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RESUMO

DETERMINACAO DE PESTICIDAS ORGANOCLORADOS E FARMACOS
EM MATRIZES AMBIENTAIS UTILIZANDO QUEChERS, EXTRACAO
LIQUIDO-LIQUIDO (LLE) E EXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPE)

A presenca de contaminantes organicos xenobidticos em corpos
hidricos, onde chegam a partir do lancamento de efluentes tratados ou nédo, tem
gerado preocupacdes quanto a impactos relacionados a riqueza e biodiversidade
da vida aquatica e a saude humana. Considerando a possibilidade da presenca
crescente, persisténcia e pseudo-persisténcia de pesticidas e farmacos no
ambiente, e possiveis efeitos deletérios decorrentes, este trabalho teve como
objetivo desenvolver e validar um método multirresiduo usando QUEChERS e
Extracdo Liquido-Liquido (LLE), para determinacdo dos compostos
organoclorados Aldrin, heptacloro, heptacloro epoxido, endosulfan (a e f),
endossulfan sulfato , 4,4’-DEE, dieldrim, endrin, 4,4’- DDD, 4,4’-DDT, endrin
aldeido, metoxicloro e hexaclorociclohexano (a-BHC, B-BHC, y-BHC ¢ 6-BHC)
em solo, sedimento e agua superficial, utilizando cromatografia gasosa acoplada
ao detector de captura de elétrons (GC/ECD) e Extracdo em Fase Solida (SPE)
para a quantificacdo de farmacos (Carbamazepina, Atenolol, Propranolol, CBZ-
DiOH, Cafeina, Naproxeno, Ibuprofeno, 2-Hidroxicarbamazepina, Estrona, 17-f3-
estradiol, 17-a-etinilestradiol, Paracetamol, 2-Hidroxi-ibuprofeno e Diclofenaco)
em aguas superficiais utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (UPLC-
MS/MS), em amostras coletadas nas regides das Sub-Bacias Hidrograficas do
Ribeirdo do Feijdo e do Rio Quilombo, no municipio de S&o Carlos, SP. Os
métodos propostos para a determinacédo de organoclorados se mostraram validos
para todas as matrizes. Para as amostras sélidas, as porcentagens de recuperacao
(%Rec) dos analitos variaram entre 50% e 117%, com coeficientes de variacéo
(CV) inferiores a 19% e coeficientes de correlacéo linear (R? ) superiores a 0,98,

para todos os analitos. Na avaliacé@o de efeito matriz (EM) foram obtidos efeitos



entre -8,73% e 585,35% para o a-BHC e para o endrin, respectivamente. Os
limites de detec¢do (LDy,) ficaram entre 0,759 ug Kg?, para 0 4,4’-DDD, e 2,144
ug Kg* para o endosulfan sulfato, enquanto os limites de quantificacdo (LQm)
variaram entre 2,528 pug Kg* e 7,147 pug Kg* para os mesmos analitos. Para as
amostras de agua, as %Rec variaram de 40% até 144%, com CV inferiores a 24%
para 16 dos analitos estudados. Todos os R? obtidos foram superiores a 0,99. O
LDn, variou de 1,641 ng L até 4,433 ng L™, enquanto o LQy, ficou entre 5,473 ng
L*e 14,779 ng L para o o-BHC e endosulfan sulfato, respectivamente. O efeito
matriz (EM) foi de -13,73% para o a-BHC até 393,43% para o endrin. Com
relacdo a determinacéo de farmacos em agua, as %Rec ficaram entre 93% e 120%,
com CV inferiores a 10% e R?superiores a 0,98 para todos os analitos estudados.
Sobre os valores dos LD, e LQm, 0 primeiro variou de 2,885 ng L' para o
ibuprofeno até 5,293 ng L para 17-B-estradiol, enquanto o segundo variou entre
9,618 ng Lt e 17,642 ng L, para os mesmos analitos. Em relagcdo as amostras
coletadas, as anélises feitas para a determinacéo dos organoclorados apresentaram
resultados abaixo do limite de detecgdo. Este comportamento foi observado para
todas as 3 matrizes, em todas as coletas realizadas. Nas andlises para a
determinacdo dos farmacos, foram observadas a presenca de 10 analitos. A
cafeina foi encontrada em todas as amostras, com concentracfes de 105,2, 54,9,
52,3 e 184,4 ng L*. Os demais analitos determinados foram: atenolol (52,8, 28,3
e 17,2ng L), carbamazepina (22,8, 17,6 e 36,2 ng L), propranolol (28,5, 63,9
e 78,4 ng L), ibuprofeno (53,9 e 10,9 ng L) e diclofenaco (13,4, 42,7 e 22,0 ng
L1). Este trabalho estd permitindo a elaboracdo de um importante cenério da
qualidade das &guas dos mananciais superficiais da cidade de S&o Carlos,
buscando a identificacdo de valores de referéncia das primeiras décadas do século
XXI, que possam ser utilizados em estudos e balizamentos de politicas publicas

voltados a preservacdo ambiental da area e especialmente dos recursos hidricos.

