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RESUMO

Titulo: OTIMIZACAO DO METODO QUEChERS PARA DETERMINACAO DE
AGROTOXICOS, FARMACOS E PRODUTOS DE CUIDADO PESSOAL EM LODO
DE ETA POR LC-ESI-MS/MS

Autor: Maristela Barnes Rodrigues Cerqueira
Orientador: Prof. Dr. Ednei Gilberto Primel

O lodo gerado em Estacdo de Tratamento de Agua (ETA) durante as etapas de
floculacdo e decantacdo é classificado como residuo ndo inerte. Estudos recentes
apontam para uma diminuicdo na concentracdo de agrotoxicos, farmacos e Produtos
de Cuidado Pessoal (PCP) em &guas, ap0s o seu tratamento. Uma possivel explicacdo
seja que estes compostos possam estar ficando aderidos ao lodo; entretanto, a
investigacdo desses compostos no lodo de ETA é bastante reduzida. Neste trabalho,
foi realizada a otimizacao do método QUEChERS com determinacdo por Cromatografia
Liquida acoplada a Espectrometria de Massas sequencial para analisar agrotoxicos
(atrazina, simazina, clomazona e tebuconazol), farmacos (amitriptilina, cafeina,
diclofenaco e ibuprofeno) e PCP (metilparabeno, propilparabeno, triclocarban e bisfenol
A) em lodo de ETA, uma matriz bastante complexa, constituida basicamente de
compostos inorganicos (areia, argila e silte) e organicos (substancias hamicas). Apés
otimizado, o método apresentou limites de quantificacéio ente 1 e 50 pg kg e as curvas
analiticas apresentaram valores de r maiores que 0,98. As recuperacdes variaram entre
50 e 120% com RSD =< 15%. O efeito matriz foi avaliado e observou-se a supressao do
sinal para a maioria dos compostos, sendo o efeito compensado utilizando a
quantificacdo por superposi¢cdo na matriz. O método foi aplicado em amostras de lodo

de ETA e foram identificados tebuconazol e metilparabeno em concentragdes <LOQ.

Palavras-chaves: lodo de ETA, QUEChERS, LC-ESI-MS/MS, agrotéxicos, farmacos e
PCP
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ABSTRACT

Title: OPTIMIZATION OF QUEChERS METHOD FOR DETERMINATION OF
PESTICIDES, PHARMACEUTICALS AND PERSONAL CARE PRODUCTS IN
DRINKING WATER TREATMENT SLUDGE BY LC-ESI-MS/MS

Author: Maristela Barnes Rodrigues Cerqueira

Advisor: Prof. Dr. Ednei Gilberto Primel

The sludge generated from drinking water treatment plants during flocculation
and decantation steps is classified as non-inert waste. Recent research indicates a
decrease in the concentration of pesticides, pharmaceuticals and personal care
products (PCPs) in water after treatment. A possible explanation is that these
compounds may be adhered to sludge; however, investigation of these compounds in
drinking water treatment sludge is reduced. In this study optimization of QUEChERS
method and LC-ESI-MS/MS for extraction of pesticides (atrazine, simazine, clomazone
and tebuconazole), pharmaceuticals (amitriptyline, caffeine, diclofenac and ibuprofen)
and PCPs (methylparaben, propylparaben, triclocarban and bisphenol A), in drinking
water treatment sludge, a very complex matrix, consisting essentially of inorganic
compounds (sand, argil and silt) and organic (humic substances) was performed. After
optimized, the method showed limits of quantification between 1 to 50 pg kg™ and the
analytical curves showed r values higher than 0.98. The recoveries ranged between 50
and 120% with RSD < 15%. The matrix effect was evaluated, and suppression of the
signal was observed for most compounds, the effect was compensated with matrix-
matched calibration. The method was applied in drinking water treatment sludge
samples and the presence of methylparaben and tebuconazole in concentration < LOQ

was found.

Keywords: drinking water treatment sludge, QUEChERS, LC-ESI-MS/MS, pesticides,
pharmaceuticals and PCPs



1. INTRODUCAO

O numero de pesquisas voltadas para determinacédo de agrotéxicos, farmacos e
produtos de cuidado pessoal (PCP) em matrizes ambientais & crescente. Na literatura
sdo encontrados diversos trabalhos que determinam compostos emergentes em aguas,
uma vez que a contaminagcdo dos recursos hidricos podem causar danos tanto a
populacdo quanto aos organismos aquaticos, devido a sua toxicidade, efeitos
carcinogénicos e mutagénicos, além de sua persisténcia no ambiente (Gros et al.,
2008). O comportamento desses compostos também tem sido estudado durante o
tratamento de agua e esgotos, em ambientes aquaticos e em lodo (Xu et al., 2009).

A demanda por agua potavel e a ma qualidade da agua dos rios estao exigindo
a utilizacdo de maiores concentracdes de produtos quimicos nas Estacdes de
Tratamento de Agua (ETA), gerando assim, maior quantidade de residuos,
denominados lodos de ETA (Cordeiro, 2001). Esses residuos séo classificados,
segundo a Norma Brasileira - NBR 10004, como residuos solidos nao inertes, ou seja,
necessita-se que 0s mesmos sejam tratados para a disposic¢éo final (ABNT, 2004a). E
importante ressaltar que a caracterizagcédo e quantificacdo do lodo séo importantes para
o conhecimento do sistema de tratamento, servindo também para avaliar o
desempenho das unidades de tratamento.

Trabalhos desenvolvidos no Laboratério de Analise de Compostos Organicos e
Metais (LACOM) constataram a presenca de agrotoxicos, farmacos e PCP na 4gua que
abastece a estacao e na agua apoés o tratamento na ETA da Companhia Riograndense
de Saneamento (CORSAN) em Rio Grande - RS (Demoliner et al.,, 2010; Silveira,
2012).

No trabalho desenvolvido por Demoliner et al. (2010), foi observada uma
reducdo da concentracdo de alguns agrotoxicos na dgua apoés o tratamento, apontando
para a possibilidade desses compostos, estarem aderidos no lodo proveniente das
etapas de floculacdo e decantacdo, evidenciando a importancia de desenvolver
estudos para investigar a presenca de agrotoxicos, farmacos e PCP no lodo da ETA.

Para atender aos valores sugeridos pelas agéncias regulamentadoras €

necessario o desenvolvimento de métodos analiticos sensiveis, seletivos, exatos e



precisos que permitam determinar contaminantes no lodo. As agéncias
regulamentadoras, tais como a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(USEPA), a Unido Europeia (Directive 86/278/EEC) e o Conselho Nacional do Meio
Ambiente (Resolugdo n° 375/2006 - CONAMA) contemplam algumas classes de
compostos dentre elas, os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), nonilfendis
(NP) e agrotoxicos organoclorados nos lodos oriundos de Estacdes de Tratamento de
Esgoto (ETE). Ja& para os farmacos e PCP, conhecidos como contaminantes
emergentes, ndo existe ainda nenhuma legislagdo. Com isso, novos trabalhos estao
sendo desenvolvidos nos ultimos anos, no sentido de contribuir para complementacao
da Resolucdo n° 375/2006 do CONAMA. Portanto, € papel da Quimica Analitica
aprimorar técnicas e desenvolver métodos cada vez mais sensiveis e seletivos para a
determinacdo desses contaminantes emergentes.

Na literatura, atualmente, sdo encontrados trabalhos, a maioria realizados na
Europa, Estados Unidos e Asia, investigando a ocorréncia de contaminantes
emergentes (agrotoxicos, farmacos, PCP, entre outros) em lodos de ETE, ja que estes
residuos sdo amplamente utilizados como fertilizantes na agricultura.

No entanto, a investigacdo desses compostos no lodo oriundo das ETA é
bastante reduzida. Provavelmente, porque, geralmente, as aguas captadas pelas ETA
sdo aguas de superficie, e consideradas dguas ndo contaminadas, nao se dando muita
importancia para os lodos de ETA. No entanto, com o0 avanc¢o das técnicas de extracao
e deteccdo, residuos de agrotoxicos e, mais recentemente, de compostos emergentes,
vém sendo detectados nas aguas de superficie, sendo assim se torna relevante a
investigacdo de contaminantes organicos nesses residuos. Ja em relagédo ao lodo de
ETE, por ser gerado a partir do tratamento de esgoto, a presenca de contaminantes
organicos ja é esperada.

No Brasil, segundo dados do IBGE, apenas 30% do esgoto é tratado, por esse
motivo, a grande maioria do esgoto domeéstico € descartado diretamente nos corpos
hidricos. Consequentemente, a agua captada pelas ETA pode estar contaminada por
substancias nocivas ao ambiente e a populagédo. Algumas destas substancias podem
ficar aderidas no lodo resultante das etapas de floculagdo e decantacdo do tratamento

de agua, e muitas vezes esses residuos sao descartados diretamente no ambiente.



Nesse sentido, o desafio desse trabalho foi a otimizacdo de um método para a
determinacao de agrotoxicos, farmacos e PCP, ou seja, analitos de diferentes classes
com diferentes propriedades fisico-quimicas em lodo de ETA, uma matriz bastante
complexa constituida basicamente de compostos organicos (substancias humicas) e
inorganicas (areia, argila e silte), empregando para a extracdo QUEChERS e a
determinacdo por cromatografia liquida com ionizacdo por eletrospray acoplada a

espectrometria de massas sequencial (LC-ESI-MS/MS).



2. OBJETIVOS

Essa pesquisa teve como objetivo a otimizagdo de um método para determinar
agrotoxicos, farmacos e produtos de cuidado pessoal no lodo oriundo, apés as etapas
de floculacdo e decantacéo, do tratamento de agua da CORSAN de Rio Grande - RS.
Para o preparo das amostras foi empregado o método QUEChERS, e a determinacéo
por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial.

Para desenvolver e validar o método foram propostos os seguintes objetivos

especificos:

» Selecionar os analitos que serdo analisados no lodo;

» Otimizar os principais parametros da extracdo por QUEChERS;

» Otimizar as condi¢cdes de andlise por cromatografia liquida com ionizagdo por
eletrospray acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC-ESI-MS/MS);

» Validar o método empregando QUEChERS e LC-ESI-MS/MS para determinacéo
dos agrotoxicos, farmacos e PCP em lodo de ETA, avaliando as principais figuras
de mérito;

» Avaliar a influéncia do efeito matriz na exatidao dos métodos;

A\

Estabelecer cronograma de coleta de amostras;
» Demonstrar a aplicabilidade dos métodos validados na determinacéo de residuos
de agrotoxicos, farmacos e PCP em amostras de lodo.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1Lodo de ETA — aspectos gerais

A ETA do tipo convencional ou completo, constituida basicamente das etapas de
coagulacdo, floculacdo, decantacdo e filtracdo (Figura 1), transforma a &gua
inadequada para o consumo humano em um produto que esteja de acordo com o
padrao de potabilidade (Cordeiro, 1999).

Durante o tratamento sdo adicionados produtos quimicos que possam
desestabilizar as particulas coloidais presentes na agua, formando flocos com tamanho
suficiente para sua posterior remoc¢éo. A desestabilizacdo é provocada pela adi¢do de
sais de ferro e aluminio, e para isso sdo necessarias operacdes de mistura rapida para
a dispersdo do coagulante e camaras de mistura lenta para a formacéo final dos flocos.
Apos a formacao, se faz necesséaria a remocado dos mesmos nos decantadores, onde
sdo sedimentados e ficam retidos durante um determinado periodo de tempo. A 4gua
decantada com parte dos flocos que ndo sedimentaram passam para os filtros, para a
clarificacdo final. Desse modo, grande parte dos flocos fica retida nos decantados e
outra parcela nos filtros. Sendo assim, a ETA além de produzir agua para
abastecimento, produz também residuos, tais como, os lodos acumulados nos
decantadores e a 4gua de lavagem dos filtros (Cordeiro, 1999).

A toxicidade potencial dos lodos de ETA para plantas, seres humanos e
organismos aquéaticos, segundo Cordeiro (1999), depende de alguns fatores, dentre
eles as caracteristicas da agua bruta; produtos quimicos utilizados durante o
tratamento; reacfes quimicas ocorridas durante o processo; forma de remocéo e tempo
de retencdo dos residuos nos decantadores. Nesse sentido, a presenca de
contaminantes na agua, como por exemplo, agrotoxicos, farmacos e PCP pode
favorecer a toxicidade dos lodos. Cabe ressaltar que estudos relatam a presenca de
farmacos nas aguas de superficie e abastecimento no Brasil (Sodré et al., 2010a;
2010b; Montagner e Jardim, 2011; Maldaner e Jardim, 2012; Caldas et al., 2013). No
municipio de Rio Grande/RS, onde foi realizado esse estudo, foi constatada a presenca
de farmacos e PCP (Silveira, 2012) e de agrotéxicos (Demoliner et al., 2010) nas aguas

captadas pela ETA.
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Figura 1. Fluxograma do tratamento de agua (Fonte: CORSAN)

Os lodos gerados nas ETA séo classificados, conforme a ABNT NBR
10004/2004, como residuo solido classe Il - A, ou seja, podem ter propriedades tais
como: biodegrabilidade, combustibilidade ou solubilidade em agua, sendo necessario
um tratamento prévio antes de depositd-lo no ambiente. O lodo gerado na ETA da
Companhia Riograndense de Saneamento (CORSAN), no municipio de Rio Grande/
RS, apdés atingir certo percentual de umidade, é disposto ao longo do canal de aducéao,
conforme autorizacdo da Fundagéo Estadual de Prote¢cdo Ambiental (FEPAM).

O lodo de ETA é composto basicamente por hidroxido de aluminio, particulas
inorganicas como areia, argila e silte, e substancias organicas como, compostos
hamicos (Bidone et al.,, 2001; Hoppen et al.,, 2006). Esse residuo possui grande

umidade, geralmente maior que 95%, estando, de uma maneira geral, na forma fluida,



sendo necessaria a reducdo de seu volume para que 0 mesmo possa ser disposto de
forma adequada, diminuindo custos de transporte, disposicdo final e os riscos de
poluicdo do meio ambiente (Cordeiro, 1999). A reducgéo do volume de lodo pode ser
realizada por meios naturais, empregando leitos de secagem e lagoas de lodo ou por
meios mecanicos atraveés da utilizacdo de centrifugas, filtro-prensa e filtro a vacuo
(Cordeiro, 1999).

A disposicéo final do lodo de ETA pode ser realizada em aterros sanitérios;
como fertilizantes em solos; incinerados (Water Research Foundation, 2009; Teixeira et
al. 2011) e novas alternativas estdo sendo estudadas, como por exemplo, na
fabricacéo de concreto e tijolos (Hoppen et al., 2006; Teixeira et al. 2011).

3.2Contaminacdo dos lodos por agrotoxicos, farmacos e PCP e
regulamentacdes

Os agrotoxicos sao definidos, conforme o Decreto n® 4.074 regulamenta a Lei n®
7802/1989, como “produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos
destinados ao uso nos setores de producdo, armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas nativas ou implantadas e
de outros ecossistemas e também em ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composi¢cédo da flora e da fauna, a fim de preserva-la da acao
danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como substancias e produtos
empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores do
crescimento” (Brasil, 2002). Estes produtos abrangem um grande numero de
moléculas, com diferentes modos de acao e toxicidade e séo divididos em trés classes
principais, sendo elas inseticidas, fungicidas e herbicidas (Silva e Fay, 2004). Cabe
ressaltar que as propriedades fisico-quimicas dos agrotoxicos sdo consideradas um
importante parametro para avaliacdo ou predicao tedrica dos seus destinos e impactos
no ambiente, bem como, a contaminacgéao residual em alimentos (Cabrera et al., 2008).

