriormente
relatados.

A Tabela 25 apresenta o0s resultados encontrados para as amostras
analisadas, onde foi detectada a presenca de alguns compostos de estudo em
altas concentracbes e outros abaixo do limite de quantificacdo do método,
engquanto a Tabela 26 apresenta o somatoério das concentragoes.

EtPABA e acido salicilico foram encontrados em 100% dos tecidos. 4HB
também, porém no muasculo, estbmago e branquias abaixo do LOQ do método.
Alguns resultados podem estar relacionados com as caracteristicas dessa matriz
onde o método foi aplicado. Embora tenha sido aplicado em diferentes tecidos
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do mesmo peixe, a composicdo da matriz de diferentes espécies de peixes pode
variar significativamente e € dependente de fatores como espécie, idade, peso,
habitat natural, época da captura, entre outros. De uma forma geral, a
composicdo dos peixes apresenta cerca de 60 a 90% de &gua, 8 a 23% de
proteina e 0,5 a 25% de lipidios (de Queiroz ANDRADE et al., 2009).

Tabela 25 - Concentracdes dos compostos de estudos nas amostras de peixe

analisadas (ng g%)

Analitos (ngog?l) Musculo Figado Estémago Branquias
BP3 13,27 N.d <LOQ N.d N.d
BP1 32,67 N.d N.d N.d N.d
BP4 22,32 N.d N.d N.d N.d
4HB 20,09 <LOQ 39,49 <LOQ <LOQ
4DHB 15,59 <LOQ N.d N.d N.d
DHMB 23,15 N.d N.d N.d N.d
AVO 15,59 <LOQ N.d N.d N.d
4AMBC 22,30 N.d N.d N.d N.d
EHMC 56,05 N.d N.d N.d N.d
EtPABA 23,07  2839,7 8320,2 21039,2 13186,0
MeBZT 14,46 N.d N.d N.d N.d
UVP 9,83 N.d N.d N.d N.d
PrPB 15,89 N.d N.d N.d N.d
MePB 12,54 24,16 N.d N.d N.d

Flumequina 7,85 <LOQ N.d N.d N.d

Ofloxacina 10,22 <LOQ N.d N.d N.d

Ciprofloxacina 69,33 N.d N.d N.d N.d
Acido oxolinico 10,76  <LOQ N.d N.d <LOQ

Succinil-

sulfatiazol 11,91 N.d N.d N.d N.d
SDZz 12,86 N.d N.d N.d N.d
acSDZz 11,08 N.d N.d N.d N.d
SMR 10,22 N.d N.d N.d N.d
acSMR 9,64 N.d N.d N.d N.d
SMZ 36,87 N.d N.d N.d N.d
acSMz 10,64 N.d N.d N.d N.d
SMX 12,54 N.d N.d N.d N.d
acSMX 14,22 N.d N.d N.d N.d
SMPZ 8,87 N.d N.d N.d N.d
SPY 9,83 N.d N.d N.d N.d
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LOQ

Analitos (ng g Muasculo Figado Estémago Branquias
acSPY 8,90 N.d N.d N.d N.d
SQX 13,96 N.d <LOQ N.d N.d
STZ 18,50 N.d N.d N.d N.d
Sulfisomidin 9,66 N.d N.d N.d N.d
SDM 11,06 <LOQ N.d N.d N.d
Trimetoprim 29,49 N.d N.d N.d N.d
Gemfibrozila 8,62 N.d N.d N.d N.d

Acido

mefenamico 13,53 N.d N.d N.d N.d
Naproxen 10,58 N.d N.d N.d N.d
IBU 10,00 N.d N.d N.d N.d
Diclofenaco 1144 N.d N.d N.d N.d
Acetaminofen 43,91 N.d N.d N.d N.d
CBz 3,31 N.d N.d N.d N.d
CBZ 10,11-epoxi 5,74 N.d N.d N.d N.d
Nor-FXT 21,91 N.d N.d N.d N.d
N-desVFX 32,04 N.d N.d N.d N.d
Acido salicilico 10,22 123,63 67,74 63,76 57,30
Diuron 29,34 N.d N.d N.d N.d
Irgarol 11,07 N.d <LOQ N.d N.d
DCOIT 23,29 <LOQ N.d N.d <LOQ
Diclofluanida 12,22 N.d N.d N.d N.d

*N.d — Nao detectado
**<|LOQ — abaixo do limite de quantificacdo do método

Tabela 26 - Somatério das concentracdes dos compostos de estudos nas
amostras de tecidos de peixe (ng g?)

Tecido >UVFs >PBs ) Farmacos ) Biocidas Y Outros > TOTAL

Mdsculo 2839,7 24,16  123,6 0 0 2987,5
Figado 8359,7 O 67,7 0 0 8427,5
Estbmago 21039,2 O 63,7 0 0 21102,9
Branquias 13186,0 O 57,3 0 0 13243,3

Dos filtros UV o BP3 foi encontrado abaixo do limite de quantificacdo do
método, entretanto seus principais metabodlitos como o 4HB foi encontrado no
figado, EtPABA em todos tecidos analisados e BZT no figado. Esses resultados
levam a crer que o BP3 passe por processo de metabolizacdo na espécie,
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possibilitando a deteccdo dos seus produtos de transformagdo em
concentracfes maiores do que o composto original.

