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RESUMO

A determinacdo de residuos de medicamentos veterinarios e agrotoxicos em aguas e em peixes
é importante devido ao dano que estes compostos podem causar a saude humana, além da sua
persisténcia no meio ambiente. Por causa da complexidade das matrizes e das baixas
concentracdes destas substancias ha uma grande necessidade de desenvolvimento de métodos
analiticos eficientes e confiaveis para a identificacao e quantificacdo dos residuos. Neste estudo
foi desenvolvido um método para a determinagdo de 7 agrotoxicos e 2 medicamentos
veterinarios usando microextracdo em fase liquida com fibra oca (HF-LPME) em &gua e
também foi aplicado QUEChERS para avaliacdo dos mesmos compostos em filés de traira
(Hoplias malabaricus) com analise em GC/MS. Parametros experimentais, tais como solvente
organico, massa de NaCl, volume de acetonitrila, tempo e velocidade de agitacdo foram
otimizados para HF-LPME. O método foi validado para agua de Milli-Q, sendo que a técnica
requer pequeno consumo de solventes. Usando as condigdes otimizadas obteve-se LOD (1 - 2,5
ng LY e LOQ (2,5e5 pug L) e boa linearidade com r > 0,99 para a maioria dos compostos. A
precisdo e a exatiddo do método atingiu valores de 74 e 114% e entre 1 e 27,6 % de RSD. Os
resultados indicaram que o método pode ser testado para aplicacdo em outras matrizes
ambientais. A validacdo do método QUEChERS apresentou resultados de recuperacéo entre 70
e 120% e RSD < 20%, para a maioria dos compostos, com LOD (1 - 10 ug L) e LOQ (2,5 —
12,5 pg L. Com este trabalho foi possivel o desenvolvimento de processos de extracdo
capazes de detectar a presenca de multiresiduo em aguas superficiais e em peixes, adquirindo
proficiéncia na realizacédo deste tipo de ensaio.

Palavras-chave: poluentes organicos emergentes, cromatografia, QUEChERS, HF-LPME.



ABSTRACT

The determination of veterinary drugs and pesticides residues in water and in fish is important
because of the damage that these compounds can cause to human health, as well as, its
persistence in the environment. Because of the complexity of the matrices and low
concentrations of these substances, it is necessary to develop efficient and reliable analytical
methods to identify and quantify residues. This study aimed to develop and validate a method
for the determination of 7 pesticides and 2 veterinary drugs in water using Hollow Fiber Liquid
Phase Microextraction (HF-LPME). Also validate a method for the determination of the same
compounds in Hoplias malabaricus fillet using QUEChERS followed by GC/MS. Experimental
parameters related to technique, such as, type of organic solvent, mass of NaCl added, volume
of acetonitrile, extraction time and agitation speed have been optimized to HF-LPME. The
method validation for Milli-Q water required minimal solvent comsumption. Using optimal
conditions, low detection limits of detection (1 - 2,50 pg L™) and quantification (2,5 5 ug L
1y, as well as, good linearity r > 0,99 were obtained. Accuracy and precision from 74 e 114%
and RSD% between 1 and 27,6%. The results indicate that this method can be tested for
application in other environmental samples. Method validation of QUEChERS presented
recoveries from70 e 120% e RSD < 20%, for most of the compounds, with LOD (1 - 10 pg L
Yand LOQ (2,5-12,5 ug L. In the end of this study, the development of extraction processes
that can detect the presence of multiresidue in surface waters and in fish was possible, acquiring
proficiency in carrying out this type of methods.

Keywords: Emerging Organic Pollutants, chromatography, QUEChERS, HF-LPME.
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1 INTRODUCAO

Em virtude do crescimento populacional e do incremento na demanda de alimentos, 0s
agrotoxicos desempenham um papel fundamental para o0 aumento na producédo e na qualidade
dos produtos agricolas. As primeiras substancias usadas como agrotdxicos tinham origem
natural, como o piretro e a nicotina, em seguida passou-se a usar outros compostos, como 0s
organofosforados e organoclorados, abrangendo uma ampla variedade de substancias quimicas
e grupos funcionais e, por consequéncia, distintos modos de acéo e degradagédo (COUTINHO
et al., 2005; GALLI et al., 2006).

Segundo Ribeiro et al. (2007), para algumas condicdes de aplicacdo, cerca de apenas
0,1% do total de agrotoxicos aplicados chega ao alvo, ou seja, 99,9% do agrotoxico acaba sendo
desperdicado no ambiente. Estes residuos passam a causar efeitos desfavoraveis ao meio
ambiente e a0 homem, sendo acumulados no solo, ou carreados para as aguas subterraneas e/ou
superficiais, podendo ainda sofrer fotdlise ou serem carregados para outras areas por acdo dos
ventos.

Uma forma encontrada de expandir a produgdo de alimentos foi o uso de
medicamentos veterindrios. Os agentes antimicrobianos, por exemplo, administrados em
bovinos em doses terapéuticas para prevenir doencas ou em doses muito baixas como aditivos
alimentares aumentam a taxa de crescimento e melhoram a eficiéncia da alimentacdo. Porém,
independentemente da dosagem, estima-se que 75% dos medicamentos administrados em
bovinos e aves acabam sendo excretados de volta para o ambiente (CAMPAGNOLO et al.,
2002). Desta forma, a contaminacdo ambiental por medicamentos veterindrios pode ocorrer
pela aplicacdo de estrume como fertilizante ou por descarte direto ou inadequado.

Quando estas substancias chegam aos rios e lagos mesmo que em pequenas
quantidades, efeitos toxicos sao observados, principalmente nos processos de bioacumulacao
(MADUREIRA et al., 2012) e biomagnificacdo (BAIRD, 2002). Em virtude disso, para Dorea
(2008) os peixes acabam sendo os principais meios de transferéncia de residuos das aguas
superficiais para 0 homem.

A determinacdo de residuos de medicamentos veterinarios e agrotoxicos em aguas e em
peixes é importante devido ao dano que estes compostos podem causar a saide humana, tais
como alteracOes hepaticas e digestivas, doencas cardiacas e reacOes alérgicas, além da sua
persisténcia no meio ambiente (PRESTES et al., 2013).

Nas ultimas decadas, muitos métodos de preparo de amostra foram desenvolvidos para

a determinacédo destes compostos em diferentes matrizes. Entre eles, a microextracdo em fase
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liquida com fibra oca (HF-LPME, do inglés Hollow Fiber Liquid Phase Microextraction) e
método QUEChERS (do inglés, Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe) vem sendo
amplamente utilizados. Para determinacdo destes compostos, técnicas cromatograficas bem
estabelecidas, como a Cromatografia Gasosa (GC, do inglés Gas Chromatography) pode ser
usada acoplada a diversos sistemas de deteccédo, como por exemplo, a Espectrometria de Massas
(MS, do inglés Mass Spectrometry) (ANDRASCIKOVA et al., 2013).

Dessa forma, faz-se necessario o estudo de métodos de determinacdo multiclasse de
residuos de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em aguas superficiais e em peixes,
contribuindo para o monitoramento ambiental de residuos e na ampliacdo de estudos que
determinem estes compostos em peixes, uma vez que, sdo espécies de importancia econdmica,

nutricional e para a saude publica.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
O presente trabalho tem como objetivo desenvolver e validar dois métodos para
determinacéo de residuos de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em aguas superficiais e

em peixes.

2.2 Objetivos Especificos

- Desenvolver a técnica de HF-LPME para extracdo dos analitos de interesse em
amostras de agua.

- Utilizar as ferramentas de planejamento experimental para estabelecer as condicGes de
extracdo e determinag&o dos residuos.

- Aplicar a extragcdo por QUEChERS nas amostras de peixe.

- Verificar a eficiéncia dos métodos e valida-los, utilizando GC/MS.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Agua
A agua é de suma relevancia para a manutencao da vida, do ambiente e de diversas
atividades que sustentam a economia de um pais, como a pecudria e a agricultura (MACHADO

et al., 2003). Somente a agricultura responde por 70% da quantidade total de 4gua utilizada e
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o0 crescimento acentuado da demanda por produtos pecuarios esta provocando um aumento de
seu uso (UNESCO, 2012).

O crescimento populacional observado nas ultimas décadas aumentou a demanda por
alimentos, o implica numa crescente utilizagdo de agrotoxicos e fertilizantes nas lavouras
agricolas e no uso intensivo de um grande nimero de medicamentos veterinarios capazes de
promover o crescimento intensivo da producdo. Devido a este fato, residuos de pesticidas e
medicamentos veterinarios tem sido frequentemente encontrados em 4aguas superficiais
constituindo-se agentes poluidores de grande magnitude (BRASIL, 2006; ROMAN et al., 2012;
LEONG; HUANG, 2009; GILART et al., 2014; DASENAKI; THOMAIDIS, 2015).

3.2 Peixes

Os peixes tém grande importancia na cadeia alimentar principalmente para o homem,
pois fornecem diferentes nutrientes funcionais, proporcionando a melhoria da satude e qualidade
de vida (DOREA, 2008). Para Lichtenstein (2006) um dos principais nutrientes fornecidos
pelos peixes sdo os acidos graxos Omega 3, os quais auxiliam nas fungdes do sistema
circulatorio humano.

Os peixes sao filtradores de residuos e contaminantes presentes no meio aquatico, sendo
entdo considerados bioacumuladores (MADUREIRA et al., 2012), e apresentam caracteristica
de biomagnificagao, ou seja, eles realizam o transporte destes compostos acumulados ao longo
da cadeia trofica (Figura 1) (GHISELLI; JARDIM, 2007).

Estudos voltados para a determinacdo de contaminantes e residuos em peixes sao
extremamente relevantes, pois devido a bioacumulagio e biomagnificagdo os maleficios que 0
consumo de peixes contaminados podem trazer ao homem devem ser considerados e, a0 mesmo
tempo, por serem importantes nutricionalmente, o consumo de pescado livre de residuos deve
ser incentivado (DOREA, 2008).

Espécies de peixe como a traira (Hoplias malabaricus) séo animais predadores, ou seja,
estdo localizados no topo da cadeia alimentar. Este aspecto a torna mais suscetivel a
bioacumulacdo e biomagnificacdo de poluentes. Além disso, a traira esta amplamente
distribuida no territorio brasileiro, e ndo apresenta sazonalidade em sua captura. E um peixe
muito resistente, podendo apresentar baixo metabolismo e controle da funcédo
cardiorrespiratdria quando exposta a condi¢des adversas, como longos periodos de privacao de
alimento (RIOS et al., 2002).

Estudo realizado por Miranda (2006) detectou concentracdes de até 80 ng g™* de aldrin

em tecido seco extraido de lipideos do figado de trairas encontradas no lago de Ponta Grossa —
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PR. Outros compostos também foram encontrados, entre eles: dieldrin (5 ng g%), fipronil (15
ng g1), endrin (20 ng g1), alachlor (240 ng g1), entre outros. Estas substancias podem causar
diversos efeitos nocivos a salde, uma vez que, a presenca destes em peixes destinados a dieta
humana pode aumentar o risco de contaminacdo. Deste modo, as trairas podem constituir uma
fonte de exposi¢do humana a um potencial contaminante, e confirmam a importancia das

mesmas como bioindicadores de &reas poluidas.

Figura 1 - Bioacumulagdo e biomagnifica¢do na cadeia tréfica.

Bioacumulacao
7= >ammp

Tempo

- Nivel de contaminante

F > S o PR

<

- Nivel de contaminante Biomagniflcagéo

Fonte: Google imagens, adaptado pelo autor.

3.3 Contaminantes organicos emergentes

Os contaminantes organicos emergentes constituem um extenso grupo de substancias
de diferentes classes, principalmente agrotoxicos, produtos de uso veterinario, produtos
quimicos industriais, aditivos de alimentos, farmacos, produtos de cuidado pessoal, drogas
ilicitas e todos os metabolitos ou produtos da degradagdo destas substancias (ESPLUGAS et
al., 2007; LAPWORTH et al., 2012; PETROVIC et al., 2010).