Os farmacos e os PCP séo classificados como poluentes organicos emergentes
e tém despertado a atencdo dos pesquisadores devido as suas amplas utilizacdes.
Como estas substancias sdo utilizadas na vida cotidiana, elas sdo continuamente

introduzidas nos ambientes aquaticos, principalmente através da excrecdo (farmacos,



horménios e anticoncepcionais, produtos de cuidado pessoal) e também pelo descarte
de produtos nao utilizados ou com prazo de validade vencido (Gros et al., 2008).

Apesar de esses compostos serem considerados potenciais disruptores
enddcrinos, ou seja, compostos capazes de interferir no funcionamento natural do
sistema enddcrino, causando cancer, prejudicando 0s sistemas reprodutivos e
provocando outros efeitos adversos, mesmos em baixas concentracbes (Ghiselli e
Jardim, 2007), ndo existe regulamentacdo sobre a presenca destes compostos em
lodos. A Resolugéo n° 375/2006 do CONAMA regulamenta os metais, benzenos
clorados, ésteres de ftalatos, alguns fendis clorados e nao clorados, HPA, e alguns
poluentes organicos persistentes (POP).

A Unido Europeia regulamenta a presenca de metais no lodo (86/278/EEC). No
entanto, em 2001, a presenca de contaminantes organicos no lodo de ETE despertou
interesse por parte da Unido Europeia. Nesse sentido, foi elaborado um documento em
gue foram propostos valores limites de concentragcéo para alguns compostos organicos,
dentre eles HPA, bifenilas policloradas (PCB) e nonilfenol (Comissédo Europeia, 2001;
Tadeo et al., 2010).

Assim como a Unido Europeia, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (EPA) também regulamenta somente a presenca de metais no lodo. A EPA
realizou um levantamento, Targeted National Sewage Sludge Survey (TNSSS), o qual
teve como objetivo verificar a presenca de potenciais poluentes presentes nos lodos de
ETE gerados nos Estados Unidos, dentre eles metais; ions inorganicos; compostos
organicos, tais como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), éter difenil
polibromados (PBDE); farmacos, esteréides e hormonios. Em relacdo a presenca de
farmacos, dos 72 compostos analisados, ciprofloxacino (antimicrobiano), difenidramina
(antialérgico) e triclocarban (antisséptico) foram encontrados em todas as amostras
analisadas (EPA, 2009).

Além disso, a EPA realiza revisdes bienais, conforme orientacdo da Clean Water
Act (CWA) Secéao 405(d)(2)(C), a fim de avaliar a disponibilidade e suficiéncia de dados
gue permitam a EPA determinar o potencial dano a saude publica e/ou ao ambiente,
identificando poluentes que possam ser regulamentados. Segundo a Revisao Bienal,
realizada pela EPA em 2009 e publicada em 2012, 49 contaminantes foram

identificados, sendo que o triclosan e azitromicina ja haviam sido relatados em revisdes



anteriores. Dos 49 contaminantes, a cafeina e triclocarban foram listados como
poluentes que possuem poucos dados referentes a toxicidade a saude dos humanos.
Nesse sentido, a EPA néo identificou durante essa reviséo, poluentes toxicos para uma
potencial regulamentacdo. No entanto, continuam avaliando a disponibilidade de
informacdes suficientes para que os mesmos sejam regulamentados (EPA, 2012).

Em relacdo ao lodo de ETA, no Brasil é crime ambiental o despejo do mesmo
nos recursos hidricos. Ja nos Estados Unidos, ndo ha orienta¢gdes nacionais para
regulamentar as descargas diretas ou indiretas desses residuos nas aguas, portanto, a
regulamentacdo de poluentes descarregados em residuos € decidida pelo Estado (ou
por outras autoridades). A National Pollutant Discharge Elimination System (NPDES), é
a responséavel pela permissdo da descarga de lodo de ETA nos corpos hidricos, sendo
que existem regulamentac¢fes para alguns metais, como por exemplo, aluminio, cobre,
arsénio, cadmio entre outros (EPA, 2011). Desse modo, torna-se relevante a
investigacdo de compostos organicos no lodo gerado na ETA, uma vez que nao
existem regulamentacBes em relacdo a presenca desses contaminantes no mesmo.

Na literatura, atualmente, sdo encontrados trabalhos investigando a ocorréncia
de contaminantes organicos (agrotoxicos, farmacos, PCP, entre outros) em lodos de
ETE, ja que estes residuos sdo amplamente utilizados como fertilizantes na agricultura.
Na Tabela 1 constam alguns trabalhos que determinaram compostos organicos no lodo
de ETE, com énfase para os limites de quantificagcdo encontrados e a faixa de

concentracdo detectada para os compostos que sdo foco deste estudo.



Tabela 1. Exemplos de alguns compostos encontrados no lodo, técnicas de preparo de amostra e de determinacéo.

Compostos Classe Preparo de Determinacéo LOQ Concentracéao Referéncia
Amostra (Mg kg™) (Mg kg™)
. . LC-ESI- 102 Ding et al.,

Cafeina Estimulante PLE MS/MS 34-76 (2011)

Diclofenaco Anti-inflamatério 3 28-75 i

5 or! PLE* LC-QqLIT-MS Jelic et al.,
lbuprofeno Anti-inflamatério 0,3 43 -117 (2009)
Diclofenaco Anti-inflamatério PLE LC-ESI- 96 193 Radjenovic et
Ibuprofeno Anti-inflamatério MS/MS 64 295 al., (2009)
Diclofenaco Anti-inflamatério 37 87-421
Ibuprofeno Anti-inflamatério  UAE* GC-EI-MS 7 27 - 208 Yzjzgl";’)“’
Bisfenol A Plastificante 5 66 - 217
Diclofenaco Anti-inflamatério 62 |
Ibuprofeno Anti-inflamatério UAE GC-EI-MS 61 n.d Sam(aérglslit ab
Bisfenol A Plastificante 108

. o LC- ESI- 3 i Cha e Cupples,
Triclocarban Antisséptico PLE MS/MS 4-12 (2009)

. L LC-ESI- 0,5 Chu e Metcalfe,
Triclocarban Antisséptico PLE MS/MS 2-6 (2007)
Triclocarban Antisséptico UHPLC-ESI 2,5 5-8 Nieto et al

_ -ESI- ieto et al.,
Metl!parabeno Conservante PLE MS/MS 6 46 — 202 (2009)
Propilparabeno Conservante 2,5 6-10
.- UHPLC-ESI- Huang et al.,
Tebuconazol Fungicida UAE MS/MS 5 <5 (2010)

*PLE: extracdo com liquido pressurizado; **UAE: extracéo assistida por ultrassom; n.d: ndo detectado.
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No entanto, a investigacdo desses compostos no lodo oriundo das ETA é
bastante reduzida. Petrovic et al. (2001) determinaram derivados halogenados de
alquilfenéis. Wombacher e Hornbuckle (2009) investigaram a presenca de fragrancias
em uma ETA do tipo convencional, nos Estados Unidos e observaram que o0s
compostos ficaram retidos no lodo. Também nos Estados Unidos, Stackelberg et al.
(2007) avaliaram a eficiéncia de uma ETA do tipo convencional na remocéao de 113
compostos organicos, incluindo farmacos, PCP, produtos de degradacdo de
detergentes, plastificantes entre outros, e foi observada a presenca de 34 desses
compostos no lodo, dentre eles os farmacos carbamazepina, difenidramina e fluoxetina,;
o plastificante bisfenol A; o inseticida carbazol e o antisséptico triclosan. No Brasil,
Moracci (2008) determinou agrotéxicos no lodo de ETA e Ribeiro (2007) realizou a

andlise qualitativa e quantitativa de compostos inorganicos nesta matriz.

3.3Técnicas de preparo de amostra

Para a determinacédo de contaminantes emergentes, bem como de agrotoxicos,
se faz necessario o desenvolvimento de métodos analiticos confiaveis, rapidos e
sensiveis que permitam a sua determinacdo em diferentes matrizes ambientais, em
nivel traco.

Devido as concentracbfes dos analitos serem geralmente muito baixas,
apresentarem propriedades quimicas distintas, considerando também a complexidade
das matrizes, é necessario uma etapa prévia de preparo da amostra. Como as medidas
sdo normalmente efetuadas em baixos niveis de concentracdo, as interferéncias sao
problemas frequentes que devem ser considerados. Os principais objetivos do preparo
da amostra sdo, portanto, promover a extracdo e a concentracdo dos analitos, e a
remocao, tanto quanto possivel, dos interferentes. No entanto, perdas de analito nesta
etapa podem comprometer o resultado das analises. Nesse sentido, o preparo da
amostra é uma etapa crucial dentro de todo o processo analitico (Prestes et al., 2009).

Conforme observado na Tabela 1, os métodos propostos na literatura para
determinacdo de contaminantes organicos em lodo sdo baseados na extracdo com
liquido pressurizado (PLE), bem como o auxilio de ultrassom (UAE), seguidos de etapa

de limpeza, geralmente utilizando a extragdo em fase solida (SPE).
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A PLE utiliza pressao e temperatura elevadas, sem atingir o ponto critico. Esta
técnica também é conhecida como extracdo por fluido pressurizado (PFE), extracao
com solvente a alta pressdo (HPSE) ou, mais popularmente, pelo nome comercial da
Dionex, extracdo acelerada por solvente (ASE). A PLE é considerada como uma
técnica de extracdo razoavelmente simples, exaustiva, que fornece recuperacdes
guantitativas com um tempo de desenvolvimento do método relativamente rapido (Nieto
et al., 2010).

Algumas vantagens da PLE sdo a utlizacdo minima de solvente e a
possibilidade de automacdo, o que permite a extracdo simultdnea de um numero
elevado de amostras, (GoObel, et al., 2005) e curto tempo de extragcdo (Ding e Fann,
2000). Tal como acontece em outras técnicas de extragdo, uma das principais
limitacdes da PLE esté relacionada a seletividade, j& que muitos interferentes podem
ser coextraidos, dependendo do tipo de amostra (Dabrowski et al., 2002). Outras
desvantagens sdo 0s custos elevados para aquisicdo e manutencdo do equipamento e
a necessidade de limpeza do equipamento entre as extracdes (Prestes et al., 2011).

A UAE é utilizada no preparo de amostras sélidas, na extracdo, bem como na
digestdo, e na formacdo de suspensdo. Também é utilizada na preparacdo de
amostras liquidas, auxiliando na extracdo liquido-liquido (LLE), homogeneizacdo ou
emulsificacdo. ApoOs a interagdo com a amostra, as ondas do ultrassom alteram suas
propriedades fisicas e quimicas e seu efeito cavitacional facilita a liberacdo de
compostos extraiveis da matriz. Estes procedimentos ndo envolvem destruicao total da
matriz da amostra, e sim a quebra das ligac6es quimicas entre 0s elementos-traco e 0s

constituintes da matriz de amostra (Pic0, 2013).

3.3.1 Método QUEChERS
O método QUEChERS foi desenvolvido por Anastassiades e colaboradores, em

2003, para a extracdo de residuos de agrotoxicos em frutas e vegetais. O método
consiste basicamente, das etapas de extracdo com acetonitrila, seguida da particao
dos compostos para a fase organica, através da adicdo de sais e posterior etapa de
limpeza do extrato empregando a extracdo em fase solida dispersiva (d-SPE). Esse

meétodo tem como vantagens ser rapido, facil, econémico, efetivo, robusto e seguro.
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No método original, o solvente de extracdo utilizado € acetonitrila, uma vez que
proporciona a extracdo de agrotoxicos em uma ampla faixa de polaridade, possibilita
uma menor extracdo de compostos lipofilicos presentes na matriz, como por exemplo,
ceras, gorduras e pigmentos, além de ser mais adequada que a acetona e acetato de
etila em analises por LC-MS/MS e GC-MS/MS (Anastassiades et al., 2003). A
acidificacdo da acetonitrila permite recuperacdes satisfatorias para analitos sensiveis a
variacdo de pH (Prestes et al., 2009).

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

O efeito salting out, promovido através da adicdo de sais, tem como objetivo
melhorar os percentuais de recuperacdo de analitos polares, j& que a adicao de sais
diminui a solubilidade dos compostos polares na fase aquosa, bem como a quantidade
de 4gua na fase organica e vice-versa (Prestes et al., 2009). No método original, sdo
utilizados 4 g de MgSO4 e 1 g NaCl. Cabe ressaltar que 0 MgSO,4 possui um maior
poder de hidratacdo quando comparado com o0s demais sais testados (Na,SO, e
NaNOgs, por exemplo) e além disso, a hidratacdo do MgSO, é uma reacdo exotérmica,
apresentando um aquecimento entre 40 — 45°C da amostra durante as etapas de
extracdo e particdo, favorecendo a extracdo de compostos apolares (Anastassiades et
al., 2003).

A etapa de limpeza é essencial, uma vez que ela remove coextrativos presentes
na matriz que podem interferir posteriormente nas analises. No método QUEChERS
original a etapa de limpeza é realizada empregando a SPE dispersiva. Esse
procedimento consiste na adicdo de uma aliquota de 1 mL do extrato a 25 mg de
sorvente, seguida de agitacdo a fim de favorecer a distribuicdo do sorvente, facilitando
0 processo de limpeza. O sorvente € separado por centrifugacdo e uma aliquota do
extrato limpo é injetada no sistema cromatografico (Cabrera et al., 2012).

O método QUEChERS tem passado por varias modificacdes, desde o seu

desenvolvimento em 2003, para a determinacdo de diferentes analitos em diversas
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matrizes. A fim de obterem melhores recuperacdes de analitos sensiveis a variacao de
pH, foram propostos métodos com a adicdo de tampdes. No método QUEChERS
acetato, a adicdo de acetato de sddio e acido acético tamponam o meio em pH 4,8,
tendo sido adotado pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC) como
método oficial para determinacdo de residuos de agrotoxicos em alimentos (Lehotay et
al., 2007). No método QUEChERS citrato, proposto por Anastassiades et al. (2007), a
adicdo de sais citrato, promovem o tamponamento em pH entre 5 e 5,5. Esse método
foi adotado como referéncia pelo Comité Européen de Normalisation (CEN). A Figura 2
representa as etapas dos métodos QUEChERS original, acetato e citrato.

Cabe ressaltar que modificacbes na etapa de limpeza também tém sido
propostas, através do emprego de diversos sorventes, assim como diferentes
combinacdes. No método original, o sorvente utilizado € o PSA, que atua na retencao
de acidos graxos livres e de outros compostos polares presentes na matriz, devido ao
seu elevado efeito quelante proporcionado pelos grupos amino primario e secundario
presentes na estrutura (Prestes et al., 2009; 2011).