Dos compostos da classe dos parabenos, metilparabeno foi detectado em
altas concentra¢des em todos os tecidos analisados. Dos farmacos, alguns como
a flumequina, ofloxacina, acido oxalinico, SQX, SDM foram encontrados em
diferentes tecidos, porém abaixo do limite de quantificacdo do método. Outro
composto detectado e que chamou atencdo por conta das concentracdes
encontradas foi o &cido salicilico, detectado em 100% dos tecidos analisados.

Em comum com outros estudos, Wille et al., (2011) investigaram a presenca
de diversos compostos (14 agrotoxicos, 10 compostos perfluorados e 11
farmacos) e detectaram a presenca de acido salicilico, ofloxacina, propranolol,
paracetamol e carbamazepina em peixes da espécie Mytilus edulis. Vale
ressaltar que nesse trabalho o 4cido salicilico foi encontrado em quase todas as
amostras analisadas em niveis de até 490 ng g!. Em estudos anteriormente
desenvolvidos pelo mesmo grupo de pesquisa, foi observada a presenca do
acido salicilico em diversos tipos de dguas, o que pode explicar a presenca deste
composto nas amostras onde as espécies de peixe analisadas foram coletadas.
Além disso, as concentracfes de acido salicilico observadas mostraram grandes
variacfes ao longo do tempo e localizacéo (Wille et al., 2011).

De forma geral, estudos anteriores realizados com diferentes espécies de
peixes na presenca de farmacos comprovam que os efeitos gerados s&o
variados. Alteracdo na reproducdo é uma caracteristica comum, além de
alteracdes fisioldgicas em 6rgdos como figado, cérebro e branquias. Sendo que
h& estudos na literatura que propiciam a crer que compostos como o0s farmacos
quando presentes em altas concentracbes no meio ambiente podem causar
efeitos adversos ao homem, por consumo de agua ou entdo pela presenca dos
mesmos em organismos aquaticos (Cunningham et al., 2009).

Dos biocidas analisados, apenas irgarol e DCOIT foram detectados, porém
abaixo do LOQ do método. Outros trabalhos também investigaram a presenca
desses compostos em diferentes tecidos de peixes. Franco-Barrios et al., (2014)
encontraram altos niveis de irgarol (6,9 ng g*) no figado, enquanto o diuron
diuron foi encontrado no musculo (1,41 ng g*). Os autores afirmaram que novos

estudos devem ser realizados em regides tropicais e subtropicais para
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biomonitorar continuamente os biocidas durante longos periodos de tempo
(Franco-Barrios et al., 2014).

Em outros trabalhos ndo foram encontrados os biocidas de interesse nas
amostras de peixe analisadas provavelmente por conta dos limites de
quantificacdo do método serem muito altos (Vieira et al., 2018).

De forma geral, € considerado de suma importancia a avaliacdo da
ocorréncia de compostos emergentes, como farmacos e filtros UV e os biocidas
para verificar os niveis de contamina¢cdo bem como as causas recentes no meio
ambiente. Além do mais, informagBes a respeito da metabolizagcdo desses
compostos em diferentes tecidos de biota sdo importantes de serem avaliadas
pois é escasso 0 numero de informacdes na literatura a respeito disso.

A Tabela 27 apresenta uma breve comparacgéo e algumas informagdes de
trabalhos disponiveis na literatura que investigaram a presenca de compostos
organicos em amostras de peixe. Onde, € possivel perceber que uma das
vantagens que o método desenvolvido apresenta é a pouca quantidade de
amostra utilizada, onde muito embora possa ter gerado limites de quantificacédo
do método maiores do que os obtidos para as amostras de sedimento, por
exemplo, possibilitou a aplicacdo em tecidos que estdo presentes em menores

guantidades, como figado, estbmago e as branquias.
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6.9 Comparacado com outros trabalhos da literatura para tecidos de peixe

Tabela 27 - Comparacao com outros trabalhos da literatura para tecidos de peixe

Preparo Massade Volume
Matriz Analitos de amostra Determinagéao LOQ Referéncia
amostra @) solvente
(mL)
(Gago-
Peixe  FilttosUV ~ PLE 1 200 LcmsimMs O ZL%B% Ferrero et
g al., 2013)
. Diuron e LC-ESI- 0,5e50ng (Vieira et
Peixe irgarol VA-MSPD 0.5 ° MS/MS gt al., 2018)
. , LC-ESI- 5-1000 (Hertzog et
Peixe Farmacos VA-MSPD 0,5 5 MS/MS ng gt al., 2015)
férmi?:os e (Ramirez
Peixe SLE 1 8 LC-MS/MS <6 ng g etal.,
2 2007)
metabdlitos
. 20 UHPLC- 0,1-0,98 (Huerta et
Peixe farmacos PLE 1 10 MS/MS ng g? al., 2013)
(Wang e
Peixe M PLE e SPE 1 30 de Lemsivs 908 -L19 Garginaii
farmacos DCM ng g* 2012)
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Preparo Massade
Analitos de amostra
amostra (9)