A dependéncia da sociedade ao uso destes compostos € clara, uma vez que estes fazem
parte do cotidiano e estdo relacionados com a alimentagdo, higiene, bem-estar e satde dos seres
humanos (CLARKE; SMITH, 2011). Devido ao crescimento do uso destes produtos existe a
possibilidade de contaminacdo do meio ambiente por descarte inadequado. A preocupagao com
a contaminagdo, durante os ultimos anos, contribuiu para avangos em pesquisas. Os
contaminantes organicos emergentes tem sido objeto de discussdo em diversos grupos de
protecdao ambiental (WILLE et al., 2012).
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Estes compostos acabam atingindo as aguas superficiais a partir de diferentes fontes e
vias: aguas residuais, efluentes industriais e de estacdes de tratamento de agua e esgotos, fossas
sépticas, efluentes de hospitais, chorume de residuos domésticos e hospitalares, aplicacdo de

estrume no solo e lixiviacdo de solos contento estas substancias (WATANABE et al., 2010).

3.3.1 Agrotéxicos

A legislacéo brasileira, segundo o Decreto n° 4.074 de 2002, define que os defensivos
agricolas sdo os produtos ou agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, designados
ao uso nos setores de producao, estocagem e processamento de produtos agricolas, N0s pastos,
na prevencdo a degradacdo de florestas, e de outros ecossistemas cuja intengdo seja alterar a
composicao da flora ou da fauna, para a protecdo contra seres vivos considerados nocivos, bem
como as substancias empregadas como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores
de crescimento (BRASIL, 2002).

O uso de agrotoxicos no setor agricola possui vantagens econémicas, uma vez que
assegura o controle e o combate de pragas e doencas, protegendo a qualidade e aumentando a
producdo. Por outro lado, os consumidores destes produtos agricolas podem estar expostos aos
agrotoxicos, devido a presenca de residuos nos alimentos. O aparecimento de residuos destes
compostos em alimentos ¢, na atualidade, uma preocupacao de saude publica. Devido a este
fato, programas internacionais para o controle legal de agrotoxicos estdo estabelecidos para
prevenir a contaminagao de alimentos. Sendo assim, o controle de residuos de agrotoxicos em
alimentos ¢ um aspecto importante da seguranca alimentar (FAO, 2013).

Os agrotoxicos sdo amplamente utilizados desde a metade do século XX e estdo
divididos em classes, sendo organofosforados, organoclorados, carbamatos e piretroides os
grupos mais conhecidos. A nomenclatura destes grupos esta associada as caracteristicas
estruturais dos compostos, isto é, a natureza dos elementos quimicos da sua composicéo, e

também a maneira como tais elementos estdo ligados na molécula (BARBOSA, 2004).

O termo agrotoxico inclui inseticidas (controle de insetos), fungicidas (fungos),
herbicidas (plantas invasoras), fumigantes (bactérias do solo), algicida (algas), avicidas (aves),
nematicidas (nematoides), moluscicidas (moluscos), acaricidas (acaros), além de reguladores
de crescimento, desfolhantes (folhas indesejadas) e dessecantes (SILVA; FAY, 2004).

As caracteristicas fisico-quimicas dos agrotoxicos variam, podendo ter carater acido,

basico, neutro ou anfotero. Além do carbono e hidrogénio, podem conter um ou mais &tomos
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de: halogéneos, fosforo, enxofre ou nitrogénio, estes sdo chamados de heteroatomos e
contribuem para a detecgdo e toxicidade destes compostos. Alguns compostos sdo volateis,
enquanto outros nao. Esta diversidade dificulta o desenvolvimento de métodos para analise de
varios residuos simultaneamente (PRESTES, 2011).

H& uma crescente preocupacdo com o0s efeitos adversos dos agrotdxicos no meio
ambiente, tais como a polui¢do dos recursos hidricos, contaminagdo em organismos ndo alvos
e na saude humana. A pulverizacdo de agrotoxicos pode fazer com que estes sejam
transportados atraves do vento para locais distantes e se aplicados diretamente no solo, podem
ser conduzidos pela chuva ou irrigacdo e atingir os mananciais de aguas superficiais ou

lixiviados até as reservas de agua subterraneas (SPADOTTO, 2004).

3.3.2 Medicamentos Veterinarios

Os medicamentos veterinarios S40 toda e qualquer substancia aplicada, em qualquer
animal destinado a produg¢do alimentar, para fins medicinais, preventivos ou de diagndstico, ou
para alterar fungdes fisioldgicas, de comportamento ou como promotor de crescimento
(BRASIL, 2004).

Na pecuaria atual, os medicamentos veterinarios estdo sendo utilizados para prevencdo
de doengas e administrados como aditivos em agua ou na ragdo de animais produtores de
alimentos que serdo posteriormente consumidos por seres humanos. Agentes capazes de
promover o crescimento sao aplicados para estimular o desenvolvimento dos animais, o que ¢
considerado uma pratica abusiva (STOLKER; BRINKMAN, 2005).

Os antibioticos atuam como promotores do crescimento e também tem sido utilizados
de forma abusiva. Animais tratados com antibioticos ganham peso mais rapidamente, sofrem
menos com infec¢des e apresentam maior eficiéncia alimentar. A maioria dos antibidticos
utilizados em ruminantes nao afetam o metabolismo do animal diretamente, e os efeitos estiao
geralmente relacionados com acdo indireta do medicamento veterinario, melhorando as
condi¢des de higiene do animal ou influenciando a digestdo dos alimentos (DIBNER,;
RICHARDS, 2004).

Independentemente da dosagem, cerca de 75% dos agentes antimicrobianos
administrados em bovinos e aves confinadas acabam sendo excretados. No entanto, o esterco
animal pode também conter outros componentes quimicos, metais pesados, hormonios e
variados principios ativos de medicamentos veterinarios. O esterco animal é comumente

aplicado a agricultura como fonte de adubo organico para aumentar o rendimento das lavouras.
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Porém, quando aplicado em terras agricolas, o estrume e seus constituintes podem ser
transportados para aguas de superficie e subterraneas através de escoamento e infiltrag&o,
respectivamente. O efeito destes agentes sobre a biota, particularmente organismos aquaticos,
¢ motivo de preocupacdo e do interesse em pesquisas para entender seus efeitos
(CAMPAGNOLO, 2002).

Os piretroides sao antiparasiférios usados tanto para fins domesticos quanto agricolas
(ANADON; MARTINEZ-LARRANAGA; MARTINEZ, 2009). Séo categorizados também
como medicamento veterinario para bovinos e animais de estimacdo (CORCELLAS;
ELJARRAT; BARCELO, 2015; CORCELLAS et al., 2012).

Corcellas et al. (2015) apresentaram estudos de bioacumulacdo de piretréides em
peixes. Foram detectados piretréides em todas as amostras coletadas em concentracfes que
variaram de 12 a 4938 ng g. Nos peixes, a exposi¢do aos piretrdides pode ser dar de duas
maneiras, atraves de absorcdo, devido ao seu caréater lipofilico, ou ao longo da cadeia trofica

(ALONSO, 2012).

3.4 Residuos e Contaminantes em Alimentos

A norma NBR ISO 22000 relaciona a seguranca alimentar com aspectos ligados a
inocuidade de alimentos, definindo que nenhum produto alimentar pode estabelecer-se como
uma fonte de exposicdo a perigos que possam causar riscos a saude, na forma de agentes
biologicos, fisicos ou quimicos. Entre os perigos quimicos existentes, destacam-se os residuos
e contaminantes oriundos de agrotoxicos ou medicamentos veterinarios (ABNT, 2006).

Residuo, segundo a Organizagdo das Nacgdes Unidas para Alimentagcdo e Agricultura
(FAO —do inglés Food and Agriculture Organization of the United Nations), ¢ a fragdo de uma
substancia, seus metabolitos, produtos de conversdo ou reagdo € impurezas que permanecem
no alimento proveniente de produtos agricolas e/ou animais tratados com estas substancias
(FAO, 2013).

Contaminante € definido como todo e qualquer composto que nao seja propositalmente
acrescido aos alimentos. Os contaminantes podem estar presentes nos alimentos como resultado
das etapas de producao, processamento, estocagem, embalagem, transporte e acondicionamento
do alimento (FAO, 2013).

A falta de boas praticas para a utilizagao € aplica¢ao de agrotoxicos e/0u medicamentos
de uso veterinario acarretam no aparecimento de residuos e que, em niveis acima dos Limites
Miéximos de Residuos (LMR), podem apresentar risco a saude humana. Organizagdes

internacionais tais como o0 Comité Misto FAO/OMS de Peritos em Aditivos Quimicos (JECFA
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— do inglés Joint Expert Committee on Food Additives ), 6rgao da FAO, e o FDA (do inglés
Food and Drug Administration) dos EUA, estabelecem os limites maximos de residuos
(DENOBILI, 2004). No Brasil, os limites maximos de residuos de agrotoxicos e medicamentos
veterinarios sdo estabelecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) (BRASIL, 2014).

O conhecimento da exposicdo da populacdo a estes compostos ¢ de fundamental

importancia para nortear as acdes de controle e monitoramento visando a satide humana.

3.4.1 Monitoramento de residuos e contaminantes em alimentos no Brasil

O Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem
Animal (PNCRC), € um programa do MAPA, que tem por objetivo garantir a saide do
consumidor através do monitoramento da presenga de residuos de medicamentos veterinarios e
contaminantes ambientais em produtos de origem animal (carnes, leite, pescado e mel)
(BRASIL, 2014) e vegetal. O PNCRC visa agregar os esfor¢os na melhoria da produtividade e
da qualidade dos alimentos destinados a populagdo brasileira, e a0 mesmo tempo, proporcionar
ao pais, a adequagdo as normas estabelecidas por agéncias internacionais como a Organizagdo
Mundial do Comércio (OMC) e outros 6rgdos, como FAO e Organizagdo Mundial da Saude
(OMS).

3.5 Selecdo dos Analitos de Estudo

Dos compostos compreendidos neste estudo, trés estdo incluidos na Instrucdo
Normativan® 11, de 07 de Maio de 2014, no Subprograma de Monitoramento em Carnes, Leite,
Pescado, Mel e Ovos (BRASIL, 2014), sdo eles aldrin e dieldrin, escolhidos por terem uso
proibido no Brasil. Além destes, foram utilizados trifuralina, tebuconazol, bifentrin,
difenoconazol e azoxistrobina que ndo fazem parte da Instrucdo Normativa, mas podem ser
utilizados em lavouras de arroz ou em seu armazenamento e ametrin que possui uso agricola
autorizado para diversas culturas como cana-de-agucar, milho e mandioca. Os dois piretrodes
incluidos neste estudo também sdo considerados medicamentos veterinarios (bioaletrin e
bifentrin). (GONCALVES, 2013; ANVISA, 2015).

Os compostos selecionados estdo listados na Tabela 1, a qual apresenta também suas

classificacdes, grupos quimicos, log Kow € pKa.
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Tabela 1 - Compostos analisados e seus grupos quimicos, classificacdo, Kow e pKa.

Composto Classe Grupo quimico log Kow pKa
Azoxistrobina Fungicida Estrobilurina 2,50 -0,67
Difenoconazol Fungicida Triazol 4,36 -
Tebuconazol Fungicida Triazol 3,7 -

Trifuralina Herbicida Dinitroanilina 5,27 -

Bifentrin Inseticida Piretroide 6,0 -
Aldrin Inseticida Organoclorado 6,5 -
Bioaletrin Inseticida Piretroide 4,68 -
Dieldrin Inseticida Organoclorado 5,37 -
Ametrin Herbicida Triazina 2,63 4,1

Fonte: valores de log Kow e Pka disponiveis em AERU (2015).