O uso de Cj;g como sorvente também tem sido relatado na literatura por
promover a remocao de compostos apolares, tais como compostos acidos graxos e
lipideos (Lehotay et al., 2007).

O emprego de carvao ativado na reducdo de pigmentos nos extratos
provenientes de amostras de vegetais foi outro avanco na etapa de limpeza
(Anastassiades et al., 2003; Prestes et al., 2009). Tal sorvente possui uma grande area
superficial e contém grupos altamente polares na superficie, com elevado potencial
para formacdo de ligacbes de hidrogénio, conduzindo a forte retencdo de analitos
planares que contenham um ou mais grupos ativos em sua estrutura (Anastassiades et
al., 2003).

Além dos sorventes citados, outros materiais tém sido utilizados na etapa de
limpeza, como por exemplo, alumina, terra diatoméacea e quitosana (Cabrera, 2012). No

Anexo | constam a caracterizacdo dos sorventes PSA, Cig e quitina.
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(A) QUEChERS original  (B) QUEChERS acetato  (C) QUEChERS citrato

o}

s 15 g amostra +

§)« 10 g amostra + 159mL MeCN 10 g amostra +
T 10 mL MeCN 10 mL MeCN

x 1% CH;COOH

o 49 MgSO, +1g
<L + + NaCl+1g

o 49MgSO, 69 MgS0, CeHeNa,0,.2H,0 +
o 1 g NaCl 1,5 g CH;COONa 059

5 CgH¢Na,0;.1,5H,0
N 1 mL extrato + 1 mL extrato + 1 mL extrato +150
& | 150 mg MgSO, + 150 mg MgSO, + mg MgSO, +
= 25mgPSA 50 mg PSA 25 mg PSA

Figura 2. Fluxogramas dos métodos QUEChERS (A) original, (B) acetato e (C) citrato

N&o foram relatados na literatura estudos empregando o método QUEChERS
para extragdo de compostos organicos em lodo. Na Tabela 2, constam alguns
trabalhos que utilizaram QUEChERS para extragdo de contaminantes em solos. Em

destaque os analitos determinados no trabalho proposto.



Tabela 2. Trabalhos que determinaram agrotoxicos e farmacos em solo empregando QUEChERS

16

Matriz Procedimento Analitos (u;(l):j‘l) R(%) Determinagéo Referéncia
10 g solo + 10 mL MeCN (1% CHsCOOH) — agit. manual 20s + 1 Multiclasses 50 70 - 81
Solo min vortex — 4 g MgSO4 + 1 g NaCl - agit. manual 20s + 1 min vortex (tebuconazol e LC-MS/MS Caldas et al., 2011
— centrif. 5 min 5000 rpm clomazona) 10 70 - 106
1 g solo + 0,5 mL agua — repouso 20 min — 4 mL MeCN - agit 5 Herbicidas
Solo vigorosa 2 min — 0,1 g MgSO4 — agit. 20s — 0,1 g PSA+ 0,1 g Cis— (atrazina) 0,02 86 -91 UPLC-MS/MS Mei et al., 2011
agit. 2 min — centrif. 20000 rpm por 3 min — extrato filtrado
5 g solo + 3 mL agua (pH 2,5 ajust. com HCI) — 4 g MgSOa4 + 1g
NaCl + 1 g NaxCit — agit. Vortex 4 min - banho ultrassom 4 min — 7 Ibuprofenc e
Solo mL MeCN (1% CH3COOH) - agit. Vértex 4 min - banho ultrassom 4 meriabélitos 14 75 -98 LC-FLD Braganca et al., 2012
min — centrif. 4000 rpm por 10 min — 5 mL extrato evaporado N, e
redissolv. 500 pL MeCN - extrato filtrado (filtro 0,20 um)
4 g solo + 8 mL agua — agit. manual e 1h em repouso — 10 mL
MeCN (1% NHs) + 2 g (MgSO4 + NaCl) — agitacdo mecénica
. horizontal a 250 rpm por 10 min — centrif. 2500 rpm por 10 min — Multiclasses . .
- K I I, 2012
Sedimento extrato transferido + 2 g MgSOa - centrif. 2500 rpm por 10 min — (clomazona) 1 81 LC-MS/MS vicalova et al., 20
extrato evaporado com Nz a 32°C e redissolv. 1 mL MeOH:H.0 (1:1,
vIv)
5 g solo + 10 mL &gua + 15 mL MeCN — agit. Vortex—1,5¢g .
. Esteroides e
CH3COONa + 6 g of MgSO4 — agit. manual 30 s + 30 s em vortex — FArMACOS
agit. Homegenizador por 30 min a 750 rpm — centrif. 5000 rpm por 2 veterinarios e 0,1 35-71
min — 10 mL extrato foi evaporado com N, a 40°C e redissolv em 10 hUMAnos LC-MS/MS Salvia et al., 2012
Solo mL (97/3 &cido citrico (0,04 mol L/ MeOH pH = 2,5) — percolado em (ibuprofeno e 0,9 47 - 82
um cartucho Strata X — ao final da etapa de SPE o residuo foi . P
bisfenol A)

redissolv. em 200 pL de 95/5 H,O/MeOH e misturado por 2 min
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3.4Técnicas de separacgdo e determinagao

As técnicas de separacdo de agrotoxicos, farmacos e PCP em matrizes
ambientais incluem a cromatografia gasosa (GC) e a cromatografia liquida (LC), sendo
a deteccao por espectrometria de massas (MS) a mais utilizada. No entanto, devido a
baixa volatilidade de alguns analitos, como por exemplo, famacos polares, a analise por
GC-MS requer uma etapa prévia de derivatizacdo, que faz com que o preparo da
amostra seja mais trabalhoso e demorado, além disso, tal etapa aumenta a
possibilidade de contaminacéo e de erros (Petrovic et al. 2003). Nesse sentido, a LC-
MS e LC-MS/MS sdao as técnicas mais empregadas para determinagdo de residuos de
agrotoxicos, farmacos e PCP em amostras ambientais.

A espectrometria de massas € uma técnica poderosa de deteccdo para a
cromatografia, ja que o espectrobmetro € sensivel a pequenas quantidades do analito,
fornece informagdes qualitativas e quantitativas sobre os compostos que séo eluidos a
partir de uma coluna, podendo também, distinguir compostos diferentes que
apresentam o mesmo tempo de retencéo (Harris, 2003).

O espectrdmetro de massas € um instrumento sofisticado constituido de trés
partes: fonte de ionizacdo, também denominada interface, analisador de massas e
detector de ions, sendo que, apds a injecdo da amostra no MS, ocorre a producéo de
ions pela fonte de ionizacdo (Collins et al.,, 2006). Dentre as fontes de ionizacéo
desenvolvidas, as mais empregadas sado a ionizacao por eletrospray (ESI) e ionizacéo
quimica a pressao atmosférica (APCI) (Chiaradia et al., 2008).

A ESI é a técnica de ionizacdo mais empregada para a andlise de agrotoxicos,
farmacos e PCP em matrizes ambientais, conforme se pode observar na Tabela 1. Na
ESI, o analito dissolvido na fase mével, passa através de um capilar, a presséo
atmosférica, mantido sob alta voltagem. Na saida do capilar sdo formadas pequenas
gotas altamente carregadas (“spray”’) que sdo dessolvatadas ao se deslocarem em
sentido contrario ao posicionamento de um eletrodo em uma regido de presséo
atmosférica. A dessolvatacdo € assistida por um fluxo continuo de gas seco
(geralmente N;) na regigo do “spray”. A medida que ocorre a dessolvatacéo, o tamanho
das gotas € reduzido até o ponto em que a forca de repulsdo entre as cargas similares
fica maior que as forcas de coesao da fase liquida (tenséo superficial). Neste momento,

ocorre a chamada “explos&do couldmbica”, que gera gotas com tamanhos equivalentes



18

a 10% do tamanho das gotas a partir das quais se originaram. Uma série de explosdes
passa entdo a ocorrer até que sdo produzidos ions do analito a partir destas gotas, 0s
quais sao transferidos para o interior do MS por uma série de dispositivos de
focalizacédo (Ardrey 2003; Chiaradia et al., 2008).

Apoés a etapa de ionizagcdo, 0s ions passam para os analisadores de massa,
para a sua determinacdo através da razdo massa/carga. Para algumas matrizes
complexas, o acoplamento de dois ou mais analisadores se faz necessario. Os
analisadores podem ser do tipo quadrupolo, ion trap e tempo de voo (TOF).

No espectrometro de massas sequencial (MS/MS), o analisador do tipo
triploquadrupolo (QgQ), como o nome ja diz possui trés quadrupolos, onde o primeiro
quadrupolo age como um filtro de massas, selecionando o composto de interesse, o
segundo quadrupolo é considerado a célula de colisdo, onde o ion € fragmentado
através da colisdo com um gas inerte, geralmente argbnio, hélio ou nitrogénio, e por
fim, no terceiro quadrupolo, o ion formado é enviado ao detector (Chiaradia et al.,
2008). Existem também, os analisadores hibridos resultantes do acoplamento de
analisadores diferentes, como por exemplo, o analisador do tipo quadrupolo acoplado a
um do tipo ion trap linear (QgLIT); e o acoplamento entre o analisador do tipo

quadrupolo com de tempo de voo (Q-TOF).

3.4.1 Efeito matriz em LC-ESI-MS/MS
LC-MS/MS é uma técnica de determinacdo altamente seletiva, quando

selecionado o modo de monitoramento de reacdes multiplas (MRM), no qual apenas o
sinal de interesse é registrado, excluindo a informacdo sobre a ocorréncia de outros
compostos (Vékey, 2001). No entanto, isto ndo significa que a técnica ndo esteja
sujeita as interferéncias provenientes da matriz, mesmo que estas nem sempre sejam
visiveis nos cromatogramas gerados, a coeluicdo de componentes da matriz com o
composto de interesse pode alterar a eficiéncia da ionizacdo dos analitos (Hajslova e
Zrostlikova, 2003; Cabrera, 2012).

Como comentado anteriormente, o0 modo de ionizag&o por eletrospray é o mais
empregado para determinagdo de agrotoxicos, farmacos e PCP em matrizes
ambientais. Geralmente este modo de ionizacdo apresenta supressdo do sinal

analitico, sendo que uma das possiveis causas deste efeito é a competicdo na etapa
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de ionizacdo entre os analitos e os interfentes presentes na matriz (Goémez et al., 2006;
Buchberger; 2011).

O efeito matriz pode ser avaliado através da comparacdo entre as inclinacdes
das curvas obtidas preparadas no extrato da matriz e no solvente (Matuzewski, et al.,
2006; Economou et al., 2009) e através da comparacao das respostas do padrédo do
analito no extrato da matriz e no solvente (Matuzewski, et al., 2003).

Para minimizar ou compensar o efeito matriz, alguns procedimentos tém sido
adotados, como o uso do método de adi¢do padrao; o uso de padréo interno deuterado
(Buchberger, 2011); preparo das solugcbes analiticas no extrato da matriz (matrix
matched standards) (Caldas et al., 2011) e a diluicdo do extrato da matriz (“dilute-and-
shoot”) (Stahnke et al., 2012).
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4. MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento experimental desse trabalho consistiu na otimizacdo e
validacdo de um método para determinacdo simultdnea de agrotoxicos, farmacos e
produtos de cuidado pessoal em lodo proveniente de Estacéo de Tratamento de Agua.

Para o preparo de amostra foi utilizado o método QUEChERS proposto por
Caldas et al. (2011) o qual foi otimizado, a fim de obterem melhores resultados. Além
disso, foram otimizados os parametros de fragmentacdo dos compostos para a
determinacao por LC-ESI-MS/MS.

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Analise de Compostos Organicos e
Metais (LACOM), da Escola de Quimica e Alimentos (EQA), na Universidade Federal
do Rio Grande (FURG).

4.1Selecédo dos analitos para o estudo

A escolha dos agrotéxicos foi baseada em um estudo anterior realizado por
Demoliner et al. (2010). O fungicida tebuconazol e os herbicidas atrazina e clomazona,
por exemplo, foram detectados na agua bruta e na de abastecimento, e verificou-se
que houve uma reducdo desses compostos apés o tratamento. No entanto, o valor de
Kow (Tabela 3) desses compostos indica que eles apresentam tendéncia de se
particionar no sedimento, fato que pode explicar a reducdo no tratamento,
provavelmente na etapa de floculagao.

Os farmacos foram selecionados levando em consideragcdo uma pesquisa
realizada sobre os principais farmacos utilizados em Rio Grande (Silveira, 2012), além
da presenca dos mesmos, na Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais
(RENAME), o que indica que fazem parte da Farmécia Popular, ou seja, medicamentos
que sao facilmente disponibilizados para a populacéo para o tratamento das doencas
mais comuns, sendo alguns deles distribuidos gratuitamente ou com até 90% de
desconto, conforme o Ministério da Saude (Portal da Saude, 2012). A cafeina foi
selecionada nesse estudo por ser considerada um indicador de contaminagéo por

esgoto doméstico.
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Em relacdo aos PCP, foram selecionados dois parabenos (metil e
propilparabeno) por serem amplamente utilizados como conservantes em farmacos,
cosmeéticos e alimentos, além de possuirem baixa solubilidade em agua. O antisséptico
triclocarban presente em sabonetes e produtos de limpeza e o bisfenol A, um
plastificante utilizado na fabricacdo de plasticos do tipo policarbonato e em resinas
epoxi também foram selecionados nesse estudo.

A Tabela 3 apresenta os analitos selecionados para o estudo bem como suas
propriedades fisico-quimicas. Como se pode observar, a maioria dos analitos
selecionados séo hidrofobicos ou moderadamente hidrofobicos (log Kow 2 — 5), desse
modo, existe uma afinidade entre esses compostos e os tecidos adiposos encontrados
em espécies animais. Além disso, compostos como bisfenol A e atrazina s&o
considerados disruptores endodcrinos, isto é, sdo capazes de interferir no
funcionamento natural do sistema endocrino causando céancer, prejudicando 0s
sistemas reprodutivos (por exemplo, reduzindo a producdo de espermatozoides) e

causando outros efeitos adversos (Ghiselli e Jardim, 2007).