Matriz

Volume
de
solvente
(mL)

Determinacao

LOQ

Referéncia

59
compostos
incluindo
PPCPs,
filtros UV e
biocidas
atni-
incrustantes

Diferentes
tecidos de
peixe

VC-MSPD 0,5

HPLC-QqLIT-
ESI-MS/MS

3,31 -
137,51 ng
-1

Este
trabalho
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7 Conclusdes

Diante do que foi exposto neste trabalho, um método multirresiduo para
determinacdo de 59 compostos de diferentes classes e propriedades fisico-
quimicas, em sedimento e outro para peixe, utilizando a VA-MSPD foram
estudados, otimizados e validados. Os métodos s&o promissores e
apresentaram exatidao e precisdo adequados para uso na determinacdo de
diferentes compostos organicos.

Os resultados encontrados ao longo do trabalho através do uso das técnicas
miniaturizadas possibilitaram a obtencédo de limites de quantificacdo dentro do
que tem sido reportado na literatura e corroboram com os dados obtidos por
outros autores que utilizam técnicas tradicionais que, em contrapartida, utilizam
grande volume de solvente e massa de amostra.

Os métodos desenvolvidos possibilitaram a determinacdo de alguns dos
compostos de estudo em 8 diferentes amostras de sedimento na faixa de
concentragdo de 1,55 a 69,69 ng g*. J& para o método multirresiduo para peixes,
a faixa de concentracéo detectada nos diferentes tecidos foi de 24,16 a 21039,2
ng g*.

O acoplamento da técnica miniaturizada, VA-MPSD, juntamente com o0s
preceitos da Quimica Analitica Verde, e a utilizacdo de um equipamento de
cromatografia liquida de alta sensibilidade sdo um passo importante e inovador
no ambito da Quimica Analitica e Quimica Ambiental. O desafio dos métodos
serem multirresiduos, além das caracteristicas de serem mais rapidos e de
menor custo quando comparados as técnicas tradicionalmente utilizadas

atenderam ao objetivo geral desse trabalho.
8 Sugestdes para trabalhos futuros

Como sugestdo e continuagdo para estudos futuros apartir desse
trabalho, é sugerido que técnicas analiticas miniaturizadas como a VA-MSPD
sejam utilizadas como rotina para determinacdo de compostos organicos em
matrizes ambientais e complexas como tecidos de peixe e sedimentos. Além do
mais, as caracteristicas destas técnicas podem contribuir para a minimizacao

dos métodos classicos e exaustivos que demandam de grande quantidade de
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solventes e reagentes quimicos. Adicionalmente, as técnicas miniaturizadas
podem ser utilizadas em conjunto com equipamentos de cromatografia de alta
resolucdo para elucidacdo estrutural de produtos de transformacédo que sao

gerados e o possivel impacto dos mesmos no meio ambiente.
9 Experiéncia adquirida durante o periodo do doutorado sanduiche

O doutorado sanduiche financiado pela CAPES (Projeto Ciéncias do Mar |l
N° 1988/2014) permitiu, além do desenvolvimento experimental citado ao longo
dessa tese, outros conhecimentos indispensaveis adquiridos no grupo de
pesquisa da professora Dra. Silvia Diaz Cruz. Além dos esforcos realizados
diante do objetivo geral, outras atividades também foram realizadas durante o
periodo de estudo (10 de julho de 2018 a 13 de marco de 2019). Durante esse
periodo houve participacdo em seminarios do grupo IDAEA, participacdo em
mini-curso sobre gestdo de residuos, reunides de grupo para discussao dos
resultados, aprendizagem em novos equipamentos e trabalhos desenvolvidos
em paralelo com essa tese.

Todos resultados dessa tese foram discutidos em conjunto com a professora
e, no momento, estdo em fase de escrita dos artigos cientificos como producéo

dessa tese:

v Método multirresiduo para determinacdo de farmacos, produtos de
cuidado pessoal, filtros UV e biocidas anti-incrustantes em amostras de
sedimento por VA-MSPD e cromatografia liquida;

v Método multirresiduo para determinacdo de farmacos, produtos de
cuidado pessoal, filtros UV e biocidas anti-incrustantes em diferentes
tecidos de peixe por VA-MSPD e cromatografia liquida;

v’ Elucidacao estrutural dos produtos de degradacao de farmacos, produtos
de cuidado pessoal, filtros UV e biocidas anti-incrustantes usando
espectrometria de massas de alta resolucao;

v" Uma revisédo geral de métodos analiticos de preparo de amostra para
determinacdo de biocidas oriundos de sistemas anti-incrustantes em

matrizes ambientais;
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v Participacdo do trabalho da doutoranda Flor de Maria Flores que
determinou filtros UV em diferentes amostras de sedimentos do Peru por
VA-MSPD.
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