A Tabela 2 mostra o limite maximo de residuo (LMR) de cada composto segundo a
legislacdo brasileira (BRASIL, 2014) e da Unido Européia (2015) em peixes, assim como 0
potencial de bioacumulacdo (AERU, 2015). No caso da agua a Portaria 2914/11 do Ministério
da Saude estabelece o valore maximo permitido (VMP) que define o padrdo de potabilidade
para substancias que representem risco a satde (BRASIL, 2011).

Tabela 2 - Potencial de bioacumulagdo em espécies de peixe, LMR’s conforme a legislacéo

brasileira e da Unido Européia e 0 VMP dos compostos analisados.

Potencial de LMR (ug kg) VMP
Composto )
Bioacumulagéo Brasil UE (g L)
Azoxistrobina Moderado - 10 -
Difenoconazol Moderado - 50 -
Tebuconazol Baixo - 20 180
Trifuralina Alto - - -
Bifentrin Alto - 10 -
Aldrin Alto 15 10 0,03
Bioaletrin Alto - - -
Dieldrin Alto - 10 0,03

Ametrin Moderado - - -
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3.6 Preparo de Amostras

Um procedimento analitico envolve cinco fases e suas subdivisdes. Estas etapas sdo: a
amostragem, o preparo da amostra, a separagdo/extracdo, a detec¢do/determinacado ¢ a analise
dos dados (CHEN et al., 2008).

O preparo da amostra é considerado uma etapa critica em um procedimento analitico.
Esta etapa consiste em separar os analitos de interesse de substancias que podem causar
interferéncia na analise (RIDGWAY et al., 2007). Quando necessario é possivel pré-concentrar
os analitos ou os alterar para que sejam compativeis com o método de deteccao ou de separacdo
escolhido para a analise (PAN et al., 2014). O enfoque das técnicas atuais de preparo de
amostras tem sido voltado para reducdo de volume de solvente organico, menor massa ou

volume de amostra, na seletividade da extracdo e possivel automagao do processo (WEN et al.,

2014).

3.6.1 Técnicas de Preparo de Amostra

Estudos envolvendo a preparacéo de amostras foram feitos desde o inicio da Quimica
Analitica. No entanto, com o rapido desenvolvimento no periodo p6s Segunda Guerra Mundial,
e devido ao aumento das exigéncias sobre a qualidade das amostras que passaram a ser
coletadas de ambientes naturais, corpos vivos e muitos outras fontes que tinham matrizes muito
complexas, a analise destas foi, sem duvida dificil ou mesmo impossivel, sem qualquer pré-
tratamento (CHEN et al., 2008).

Técnicas novas com a habilidade de extra¢dao de diversos compostos, de diferentes
classes e de forma simultanea foram introduzidas, tais como: Dispercdo da Matriz em Fase
Solida (MSPD, Matrix Solid Phase Dispersion) (BARKER; LONG; SHORT, 1989), Micro
Extracdo em Fase Solida (SPME, Solid Phase Micro Extraction) (ARTHUR; PAWLISZYN,
1990), HF-LPME (PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 1999), a Extracdo Sortiva com
Barra de Agitacdo (SBSE, Stir Bar Sortive Extraction) (BALTUSSEN et al., 1999),
QUEChERS (ANASTASSIADES et al.,, 2003), a Extracdo Liquido-Liquido Dispersiva
(DLLME, Dispersive Liquid-Liquid Microextraction) (REZAEE et al., 2006), entre outras.
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3.6.1.1 Microextracdo em fase liquida com fibra oca (HF-LPME)

A HF-LPME foi uma técnica desenvolvida em 1999 e entre as suas principais vantagens
estédo a reducdo no consumo de solventes, a miniaturizacdo do experimento, a diminuigéo da
razdo volumétrica entre a fase aquosa (amostra) e organica com alto fator de enriquecimento,
baixo custo e simplicidade (RASMUSSEN; PEDERSEN-BJERGAARD, 2004; OLIVEIRA et
al., 2008; MERIBE; CARASEK, 2013).

A HF-LPME baseia-se no uso de um solvente organico imiscivel em agua que fica
impregnado e imobilizado na membrana oca e porosa da fibra, formando uma fina camada
liquida conhecida como suported liquid membrane ou SLM. O tamanho da membrana pode
variar entre 1,5 e 10 cm de acordo com o tipo de aplicacdo a que esta € destinada. A membrana
utilizada mais frequentemente é constituida por polipropileno, e apresenta uma porosidade em
torno de 70%, com espessura de parede de 200 um, diametro interno de 600 um e 0,2 um de
tamanho de poros (FIGUEIREDO; BORGES; QUEIROZ, 2015). A parte interna e oca da
membrana pode ser preenchida com um solvente, constituindo a solugdo receptora. Na HF-
LPME os analitos sdo extraidos da amostra aquosa para o solvente organico na SLM e para
dentro da fase receptora que se encontra no interior oco da fibra (ZHAO; LEE; MAJORS,
2010).

A HF-LPME pode ser realizada de duas maneiras distintas com duas ou trés fases.
Quando a HF-LPME apresenta duas fases utiliza 0 mesmo solvente na superficie e no interior
da fibra. E quando apresenta trés fases, uma solucdo receptora aquosa € inserida no interior da
fibra enquanto o solvente se localiza na superficie. Conforme demostra a Figura 2.

O processo de extracdo por HF-LPME ¢ influenciado por alguns parametros, entre 0s
quais 0s mais importantes sdo: agitacdo da amostra, escolha do solvente organico, o tempo de
extracdo, a forca ibnica e o pH.

O tempo de extracao é de extrema importancia para a otimizacdo do método, uma vez
que o processo de transferéncia de massa dos analitos entre as fases aquosas e organica é
dependente do tempo, pois este € 0 periodo necessario para que ocorra o equilibrio do sistema.
Este tempo depende, principalmente, da massa molecular e volatilidade dos compostos
(PSILLAKIS; KALOGERAKIS, 2003).

O solvente organico selecionado deve apresentar algumas caracteristicas tais como: alta

eficiéncia e boa seletividade, ser imiscivel em agua e ser compativel com a técnica
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cromatogréafica adotada. Dentre os principais solventes aplicados nesta técnica estdo o 1-
octanol, ciclohexano e tolueno (KOLOSA; PRZYJAZNY; JEANOQT, 2009).

Figura 2 - Principio basico da HF-LPME.
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Fonte: RASMUSSEN, K.E., PEDERSEN-BJERGAARD, 2004.

Como em outros processos de extracdo, a agitacdo da amostra influencia a eficiéncia da
extracao, sendo esta capaz de aumentar a velocidade cinética da extracdo, uma vez que acelera
a difusdo dos analitos da camada superficial para o limen da fibra (ZHU et al., 2002).

A forga ibnica também deve ser considerada, uma vez que afeta a solubilidade dos
analitos e pode aumentar a eficiéncia da extracdo pelo efeito salting out. Por exemplo: o
aumento na concentracdo de cloreto de sddio (NaCl), pode diminuir a solubilidade dos analitos
na fase aquosa afetando os resultados obtidos com a microextracdo (MERIBE; CARASEK,
2013).

E por fim, outro aspecto que deve ser considerado é o pH, que ¢ utilizado em funcgéo da
acidez ou basicidade dos compostos. Geralmente, para compostos acidos, o pH deve ser
ajustado entre 0,1 e 3,5. Ja para analitos basicos este varia entre 10 e 14. Em um sistema com
trés fases as fases receptoras basicas devem ser usadas para analitos acidos e as fases receptoras
acidas para analitos basicos (ZHANG et al., 2005).

Aplicaces recentes da HF-LPME incluem: determinag&o de piretroides e sulfonamidas
em amostras de 4gua (ROMAN et al., 2012; PAYAN, et al., 2011), analise de tramadol e
varfarina em urina e plasma humano (GHAMBARIAN; YAMINI; ESRAFILI, 2011;
HADJMOHAMMADI; GHAMBARIAN, 2012), avaliacdo de pesticidas organosfosforados em
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tecidos de peixes (SUN et al., 2011), estrogénios em amostras bioldgicas e ambientais (CHEN
et al., 2013), entre outros.

3.6.1.2 QUEChERS
Em 2003, Anastassiades et al. (2003) na intencdo de superar limitagdes praticas dos

métodos multirresiduo existentes, introduziram um procedimento de preparo de amostra para
extracdo de residuos de agrotoxicos denominado QUEChERS. Esse método, tem como
vantagens ser rapido, facil, economico, efetivo, robusto e seguro, explorando as possibilidades
oferecidas pela instrumentagédo analitica moderna (PRESTES et al., 2009).

Este método foi idealizado para produzir extratos que pudessem ser analisados por
Cromatografia Liquida e/ou Cromatografia Gasosa acopladas a Espectrometria de Massas (GC-
MS/MS e LC-MS/MS) (ANASTASSIADES et al., 2003).

O Meétodo QuEChERS originalmente proposto baseava-se nas seguintes etapas:
extracdo com acetonitrila, seguida da parti¢dao, promovida pela adicao de sais. Um novo método
de clean-up denominado Extragdo em Fase Soélida Dispersiva (Dispersive Solid Phase
Extraction, D-SPE) foi proposto juntamente com o método QUEChERS conforme a Figura 3.

Figura 3 - Fluxograma do método QUEChERS proposto por Anastassiades de et al. (2003).
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¢ Analise Cromatografica

Fonte: adaptado de PRESTES et al., 2009.
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Os parametros que devem ser considerados na escolha do solvente de extracdo séo a
capacidade de extracdo de um largo espectro de contaminantes e residuos com diferentes
polaridades, demonstrar seletividade durante a extracdo, particdo e clean-up, aplicabilidade nas
diversas técnicas cromatograficas, baixo custo, seguranca, e estar em concordancia com
aspectos ambientais (MASTOVSKA et al., 2010).

Neste método a menor aliquota de amostra é utilizada, para que exista a
representatividade estatistica no resultado final. A quantidade de amostra escolhida no
desenvolvimento do método QUEChERS foi de 10 g (ANASTASSIADES et al., 2003).

A adicdo de sais e a consequente mudanca da forca idnica da amostra podem afetar os
resultados obtidos com a microextragdo. Os sais sdo capazes de diminuir a solubilidade dos
analitos, e assim, aumentar a eficiéncia da extragdo pelo efeito salting out (MERIBE;
CARASEK, 2013). Dependendo do tipo do solvente utilizado sdo obtidos melhores resultados
na recuperacdo para analitos polares, uma vez que a adi¢do de sais além de diminuir a
solubilidade destes compostos na fase aquosa, diminui também a quantidade de agua na fase
organica. No desenvolvimento do método QUEChERS foi empregada uma mistura de 1 g de
NaCl e 4 g de sulfato de magnésio (MgSO4) (ANASTASSIADES et al., 2003).

A etapa de clean-up é primordial para promover robustez e confiabilidade dos resultados
obtidos pelo sistema cromatogréafico, uma vez que interferentes ndo-volateis da matriz podem
ficar aderidos no conjunto injetor-insersor e também na coluna cromatografica, influenciando
a resposta do sistema e aumentando a frequéncia de manutencdes necessarias (SAITO et al.,
2004)

Um procedimento baseado no método QUEChERS proposto por Munaretto et al. (2013)
para extracdo de desreguladores enddcrinos em filé de peixe foi utilizado neste estudo. Este
método foi aplicado com sucesso na andlise de filé de peixe a partir de diferentes espécies e

residuos dos analitos de interesse foram recuperados em concentracéo de 10, 25 e 50 ug kg™

3.7 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS)

Na década de setenta iniciou o uso de técnicas de cromatografia gasosa acoplada a
sistemas classicos de detecgdo, tais como, captura de elétrons (ECD, Electron Capture
Detection), nitrogénio e fosforo (NPD, Nitrogen and Phosphorus Detection) e fotometria de
chama (FPD, Flame Photometric Detection) para a determinacdo de residuos de agrotoxicos
(ROMERO-GONZALEZ et al., 2006).
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Atualmente, a técnica GC-MS ¢ utilizada com frequéncia para determinagdo de
multirresiduos em alimentos e agua. A facilidade do acoplamento GC-MS, além do acesso ao
banco de espectros de massas padrdo obtidos no modo de ioniza¢do por impacto de elétrons
(El, Electron lonization) contribuiram para difusdo da técnica GC-MS (CHIARADIA et al.,
2008).