Tabela 3. Férmula estrutural e propriedades fisico-quimicas dos compostos em estudo (Fonte: chemspider)
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Analito Férmula Estrutural Massa Classe Classe quimica log kow 109 Ko pka Solubilidade
Molar terapéutica em H,0 (mg L™)
(9 mol'l)
Amitriptilina 277,2 Antidepressivo Dibenzocicloeptano 4,9 5,7 9,4 9,7(@24°C)
Diclofenaco Ho © 295,0 Anti-inflamatorio Aminobenzoato 4,5 2,9 4,2 2,4 (a25°C)
% fenilacetato
HN
Cl < f _CI
Ibuprofeno 7" 206,1 Anti-inflamatério fenilacetato 4 2,6 4,9 21

CHg
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Cafeina Hsc\ 194,2 Estimulante Xantina -0,07 1 10,4 (a 21600 (a 25 °C)
\ o 40 °C)
at
< \ N\CHz
N
/
HsC o
Bisfenol A 228,3 Antioxidante na Fenol 3,3 4,9 10,2 120 (a 25 °C)
plasticos
Metilparabeno Q 152,2 Conservante Ester do acido 2 2,1 8,5 Pouco soluvel
paraidroxibenzoico
o/\CH3
HO
Propilparabeno " 180,2 Conservante Ester do acido 29 2,6 8,5 Pouco soluvel
. P paraidroxibenzoico
HO
Triclocarban N o 313,0 Antisséptico Fenil ureia 4,9 3,7 - 0,65 (a 25 °C)
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Atrazina a N ¥ CHa 215,7 Herbicida Triazina 2,6 2,4 1,7 34,7 (a 26 °C)
\( ~_"
N| / N
CH,
NH4<
CHs
Clomazona a 239,7 Herbicida isoxazolidinona 2,5 3,7 - 1100 (a 25 °C)
(o]
\N
HaC
HsC °
Simazina j'\ 201,7 Herbicida Triazina 2,1 2,2 1,6 6,2 (a22°C)
N| \N
Hsc/\u)\N)\H/\CH3
Tebuconazol oH 307,8 Fungicida Triazol 3,7 4,3 - 36 a20°C)

/CHz—C/
CI4®70H2 HzC/ \C(CH3)3
|

N

U

N
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4.2 Instrumentacgéo

Balanca Analitica de precisdo modelo FA 2104N, Bioprecisa (Curitiba, Brasil);
Bomba a vacuo Tecnal TE-058 (Piracicaba, SP, Brasil);

Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (100 — 1000 pL) Labmate
(Varsovia, Polénia);

pHmetro Hanna pH20 pH21 — eletrodo de vidro combinado (Séao Paulo, Brasil);
Sistema de filtracdo em membrana Phenomenex (Torrance, CA, USA);

Sistema de Purificacdo de dgua Milli-Q Direct-Q UV3® Millipore (Millipore, Bedford,
MA, USA);

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

Vortex modelo Certomat® MV-B. Braun (Bioteck Internacional, Alemmar -
Comercial e Industrial S.A.);

Centrifuga de tubos microprocessada modelo Quimis® Q222T (QUIMIS aparelhos
cientificos);

Cromatografo a liquido Alliance Separations Module 2695 (Waters, EUA) equipado
com: Amostrador automético, bomba quaternéria, forno para coluna e sistema de
desgaseificacdo. Detector MS, Micromass® Quatro Micro™ APl (Waters,
Inglaterra) com fonte API, com ionizacdo por Eletrospray; sistema de aquisicdo de
dados através do software MassLynx e QuanLynx 4.0 (Waters, Inglaterra). Sistema
gerador de nitrogénio Peak Scientifics (Instruments Ltda., Escécia).;

Coluna analitica XTerra® MS C18 3,5 um 144 A (50 x 3 mm d.i.) (Waters, Milford,
MA, USA);

4.3Reagentes, solventes e materiais

Acetato de sodio anidro (CH3COONa) 99,5% (JT Baker, Mallinckrodt, NJ, USA);
Acetonitrila (MeCN), grau HPLC (J.T Baker, Mallinckrodt, NJ, USA);

Acido acético (CHsCOOH) glacial 96% (Merck, RJ, Brasil);

Agua destilada;

Agua Ultrapura, purificada em sistema Direct-Q UV3® Millipore (resistividade 18,2

MQ cm™);

Carvao ativado puro em p6 (Hannover, Alemanha);
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e Citrato de sodio diidratado (CsHsNazO7.2H,0) (Sigma-Aldrich, USA);

e Citrato dissodico hidrogenado (CsHsNa07.1,5H,0) (Sigma-Aldrich, USA);

e Cloreto de sodio (NaCl) p.a. (Merck, RJ, Brasil);

e Detergente Extran® neutro (Merck, Brasil);

e Dispenser Boeco 10 - 50 mL;

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

e Padrbes analiticos: atrazina 97,4%, simazina 99,9%, clomazona 97,4%, tebuconazol
99,6% e bisfenol A 99% (Sigma Aldrich, Sdo Paulo, Brasil); amitriptilina 99%, cafeina,
diclofenaco, metilparabeno, propilparabeno todos com 99% de pureza (Fundacédo
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro-RJ, Brazil); ibuprofeno e triclocarban ambos com pureza
de 99% (Dr. Ehrenstofer GmbH, Ausgsbug, Germany);

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

e Sorventes amina primaria secundaria (PSA) e C,5 Bondesil (Varian, USA);

e Sulfato de magnésio (MgSQ,) anidro J.T. Baker (Mallinckrodt; USA);

e Tubos de polipropileno, com tampas rosqueaveis, capacidade de 15 e 50 mL de
capacidade (Sarstedt, Alemanha);

e Vidrarias em geral (baldes volumétricos, pipetas volumétricas, béquer, etc).

4.4Limpeza davidraria

Os materiais utilizados nesse estudo (vidraria, tubos de polipropileno, espatulas,
frascos de vidro (vials, baldes volumétricos, etc.) foram lavados, inicialmente com agua
da torneira e agua destilada. Em seguida, o material foi mergulhado em detergente
neutro 5% por 24 h e enxaguados com agua de torneira, dgua destilada e lavados com
acetona. Posteriormente, foram secos em estufa a 50 °C, com excec¢do da vidraria

volumétrica, e armazenados em ambiente livre de poeira.

4.5Preparo das solugdes analiticas

As solucdes estoque contendo 1000 mg L™ de cada agrotéxico (simazina,

atrazina, clomazona e tebuconazol) foram preparadas pela dissolugcdo dos padrdes
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s6lidos em metanol, considerando o grau de pureza. As solu¢des foram armazenadas
em frasco ambar e estocadas a -18 °C. Para o preparo das solucfes estoque dos
farmacos e produtos de cuidado pessoal (amitriptilina, cafeina, diclofenaco, ibuprofeno
e triclocarban) foram seguidas as recomendac¢des da Farmacopeia Brasileira (2010). A
partir das solucées estoque de 1000 mg L™ foram preparadas solucdes intermediarias
de concentracdes de 100 mg L™ de cada composto em metanol.

Para a otimizacao e validacdo do método foi preparada uma solucdo contendo a
mistura dos compostos na concentragdao de 1000 vezes o valor do limite de
quantificacdo (LOQ) de cada analito. A partir dessa solucdo, foram preparadas

solucdes 200 e 40 e vezes 0 LOQ.

4.60timizacgéo do sistema cromatogréafico LC-ESI-MS/MS
4.6.1 Preparo e escolha dafase movel

Os solventes empregados na preparacdo da fase movel (metanol, acetonitrila e
adgua purificada) foram filtrados a vacuo, através de membranas de nylon (0,45 yum) e
desgaseificados em banho de ultrassom durante 30 min, a temperatura ambiente.
Foram testadas diferentes composicfes de fase movel:
e Metanol : 4gua purificada acidificada com 0,1% &cido acético;
e Acetonitrila : agua purificada acidificadas com 0,1% &cido acético.
Além disso, diferentes gradientes de eluicdo foram avaliados durante o

desenvolvimento da separacdo cromatografica.

4.6.2 Condicdes do sistema de deteccao

A fim de otimizar as condi¢cbes de fragmentacdo dos analitos, foram realizadas
infusdes diretas das solu¢des analiticas na concentracéo de 1 mg L™ de cada composto
estudado. Para isso foram avaliados 0s seguintes parametros: o modo de ionizacéo da
fonte (eletrospray positivo ou eletrospray negativo); a voltagem do cone para selecionar
0 ion precursor; a energia de colisdo para fragmentar o ion precursor e gerar ions
produtos; a temperatura da fonte; a temperatura e a vazdo do gas de dessolvatacéo

para secagem do solvente; a voltagem do capilar e do cone extrator.
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Uma vez definida essas condicbes, foram selecionados os ions a serem

monitorados para a quantificacao e identificacdo dos compostos.

4.7Coleta das amostras

Para a otimizacao e validacdo do método, amostras de lodo foram coletadas no
decantador da Estacdo de Tratamento de Agua da CORSAN, no municipio de Rio
Grande - RS, no dia de limpeza. A amostragem foi realizada utilizando uma caneca de
inox, conforme as recomendacdes da ABNT NBR 10007/2004 (ABNT, 2004b). As
amostras foram armazenadas em bandejas de aluminio, acondicionado em caixa de
isopor e transportada para o laboratorio. As amostras foram congeladas por 24 h.
Depois de retiradas do freezer e deixadas em repouso para a separacao das fases, a
agua foi removida e o lodo centrifugado por 5 min a 5000 rpm.

4.7.1 Local de amostragem
A agua que abastece a ETA de Rio Grande é captada do Canal Sdo Goncalo, o

qual faz a ligacéo entre a Lagoa Mirim e a Lagoa dos Patos. A captacéao é feita através
de um canal artificial, escavado perpendicularmente ao canal Sdo Goncalo, que conduz
a agua superficial até a ETA. Na Figura 3, observa-se que proximo ao Canal Séo
Gongalo e ao canal adutor existe uma regido de intensa atividade agricola, sendo o

cultivo de arroz irrigado a principal atividade.



Figura 3. Localizacdo da area de estudo (Fonte: Google Earth)
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4.7.2 Aplicabilidade

Ap6s a validagdo do método, o mesmo foi aplicado em amostras de lodo
coletadas no periodo de Abril a Dezembro de 2012, conforme Tabela 4.

Na Estacdo de Tratamento de Agua da CORSAN, existem quatro decantadores
onde sdo gerados em média 1500 a 2000 m* de lodo por més. A limpeza de trés dos
quatro decantadores € realizada mensalmente e o decantador 3 é limpo a cada trés
meses, dependendo do volume de lodo gerado.

A Figura 4 ilustra a coleta do lodo no decantador e o lodo apos a centrifugacao.

Tabela 4. Cronograma das coletas

Coleta Local Coleta Local

30 abril 2012 Decantador 1 11 setembro 2012 Decantador 4

01 junho 2012 Decantador 2 20 novembro 2012  Decantador 3

27 junho 2012 Decantador 4 19 dezembro 2012 Leito de secagem
01 agosto 2012 Decantador 1

Figura 4. (A) Coleta do lodo (B) Lodo centrifugado

4.8Controle de qualidade nas determinagoes

Para assegurar a qualidade dos resultados, alguns critérios foram aplicados
durante a realizacdo das analises. Foram realizadas, diariamente, analises “branco”
das amostras e da vidraria, antes das analises, para verificar e eliminar falsos positivos
por contaminagcdo no processo de extracdo, instrumento, materiais ou reagentes

utilizados durante todo o processo. Também foram realizadas injec6es de uma solucao
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da mistura dos padrdes, fortificadas na concentracdo de 1 mg kg™* e as curvas
analiticas foram preparadas diariamente para verificar a sensibilidade e linearidade na
faixa de trabalho das concentragbes. Assim, os erros de quantificagdo causados por

efeitos matriz, além de possiveis flutuacdes instrumentais puderam ser evitados.

4.90timizacao do preparo da amostra por QUEChERS

Primeiramente foi aplicado o método proposto por Caldas et al., (2011) para a
extracdo de agrotoxicos em amostras de solo. Foi realizada a comparagdo entre o
método Caldas et al., e os métodos acetato (Lehotay et al., 2005) e citrato
(Anastassiades et al., 2007). Estes dois ultimos sdo métodos adotados para a
determinacdo de residuos de agrotéxicos em alimentos, como referéncia pela
Association of Official Analytical Chemists (AOAC) e pela European Committee for
Standarisation UE, respectivamente. Em todos os ensaios, as amostras foram

fortificadas em um nivel de concentracdo de 1 mg kg™.

4.9.1 Método QUEChERS proposto por Caldas et al. (2011)
Para o estudo do método QUEChERS proposto por Caldas et al., (2011)

pesaram-se 10,0 g de amostra diretamente em um tubo de polipropileno (com
capacidade de 50 mL); adicionaram-se 10 mL de MeCN como solvente extrator e 100
uL de CH3COOH; agitou-se, manualmente, por 15 s e em agitador mecéanico (vortex)
por 1 min; adicionaram-se 4,0 g de MgSO,4 para induzir a separacao das fases
(organica e aquosa); adicionou-se 1,0 g de NaCl para promover o efeito “salting out”
dos analitos; repetiu-se a etapa de agitacdo manual e em vortex e por fim, centrifugou-
se a 5000 rpm, durante 5 min. Uma aliquota de 10 pL do extrato foi injetado no LC-
ESI-MS/MS.

O efeito “salting out” tem como objetivo favorecer a particao dos analitos polares
para a fase orgéanica através da adicdo de sais, diminuindo a sua solubilidade na fase

aguosa, bem como a quantidade de agua na fase organica (Prestes et al., 2009).
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4.9.2 Método QUEChERS acetato
O método QUEChERS acetato tem por finalidade o tamponamento do meio (pH

4,8) utilizando acido acético e acetato de sédio.

Pesaram-se 15,0 g de amostra diretamente em um tubo de polipropileno (com
capacidade de 50 mL); adicionaram-se 15 mL de MeCN acidificada com 1% de
CH3COOH (v/v) para a extragao; agitou-se, manualmente, por 1 min; adicionou-se 6,0
g de sulfato de magnésio anidro (MgSO,) e 1,5 g de acetato de sodio anidro
(CH3COONa); repetiu-se a etapa de agitacdo manual e por fim, centrifugou-se a 5000
rpm durante 1 min.

Apés, 1 mL do sobrenadante foi transferido para outro tubo de polipropileno
(capacidade de 15 mL), contendo 150 mg de MgSO4 e 50 mg de PSA, em seguida o
tubo foi agitado novamente por 20 s, manualmente, e centrifugado a 5000 rpm durante
5 min. Uma aliquota de 10 pL do sobrenadante “limpo” foi injetada no sistema

cromatografico.

4.9.3 Método QUEChERS citrato
O método QUECHhERS citrato tem por finalidade o tamponamento do meio (pH

entre 5,0 e 5,5) utilizando sais citrato.

Pesaram-se 10,0 g de amostra diretamente em um tubo de polipropileno (com
capacidade de 50 mL); adicionaram-se 10 mL de MeCN para a extracdo; agitou-se,
manualmente, por 20 s e em agitador mecéanico (vértex) por 1 min; adicionaram-se 4,0
g de MgSO,4 e 1,0 g de sal NaCl; adicionou-se 1,0 g de CgHsNaz07.2H,O e 0,5 g de
CeHsNa207.1,5H,0; repetiu-se a etapa de agitacdo manual e em vortex e por fim,
centrifugou-se a 4000 rpm durante 2 min. Posteriormente, 1 mL do sobrenadante foi
transferido para outro tubo de polipropileno (capacidade de 15 mL), contendo 150 mg
de MgSO, e 25 mg de PSA, que foi agitado por 20 s, manualmente, e centrifugado a
4000 rpm, durante 2 min. Uma aliquota de 10 puL do sobrenadante “limpo” foi injetada
no sistema cromatografico.

Apoés a comparacgao entre os métodos, foram avaliados alguns parametros para

a otimizacado: adicéo de cloreto de sodio e etapa de limpeza.
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4.9.4 Influéncia do NaCl narecuperacdo dos analitos
Para avaliar a influéncia da adicdo de NaCl na recuperagdo dos analitos, o

procedimento foi realizado como descrito no item 4.9.1, primeiramente sem a adi¢ao

de NaCl e em seguida adicionando-se 2,0 g de NaCl juntamente com 4,0 g de MgSO,.