O acoplamento do GC-MS ¢é relativamente simples, porque as necessidades de
funcionamento do cromatografo a gas sdo compativeis com o alto vacuo do espectrémetro de
massas e, também, com a utilizacéo de colunas capilares em GC é possivel conectar a sua saida
diretamente a fonte de ionizacdo do espectrometro de massas (CHIARADIA et al., 2008).

Por esta facilidade, o acoplamento GC-MS e o0 uso de fontes de ionizagdo apropriadas,
vem sendo utilizada com frequéncia para determinagdo multirresiduo em agua e alimentos por
permitir a determina¢do de um grande numero de compostos simultaneamente (MERCER,
2005).

A ionizacdo por impacto de elétrons e a ionizacdo quimica (CI, Chemical lonization)
séo as formas de ionizagdo mais utilizadas no acoplamento GC-MS (LANCAS, 2004). Sendo
a ionizacao por elétrons a mais difundida, porque apresenta uma grande variedade de ions
proporcionando a determinacdo dos compostos de interesse em estudo O monitoramento
seletivo de ions (SIR, Selected lon Recording) permite que o MS faca a detec¢do especifica dos
fragmentos, ou seja, 0 equipamento é configurado para armazenar dados dos ions de interesse
de cada analito e estes fragmentos sdo entdo monitorados no tempo de retencdo (eluicdo) do
analito (ALDER et al., 2006).

Interferentes provenientes da matriz podem afetar a seletividade do equipamento e
influenciar o resultado, comprometendo a identificagdo dos analitos. Avangos em
Espectroscopia de Massas aumentam a especificidade, com a exclusdo dos ions dos
interferentes da amostra. Uma maior seletividade também ¢é observada quando se utiliza
ionizacdo quimica, entretanto, a informagao relacionada a estrutura dos compostos que estdo
sendo analisados também ¢ diminuida (BEGUIN et al., 2006).

No desenvolvimento de métodos multirresiduos, o principal desafio é obtengdo de
percentuais satisfatorios de recuperagdo dos analitos, assim como, a diminuicdo de ruidos e

interferentes pela otimizacgdo de processos de preparo e limpeza das amostras.
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3.8 Validagéo

A validacdo de um método analitico envolve um procedimento que comprove que este
método é capaz de fornecer os resultados esperados com credibilidade, precisdo e exatidao
adequados (LANCAS, 2004). Objetivando assegurar a confiabilidade dos resultados, a
validacgdo de procedimentos do processo analitico empregado serve como garantia da qualidade
das medicbes quimicas, através da sua rastreabilidade e confiabilidade (PASCHOAL et al.,
2008).

Os parametros mais empregados para a validacdo de métodos de andlise de
medicamentos veterinarios e agrotoxicos por cromatografia sdo a seletividade, a curva analitica
e a linearidade, os limites de deteccdo e de quantificacdo, a exatiddo, a repetitividade e

reprodutibilidade.

3.8.1 Seletividade

Estd relacionada com a habilidade do método em determinar o analito, de forma
inequivoca na presenca de substancias interferentes oriundas da matriz da amostra. A
seletividade é um importante parametro especialmente na analise de amostras complexas, como
na determinacdo de residuos em alimentos e agua (LANCAS, 2004). Assim, a seletividade
demonstra a capacidade do método de extracdo, de purificacdo, do sistema de separacao e
deteccdo, em determinar o analito de interesse, entre outros compostos da matriz (SANCO,
2013).

A seletividade certifica que o sinal analitico é unicamente do composto de interesse. Se
este critério ndo for assegurado, a linearidade, exatiddo e a precisdo estardo seriamente
comprometidas (RIBANI et al., 2004). Uma forma simples de determinar a seletividade de um
método cromatografico é observar a ocorréncia de picos na regido do tempo de reten¢do do
analito de interesse injetando-se um branco da mesma matriz a ser avaliada. Deve-se repetir
este procedimento com varias amostras branco a fim de verificar a auséncia de picos proximos

ao tempo de retengéo do analito deve ser observado (LANCAS, 2004).
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3.8.2 Linearidade e Curva Analitica

A linearidade de um método analitico é a habilidade deste em gerar resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do analito, em uma determinada faixa de
concentracdo (INMETRO, 2010; RIBANI et al., 2004).

Na prética, a linearidade é determinada pelas curvas analiticas, que séo graficos de
calibracdo, os quais relacionam a resposta do equipamento em funcdo das diferentes
concentragdes do analito (LANCAS, 2004).

Para grande parte das técnicas cromatogréaficas, uma relacdo linear de primeira ordem é
estabelecida entre a resposta instrumental medida (eixo y - varidvel dependente) e a
concentracdo do analito (eixo x - variavel independente), produzindo uma equacao de regressao
linear onde y = ax + b, a qual relaciona as duas varidveis x e y e gera os coeficientes de regressao

aeb.

Por meio desta curva pode-se calcular o coeficiente de correlagdo (r), que estima a
qualidade da curva analitica, pois demonstra uma menor oscilacdo dos dados obtidos quanto
mais proximo de 1 for seu valor (RIBANI et al., 2004). Valores de coeficiente de correlagdo
iguais ou superiores a 0,90 e 0,99, sdo recomendados, respectivamente, pelo INMETRO (2010)
e pela ANVISA (ANVISA, 2012). Para o coeficiente de determinagio (r?) valores a partir de
0,98 sdo satisfatorios (CHASIN et al., 1998).

3.8.3 Limite de Deteccdo (LOD) e de Quantificacdo (LOQ)

O Limite de Detecc¢édo expressa a menor concentracdo do analito que pode ser detectada,
enquanto que o Limite de Quantificacdo € a menor concentracdo do analito que pode ser
quantificada, para procedimento experimental empregado (RIBANI et al., 2004).

Segundo Lancas (2004) o LOD ¢ determinado com a menor concentracao do analito que
produz um sinal (S, do inglés Signal) do sistema. Geralmente considera-se comum aceitar como
LOD a concentracao do analito que gera um sinal trés vezes maior do que o ruido do sistema.
Da mesma forma, a razéo sinal/ruido com valores em torno de 10 é aceitavel para determinar
LOQ (CASSIANO et al., 2009).
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3.8.4 Exatidao
Mede a concordancia existente entre os dados encontrados em uma determinada medida

e o valor de referéncia escolhido como verdadeiro (RIBANI et al., 2004).

A exatiddo percebe a existéncia de erros sistematicos, sendo um dos parametros mais
relevantes para a analise do desempenho de um método analitico. Caso ndo haja um material
de referéncia certificado, esta pode ser medida por ensaios de fortificacdo e recuperacgéo, sendo
calculada pela Equagéo 1 (FAO, 2001):

R% = Clc_—cz X 100 Equacédo 1

3
Nesta formula temos que Ci representa a concentragdo determinada na amostra
fortificada, enquanto que C; é a concentracdo determinada na amostra ndo fortificada e Cs

representa a Concentracdo usada para fortificacao.

Valores de recuperagdo entre 70 e 120%, com precisdo de até 20% sdo aceitos para a
maioria dos métodos analiticos, inclusive para analise de residuos de agrotoxicos e
medicamentos veterinarios (SANCO, 2013).

3.8.5 Precisédo

A precisdo avalia a disperséo dos resultados de experimentos independentes, repetidos
em uma mesma amostra, amostras semelhantes ou soluc@es analiticas de referéncia, analisadas
em condigdes definidas (INMETRO, 2010).

Numericamente, a precisdo € calculada em termos de estimativa do desvio padrédo
relativo (RSD) conforme a Equacao 2. Onde s representa a estimativa do desvio padréo absoluto
calculada {3 (xi-xm)?/N-1}2, xi s&o os valores individuais, xm representa a média das medidas

em replicatas e N é o nimero de medidas.

RSD% = XS— x 100 Equacdo 2
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Segundo Huber (1998) para métodos de determinagdes a nivel de tracos, valores de
RSD% de até 20% séo aceitaveis.

A precisdo € determinada em termos de repetitividade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade (LANCAS, 2004).

A repetitividade corresponde a andlises consecutivas sob as mesmas condigdes, por
outro lado a precisdo intermediaria diz respeito as medi¢fes que ocorrem quando método foi
submetido a alteracfes de condicdes, tais como diferentes dias de analises, distintos analistas

ou equipamentos, entre outros (ANVISA, 2012).

3.8.6 Efeito Matriz em Cromatografia Gasosa

O efeito matriz pode causar interferécias na andlise cromatogréfica, tais como: o
mascaramento do pico do analito de interesse, gerando um resultado falso negativo, equivocos
na identificacdo do analito e ampliacdo do sinal no detector, levando a superestimacdo do
resultado (PINHO et al., 2009).

Uma das formas de se avaliar o efeito matriz é através de uma curva analitica preparada
pela fortificacdo dos padrBes na matriz e no solvente (PIZZUTI et al., 2009). Outra maneira é
pala comparacao das inclinacGes das curvas analiticas em solvente e na matriz, o efeito matriz
é entdo avaliado na comparacgdo das areas obtidas das solu¢des analiticas no solvente e na matriz
preparadas em uma determinada concentracdo, segundo a Equacgao 3:

X1-X3
X2

Efeito Matriz (%) = x 100 Equacéo 3

Para esta equacdo X1 representa a média das areas da solucdo analitica de cada composto
avaliado na matriz, em uma dada concentracdo, enquanto que x> € igual a média das areas da
solucdo analitica de cada composto avaliado, preparado em solvente, em uma concentracao
especificada (FRENICH et al.,2009).

3.9 Planejamento Experimental
Quando se deseja estudar o efeito de qualquer variavel sobre a resposta € preciso altera-la

e observar o resultado dessa variacdo. Com a combinagdo de K fatores em dois niveis, um
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planejamento experimental consistira de 2K experimentos. Os niveis dos fatores sdo dados pelos
sinais menos (-) para o nivel inferior e mais (+) para o nivel superior, podendo ter nivel zero

(0), ou ainda uma variacdo entre + o. € — a.

Em alguns casos, podem também ser abrangidas replicatas como um ponto central no qual
todos os fatores estdo em seu valor médio, esse ponto possibilita identificar relagdes nédo
lineares no intervalo estudado, estimar o erro experimental sem a necessidade de replicatas de
todo o planejamento (BARROS; SCARMINIO; BRUNS, 2001).

O uso de planejamento experimental é de grande interesse para o desenvolvimento de um
novo método uma vez que minimiza o periodo de otimizacao dos processos, diminui 0 nimero
de experimentos e permite a avaliacdo de uma série de varidveis simultaneamente
(MUNARETTO et al., 2013)

4 METODOLOGIA

O desenvolvimento experimental consistiu no estudo e aplicacdo de método para
determinacdo multiresiduo de agrotoxicos (azoxistrobina, difenoconazol, tebuconazol,
trifuralina, aldrin, dieldrin e ametrin) e medicamentos veterinarios (bifentrin e bioaletrin) em
amostras de agua e de carne de peixe. As técnicas utilizadas foram HF-LPME e QUEChERS,
respectivamente, e para a determinagdo dos compostos de interesse utilizou-se 0 CG/MS. O
estudo foi desenvolvido no Laboratério de Analise de Residuos e Contaminantes (LARCO), da
Escola de Quimica e Alimentos (EQA), na Universidade Federal do Rio Grande — FURG, no

Campus Santo Antonio da Patrulha.

4.1 Instrumentagdo
Os equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho estdo descritos a seguir:
e Sistema GC/MS equipado com: cromatdgrafo a gas Perkin EImer modelo Clarus 680;
com amostrador automatico, Turbo Mass versao 5.4.2, com coluna VF 5 ms (30,0 m x 0,25
mm, 0,25 pum) Agilent, detector de massas quadrupolo 600 T, operando no modo SIR
(Perkin Elmer, Brasil), sistema de aquisi¢cdo de dados através do software Turbo Mass
versdo 5.4.2.1617;

e Agitador vortex — Biomixer modelo QL-901 (Microtécnica, Brasil);



4.2

29

Agitador vortex —Warmnest modelo VX-28 (lonlab, Brasil);

Sistema de purificacdo de agua Milli-Q direct Q3® (Millipore, Franca).

Balanga analitica de precisdo AUY- 220 (Shimadzu, Jap&o);

Centrifuga refrigerada NT 825 (Novatécnica, Brasil);

Centrifuga digital microprocessada refrigerada CT-5000 R (Cientec, Brasil);

Freezer — frezeer vertical (Electrolux, Brasil).

Mixer 400 Watt (Philips Walita®, Brasil);

Micropipetadores automaticos com capacidade varidvel (BRAND, Alemanha;
Labmate, Pol6nia e PZ HTL S.A., Pol6nia);

Seringa 10 pL (Hamilton Co., EUA)

Incubadora refrigerada com agitagdo MA-832 (Marconi, Brasil)

Materiais, solventes, reagentes e adsorventes utilizados

Os materiais utilizados estdo listados abaixo:

Agua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q Direct Q3® (resistividade de 18,2 MQ

cm);
Acetonitrila grau HPLC (J.T. Baker, EUA);
Sorvente Bondesil C18 com tamanho de particulas de 40 um (Agilent, EUA);

Sorvente Amina Primaria e Secundaria (PSA) com tamanho de particulas de 40 pm
(Agilent, EUA);

Sulfato de magnésio anidro P.A. (J.T. Baker, Japéo);
Cloreto de sodio P.A. (J.T. Baker, EUA);

Acido Acético (Sigma Aldrich, EUA ):

1-Octanol (Sigma Aldrich, EUA);

Tri-n-octylphosphine oxide (TOPO) (Sigma Aldrich, EUA);
Q3/2 Accurel PP hollow fiber (Wuppertal, Alemanha)

Gés de arraste: Hélio 99,9997% de pureza (White Martins, Brasil);
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e Detergente Extran® neutro (Merck, Brasil);
e Vials de vidro com capacidade de 1,5 mL (SUN SRI, EUA);
e Frascos de vidro ambar com tampa contendo batoque e com capacidade de 10 mL;

e Tubos de polipropileno, com tampas rosqueadas, capacidade de 50 e 15 mL (Tecno
Plastic, Suica);

e Septos de 8 mm para tampas de vial (SUN SRI, EUA);
e Vidraria comum de laboratério (baldo volumétrico, béquer, bastdo de vidro, espatula);

e Padrdes solidos dos analitos estudados: Trifluralina 99,29% (Dr. Ehrenstorfer),
Tebuconazol 99,5%, Difenoconazol 97,2%, Dieldrin 98,8% e Azoxistrobina 99,4%
(Sigma Aldrich), Ametrin 98,8 %, Aldrin 95,8% ,Bifentrin 98,8%, Bioaltrin 98,8%

(Pestanal).

4.3 Preparo das solu¢des analiticas

Para este trabalho, as solucBes analiticas estoque, com concentracdo de
aproximadamente 1000 mg L, foram preparadas pela dissolucdo dos padrdes solidos em
metanol e/ou acetonitrila. As solugdes foram acondicionadas em recipientes ambar e estocadas
a temperatura adequada. A partir de dilui¢bes, foram preparadas as solucées trabalho contendo
a mistura dos agrotoxicos e medicamentos veterinarios deste estudo, com uma concentracédo
conhecida. Esta solucdo foi utilizada para verificar a resposta do equipamento perante 0 método
desenvolvido, na otimizacdo do procedimento, para a constru¢do da curva analitica e nos

ensaios de recuperacao.

4.4 Processamento das amostras
Os filés de traira (Hoplias malabaricus) foram comprados em supermercado local.
Estes foram processados até homogeneizacdo com auxilio de processador de amostra. A

amostra foi embalada e mantida a -20 °C, em tubos de plastico, até 0 momento das analises.

As amostras de agua ndo necessitaram de pré-processamento, pois foi usado agua Milli-
Q. O uso da agua Milli-Q fez-se necessario para o desenvolvimento inicial da técnica HF-

LPME, evitando-se a introducao de mais varidveis ou interferentes no processo.
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4.5 CondicOes para determinagéo dos analitos por GC-MS

Dentre os parametros do GC-MS definidos para a deteccdo e quantificagdo dos
compostos deste estudo estdo: o uso de uma coluna analitica VF 5 ms (30,0 m x 0,25 mm Xx
0,25 um) Agilent, o gas de arraste sendo He 6,0 com vazéo de 1,0 mL min™ e volume de injecéo
de 1uL. O modo de injegdo é splitless, com temperatura inicial de 100 °C por 1 minuto,
aquecimento de 200 °C min até 280 °C mantidos até 20 minutos. Com relagdo ao forno do
GC, a temperatura inicial de 100 °C por 1 min, seguido de aquecimento de 8,3 °C min até 150
°C e 20°C min* até 280 °C mantidos até completar 20 min. A fonte de ionizacio usada opera
impacto de elétrons e o detector foi um Espectrémetro de Massas do tipo Quadrupolo, operando
no modo SIR (monitoramento seletivo de ions) com 2 ou 3 ions por analito.

Para o Espectrometro de Massas, modo EIl positivo a temperatura do transfer line
utilizada foi de 300 °C, com temperatura da fonte de ionizacdo de 250 °C. Utilizou-se 0 modo
de aquisicdo SIR, com 70 eV de energia para o impacto dos elétrons, de 0 a 6 minutos de

Solvente Delay e multiplier de 418 V.

Com os pardmetros acima ja estabelecidos, o ion de maior intensidade foi utilizado na
quantificacdo, sendo que todos os ions selecionados foram confirmados através de consulta na
literatura e biblioteca do equipamento Nist MS search 2.0, ou confirmados pela injecdo de

solucdo analitica padrdo de cada analito.

4.6 Utilizacdo de Padrao Interno

O trifenilfosfato (TFF) foi utilizado por ANASTASSIADES et al. (2003) no
desenvolvimento do método QUEChERS, enquanto que PEDERSEN-BJERGAARD e
RASMUSSEN (1999) utilizaram cloridrato de difenidramina como padréo interno para HF-
LPME. Devido ao seu comportamento estavel nas analises por GC/MC o trifenilfosfato foi
escolhido como padrdo interno para ambas as técnicas abordadas neste estudo.

Obteve-se uma concentracéo final de 100 pgL™?, para os ensaios com HF-LPME e 200
ug L para as analises com QUECHhERS. Nos experimentos com agua 10pL (1 mg Ly de TFF
foram adicionados em cada insert, ja para as analises de peixe 20 pL (10 mg L) do padréo

interno foram adicionados em cada vial.
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4.7 Meétodos de Extracao

4.7.1 Desenvolvimento do método HF-LPME para analise de agrotoxicos e

medicamentos veterinarios em agua.

Para a otimizacdo do método o solvente organico deve possuir alguns algumas
caracteristicas: boa afinidade com os compostos, baixa solubilidade em &gua e ser compativel
para injegdo em GC/MS (PSILLAKIS; KALOGERAKIS, 2003) sendo o 1-octanol um dos
solventes mais utilizados segundo Figueiredo et al. (2015). Além disso, estudos demonstram
que para alguns compostos o uso de liquidos i6nicos como TOPO (6xido de trioctil fosfina)
pode aumentar a eficiéncia da extracdo. Por isso, foram executados testes para verificar a

eficiéncia de 1-octanol e uso de TOPO para a escolha de um método em duas ou trés fases.

Nos primeiros ensaios foi estabelecida a seguinte metodologia: a uma amostra de 5 mL
de agua foi adicionada de 300 mg de NaCl e 300 pL de acetonitrila. Esta amostra aquosa
recebeu entdo 2 cm de fibra em suporte metalico embebida em um solvente (1-octanol) ou
liquido i6nico (TOPO) por 30 segundos, contendo ou ndo liquido em seu interior (sistema com
duas ou trés fases). O frasco com a amostra e a fibra foi agitado por 30 minutos a 90 rpm.
Terminado este tempo, a fibra dobrada foi adicionada ao inserte e recebeu 100 pL de
acetonitrila e 10 puL de TFF (1 mg L™). Cada fibra foi utilizada apenas uma vez para evitar
contaminac&o entre as amostras. As etapas envolvidas na etapa de extracdo podem ser vistas na

Figura 4.

Figura 4 - Sequéncia do procedimento experimental para HF-LPME.

Fonte: fotos do autor.

Foram realizados quatro experimentos diferentes para determinacdo dos compostos por
HF-LPME, para avaliar qual método fornecia as melhores recuperagdes. Assim, fortificacdes
foram realizadas obtendo-se e uma concentracao final igual para todos os experimentos. As



33

recuperacOes foram calculadas comparando-se as areas obtidas em cada método e a area dos

compostos em solvente com a mesma concentracao.

No experimento 1 os poros da membrana foram impregnados com 1-octanol e sem
preenchimento de seu interior. No experimento 2 a fibra foi impregnada com 1-octanol e com
0 auxilio de uma seringa preencheu-se o lumen da fibra com acetonitrila. No terceiro
experimento 0 TOPO impregnou a fibra enquanto que esta continha acetonitrila em seu interior.
No ultimo experimento a fibra continha 1-octanol na sua superficie interna e no limem da
membrana. Apés a anélise dos resultados iniciou-se a etapa de planejamento experimental para

otimizar o processo de extracao.

4.7.1.1 Planejamento Experimental

Na otimizacdo da HF-LPME foi realizado um planejamento 2* com ponto central,
utilizando as condicdes estabelecidas e avaliadas no item anterior para uma maior recuperacao
dos compostos. As variaveis estudadas, que interferem no rendimento da extracao, foram massa
de NaCl, volume de acetonitrila, tempo e velocidade de agitagdo, conforme descritas na Tabela
3.

Tabela 3 - Parametros avaliados no planejamento 2* com ponto central.

Variaveis Niveis
- -1 0 1 o
Massa de Nacl (g) 0 0,3 0,5 0,8 1
Volume de ACN (uL) 0 200 500 800 1000
Tempo de agitagdo (min) 6 20 40 60 75
Velocidade de agitagdo (rpm) 50 90 150 210 250

As recuperagdes obtidas em cada experimento foram analisados utilizando o Software
Statistica, através da analise dos graficos de pareto e das superficies de resposta. Os efeitos de
cada variavel foram avaliados e os resultados determinaram o desenvolvimento final do

método.
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4.7.2 Método QUEChERS

O meétodo QUEChERS foi utilizado para a determinacdo dos agrotoxicos e
medicamentos veterinarios em carne de peixe. O método de extracdo utilizou 10 g da amostra
extraida com 10 mL de acetonitrila acidificada com 1% (v/v) de &cido acético, seguido por
agitacdo manual por 1 minuto. Na etapa seguinte ocorreu a adi¢do de 2 g cloreto de sodio e
agitagdo por mais 1 minuto. Depois disso, 0,3 g de MgSOa anidro e 1,7 g acetato de sodio anidro
foram adicionados, seguidos por mais 1 minuto de agitacdo. A amostra foi centrifugada por 8
minutos a 1500 g. A subsequente etapa de limpeza foi realizada com uma aliquota de 3 mL do
sobrenadante na qual adicionou-se 75 mg de PSA (Amina Priméaria Secundaria), 450 mg de
MgSQO4 e 375 mg de Ciga fim de eliminar as gorduras presentes na matriz, seguido novamente
de agitacdo por 8 minutos a 1500 g. O extrato final foi analisado no sistema GC-MS (Figura 5)
(MUNARETTO et al., 2013).