4.9.5 Etapade limpeza
Nesse trabalho, foram realizados experimentos com a finalidade de estimar a

influéncia da etapa de limpeza na recuperacdo dos analitos. Para isso, as amostras
foram fortificadas em um nivel de concentracao correspondente a 5 vezes o LOQ dos
compostos.

O procedimento de extracao foi realizado conforme descrito no item 4.9.1, porém
apos a etapa de centrifugacdo, uma aliquota de 2 mL do extrato foi transferida para
outro tubo de polipropileno (capacidade de 15 mL), contendo 150 mg de MgSO,4 e 50
mg de sorvente (Cig, PSA, C1g+PSA, quitina e carvao ativado), em seguida agitado
novamente por 1 min em vortex e centrifugado a 5000 rpm, durante 5 min. Uma

aliquota do sobrenadante foi injetada no sistema cromatografico para analise.

4.9.6 Avaliacado da interacdo dos compostos na fortificacéo
A fim de garantir a confiabilidade da extracdo dos compostos, foi avaliado o

tempo de interacdo entre a amostra e a solugcdo padrdo contendo os analitos. Foram
avaliados os periodos de 30 min, 48 h e 164 dias. Para esses experimentos, realizado
em triplicata, 10,0 g de lodo foram pesados um tubo de polipropileno (com capacidade
de 50 mL) e fortificados com solucdo padrdo em um nivel de concentragéo de 1 mg kg™
e deixados em repouso. Transcorrido o tempo de avaliagdo da interacao, foi realizado o
procedimento de extracdo conforme o item 4.9.1. As amostras fortificadas que nao

foram analisadas no periodo de 30 min, foram armazenadas a 4 °C.

4.10 Validacdo do método
O método foi validado avaliando as seguintes figuras de mérito: limite de
deteccdo, limite de quantificagdo, curvas analiticas (calibracdo externa no solvente,

superposi¢cao na matriz e curva trabalho), faixa linear, exatidao (recuperacao e adicéo
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padrdo) e precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria) (INMETRO, 2010).
Também foi avaliado o efeito matriz, como sugerido pelo guia de validacéo para andlise
de residuos de agrotoxicos em alimentos da Comissao Européia (SANCO, 2010) além

da eficiéncia do processo (Matuszewski et al., 2003).

4.10.1 Limites de deteccéao e quantificacao
Os limites de deteccdo (LOD) e os limites de quantificacdo (LOQ) foram

estimados pela relagéo sinal/ruido (s/n) calculada pelo software do equipamento e foi
estabelecido um s/n = 3 para o LOD e s/n =210 para o LOQ.

Os limites instrumentais foram obtidos através de padronizacdo externa no
solvente, pelo preparo de solucbes analiticas de diferentes concentracdes em
acetonitrila. Uma vez estabelecido os limites instrumentais, para a definicdo dos limites
do método, as amostras foram fortificadas nas concentracfes equivalentes ao LOQ do
instrumento e submetidas ao processo de extracdo para confirmar experimentalmente
estes valores.

O QUEChERS néo apresenta fator de pré-concentracdo, uma vez que a
proporcao utilizada no preparo de amostra é de 1,0 g de amostra para 1,0 mL de

extrato.

4.10.2 Curva analitica, curva trabalho e linearidade

A faixa linear do instrumento foi avaliada utilizando a curva analitica por
padronizacdo externa no solvente (acetonitrila) e a faixa linear do método foi avaliada
pela construgdo da curva por superposicdo na matriz e também pela curva trabalho.

As curvas analiticas foram preparadas, em triplicata, em cinco niveis de
concentragdo, iniciando pelo LOQ de cada analito. Conforme as caracteristicas de
cada analito, as curvas analiticas responderam em diferentes faixas de concentracao.
Por esse motivo, foi preparada uma solucdo trabalho contendo a mistura dos 12
compostos em diferentes concentracbes para cada um, e atraves de diluicbes
sucessivas desta solugdo, foram construidas as curvas analiticas (no solvente, no
extrato da matriz e trabalho). Desse modo, as concentracdes das solu¢des analiticas

para a construcao da curva foram:
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-1,0; 2,0; 5,0; 10,0 e 20,0 ug L™ para clomazona e tebuconazol;

-2,5;5,0; 12,5; 25,0 e 50,0 pg L™ para atrazina, simazina e triclocarban;

- 5,0; 10,0; 25,0; 50,0 e 100,0 pg L™ para diclofenaco;

- 7,5; 15,0; 37,5; 750 e 150,0 pg L* para amitriptilina, metilparabeno e
propilparabeno;

- 25,0; 50,0; 125,0; 250,0 e 500,0 ug L™ para cafeina e ibuprofeno;

- 50,0; 100,0; 250,0; 500,0 e 1000,0 ug L™ para bisfenol A.

Para a construcdo das curvas analiticas por padronizacdo externa, por
superposicao da matriz e curva trabalho, foram preparados trés conjuntos de solucdes,
onde:

e Conjunto 1:

As solucbBes foram preparadas através de diluicbes da solucdo padrdo da
mistura dos analitos em solvente MeCN (curva analitica por padronizagéo externa);
e Conjunto 2:

As solucdes foram preparadas a partir de diluicdes da solucao padrao da mistura
no extrato da matriz, extraido pelo método QUEChERS selecionado (curva por
superposicao da matriz);

e Conjunto 3:

As solucdes foram obtidas a partir da extracdo, em triplicata, das amostras de
lodo fortificadas com a solucéo padréo da mistura (curva trabalho).

Comparacdes das areas dos picos obtidos pelos conjuntos das solucdes 1 e 2
sao indicativos de efeito matriz. Comparacdes das areas obtidas pelos conjuntos das
solugbes 1 e 3 séo indicativos de um efeito matriz combinado com a potencial
recuperacédo dos analitos (eficiéncia do processo - EP).

Os dados de regresséo linear foram obtidos com auxilio do software Masslynx®
4.0 Waters e outros softwares apropriados. A partir destes dados foi avaliado o

coeficiente de correlacao linear (r), a linearidade do instrumento e do método.

4.10.3 Exatidao
Os processos comumente utilizados para avaliar a exatiddo de um método

analitico podem ser, empregando materiais de referéncia, comparando-se métodos,
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ensaios de recuperacdo e adicdo de padrao (Ribani et al., 2004). Neste estudo, foi
utilizado o método de ensaio de recuperacédo (equacgao 1).

Para avaliar a exatidao foram adicionadas quantidades conhecidas dos analitos
nas amostras de lodo em pelo menos trés niveis: baixo, médio e alto (INMETRO,
2010). As amostras sem adicdo de padrdo e as amostras fortificadas com o padrao
foram injetadas no sistema cromatografico em triplicata (n=3).

A exatiddo do método de extracdo foi avaliada através da fortificagdo das
amostras de lodo nos niveis 1; 5 e 20 vezes o LOQ de cada analito. Para preparar o
nivel do LOQ, 10 g da amostra foram fortificadas pipetando 250 yL da solugéo da
mistura dos analitos em uma concentracdo correspondente a 40 vezes o LOQ; para o
nivel 5 vezes o LOQ pipetaram-se 250 pL da solucdo da mistura dos analitos em uma
concentracdo correspondente a 200 LOQ, e para o nivel 20 vezes o LOQ, pipetaram-se
200 pL da solugcdo da mistura dos analitos em uma concentracdo correspondente a
1000 LOQ. Apods a adicdo da solucdo padrdo, as amostras foram agitadas em vortex
por 1 min. Em seguida, 10 mL de MeCN foram adicionados e agitou-se 15 s
manualmente e 1 min por vortex; 4,0 g de MgSO, e 1,0 g NaCl foram adicionados e
mais uma etapa de agitacdo manual e por vortex foi realizada. Os tubos foram
centrifugados por 5 min a 5000 rpm e uma aliquota de 2 mL do extrato centrifugado foi
adicionado a um tudo de polipropileno (15 mL) contendo 150 mg de MgSO4e 50 mg de
quitina, (sorvente que apresentou os melhores resultados durante a otimizagédo do
método). O tubo foi agitado, em vértex, por 1 min e centrifugado por 5 min a 5000 rpm.
O extrato “limpo” foi entado, injetado no LC-ESI-MS/MS.

A exatidao foi avaliada em termos de recuperacéo, conforme a equacao abaixo:

C3—branco

Recuperacio (%) = x 100 (1)

2
onde:
C, = Média das areas da amostra fortificada apos a extracao (pés-fortificagéo)
C3; = Média das areas da amostra fortificada antes da extracao (pré-fortificacao)

branco = Média das areas da amostra ndo fortificada.
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4.10.4 Preciséo

A precisdo do método foi avaliada em funcdo da repetibilidade e da precisao
intermediaria. Para a repetibilidade, as amostras foram fortificadas em diferentes niveis
em triplicata, seguindo todo o procedimento de extracdo através do meétodo
QUEChERS selecionado, e injetadas em triplicata no mesmo dia, pelo mesmo analista
e nas mesmas condicbes cromatograficas. A partir das nove determinagbes foi
calculado o RSD. A precisdo intermediaria RSDy,; foi realizada da mesma forma que a
repetibilidade, porém em um intervalo de 4 dias entre as andlises. Para os calculos dos

RSD utilizou-se a equagéo 2, apresentada a seguir:

RSD(%) = —— x 100 )
Xm

onde:
s = estimativa do desvio padréao absoluto;

Xm = média de uma série de medidas (replicatas).

4.10.5 Avaliacao do efeito matriz

A investigacdo do efeito matriz deve ser realizada e compensada na validagéao
do método, uma vez que, a exatidao e a precisdo das analises podem sofrer influéncia
da matriz, gerando uma avaliacao errbnea dos resultados.

A avaliacdo do efeito matriz pode ser realizada por meio de comparacgfes das
curvas analiticas por padronizacdo externa no solvente com a sobreposi¢cao na matriz
(Economou et al., 2009; SANCO, 2010). Ja Matuszewski et al., (2003) avaliam o efeito
matriz comparando as areas obtidas das solucbes analiticas no solvente e aquelas
obtidas com solucdes analiticas preparadas nos extratos das matrizes. Nesse estudo, o0

efeito matriz foi avaliado das duas maneiras, conforme as equacoes 3 e 4:

inclinagio (X1)— inclinagdo (X2)

Efeito Matriz (%) = x 100 (3)

inclinagao (X3)
onde:
X;= inclinacdo da curva obtida pela injecdo das solucbes analiticas de cada analito,

preparada no extrato da matriz;
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X2 = inclinacdo da curva obtida pela injecao das solucdes analiticas de cada analito,

preparada no solvente (MeCN acidificada com 1% CH3;COOH);

Efeito Matriz (%) = % x 100 (4)

1

onde:
C1 = Média das areas das solucdes preparadas através de diluicbes da solucéo padréao
no solvente (MeCN acidificada com 1% CH3;COOH);
C, = Média das é&reas obtidas pela injecdo das solucdes analiticas de cada analito,
preparada no extrato da matriz.

Valores superiores a 100% indicam um aumento do sinal analitico, enquanto
valores inferiores sugerem uma supressao do sinal. Neste trabalho, foi considerado um

efeito matriz baixos valores de até + 20%, conforme Economou et al., (2009).

4.10.6 Eficiéncia do processo
A eficiéncia do processo (EP) inclui tanto o efeito matriz como também a

recuperacao (Matuszewski et al., 2003). Ela € avaliada segundo a equacao 5:

EP (%) = ZEOLKD - (5)

Valores de EP préoximos a 100%, geralmente indicam que as recuperacdes do
método estdo proximas a 100% e o efeito matriz € baixo. Diferencas entre EP% e
recuperacdo indicam que deve ser utilizada a curva construida no extrato da matriz

para a determinacao das recuperacoes, pois o efeito matriz € alto (Kruve et al., 2008).

4.11 Tratamento estatistico dos dados
Para avaliacdo dos resultados de recuperacéo durante a otimizacdo do método,
foram realizadas analises de variancia (ANOVA), com teste de post-hoc de Tukey feito

com o auxilio do programa Statistica, versao 8.0 - Copyright © 1984-2007 Statsoft Inc.
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5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.10timizacao do sistema cromatografico LC-ESI-MS/MS

5.1.1 Escolha dafase movel
Para a separacdo cromatografica dos 12 analitos (atrazina, simazina,

clomazona, tebuconazol, amitriptilina, diclofenaco, ibuprofeno, cafeina, metilparabeno,
propilparabeno, triclocarban e bisfenol A) por LC-ESI-MS/MS, foi utilizada uma coluna
XTerra® MS C18 (50 x 3 mm, 3,5 um) e modo de eluicdo por gradiente.

Primeiramente foram testados metanol e agua purificada com 0,1% de &cido
acético, no entanto a separacdo cromatografica ndo foi satisfatéria (Figura 5), apesar
de terem sido avaliados diferentes modos de gradientes.

Os resultados obtidos utilizando como fase mével acetonitrila e dgua purificada,
ambas acidificadas com 0,1% de &cido acético, foram bastante satisfatérios, uma vez
gue houve uma boa separacdo cromatografica, conforme se pode observar na Figura
6. Embora a separacdo cromatografica completa ndo seja necessaria quando
empregado o detector de massas sequencial, ela é importante para assegurar a
eficiéncia da ionizagdo dos compostos, melhorando o sinal do analito e das transicbes

monitoradas no espectrémetro de massas.
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De uma forma resumida, as melhores condicbes empregadas no sistema
cromatografico para a determinacdo dos analitos em estudos estdo na Tabela 5. A

Tabela 6 apresenta o programa de gradiente de elui¢c&o utilizado.

Tabela 5. Condi¢cbes cromatogréficas otimizadas

Parametros LC-MS/MS

XTerra® MS C18 (50 x 3 mm, 3,5 um)

Acetonitrila : agua purificada (ambas
Fase moével acidificadas com 0,1 % de &cido acético)

0,2 mL min*

Coluna analitica

Vazao

Volume de injec&o 10 pL

Fonte de ionizacdo ESI (+) e ESI ()

Detector MS/MS

Tabela 6. Programa de gradiente de eluicdo na vazéo de 0,20 mL min™
Tempo (min) MeCN (%) H.0 (%)

0,0 40 60
4,0 65 35
7,0 65 35
8,0 40 60
14,0 40 60

5.1.2 Condicdes do sistema de deteccao
A fonte de ionizagdo a pressao atmosférica (API) com interface por eletrospray

(ESI) foi utilizada nesse estudo, ja que ela € a mais indicada para compostos neutros
ou polares, que podem ser protonados ou desprotonados em condi¢des adequadas de
pH (Ardrey, 2003).

De acordo com a Tabela 7, os compostos atrazina, simazina, clomazona,
tebuconazol, amitriptiina e cafeina apresentaram sensibilidade para ionizacdo e

fragmentacdo no modo positivo, com a adicdo de um préton de hidrogénio, proveniente
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da fase mével. lons heterociclicos (ou seja, contendo N e O), sdo comumente
protonados (Fernandez-Alba, 2005). Ja os demais compostos mostraram ionizacao
mais eficiente no modo negativo, com a retirada de um proéton, sendo que para essa
remocdo, geralmente é necessario haver um grupo é&cido funcional, como uma
carboxila (Fernandez-Alba, 2005).