Figura 5 - Fluxograma do método QUEChERS proposto por Munaretto et al. (2013).

* 10g de filé de peixe h
homogeneizado
Extracdo * 10mL de ACN acidificado )
Agitar vagarosamente por 1 min
\/ )
e 2g de NaCl
J
Agitar vagarosamente por 1 min
Particao R
¢ Adicionar 0,3g de MgSO4e 1,7g
de Acetato de Sodio
y,
Centrifugar por 8 min
e Transferir para outro tubo 3mL dg
extrato e adicionar 450mg de
Clean up| MgS04, 5mg PSA e 375mg de Cis)

Centrifugar por 8 min

~
* GC-MS

Fonte: adaptado de MUNARETTO et al., 2013.
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4.8 Validagdo

Os procedimentos adotados para a validagdo de métodos de analise de medicamentos
veterinarios e agrotoxicos por cromatografia comumente avaliados séo linearidade, limites de
deteccdo e quantificacdo, precisao e exatid&o.

A linearidade avaliou a capacidade da metodologia analitica em gerar resultados
proporcionais a concentragao do analito na amostra, dentro da faixa especificada. Foi observada
pelos gréficos dos resultados em funcdo da concentracdo do analito ou pela equagdo da
regressao linear, onde as curvas foram feitas em solvente e em extratos da matriz fortificados.

A sensibilidade estava relacionada com a inclinacdo da curva de regressao linear de
calibracéo e foi determinada simultaneamente com os testes de linearidade.

Os limites de deteccdo (LOD) e de quantificagdo (LOQ) referiram-se a menor
concentracdo de um analito contido na amostra que podia ser detectado e quantificado em
condicdes aceitaveis de exatiddo e precisdo. Foram verificados através da analise de amostras
branco fortificadas em baixas concentragdes (1;2,5; 5; 7,5; 10 e 12,5ug L para agua e g kg
para peixe) e submetidas ao procedimento de extracdo. As concentracdes que produziram 3 e
10 vezes o sinal ruido do equipamento correspondem ao LOD e LOQ, respectivamente.

A exatiddo do método foi determinada ap6s a analise da linearidade. Foi verificado no
intervalo linear do procedimento, ou seja, préximo ao limite de quantificacdo. Foi expressa pela
relacdo entre a concentracdo teorica e a concentracdo media determinada experimentalmente.
Foram verificados através da analise de amostras branco fortificadas em baixas concentragdes
(200, 100, 80, 75, 40, 30, 20 e 15 ug L™ para agua e 200, 50 e 25 pg kg* para peixe) e
submetidas ao procedimento de extracdo (ANVISA, 2012)

Precisdo é a medida da proximidade entre os resultados, isto €, o nivel de concordancia
entre os resultados dos testes aplicados repetidamente a varias amostragens de uma mesma
amostra. A precisdo foi expressa como desvio padrdo, variancia ou coeficiente de variacéo de
diversas medidas (VALENTINI et al., 2007).

A repetitividade expressa a exatiddo nas mesmas condi¢des de operagdo em um curto
periodo de tempo. Segundo exigéncia da ANVISA (2012), foram realizadas triplicatas,
repetindo mais uma triplicata em outro dia, contemplando o intervalo linear do método, para
uma Unica concentragdo-teste.

A precisdo intermediaria revelou o efeito das variagdes no mesmo laboratério. Para a
determinacéo da precisao intermediaria foram avaliados os resultados do método em dois dias
diferentes. (BRITO, et al., 2003).
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A anélise do efeito matriz no método QUEChERS foi realizada através da construcdo de
curva analitica preparada pela fortificacdo dos padr@es na matriz e no solvente. Também foi
estimado através da analise das areas obtidas numa dada concentracdo através de fortificacdo

na matriz e no solvente, segundo a Equacéo 3 descrita no item 3.8. (P1ZZUT], et al., 2009).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacdo por GC-MS
Os ions de cada agrotéxico selecionado para a andlise por GC-MS no modo EIl de
ionizacdo e modo SIR de aquisicdo, estdo listados na Tabela 4, com seus ions monitorados e

tempos de retengéo.

As Figuras 6 e 7 apresentam os cromatogramas individuais dos analitos monitorado por
segmento, obtidos apds a injecao das amostras fortificadas, com uma concentracdo de 80 ug L

1 ha matriz.

Os cromatogramas exibidos nas Figuras 6 e 7 demonstram como os compostos foram
divididos em segmentos ao longo da corrida de 20 minutos, em seu respectivo tempo de

retencdo. Os picos apresentaram um sinal adequado, estdo bem resolvidos e bem separados.

Tabela 4 - Compostos analisados por GC/MS no modo de ionizagéo El positivo por aquisicdo
no modo SIR, ions monitorados e tempo de retengdo (tr).

Composto tons tr (min)
Monitorados
Trifuralina 264, 290 e 306 10,02
Ametrin 170, 212 e 227 11,60
Aldrin 66, 263 e 293 12,04
Bioaletrin 79,107 e 123 12,48
Dieldrin 79, 263, 277 13,09
Trifenilfoafato 325 e 326 13,90
Tebuconazol 70, 125 e 250 13,85
Bifentrin 165, 166 e 181 14,20
Difenoconazol 265, 323 e 326 18,2 e 18,22
Azoxistrobina 344 e 388 19,37




Figura 7 - Cromatograma dos compostos trifuralina, aldrin. dieldrin e ametrim

extraidos por HF-LPME.
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Figura 6 - Cromatograma dos compostos azoxistrobina, difenoconazol, bifentrin,
bioaltrin e tebuconazol extraidos por HF-LPME.
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5.2 Desenvolvimento do método HF-LPME

No desenvolvimento do método de microextracdo em fase liquida por fibra oca alguns
parametros foram avaliados com o objetivo de obter uma maior resposta do método (area do
pico) dos compostos estudados. As variaveis analisadas foram: solvente organico, solugédo
receptora, tempo de extracdo, forca idnica, velocidade de extracdo e volume de acetonitrila,
utilizacdo de liquido idnico (TOPO).

5.2.1 Sele¢do do solvente orgéanico, solucéo receptora e uso de liquido iénico

Na realizacdo deste testes as extraces foram efetuadas com fortificacdes de 0,5 mg L™
dos analitos. No experimento denominado Octanol, os poros da membrana foram impregnados
com 1-octanol e sem preenchimento de seu interior. No experimento chamado de 3 fases, a
fibra foi impregnada com 1-octanol e com o auxilio de uma seringa preencheu-se o lumen da
fibra com acetonitrila. No terceiro experimento, o0 TOPO impregnou a fibra enquanto que esta
continha acetonitrila em seu interior. No ultimo experimento, a fibra continha 1-octanol na sua

superficie interna e no limem da membrana o que caracteriza HF-LPME em 2 fases.

Conforme pode ser visto no Figura 8, que demostra as areas dos picos para cada analito
nas diferentes configuracbes do método, quando se usa 3 fases (1-octanol e ACN) a area dos
picos foi maior em comparagdo com 0S outros experimentos, 0 que representa uma maior
extracdo dos analitos. Para Figueiredo et al. (2015) os elevados valores de coeficiente de
particdo dos compostos fazem com que estes sejam favoraveis a uma maior transferéncia de

massa dos analitos da fase doadora para a fase receptora em 3 fases.

Pode-se perceber também que, quando o composto é mais polar, como é o caso da
azoxistrobina, sua recuperacdo melhora com uso do TOPO ja que este possui alta afinidade com
compostos polares (TAO et al., 2009).

Como a extragdo com 3 fases demonstrou melhores resultados os experimentos
posteriores para desenvolvimento do método foram conduzidos com essa metodologia (Figura
8).



Figura 8 - Area dos picos de cada composto para testes HF- LPME com 1-octanol, 2 fases, 3
fases e TOPO.

39

80000
70000
60000

10000 I I
0 - - |

Trifluralina Tebuconazol Azoxistrobina Aldrin Difenoconazol

m Octanol 2 fases 3 fases TOPO

5.2.2 Planejamento Experimental

A andlise das amostras de 4&gua com residuos de agrotoxicos e medicamentos veterinarios
exige um eficiente método de extracdo. Para otimizar este método foi necessario realizar uma
etapa de planejamento experimental capaz de avaliar a influéncia de algumas variaveis para
atingir as recuperacdes entre 70 e 120%. As varidveis investigadas e os niveis utilizados estéo
dispostos na Tabela 5.

As Figuras 9 e 10 mostram o diagrama de Pareto com o resultado da andlise das variaveis
para trifuralina e difenoconazol, respectivamente. A linha vertical mostra se os efeitos séo
significativos ou ndo, sendo que as barras que se estendem além da linha correspondem aos
efeitos estatisticamente significativos com um nivel de confianca de 95%. Como demonstrado
nas figuras as varidveis que possuem maior influéncia na recuperacao destes compostos sdo
tempo de agitacdo, velocidade, massa de NaCl e a interag&o entre tempo e velocidade. Sendo
que o tempo de agitacdo, a velocidade e interacdo entre tempo e velocidade tem valores
positivos, ou seja, a resposta aumenta quando uma variavel passa de um nivel menor para maior.
Com relacdo a massa de NaCl a influéncia é negativa, isto é, a resposta diminui quando a

variavel passa de um nivel menor para maior.

A adicdo de NaCl a amostra aumenta a forga ionica, este efeito é chamado de salting out,
geralmente resultando em uma maior extracdo liquido-liquido dos analitos. Este principio
determina que com uma elevada forc¢a idnica, menor deveria ser a solubilidade dos compostos
na fase aquosa, o que levaria a uma maior migracdo dos analitos para o solvente organico

presente na fibra (ROMAN et al., 2012). Porém, em alguns casos, como evidenciado neste
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estudo, o aumento da forca i6nica tem um efeito negativo, bloqueando a migracéo dos analitos
para a fibra e apresentando um fator adverso na recuperagéo. Para Zorita et al.(2008) com uma
elevada forca idnica outros processos podem tornar-se relevantes tais como a adsorcao dos
analitos as paredes do recipiente, fato este, importante quando se trabalha com analise de tracos.
De acordo com Polo et al. (2004) outro efeito causado pela adigéo de sal, que pode prejudicar
a extragdo dos compostos, é o0 aumento da viscosidade e densidade da amostra que apresentam
efeito negativo na cinética do processo e consequentemente na eficiéncia da extracdo. Os
autores consideram que estes efeitos ocorrem principalmente quando os compostos apresentam

elevados valores de log Kow, OU seja, quando estes sdo mais apolares.