Para cada composto foram selecionados dois fragmentos caracteristicos, como
apresentado na Tabela 7, vantagem fornecida por um analisador de massas sequencial
(MS/MS). O fragmento mais intenso (mais estavel) foi escolhido para quantificagdo do
composto e o segundo fragmento mais intenso para confirmacdo do mesmo. Apenas

para o farmaco ibuprofeno obteve-se somente um fragmento estavel.
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Tabela 7. Parametros otimizados para os compostos estudados por LC-ESI-MS/MS
(Dwell time: 0,2 s)

Analito Massa ESI ,Transi(;éo (m/z) Voltagem do Energiade  tg (min)
Molar lon precursor — cone (V) colisdo (eV)
(g mol™) fon produto

Amitriptilina 277,2 + 278,3 > 233,3* 35 15 1,27
278,3>116,9 35 15

Cafeina 194,2 + 195,3 > 138* 35 20 1,54
195,3>110 25 20

Simazina 201,7 + 202 > 132* 35 18 2,94
202 >124 35 18

Atrazina 215,7 + 216 > 174* 33 20 4,34
216 > 146 35 22

Clomazona 239,7 + 240,08 > 125* 29 19 6,01
240,08 > 89,1 29 45

Tebuconazol 307,8 + 308 > 70* 40 20 8,20
308 > 125 28 22

Metilparabeno 152,2 - 151 >91,6* 35 20 2,28
151 >135,9 35 15

Bisfenol A 228,3 - 227 > 212,2* 43 19 4,39
227 > 133 43 25

Propilparabeno 180,2 - 179,1>91,8* 30 20 4,47
179,1>137,1 30 15

Diclofenaco 295,0 - 293,6 > 250,2* 20 10 8,33
294 > 214 20 25

Ibuprofeno 206,1 - 205 > 161 20 10 8,69

Triclocarban 313,0 - 313 > 160,1* 30 15 11,49
315> 125,7 30 20

* tfransicdo mais intensa utilizada para quantificacéo
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5.20timizacéo do preparo de amostra por QUEChERS

5.2.1 Comparacao entre os métodos
Primeiramente foi aplicado o método QUEChERS proposto por Caldas et al.

(2011) conforme procedimento descrito no item 4.9.1. Esse método foi desenvolvido
para a extracdo de cinco agrotoxicos de diferentes classes em solo de arroz irrigado.
As amostras foram fortificadas em um nivel de concentracdo de 1 mg kg™. As
recuperacoes variaram entre 50 a 98% com RSD < 5%.

Apesar do QUEChERS proposto por Caldas et al., (2011) ter apresentado
resultados satisfatorios, optou-se em compara-lo com os métodos acetato e citrato,
uma vez que sao métodos utilizados como referéncia pela AOAC e pela comunidade
europeia, respectivamente. Os valores de recuperacdo e RSD sao apresentados na
Figura 7. As recuperacdes obtidas empregando o método QUEChERS acetato foram
de 18 a 72% com RSD < 13%, j4 para o QUEChERS citrato, as recuperacfes
encontraram-se na faixa de 16 a 103% com RSD < 5%.

O composto bisfenol A ndo foi extraido quando o método QUEChERS citrato foi
utilizado. Os métodos acetato e citrato tamponam o pH do meio em 4,8 e entre 5 - 5,5
respectivamente. O pH do extrato obtido no QUEChERS proposto por Caldas et al., foi
entre 3 e 4. Possivelmente a variacdo do pH pode ter favorecido a formacao de
complexos entre o bisfenol A e a matéria orgéanica dissolvida (DOM), ja que havia agua
no lodo analisado. No estudo realizado por Zhu et al.,, (2012) foi observada a
diminuicdo da recuperacdo desse composto em presenca de DOM devido a formacéo

de complexos.
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Figura 7. Recuperacao dos analitos empregando QUEChERS acetato, citrato e Caldas.
As barras de erro indicam RSD (%) (n=9)

Dentre os trés métodos avaliados, o QUEChERS proposto por Caldas et al.,
(2011) foi escolhido para o0s testes posteriores, ja que 0 mesmo apresentou
recuperacoes entre 50 — 98% com RSD < 5%, valores esses aceitos pela literatura para

andlises de tragcos em amostras complexas (Ribani et al., 2004).

5.2.2 Influéncia do NaCl narecuperacao dos analitos
A adicdo de sais na etapa de particdo favorece a transferéncia de compostos

polares para a fase organica, aumentando a recuperacao desses analitos, uma vez que
a adicao de sais diminui a solubilidade destes compostos na fase aquosa, bem como a
guantidade de agua na fase orgéanica e vice-versa (Prestes et al., 2009). O uso de
MgSO, reduz o volume de fase aquosa, além disso, sua hidratacdo € uma reacgao

exotérmica, tendo como resultado o aquecimento entre 40 e 45 °C da amostra durante
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as etapas de extracao/particdo, favorecendo a extracdo, especialmente dos compostos
apolares (Anastassiades et al., 2003).

Conforme a Figura 8, a adicdo de 1 g de NaCl aumentou significativamente a
recuperagdo para a maioria dos compostos. As recuperagcfes dos compostos cafeina,
metilparabeno e bisfenol A ndo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05) em
relacdo a adicdo de 1 g de NaCl. No entanto, a adicdo de 2 g do sal diminuiu a
recuperacdo de alguns analitos (simazina, clomazona, amitriptilina, cafeina e
metilparabeno). O composto bisfenol A ndo foi extraido quando 2 g de NaCl foi
utilizado, ja para o propilparabeno houve um aumento na recuperacdo. Os compostos
tebuconazol, diclofenaco e ibuprofeno nao tiveram suas recuperacdes influenciadas
guando comparadas a adicdo de 1 e 2 g de NaCl.

Anastassiades et al., (2003) relatam que deve haver uma relacéo
estequiométrica entre as quantidades de MgSO, e NacCl, pois foi observado que um
aumento na concentracdo do NaCl pode acarretar na diminuicdo na recuperacédo de
compostos polares. Portanto, a combinacdo 4 g de MgSO,4 e 2 g de NaCl nao foi
adequada para a extragdo dos analitos. Deste modo, a massa de sal empregada no
método permaneceu a mesma sugerida pelo método QUEChERS proposto por Caldas
et al., (2011), ou seja, 1 g de NaCl.
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Figura 8. Influéncia da concentracédo de NaCl na recuperacédo dos analitos (n=9)

5.2.3 Avaliacao da interacdo dos compostos na fortificacéo
No método QUEChERS original desenvolvido por Anastassiades et al., em 2003,

para frutas e vegetais, a solucdo dos agrotoxicos foi adicionada as amostras e apos a
homogeneizacéo, foi deixada em repouso por 1 min para que ocorresse a interagéao
com a matriz. Ja para a determinagdo de compostos organicos em amostras de solos,
alguns autores sugerem o tempo de interacdo na etapa de fortificacdo das amostras de
24 h, a temperatura ambiente, para a evaporacédo do solvente (Asensio-Ramos et al.,
2011; Caldas et al., 2011), enquanto Rashid et al., (2010) deixaram a amostra em
repouso por 4 dias para garantir a evaporacao do solvente. O tempo de 1 h também foi
utilizado em alguns trabalhos (Correia-Sa et al., 2012; Rouviere et al., 2012; Prestes et
al., 2012). Outros autores, a fim de obterem amostras semelhantes a solos naturais,
apos a fortificacdo, as mesmas foram estocadas por 15 dias a 4 °C (Martin et al., 2010;
Pinto et al., 2010; 2011).

O tempo de interacdo apods a etapa de fortificacdo das amostras de lodo de ETA,
que utilizam a extracdo com liquido pressurizado (PLE) para a extracdo dos

compostos, ndo foi mencionado.
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Conforme a Figura 9, o tempo de interacdo de 30 min e 48 h ap0s a fortificacédo
das amostras de lodo ndo apresentou diferenca significativa (p > 0,05) para todos os
compostos. Os compostos clomazona, cafeina e triclocarban mostraram-se bastante
estaveis na matriz, uma vez que 0os mesmos ndo apresentaram diferenca significativa
nas recuperacfes apos 164 dias da fortificacdo. Sendo assim, o tempo de interagcao

dos compostos ficou estabelecido em 30 minutos.
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Figura 9. Influéncia do tempo de interacdo na recuperacao dos analitos. As barras de
erro indicam RSD (%) (n=9)

5.2.4 Etapadelimpeza
Para avaliar a influéncia da etapa de limpeza na recuperacado dos analitos, bem

como o efeito matriz, foram utilizados diferentes sorventes (Cis, PSA, carvao ativado,
quitina e C15+PSA). Os resultados de recuperagcdo para os sorventes avaliados sao
apresentados na Tabela 8. Na Figura 10 pode-se observar a diferenca de coloracao
dos extratos apds a limpeza empregando diferentes sorventes.
As recuperacoes dos compostos variaram de 62 - 100%, 81 - 128%, 70 - 124% e
64 — 99% quando utilizado os sorventes Cjg, PSA, C13+PSA e quitina, respectivamente.
A recuperacdo da cafeina apresentou diferenca significativa (p < 0,05), quando

empregados os sorventes C;g € PSA, assim como a amitriptilina quando empregada a
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mistura Ci13+PSA e quitina. Metilparabeno e propilparabeno também apresentaram

diferenca significativa nas recuperacoes quando empregado Cig, PSA e quitina (p <

0,05).

O uso de carvédo ativado na etapa de limpeza nao foi eficiente, uma vez que

houve a remocdo de alguns analitos. O carvdo ativado contém grupos altamente

polares na superficie, com alto potencial para formacao de ligacdes de hidrogénio e,

devido a essas caracteristicas, ocorre forte retencdo de compostos planares que

contenham um ou mais grupos ativos em sua estrutura (Cabrera et al., 2012).

Tabela 8. Recuperacdo (R%) e estimativa do desvio padréo relativo (RSD) para os
analitos, empregando diferentes tipos de sorventes na etapa de limpeza

Analitos Cis PSA C.st+PSA Quitina
R(%) RSD (%) |R (%) RSD(%) |R(%) RSD (%) |R (%) RSD (%)

Simazina 90 5 101 6 89 3 94 6
Atrazina 100 2 105 5 97 1 98 5
Clomazona 88 5 98 5 94 4 94 5
Tebuconazol 100 3 109 4 109 8 99 4
Cafeina 62 5 81 5 78 5 64 5
Amitriptilina 78 2 83 4 70 9 94 5
Diclofenaco 91 4 83 4 78 6 82 4
Ibuprofeno 90 4 92 7 88 3 85 4
Metilparabeno 89 6 128 15 124 19 88 7
Propilparabeno 95 4 117 109 4 96 7
Triclocarban 94 5 101 98 86 5
Bisfenol A 86 2 97 99 5 91 8

Resultados sublinhados indicam diferenga significativa (p < 0,05).
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Figura 10. Extratos ap0s a etapa de limpeza
(da esquerda para direita: carvao ativado, quitina, PSA, C1g+PSA e Cj3)

Como o emprego da quitina apresentou resultados satisfatérios em relacdo a
recuperacdo dos analitos e ndo apresentou diferenca significativa (p > 0,05) quando
comparada com o0s demais sorventes, exceto para 0sS compostos amitriptilina,
metilparabeno e propilparabeno, foi avaliado entdo o uso da mistura C1g+PSA e 0 uso
da quitina, em trés niveis de concentracdo (LOQ, 5 LOQ e 20 LOQ), uma vez que o
ponto mais baixo da curva analitica € mais suscetivel a erros analiticos. Os
experimentos também foram realizados sem a etapa de limpeza.

A mistura C;g+PSA é comumente empregada nas etapas de limpeza em
QUEChERS (Mei et al., 2011; Correia-Sa et al., 2012; Zhan et al., 2012). Quitina € um
material alternativo, presente no exoesqueleto de crustaceos, na parede celular de
fungos e em outros materiais biolégicos. Este biopolimero pode ser empregado como
agente floculante em tratamento de efluentes, como adsorvente na clarificacdo de
Oleos, bem como na producdo de quitosana (Moura et al., 2006). Cabrera (2012)
obteve resultados satisfatérios de recuperacdo para a maioria dos agrotéxicos
determinados em arroz, empregando quitosana como sorvente na etapa de limpeza.

Na Tabela 9 constam os resultados de recuperagcdo e RSD (%) para os analitos
em trés niveis de concentragdo, empregando quitina e C13+PSA. Foi observado que
nas concentracdes baixas (1 LOQ), a recuperacdo dos compostos atrazina, clomazona,
tebuconazol, amitriptilina, diclofenaco, metilparabeno e triclocarban apresentaram
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diferenca significativa (p < 0,05) e maiores recuperacdes empregando quitina. Ja no
nivel de concentracdo correspondente a cinco vezes o LOQ, os compostos clomazona,
tebuconazol, diclofenaco, metilparabeno e triclocarban apresentaram diferenca
significativa em suas recuperacdes, e em concentragdes altas (20 LOQ), somente 0s
compostos simazina e bisfenol A, apresentaram diferenca significativa quando
comparadas as recuperacgoes.

Considerando que a quitina apresentou as melhores recuperacdes nos niveis
avaliados, a mesma foi escolhida como sorvente na etapa de limpeza do método
QUECHhERS.

As recuperacbes para 0S compostos sem empregar a etapa de limpeza,
conforme a Tabela 9, foram bem elevadas para alguns compostos (diclofenaco,
ibuprofeno, metilparabeno, e triclocarban), provavelmente devido a presenca de

interferentes.
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Tabela 9. Resultados de recuperacdo (R%) e estimativa do desvio padrao relativo (RSD%) para os analitos em trés niveis de

concentracgéo.
Quitina CigtPSA Sem limpeza
Analitos 1L0Q 5L0Q 20 LOQ 1L0Q 5L0Q 20LOQ 1L0Q 5L0Q 20LOQ
R RSD R RSD R RSD R RSD R RSD R RSD R RSD R RSD R RSD
%) () () () (W) (%) %) (%) (%) (%) ) (%) | (W) () () (%) (%) (%)
Simazina 111 11 105 3 99 7 105 15 88 5 66 6 107 14 118 4 120 6
Atrazina 115 7 97 5 96 6 81 9 79 5 99 2 93 7 101 4 103 8
Clomazona 113 8 104 3 100 6 88 10 78 6 98 6 107 7 120 4 120 6
Tebuconazol 111 4 118 3 120 6 72 5 82 11 110 4 120 6 120 4 120 7
Amitriptilina 119 8 81 9 55 13 60 4 55 5 52 9 112 8 129 4 67 8
Diclofenaco 112 12 120 4 109 8 62 8 85 9 103 5 118 10 163 4 157 5
Ibuprofeno 107 5 91 8 87 11 83 5 84 5 100 5 136 4 127 2 126 7
Cafeina 89 12 70 9 52 15 69 7 69 2 67 8 91 12 101 4 34 8
Metilparabeno 120 8 100 13 75 4 61 6 73 10 75 15 104 13 121 11 135 9
Propilparabeno 82 10 92 5 80 8 94 6 95 8 100 3 64 6 78 7 78 11
Triclocarban 118 3 113 6 102 8 72 3 84 8 109 9 136 12 143 7 156 5
Bisfenol A 100 3 77 4 70 14 98 8 92 7 120 7 96 13 100 11 17 9

Resultados sublinhados indicam diferenca significativa (p < 0,05).
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5.2.5 Método QUEChERS otimizado
A partir dos testes realizados e conforme os resultados apresentados, o

procedimento de extracdo mais adequado para a extragdo e determinagdo de
agrotoxicos, farmacos e PCP em lodo de ETA, esta representado na Figura 11.