Tabela 5 - Variaveis e niveis analisados no planejamento experimental

Experimento NaCl (mg) ACN (pL) Tempo (min) Velocidade (rpm)
1 0,8 800 60 90
2 0,8 800 20 90
3 0,8 200 60 210
4 0,2 800 20 210
5 0,8 200 20 210
6 0,2 200 60 90
7 0,2 800 60 210
8 0,2 200 20 90
9 0,0 500 40 150
10 1,0 500 40 150
11 0,5 0 40 150
12 0,5 1000 40 150
13 0,5 500 6 150
14 0,5 500 75 150
15 0,5 500 40 50
16 0,5 500 40 250

17C 0,5 500 40 150
18C 0,5 500 40 150
19C 0,5 500 40 150

Quanto a adicao de acetonitrila na amostra percebeu-se que, quanto maior o volume
adicionado, maior foi a recuperacéo, isto porque um elevado volume de acetonitrila adicionada
a agua deve diminuir a tensdo superficial do meio e faciliar a interagcdo com o 1-octanol da fibra.
Fato este que fica evidente nos valores positivos observados nos graficos das Figuras 9 e 10,
onde o volume de acetonitrila aparece como uma variavel que exerce uma influéncia

significativa na recuperacdo dos compostos. As interacdes entre o volume de acetonitrila e
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tempo de extracdo e a velocidade de extragdo podem ser observados nas Figuras 11 e 12,

respectivamente.

Figura 9 - Diagrama de Pareto para recuperacao de trifuralina.
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Figura 10 - Diagrama de Pareto para recuperacdo de difenoconazol.
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Figura 11 - Efeito do volume de acetonitrila (ACN) e tempo de extracdo na recuperagédo de
trifuralina.
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Figura 12 - Efeito do volume de ACN e velocidade de extragdo na recuperacao de trifuralina.
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Ap0s a anélise destes graficos o volume de ACN foi definido de forma a atender a maior
recuperacgdo dos analitos com a otimizagéo do tempo e velocidades de extragdo. Novos testes

foram realizados para analisar e confirmar a interacdo destas variaveis conforme a Tabela 6.

Tabela 6 - Experimentos para avaliar as parametros otimizados na extra¢do dos analitos.

Condicao ACN (uL) NaCl (g) Tempo (min) Rotacdo
(rpm)
1 800 0 75 200
2 0 0 75 200
3 200 0 75 200
4 0 0,5 75 200
5 0 1 75 200
6 800 0 75 300
7 200 1 75 300

A Figura 13 demonstra os resultados obtidos na comparacdo entre 0s experimentos

citados na Tabela 6.

Figura 13- Resultados obtidos nos experimentos de otimizac¢éo do HF-LPME.
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A Figura 13 demonstra que para os analitos trifuralina, aldrin, bioaletrin, dieldrin e
difenoconazol a condi¢éo 1, na qual adicionou-se 800 pL de ACN a amostra, e esta foi agitada
por 75 minutos & 200 rpm e sem adicdo de sal a area dos picos foi maior em comparagdo com

as outras condi¢des. Cabe destacar que quando o sistema foi colocado em condicdes extremas,
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como na condicdo 7, com adigdo de 200 puL de ACN, 1g de sal, 75 minutos e 300 rpm de
agitacdo nenhum analito foi recuperado.

Com estes resultados percebe-se que com uma agitagdo maior do que 200 rpm ndo
houve recuperacdo dos compostos, conforme observado por Bolafios et al. (2008) altas
velocidades podem causar bolhas de ar na superficie da fibra e uma perda de solvente organico

causando efeito negativo na recuperacéo dos compostos.

O tempo de extracdo é extremamente importante uma vez que O processo de
transferéncia de massa € dependente do tempo. Conforme avaliado na Figura 14, o tempo de
75 minutos é suficiente para a extracdo dos analitos com uma velocidade de agitacdo de 200
rpm. Para Tao et al. (2009) na maioria dos estudos envolvendo HF-LPME, o tempo de extracéo

tipicamente varia entre 30 e 90 minutos.

Figura 14 - Efeito do tempo e velocidade de extracdo na recuperacéo de trifuralina.
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Cabe salientar que embora a analise tenha sido feita principalmente para trifuralina e
difenoconazeol, a resposta dos outros analitos aos parametros avaliados foi semelhante. Sendo
assim, apos a analise do planejamento experimental, a Tabela 7 demonstra as condicGes
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estabelecidas para a determinacdo de agrotoxicos e medicamento veterindrio em agua para as

variaveis otimizadas neste estudo.

Tabela 7 - Pardmetros otimizados para determinacdo dos compostos usando HF-LPME.

Parametros Condigdes otimizadas
Solvente organico 1-octanol
Solvente no lumen da fibra Acetonitrila
Adicéo de Nacl (g) 0
Tempo de extracdo (min) 75
Velocidade de extracédo (rpm) 200
Volume de ACN na amostra (uL) 800

5.2.3 Procedimento HF-LPME otimizado
O procedimento final desenvolvido, descrito a seguir, foi utilizado durante o processo

de validacdo do método.

Primeiramente um frasco ambar contendo 5 mL da amostra (agua de Milli-Q) recebeu
800 pL de acetonitrila e foi fortificada com os compostos em estudo, segundo as concentragdes

necessarias.

A fibra foi recortada em tamanhos de 2 cm e esta foi imersa em 1-octanol por 30
segundos. Depois, com o auxilio de uma seringa, seu limen foi preenchido com acetonitrila. A
fibra foi disposta dentro da amostra com suas extremidades fechadas por um dispositivo de

metal. O frasco contendo a amostra e a fibra foi levado para agitagdo por 75 minutos e 200 rpm.

Ap0s agitacdo, a fibra foi retirada do frasco, com o auxilio de uma pinga, e esta foi
dobrada ao meio e colocada no inserte dentro de um vial. Neste inserte foram acrescentados
100 pL de acetonitrila e 10uL de padrdo interno com concentragéo de 1mgL™. Por fim, este foi
analisado no GC/MS.
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5.3 Validacédo da HF-LPME

5.3.1 Seletividade e efeito matriz
A seletividade foi avaliada pela injecdo dos extratos para verificar que estes nédo
apresentam interferentes no mesmo tempo de retencéo e com 0s mesmos ions que 0s compostos

de interesse.

Dado o método de calibragéo utilizado, ou seja, calibra¢do externa com padrao interno, que
é calculado a partir das areas dos picos cromatograficos obtidos dos cromatogramas da injecao
nos extratos de amostras fortificadas no sistema GC/MS, o efeito de matriz é compensado na
determinacédo da concentracdo da amostra ou fortificagdo. Portanto, o efeito da matriz nao foi

determinado experimentalmente para o método HF-LPME em agua.

5.3.2 Curva analitica e linearidade
As curvas analiticas foram preparadas em triplicata e injetadas também em triplicata (n=9).

Através das curvas construidas, foram obtidas as equacBes de reta, a faixa linear e os

coeficientes de determinagéo (r?) e correlagéo (r), mostrados na Tabela 8.

Tabela 8 - Equacdo da reta, coeficiente de determinacéo e faixa linear para cada composto em

estudo.
Composto Equacéo da reta r? r Faixalinear
(Mg L)
Trifuralina y =590,44x + 287,34 0,992 0,996 2,5a40
Ametrin y =278,7x + 1734,4 0,990 0,995 2,5a40
Aldrin y = 1103,6x + 399,59 0,998 0,999 2,5a40
Dieldrin y = 1066,2x + 2331,6 0,990 0,995 2,5a40
Tebuconazol y =586,11x + 1433,8 0,987 0,994 2,5a40
Bifentrin y =1729,9x + 59,023 0,993 0,996 2,5a40
Difenoconazol y = 0,0054x - 0,1358 0,995 0,997 5a80
Azoxistrobina y = 0,0005x - 0,0681 0,842 0,918 5a80
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O metodo pode ser considerado linear de acordo com o INMETRO (2010), j& que todos os
coeficientes de correlacdo (r) obtidos foram maiores que 0,90. Porém a ANVISA (2012) e 0 SANCO
(2013) recomendam que o coeficiente de correlacédo (r) seja superior a 0,99. Neste caso, apenas a
Azoxistrobina nao atende ao critério de linearidade. Por ser um composto com baixo valor de log
Kow, a Azoxistrobina tem uma maior tendéncia em permanecer na fase aquosa, podendo este ser o
motivo de sua menor linearidade (FIGUEIREDO; BORGES; QUEIROZ, 2015).

5.3.3 Exatid&o e Preciséo

As recomendacOes das agéncias regulamentadoras brasileiras, como INMETRO (2010),
MAPA (2011) e ANVISA (2012) estabelecem uma faixa percentual de recuperacdo para métodos
multirresiduo de agrotéxicos e medicamentos veterinarios entre 70 e 120 %, com RSD% menor do
que 20%.

As recuperacfes médias foram calculadas utilizando-se as curvas analiticas obtidas com as
amostras fortificadas e preparados de acordo com o método de extracdo otimizado.

A andlise dos resultados dos ensaios de recuperacdo e de repetitividade expressa em RSD%
foram realizados de acordo com a Equacao 1 e 2. Foram utilizadas as areas obtidas nos ensaios de
repetitividade nos niveis de fortificacio de 15, 20 e 40 pg L para trifuralina, ametrin, aldrin,
dieldrin, tebuconazol, e bifentrin e 200, 100 e 75 ug L para azoxistrobina e 80, 40 e 30 pg L
para difenoconazol estdo apresentadas na Tabela 9. E importante destacar que foram realizadas
triplicatas com uma injecdo por amostra fortificada.

Dos compostos analisados o difenoconazol apresentou valor de recuperacdo média em
desacordo com a legislacdo em uma das concentracBes avaliadas, mas muito préximo do valor
esperado. O ametrin também apresentou um valor de RSD% maior do que o esperado na
concentragdo de 20 pg L, porém para as outras concentragdes seu resultado foi satisfatorio. A

azoxistrobina ndo apresentou valores de RSD% satisfatorias para duas das concentracdes analisadas.
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Tabela 9 - Média dos percentuais de recuperacdo e RSD para cada analito para HF-LPME.

Exatidao e Precisdo

Composto 40 pg L™ 20 ug LT 15 ug L1
Rec% RSD% Rec% RSD% Rec% RSD%
Trifuralina 119 11,9 103 10,9 81 2,6
Ametrin 103 25,4 74 42,4 114 9,5
Aldrin 110 24,8 108 10,5 90 4,3
Dieldrin 107 27,6 105 17,6 87 1,0
Tebuconazol 108 13,4 110 21,0 82 6,8
Bifentrin 113 17,6 116 21,5 104 15,6
80 g L? 40 pg L1 30pugL?
Rec% RSD% Rec% RSD% Rec% RSD%
Difenoconazol 113 19,2 70 10,2 68 13,5
200 pg L 100 pg L? 75 ug L1
Rec% RSD% Rec% RSD% Rec% RSD%
Azoxistrobina 123 42,3 77 75,0 84 15,5

5.3.4 Precisao Intermediaria

A preciséo intermediaria do método foi obtida pela anélise de amostras branco fortificadas

e expressa em RSD% e recuperacdo em diferentes concentraces e realizadas pelo mesmo analista,

porém em dias diferentes, conforme demonstrado na Tabela 10.

Os valores obtidos para o estudo da precisdo intermediaria dos agrotdxicos e

medicamentos veterinarios determinados em &gua foram menores que 20% e a recuperacéo

entre 70 e 120% para quase todos 0os compostos avaliados, com exce¢do do difenoconazol e da

azoxistrobina que apresentaram valor de RSD% em desacordo com os parametros estipulados.

Para Roman et al. (2012) valores de RSD menores do que 28% ainda sdo aceitaveis quando

agrotoxicos sdo analisados com esta técnica.
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Tabela 10 - Média dos percentuais de recuperacdo e RSD de cada analito para HF-LPME.

Precisao Intermediaria

Composto
750 pug Lt
Recuperagéo
- RSD (%)
Média (%0)
Trifuralina 101 10,7
Ametrin 106 19,9
Aldrin 102 9,3
Dieldrin 99 12,5
Tebuconazol 99 14,8
Bifentrin 103 9,0
1500 pg L
Recuperagéo
Média (%0) RSD (%)
Difenoconazol 94 27,4
3750 pg Lt
Recuperagéo
o RSD (%)
Média (%0)
Azoxistrobina 183 82,9

5.3.5 Limite de Deteccéo (LOD) e de Quantifica¢éo (LOQ)

Os limites de deteccdo e quantificacdo de cada agrotoxico e medicamento veterinario
estdo relacionado na Tabela 11. O método apresentou LOD entre 1 e 2,5 pug L e LOQ entre
2,5e5,0pug L1



50

Tabela 11 - Limites de deteccéo e quantificacdo do método.