O método prevé uma etapa de extragdo com MeCN acidificada com CH3;COOH,
seguida da particdo dos analitos para fase orgéanica através da adi¢cdo dos sais MgSO4
e NaCl e a limpeza do extrato empregando MgSQO,4 e quitina.

Esse método proporcionou recuperacdes entre 52 — 120%, com RSD < 15%.
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Figura 11. Fluxograma do método QUEChERS otimizado
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5.3Validacdo do método

5.3.1 Limites de detecc¢éo e quantificacao
Na Tabela 10 sao apresentados os limites de deteccdo (LOD;) e de quantificacédo

(LOQ)) do instrumento, em pg L™, bem como os limites de deteccdo (LOD,,) e de
quantifcacéo (LOQ.,) do método, em ug kg™, para os compostos em estudo.

O método desenvolvido ndo apresenta fator de diluicdo e/ou concentracao,
entretanto devido as diferencas de sensibilidade de alguns analitos, quando
solubilizados na matriz, os LOQ; e LOQ, foram diferentes. Isto ocorreu para 0s
compostos simazina, atrazina, amitriptilina, diclofenaco, cafeina, metilparabeno e
propilparabeno e bisfenol A.

Como ndo existem limites na legislacdo brasileira, para os compostos em
estudo, tanto para o lodo de ETA quanto para o lodo de ETE, os LOQ, foram
comparados com os trabalhos que determinaram esses analitos em solos, empregando
QUEChERS e LC-MS/MS. Na Tabela 1, constam os LOQ dos métodos desenvolvidos
para determinacdo de agrotoxicos e farmacos em lodo de ETE, empregando PLE e
UAE. Os limites para o método proposto ficaram entre 1 e 50 pg kg™, estando dentro
do que vem sendo proposto pela literatura.

Tabela 10. Valores de LOD e LOQ instrumental e do método

LOQn
Analitos LOD; LOQ;i LODn, LOQm propostos na
literatura
ug L™ ug kg™ ug kg™
Simazina 0,3 1 0,8 2,5 -
Atrazina 0,3 1 0,8 2,5 -
Clomazona 0,3 1 0,3 1 12 e 10°
Tebuconazol 0,3 1 0,3 1 50P
Amitriptilina 0,8 2,5 2 7,5 -
Diclofenaco 0,3 1 1,5 5 -
lbuprofeno 8 25 8 25 0,1°e 22,4¢
Cafeina 0,8 2,5 8 25 -
Metilparabeno 15 5 2 7,5 -
Propilparabeno 0,8 2,5 2 7,5 -
Triclocarban 0,8 2,5 0,8 2,5 -
Bisfenol A 8 25 15 50 -

®Kvicalova et al., (2012); °Caldas et al., (2011); °Salvia et al., (2012); “Braganca et al., (2012)
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5.3.2 Curva analitica, curva trabalho e linearidade
Os parametros de linearidade obtidos através de calibracdo por padronizacdo

externa, superposicdo da matriz e curva trabalho para o método proposto estdo

apresentados na Tabela 11.



Tabela 11. Resultados obtidos para as curvas analiticas e faixa linear

Analitos Faixa linear Curva analitica no r Curva analitica no r Curvatrabalho r
(g kg'l) solvente extrato da matriz

Simazina 2,5-50 y=91,412x + 18,373 0,9998 y =48,967x — 11,37 0,9996 y = 45,567 + 2,3873 0,9957
Atrazina 2,5-50 y = 153,71x — 59,143 0,9994 y =116,05x + 81,274 0,9999 y =117,502x + 20,624 0,9956
Clomazona 1-20 y = 276,55x + 11,59 0,9997 y = 216,48x + 64,97 0,9996 y = 216,503x + 29,008 0,995
Tebuconazol 1-20 y =220,91x — 159,12 0,9969 y =188,17x — 108,51 0,9989 y =191,439x — 17,463 0,991
Amitriptilina 7,5—-150 y = 66,476x + 106,65 0,9998 y =42,524x — 304,28 0,9987 y = 25,458x — 268,08 0,9903
Diclofenaco 5-100 y = 20,989x + 40,282 0,9994 y =19,276x — 48,305 0,9979 y=11,670x + 9,7136 0,9963
Ibuprofeno 25 -500 y =11,506x — 213,29 0,9985 y=11,167x + 152,83 0,997 y =52,292x + 59,718 0,9977
Cafeina 25 - 250 y = 35,831x + 393,76 0,9995 y = 25,035x — 435,27 0,9975 y =11,588x + 41,011 0,9995
Metilparabeno 75-75 y =7,2023x — 6,5323 0,9998 y = 3,6528x — 44,212 0,9848 y =6,9266x + 179,31 0,9943
Propilparabeno 7,5-150 y =9,7879x — 10,713 0,9993 y = 9,458x — 20,75 0,9995 y =6,7719x — 5,7032 0,9969
Triclocarban 2,5-50 y =40,033x + 36,776 0,9998 y = 45,883x — 72,982 0,9999 y =23,411x + 9,1581 0,9989
Bisfenol A 50 — 500 y =0,3797x + 16,313 0,9996 y = 0,5701x — 28,438 0,9971 y =0,2531x — 1,0132 0,9926

57
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Através dos dados obtidos para a constru¢cdo das curvas analiticas, e analise
das equacbes das retas no LC-ESI-MS/MS é possivel concluir que o modelo de
regressao linear mostrou-se adequado para as determinac¢des analiticas em estudo. Os
coeficientes de correlacdo (r) foram maiores que 0,98, estando de acordo com as
orientacdes da ANVISA e do INMETRO que recomendam r igual a 0,99 e acima de
0,90, respectivamente. Os coeficientes de correlagdo (r) para as curvas trabalho
evidenciam uma boa linearidade de todo o método analitico, abrangendo desde a etapa

de preparo de amostra até determinacdes no LC-ESI-MS/MS.

5.3.3 Exatiddo

Para a avaliagdo da exatiddo do método foram realizados ensaios de
recuperacao em trés niveis, nas concentracfes correspondentes a 1 LOQ, 5 LOQ e 20
LOQ. O procedimento empregado esta descrito no item 4.10.3.

Os valores aceitaveis de recuperacdo para analise de residuos de
contaminantes sao entre 70 e 120%, com precisao de + 20%. No entanto, dependendo
da complexidade analitica e da matriz, estes valores podem ser de 50 a 120% com
precisao de 15% (Ribani et al., 2004).

O método apresentou recuperacdes percentuais entre 50 e 120%, com valores
de RSD =< 15% conforme apresentado na Tabela 12. A cafeina foi o analito que
apresentou a menor recuperacdo (50%), provavelmente esse resultado esteja
relacionado a sua polaridade. Esses valores foram considerados aceitaveis, uma vez
gue o lodo de ETA é uma matriz complexa e, além disso, os analitos estdo em niveis

traco.
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Tabela 12. Recuperacao (R%) e precisdo em termos de repetibilidade (RSD) para os
compostos em estudo

Nivel de Nivel de
Analitos fortificagdo R RSD Analitos fortificac&o R RSD
1 (%) (%) 1 (%) (%)
(Mg kg™) (ug kg™)
2,5 106 14 5 112 10
Simazina 12,5 94 4 Diclofenaco 25 91 6
50 90 5 100 76 5
2,5 114 14 25 100 4
Atrazina 12,5 98 4 Ibuprofeno 125 103 4
50 94 3 500 74 4
101 9 7,5 119 8
Clomazona 5 106 10 Metilparabeno 37,5 95 4
20 95 6 150 79 6
1 96 13 7,5 103 9
Tebuconazol 5 120 13 Propilparabeno 37,5 99 7
20 97 7 150 84 5
7,5 93 10 2,5 93 11
Amitriptilina 37,5 73 7 Triclocarban 12,5 102
150 59 4 50 86
25 93 8 50 87 15
Cafeina 125 73 4 Bisfenol A 250 101
500 50 3 1000 94

5.3.4 Precisédo
A precisdo do método foi avaliada em termos de repetibilidade (RSD) e

precisdo intermediaria (RSDp;) em trés niveis para cada analito (1LOQ, 5 LOQ e 20
LOQ). Os valores de repetibilidade encontram-se na Tabela 12 e de preciséo
intermediaria (RSDy;) na Tabela 13. Tanto para a repetibilidade quanto para a preciséo

intermediaria os valores de RSD foram £ 15%.
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Tabela 13. Recuperagéo (R%) e precisdo intermediaria (RSD;%) para os compostos
em estudo

Nivel de Nivel de
] o . R RSDy; ) o . R RSDy,
Analitos fortificagdo Analitos fortificac&o
1 (%) (%) 1 (%) (%)
(Mg kg™) (Mg kg™)

2,5 93 9 5 99 11

Simazina 12,5 100 8 Diclofenaco 25 77
50 100 4 100 66 4
2,5 98 9 25 103 15

Atrazina 12,5 97 4 Ibuprofeno 125 75

50 97 4 500 72
97 8 7,5 108 14
Clomazona 5 98 6 Metilparabeno 37,5 102 10
20 100 3 150 99 5
1 108 14 7,5 100 14
Tebuconazol 5 117 3 Propilparabeno 37,5 84 8
20 104 3 150 70 5
7,5 95 10 2,5 104 5
Amitriptilina 37,5 72 4 Triclocarban 12,5 90 5
150 51 4 50 79 4
25 87 6 50 50 15
Cafeina 125 67 5 Bisfenol A 250 67 15
500 50 6 1000 63 12

5.3.5 Efeito matriz
O efeito matriz foi determinado através da inclinacdo das curvas analiticas no

extrato da matriz e no solvente (Figura 13 a 24). Os analitos apresentaram efeito matriz
distintos, sendo observado tanto supressdao como enriquecimento. Conforme a Figura
12, a maioria dos compostos apresentou supressao do sinal; exceto triclocarban e
bisfenol A que apresentaram enriquecimento. Compostos com baixos tempos de
retencdo, como por exemplo, amitriptilina, metilparabeno e simazina, apresentam alto
efeito matriz devido a uma maior competicao durante a etapa de ionizagao.

Além do calculo do efeito matriz na faixa linear de cada analito, um estudo para
verificacdo do efeito matriz em cada ponto da curva foi realizado, os resultados estao

apresentados na Tabela 14.
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Figura 12. Efeito matriz para os compostos em estudo, calculado através das
inclinacdes das curvas analiticas

Simazina apresentou supressao do sinal com efeito matriz de 46%, esse efeito

nao variou acentuadamente em cada nivel de concentracédo, conforme a Tabela 14.

5000 -+
4500 -
4000 -
3500 -
3000 -
2500 -
2000 -
1500 -
1000 -
500 -

O n T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Concentragdo (pg L?)

Simazina

Area
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Figura 13. Curvas no solvente e na matriz para simazina

Atrazina apresentou supressdo de 25% e foi observado que nas concentracdes
mais baixas o efeito € baixo. O mesmo foi observado para clomazona, que apresentou

supresséao de 22%.
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Figura 14. Curvas no solvente e na matriz para atrazina
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5000 -
4000 -

3000 -

Area
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Concentragdo (ug kg)
Figura 15. Curvas no solvente e na matriz para clomazona

Tebuconazol apresentou efeito matriz baixo, 15% de supresséo, apenas no nivel

do LOQ o efeito matriz foi considerado médio.
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Figura 16. Curvas no solvente e na matriz para tebuconazol

O efeito matriz para amitriptilina foi de 36% de supressao, sendo que nos niveis
mais baixos foram observados efeitos altos com supressdes de até 80%.
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Figura 17. Curvas no solvente e na matriz para amitriptilina

Cafeina apresentou supressdo de 30% e supressdes maiores nas menores

concentracoes.
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Figura 18. Curvas no solvente e na matriz para cafeina

Cabe ressaltar que para a quantificacdo da cafeina na amostra, a curva na
matriz foi feita do LOQ até 250 pg kg™.
O efeito matriz para diclofenaco foi baixo, com supressdo de 8%, sendo

observadas supressdes maiores nos menores niveis.
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Figura 19. Curvas no solvente e na matriz para diclofenaco

Para o ibuprofeno foi observado um efeito matriz baixo, com supressao de 3%.
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Figura 20. Curvas no solvente e na matriz para ibuprofeno

Para o metilparabeno ocorreu supressdo de 49%, sendo observados efeitos
matriz altos em todos os niveis, alcancando supressao de 95% no nivel correspondente

ao LOQ do composto.
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Figura 21. Curvas no solvente e na matriz para metilparabeno

Para a quantificacdo do metilparabeno na amostra, a curva na matriz foi feita do
LOQ até 75 pg kg™.
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Propilparabeno apresentou efeito matriz baixo com supressao de apenas 3%.
Em todos os niveis também foram observados efeitos baixos, exceto no nivel

correspondente ao LOQ, que apresentou uma supresséao de 21%.
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Figura 22. Curvas no solvente e na matriz para propilparabeno

O efeito matriz para o triclocarban foi baixo com enriquecimento de 15%. Assim
como para o ibuprofeno, o triclocarban também apresentou supressdo do sinal nos
niveis estudados, chegando a supressodes de até 63%, exceto no nivel mais alto, onde

foi observado o enriquecimento de 10%.
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Figura 23. Curvas no solvente e na matriz para triclocarban
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Por fim, o efeito matriz para o bisfenol A foi de 50% de enriquecimento. Nos trés
primeiros niveis da curva analitica foi observada supressdo do sinal, chegando a
59%no nivel do LOQ. Nos dois ultimos niveis foi observado enriquecimento do sinal
chegando a 38% no nivel correspondente a uma concentracao igual a vinte vezes o
LOQ.
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400 -
©
Q 300 -
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Figura 24. Curvas no solvente e na matriz para bisfenol A

Para a quantificacao do bisfenol A na amostra, a curva na matriz foi feita do LOQ
até 500 pg kg™

Na Tabela 14, pode-se perceber que ha bastante diferenca no efeito matriz para
alguns compostos em diferentes niveis de concentragdo. Por esse motivo, o uso da
curva analitica € mais indicado, uma vez que nos da o efeito matriz ao longo da faixa
linear. Quando o efeito matriz é avaliado ponto a ponto, o ideal é que se tenha uma
ideia da concentracdo esperada na amostra para ser avaliado em niveis préximos a

esta concentracao.
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Tabela 14. Efeito matriz para os compostos em estudo

Analito Nivel de EM Nivel de EM Nivel de EM
concentragdo Analito concentragéo Analito concentragdo
B (%) 1 (%) 4 (%)
(Mg kg™) (Mg kg™) (Mg kg™)
2,5 -55 7,5 -80 7,5 -95
5 -44 15 -68 15 -80
Simazina 12,5 -49 Amitriptilina 37,5 -54 Metilparabeno 37,5 -68
25 -49 75 -56 75 -64
50 -47 150 -39 150 -51
2,5 -12 25 -62 7.5 -21
5 -5 50 -58 15 -8
Atrazina 12,5 -13 Cafeina 125 -50 Propilparabeno 37,5 -8
25 -21 250 -42 75 -3
50 -23 500 -33 150 -4
1 -1 5 -33 2,5 -63
-13 10 -41 5 -31
Clomazona 5 -17 Diclofenaco 25 -32 Triclocarban 12,5 -15
10 -20 50 -18 25 0
20 -21 100 -11 50 10
1 -47 25 -41 50 -59
2 -1 50 -46 100 -48
Tebuconazol 5 2 Ibuprofeno 125 -33 Bisfenol A 250 -5
10 -14 250 -15 500 20
20 -15 500 -1 1000 38

5.3.6 Eficiéncia do processo
A eficiéncia do processo (EP) é a caracteristica de desempenho global do

método e envolve tanto a recuperacdo como o efeito matriz. Mesmo com altas
recuperacdes, a supressao do sinal provocada pelo efeito matriz pode causar baixa EP,
assim como o enriquecimento do sinal ocasiona um aumento da EP (Varga et al.,
2011).

Valores de EP proximos a 100%, geralmente indicam que as recuperacdes do
meétodo estdo préximas a 100% e o efeito matriz é baixo.

Conforme os valores de EP, apresentados na Tabela 15, pode-se observar que
para simazina, apesar das recuperacdes serem relativamente altas, a EP foi de 45 —
52% devido a elevada supressao do sinal. Ja para os compostos atrazina e clomazona
apresentaram EP proximas a 100%, nos niveis mais baixos, uma vez que o EM foi
baixo nessas concentragoes.

Tebuconazol apresentou EP de 38% no nivel do LOQ, ja que houve uma

supresséo do sinal e a recuperacéo do composto foi de 71%. A EP de 118% observada
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na concentracdo 5 LOQ se deve ao alto valor de recuperagdo, assim como o0 pequeno
enriguecimento do sinal.

As EP para amitriptilina e para metilparabeno foram bem baixas, variando de 18
— 36% e 6 — 36% respectivamente. No nivel do LOQ, as EP foram as mais baixas
devido aos elevados efeitos matriz.

Cafeina apresentou EP na faixa de 32 e 37%, e propilparabeno 73 e 95%. Para
os farmacos diclofenaco e ibuprofeno a EP foi de 64 — 75% e 49 — 75%
respectivamente.

A EP para o triclocarban foi de 74 a 94%, com excecdo do nivel do LOQ, que
apresentou EP de 33%, j4 que o EM foi alto nessa concentracdo. J4 para o composto
bisfenol A, as EP foram entre 33 e 128%, sendo observada baixa EP no nivel do LOQ,
devido a supresséao do sinal de 59%, ja nos niveis maiores (10 e 20 LOQ) as EP foram
maiores devido ao enriguecimento do sinal de 20 e 38% respectivamente.

Apesar de a EP ter sido baixa para a maioria dos analitos, as recuperacdes dos
compostos foram satisfatérias, pois o efeito matriz foi compensado quando a
quantificagdo foi realizada através da superposi¢cdo da matriz.
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Tabela 15. Efeito matriz (EM), recuperacéo (R%) e eficiéncia do processo (EP) para os

analitos
Analitos Nivel de EM® R EP Analitos Nivel de EM* R EP
concentracdo (%) (%) (%) concentracdo (%) (%) (%)
(Hg kg™) (Mg kg™)

25 45 115 52 5 67 112 75

5 56 90 50 10 59 108 64

Simazina 12,5 51 93 47 Diclofenaco 25 68 95 65
25 51 87 45 50 82 85 69

50 53 89 48 100 89 77 69

2,5 88 119 105 25 59 97 58

5 95 109 103 50 54 90 49

Atrazina 12,5 87 98 85 Ibuprofeno 125 67 105 70
25 79 89 70 250 85 80 68

50 77 94 72 500 99 76 75

1 99 105 104 7,5 5 118 6

87 102 89 15 20 105 21

Clomazona 5 83 107 89 Metilparabeno 37,5 32 97 31
10 80 92 73 75 36 100 36

20 79 94 74 150 49 72 35

59 71 38 7,5 79 92 73

99 73 72 15 91 84 77

Tebuconazol 5 102 116 118 | Propilparabeno 37,5 91 105 95
10 86 92 79 75 97 84 81

20 85 83 71 150 96 83 79

7,5 20 86 18 25 37 90 33

15 32 78 24 5 69 107 74

Amitriptilina 37,5 46 73 34 Triclocarban 12,5 85 106 90
75 54 60 33 25 100 93 94

150 61 59 36 50 110 85 93

25 38 97 37 50 41 80 33

50 42 77 32 100 52 109 56

Cafeina 125 50 72 36 Bisfenol A 250 95 91 86
250 58 60 34 500 120 80 96
500 67 50 34 1000 138 92 128

& 0 célculo do EM (%) foi realizado comparando
obtidas do padr&o no solvente

as areas obtidas do padrdo do extrato e as areas
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5.4Aplicabilidade

O método empregando QUEChERS e LC-ESI-MS/MS, apos ser otimizado e
validado, foi aplicado em amostras de lodo de ETA coletadas nos decantadores e no
leito de secagem (amostra coletada em 19 de dezembro) na Estacédo de Tratamento de
Agua do municipio de Rio Grande.

Dos compostos em estudo, metilparabeno e tebuconazol foram encontrados nas
amostras, sendo que 0os mesmos estavam em concentragdes menores que o LOQ.

Metilparabeno € um conservante presente em diversos produtos de cuidado
pessoal e em alguns alimentos industrializados. No estudo realizado por Silveira (2012)
foi constatada a presenca do composto na agua do Canal Sdo Gongalo. Também foi
relatada a presenca de metilparabeno em lodo de ETE (Nieto et al., 2009; Ferreira et
al., 2011).

O herbicida tebuconazol é amplamente utilizado nas lavouras de arroz e desde
2008 esse composto é encontrado nas aguas de superficie e abastecimento do
municipio de Rio Grande.

Os cromatogramas no modo MRM da detec¢cdo dos compostos na amostra sao

apresentados nas Figuras 25 e 26.

Tabela 16. Resultados da aplicabilidade do método em amostras de lodo de ETA

(Lg kg™)

Analitos 30 abril 01 junho 27 junho 01 agosto 11 setembro 20 novembro 19 dezembro
Simazina n.d nd n.d nd nd nd nd
Atrazina n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
Clomazona n.d nd n.d nd nd nd nd
Tebuconazol <LOQ <LOQ n.d <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Amitriptilina n.d n.d n.d n.d n.d nd nd
Cafeina n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
Diclofenaco n.d nd n.d nd nd nd nd
Ibuprofeno n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
Metilparabeno <LOQ <LOQ <LOQ n.d <LOQ <LOQ n.d
Propilparabeno n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
Triclocarban n.d nd n.d nd nd n.d n.d
Bisfenol A n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d




72

F2:MRM of 11 channels, ES-

_metilparabeno ' 151=1359
1004 193 9,378e+002
548,68 -
892 PADRAOC
80,96

Oju .

= min

F2:MRM of 11 channels,ES-

metilparabeno o 151=916
1007 | g,oz 1,878e+002

96,46

163

14,92

% ’
8,0 10,0 12,0
F2:MRM of 11 channels ES-
100- _metilparabeno 151=135.9
2,02 9,688e+002
5%2’:?4 AMOSTRA
60,59

Yo

- e e MiN

. F2:MRM of 11 channels,ES-
100~ _metilparabeno 151=916
2,02 2,040e+002
108,10
186
o] 20,02
E--]""|"''|""|""|""|" T ] " Min

20 40 60 80 100 120

Figura 25. Cromatogramas no modo MRM para metilparabeno na amostra e no extrato
na concentracéo 1 LOQ
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Figura 26. Cromatogramas no modo MRM para tebuconazol na amostra e no extrato
na concentragdo 1 LOQ

5.5Comparacao do método proposto
Pela revisao bibliografica realizada, pode-se observar que o método QUEChERS
proposto neste trabalho, para determinagdo simultanea de agrotoxicos, farmacos e
PCP, apresenta como vantagens a simplicidade, rapidez, custo e baixo consumo de

solvente organico (10 mL). O uso de quitina como sorvente na etapa de limpeza torna o
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método mais barato e ambientalmente correto, ja que a mesma foi produzida a partir de

residuos de casca de camardo, substituindo o uso de PSA e Cig, sorventes com um

custo mais elevado. O tempo de interacao dos analitos na etapa de fortificagdo também

foi avaliado. Além disso, 0 método mostrou-se exato e preciso com resultados de

recuperacdo e RSD adequados.

Tabela 17. Comparacdo do método proposto com os meétodos desenvolvidos para
determinacao de compostos organicos em lodo de ETA

LOQn Concentracfes
-1
Matriz Analitos Preparo de Analise (kg kg™) encontradas Referéncia
Amostra nas amostras
(Mg kg™)
Lodo Produtos de Petrovic et al
degradacéo de UAE e SPE LC-ESI-MS 5-25 0,6 - 3200 h
ETA 2001
detergentes
Lodo depr(r)z;i;;OZ:Ze BLE LC-ESI- 05-15 0150 Petrovic et al.,
ETa Cegradac MS/MS ! 2003
detergentes
Farmacos de
diferentes
classes*
produtos de
degradacédo de
detergentes; LC-MS*
Lodo retardantes de . Stackelberg et
ETA chamas: PLE GC-MS 0,76 — 67 0,76 - 67 al. 2007
plastificantes
fragrancias;
HPAs;
esteroides;
pesticidas e
PCPs
Lodo L. LC-ESI- 1000 <10 .
ETA Agrotoxicos SLE MS/MS Moracci, 2008
Lodo <25 1,3-9,9 Wombacher e
Fragrancias PLE GC-MS/MS Hornbuckle,
ETA
2009
Lodo 0 e QUEChERS - =ST T o8 Metodo
ETA PCPs MS/MS proposto

*0s autores nao relataram LOQ, somente o0s niveis encontrados nas amostras



75

6. CONCLUSOES

A determinacdo dos analitos por LC-ESI-MS/MS permitiu a realizacdo de uma
analise qualitativa, obtida a partir de fragmentos de massa caracteristicos de cada
analito, e quantitativa, através do modo de aquisicio MRM. As condi¢cdes
cromatograficas otimizadas para determinagcdo permitram a identificagdo e
quantificacdo das substancias em estudo, em um tempo total de analise de 14 minutos.

O trabalho desenvolvido é inovador, uma vez que ndo foram relatados na
literatura trabalhos que empregassem o método QUEChERS para extragdo simultanea
de agrotoxicos, farmacos e PCPs em amostras de lodo de ETA. Outra grande inovacéo
€ 0 emprego da quitina, obtida a partir de cascas de camaréo, como sorvente na etapa
de limpeza, tornando o método mais barato, substituindo o uso de PSA e Cgg,
sorventes com um custo mais elevado.

Na validacdo do método, as curvas analiticas apresentaram valores de
coeficiente de correlacdo maiores que 0,98 para as faixas de concentracdo necessarias
as aplicacées. Os limites de quantificacdo variaram de 1 a 50 pg kg™.

O método empregando QUEChERS e determinacdo por LC-ESI-MS/MS
apresentou resultados de recuperacdes dentro da faixa recomendada pela literatura (50
e 120%) com valores de estimativa de desvio padrao relativo < 15% para os compostos
em estudo. O estudo do efeito matriz indicou a necessidade da correcdo do mesmo
através da utilizacdo da superposicédo na matriz.

Durante a aplicabilidade do método em amostras de lodo coletadas nos
decantadores da Estacdo de Tratamento de Agua, foi constatada a presenca de
metilparabeno e tebuconazol e os mesmos apresentaram concentracdes menores que
o LOQ.

Deste modo, conclui-se que o método se mostrou adequado a determinacgéo
simultanea de agrotoxicos, farmacos e produtos de cuidado pessoal em lodo de ETA,

atendendo satisfatoriamente os objetivos tracados para este trabalho.
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7. DESTINO DOS RESIDUOS GERADOS

Os residuos gerados no desenvolvimento deste trabalho foram coletados,
separados em frascos rotulados e armazenados adequadamente, aguardando o
procedimento a ser adotado pela instituicdo. Além disso, estdo sendo desenvolvidos e
otimizados, no LACOM, trabalhos com o objetivo de degradacdo dos residuos de

agrotoxicos, farmacos e PCP gerados no laboratorio.
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Anexo | — Descricdo dos sorventes empregados no trabalho

1. PSA (amina primaria secundaria)

O sorvente etilenodiamino-N-propil € uma amina primaria e secundaria (PSA)
que atua como um trocador anidénico e pode interagir com outros compostos atraves de
ligacdo de hidrogénio ou dipolo-dipolo. Possui forte interacdo com os compostos da
matriz, sendo usado para remocao de varios coextrativos interferentes (Anastassiades

et al., 2003). O didmetro da particula, utilizado foi de 40 um.
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Figura 27. Estrutura da amina primaria secundaria (PSA)

2. Cig (octadecilsilano)

Devido as suas caracteristicas, o Cig € bastante utilizado na remocao de
interferentes apolares, tais como substancias graxas e lipideos (Lehotay et al., 2005). O

sorvente Cqg utilizado possui 40 um de diametro de particula.
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Figura 28. Estrutura do octadecilsilano (Cig)
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3. Carvéo ativado
O carvao ativado comercial possui uma grande area superficial, com grupos
altamente polares, com alto potencial para formacao de ligagao de hidrogénio. Devido a
estas caracteristicas, ocorre forte retencdo de analitos planares que contenham um ou
mais grupos ativos em sua estrutura, resultando em baixas recuperacoes para estes

compostos (Anastassiades et al., 2003).

4. Quitina

A quitina, B-(1-4)-N-acetil-D-glucosamina € o0 segundo biopolimero mais
abundante na natureza, depois da celulose, sendo encontrada no exoesqueleto de
crustaceos, na parede celular de fungos e em outros materiais biolégicos. A diferenca
estrutural entre a quitina e a celulose se deve ao grupo hidroxila localizado na posi¢ao
dois, que na quitina estd substituido por grupos acetamino (Ravi Kumar, 2000). A
Figura 28 apresenta a estrutura da quitina.

A quitina é insolavel em &gua, solventes organicos, acidos diluidos e alcalis, e
apresenta uma forma de sdlido cristalino ou amorfo. Devido a sua versatilidade, a
quitina pode ser utilizada como agente floculante no tratamento de efluentes, como
adsorvente na clarificacdo de Oleos e, principalmente, na producdo de quitosana
(Moura et al., 2006).

A quitina utilizada neste trabalho foi obtida de residuos de camar&o-rosa
(Farfantepenaeus brasiliensis), produzida no Laboratério de Operacfes Unitarias da
Universidade Federal do Rio Grande (FURG), conforme procedimento desenvolvido por
Soares et al., 2003. O diametro de particula da quitina utilizada neste trabalho foi entre
62 — 76 pm.
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Figura 29. Estrutura da quitina