Composto LOD (ug L) LOQ (ug L)
Trifuralina 1,0 2,5
Ametrin 1,0 2,5
Aldrin 1,0 2,5
Dieldrin 1,0 2,5
Tebuconazol 1,0 2,5
Bifentrin 1,0 2,5
Difenoconazol 2,5 5
Azoxistrobina 2,5 5

5.4 Validacdo do QUEChERS

O método QUEChERS utilizado na determinacdo de agrotdxicos e medicamentos
veterinarios utilizado esta descrito no item 4.7.3 e foi validado através da andlise da
seletividade, linearidade, LOD e LOQ, exatiddo, precisdo, efeito matriz, repetitividade e

precisdo intermediaria.

As Figuras 15 e 16 representam os cromatogramas individuais de cada analito
monitorado por segmento, obtidos apds a inje¢do da amostra fortificadas, em uma concentragdo

de 50 pg kg na matriz.

Os cromatogramas exibidos nas Figuras 15 e 16 demonstram como 0s compostos foram
divididos em segmentos ao longo da corrida de 20 minutos, e seu respectivo tempo de retencgéo.

Os picos apresentaram um sinal adequado, estdo bem resolvidos e bem separados.
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Figura 15 - Cromatograma dos compostos trifuralina, aldrin, bioaletrin e ametrin pelo método
QUEChERS.
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Figura 16- Cromatograma dos compostos dieldrin, tebuconazol, difenoconazol, azoxistrobina e
bifentrin pelo método QUEChERS.
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5.4.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada através da comparacdo dos sinais obtidos nos
cromatogramas de amostras branco de peixe com extratos fortificados na matriz, que quando
injetados ndo apresentaram coeluicdo de interferentes no mesmo tempo de retencdo dos
compostos de interesse (Figura 15), desta forma, pode-se concluir que os sinais obtidos foram
gerados apenas pelos agrotoxicos e medicamentos veterindrios analisados, garantindo a

seletividade do método.

O cromatograma da parte superior da figura representa o extrato fortificado e o da parte

inferior é extrato branco da matriz.

Figura 17 - Comparacdo dos cromatogramas obtidos com extrato da matriz fortificado com os
compostos na concentragdo de 200 pg kg™ e com a amostra branco.
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5.4.2 Efeito matriz

O efeito matriz foi analisado pela avaliacdo das curvas analiticas construidas em
solvente e no extrato da matriz (Figura 18), e pelo célculo do efeito matriz conforme a Equacéo
3.

O efeito da matriz pode ser observado através das curvas analiticas, pois a curva em
solvente (acetonitrila) obteve um sinal (&rea do pico) menor do que a curva no extrato. A Figura
14 evidencia também uma diminuicdo na linearidade com o0s menores coeficientes de
determinacdo das curvas em solventes quando comparada com a curva na matriz. O efeito

matriz calculado pela Equacdo 3 compde a Tabela 12.

Tabela 12 - Efeito matriz dos compostos na concentracgdo de 25 pg Kg*

Composto Efeito Matriz (%0)
Trifuralina 433
Ametrin 130
Aldrin 122
Bioaletrin 2644
Dieldrin 105
Tebuconazol 532
Bifentrin 103
Difenoconazol 1040
Azoxistrobina 3063

Analisando os valores percebeu-se que para todos 0s compostos existe um efeito
acentuado de ampliacdo de sinal causado pela matriz. No caso do GC-MS, o efeito de matriz
estd mais relacionado a transferéncia dos analitos no liner (insersor), uma vez que a matriz
causa efeito protetor. Mesmo ap0s as etapas de clean-up, algumas substancias como lipidios e
outros compostos com elevado peso molecular podem permanecer solubilizados no extrato
(PINHO et al., 2009). Sendo assim, as curvas passaram a ser construidas somente no extrato da

matriz, com o objetivo de compensar este efeito.
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Figura 18 - Efeito matriz atraves das curvas em extrato em solvente para QUEChERS em peixe, onde o
tridngulo representa a curva no extrato e o quadrado a curva no solvente.
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5.4.3 Curva analitica e Lineridade

As curvas analiticas foram preparadas em triplicata (n=3). Com o auxilio das curvas analiticas,

foram obtidas as equacdes de reta, a faixa linear e os coeficientes de determinaco (r?) e correlagdo

(r), mostrados na Tabela 13.

O método pode ser considerado linear de acordo com o INMETRO (2010), j& que todos os

coeficientes de correlacdo (r) obtidos foram maiores que 0,90 e estdo também de acordo com a
exigéncia da ANVISA (2012) e do SANCO (2013) que recomendam que o coeficiente de correlacéo

(r) seja superior a 0,99.
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Tabela 13 - Equacdo da reta, coeficiente de determinacéo e faixa linear para cada composto
em estudo no QUEChERS.

Faixa linear

Composto Equacéo da reta r? r .

(Mg kg™)

Trifuralina y =11,893x - 508,98 0,996 0,998 25a 500
Ametrin y =11,893x - 508,98 0,999 0,999 12,5 a 1000
Aldrin y = 10,464x - 168,39 0,999 0,999 12,5a1000
Bioaletrin y =0,0121x + 0,148 0,996 0,998 12,5a1000
Dieldrin y = 1,4944x - 24,395 0,999 0,999 12,5 a 1000
Tebuconazol y =0,0097x - 0,0324 0,998 0,999 12,5 a 1000
Bifentrin y =1,8286x - 13,783 0,997 0,998 12,5 a 1000
Difenoconazol y = 0,0066x - 0,3546 0,996 0,998 12,5a 1000
Azoxistrobina y = 5,5089x - 253,57 0,989 0,994 12,5a 1000

5.4.4 Limite de Deteccéo (LOD) e de Quantificacéo (LOQ)
Os limites de deteccdo e de quantificacdo de cada agrotdxico e medicamento veterinario

estdo relacionados na Tabela 14.

Tabela 14 - Limites de detecgdo e quantificacdo do método.

Composto LOD (ug Kg?) LOQ (ug Kg?)
Trifuralina 2,5 50
Ametrin 1,0 2,5
Aldrin 7,5 10,0
Bioaletrin 1,0 2,5
Dieldrin 5,0 7,5
Tebuconazol 7,5 10,0
Bifentrin 5,0 7,5
Difenoconazol 10,0 12,5

Azoxistrobina 10,0 12,5
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Como podemos perceber o limite de deteccdo e quantificacdo do método para aldrin é
menor do que o LMR deste analito que é de 15 pg Kg! definido pela legislagdo brasileira
(ANVISA, 2014), ou seja, este método pode ser utilizado para determinacdo deste composto na

matriz peixe.

5.4.5 Exatidao e Precisédo

As recuperacdes médias foram calculadas utilizando-se as curvas analiticas obtidas
através de extrato das amostras fortificadas e preparados de acordo com o método de extracdo
otimizado.

Os ensaios de recuperacéo e valores repetividade expressos em RSD%, foram realizados
de acordo com a Equacdo 1 e 2, nos niveis de fortificacdo de 200, 50 e 25 ug kg* (n=3) e estdo

apresentadas na Tabela 15.

Tabela 15 - Média dos percentuais de recuperagdo e RSD para 200, 50 e 25 ug kg* de cada

analito.
Exatidao e Precisdo
Composto 200 pg kg™ 50 g kg™t 25 pg kg™t
Rec% RSD% Rec% RSD% Rec% RSD%

Trifuralina 92 13,3 109 7,7 97 1,3
Ametrin 109 7,0 77 19,1 75 19,5
Aldrin 104 5,6 80 8,2 90 3,5
Dieldrin 110 6,1 116 11,0 115 8,2
Tebuconazol 96 7,2 99 51 91 6,5
Bifentrin 103 11,2 100 19,9 116 141
Difenoconazol 82 11,2 106 16,8 124 2,1
Azoxistrobina 125 3,1 112 14,3 126 6,1

Os valores de RSD% dos agrotoxicos e medicamentos veterinarios em peixe foram
menores que 20% e a recuperagédo entre 70 e 120% para todos os compostos avaliados em pelo
menos um dos niveis. Resultados semelhantes foram obtidos por Munaretto et al. (2012) para

trifuralina, aldrin e dieldrin utilizando o mesmo método multiresiduo em files de peixe.
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5.4.6 Precisdo intermediéria
A precisdo intermediaria do método foi expressa pelo RSD e pela recuperacdo no extrato
na concentracio de 25 pg kg realizadas pelo mesmo analista, porém em dias diferentes, estio

demonstrados na Tabela 16.

Tabela 16 - Média dos percentuais de recuperacdo e RSD para 20 pg kg™ de cada analito.

Composto Recup-)eragéo RSD (%)
Média (%0)
Trifuralina 123 2,4
Ametrin 78 19,1
Aldrin 109 6,1
Bioaletrin 87 0,4
Dieldrin 92 3,7
Tebuconazol 96 51
Bifentrin 103 11,2
Difenoconazol 119 5,6
Azoxistrobina 109 6,3

Os valores obtidos para o estudo de precisdo intermediaria dos agrotdxicos e
medicamentos veterinarios determinados em peixe foram menores que 20% e a recuperacao
entre 70 e 120% para quase todos os compostos avaliados, com excecdo da Trifuralina que
apresentou um valor acima de 120%.

Por fim, o uso de padrdo interno em todas as amostras, o qual foi usado para avaliar a
variacdo do equipamento durante as analises, serviu para assegurar a qualidade das analises
realizadas no GC/MS tanto para HF-LPME quanto para QUEChERS (MUNARETTO et al.,
2012).

6 CONCLUSAO

O método proposto para determinacdo de agrotoxicos e medicamentos veterinarios
utilizando microextracdo em fase liquida com fibra oca (HF-LPME) em trés fases foi

desenvolvido e validado ao longo deste estudo, de maneira que este foi capaz de detectar e
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quantificar multiresiduo em amostras fortificadas de &gua. As principais vantagens deste

método sdo a sua simplicidade, baixo custo e pequeno volume de solvente orgénico utilizado.

Para a otimizacdo do método um planejamento experimental foi aplicado para avaliar a
influéncia de diferentes varidveis na recuperagdo dos analitos. Através do planejamento quatro
varidveis foram analisadas de forma simultanea, diminuindo o numero de experimentos
necessarios para o desenvolvimento do método. Com isto definiu-se parametros como o volume
de acetonitrila (800 pL), massa de NaCl (sem adigéo), tempo (75 minutos) e velocidade de
agitacdo (200 rpm) que fornecem a melhor condicdo para aplicagdo do método.

O método QUEChERS foi validado para a determinacgdo de residuos de agrotdxicos e
medicamentos veterinarios em amostras de peixe (traira), fornecendo valores de recuperacoes,
repetitividade, precisdo intermediaria e exatiddo dentro dos limites aceitaveis e recomendados
pelas agéncias regulamentadoras.

O peixe se mostrou uma matriz complexa, requerendo o preparo de solugdes analiticas
em extratos da matriz isento dos analitos para compensar o efeito matriz.

Este trabalho pode contribuir ainda para 0 monitoramento ambiental de residuos e na
ampliacdo de estudos que determinem estes compostos em peixes, uma vez que, esses Sao
espécies de importancia econdmica, nutricional e para a satde publica.

Os objetivos propostos para este trabalho foram atingidos de forma que este
proporcionou a proficiéncia na execucdo de duas técnicas de preparo de amostra e em uma
técnica de determinacdo de residuos de agrotdxicos e medicamentos veterinarios, utilizando
GC-MS.
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