Palavras-chave: Organoclorados, farmacos, QUEChERS, LLE, SPE.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF ORGANOCHLORINE PESTICIDES AND DRUGS IN
ENVIRONMENTAL MATRICES USING QUEChERS, LIQUID-LIQUID
EXTRACTION (LLE) AND SOLID PHASE EXTRACTION (SPE)

The presence of xenobiotic organic contaminants in water bodies,
where arrive from releases of treated or untreated effluent, has raised concerns
about impacts related to the richness and biodiversity of aquatic life and human
health. Considering the possibility of the increasing presence, persistence, and
pseudo-persistence of pesticide and drugs in the environment and possible
deleterious effect resulting from it, the objective of this work was to develop and
to validate a multi-residue method using QUEChERS and Liquid-Liquid
Extraction (LLE), for determination of organochlorine compounds (Aldrin,
heptachlor, heptachlor epoxide, endosulfan (a and ), endosulfan sulfate, 4,4'-
DEE, dieldrim, endrin, 4,4'-DDD, 4,4'-DDT, endrin aldehyde, Methoxychlor and
hexachlorocyclohexane (a-BHC, -BHC, y-BHC e -BHC)) in soil, sediment, and
freshwater, with gas chromatography-tandem electron capture detector (
GC/ECD) and Solid Phase Extraction (SPE) for drugs quantification
(Carbamazepine, Atenolol, Propranolol, CBZ-DiOH, Caffeine, Naproxen,
Ibuprofen,  2-Hydroxycarbamazepine,  Estrone,  17-B-estradiol, 17-0-
ethinylestradiol, Paracetamol, 2-Hydroxy-ibuprofen and Diclofenac) in
freshwater using ultra-performance liquid chromatography-tandem mass
spectrometry (UPLC-MS/MS), in the collected sample in the regions of
Hydrographic Sub-Basin of Ribeirdo do Feijdo and Hydrographic Sub-Basin of
Rio Quilombo, in Sdo Carlos, SP. The proposed method for organochlorine
compounds determination was valid for all matrices. For solid samples, the
analyte recoveries (%Rec) were between 50% and 117%, with a coefficient of
variation (%CV) below 19 and linear correlation coefficient (R?) greater than
0.98, for all analytes. The value of matrix effect (ME) was between -8.73% for a-
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BHC and 585.35% for endrin. The limit of detection (LOD) was 0.759 ug Kg*
for 4,4-DDD and 2.144 pg Kg*! for endosulfan sulfate, and the limit of
quantification (LOQ) was between 2.528 pug Kg* and 7.147 pg Kg, for the same
analytes. The %Rec was between 40% and 144% for the freshwater sample, with
%CV below 24 for 16 analytes analyzed. All R? was greater than 0.99. The LOD
ranged from 1.641 ng L* for a-BHC to 4.433 ng L™ for endosulfan sulfate, while
the LOQ was 5.473 ng L™ and 14.779 ng L* for the same analytes. The ME was
-13.73% for a-BHC and 393.43% for endrin. Regarding the determination of
drugs in freshwater, the %Rec ranges from 93% to 120%, with %CV below ten
and R? greater than 0.98 for all analytes. The values of LOD ranged from 2.885
ng L for ibuprofen to 5.293 ng L for 17-B-estradiol, while the values of LOQ
ranged from 9.618 ng L™ to 17.642 ng L, for the same analytes. Regarding
collected samples, the analysis performed to the determination of organochlorine
compounds showed results below LOD. This was observed for the three matrices
in all collect performed. In the analysis for drugs determination, the presence of
ten analytes was observed. The caffeine was in all analyzed samples, with
concentrations 105.2, 54.9, 52.3, and 184.4 ng L. The other analytes determined
were atenolol (52.8, 28.3 and 17.2 ng L), carbamazepine (22.8, 17.6 and 36.2 ng
L), propranolol (28.5, 63.9 and 78.4 ng L), ibuprofen (53.9 and 10.9 ng L),
diclofenac (13.4, 42.7 and 22.0 ng L1). This work contributes to the elaboration
of an important scenario of water quality of surface water source of the city S&o
Carlos, which can support public policies for the preservation of the quality of the
environment and human health through the development of public policies that

inhibit economically predatory initiatives that are harmful to the environment.

Keywords: Organochlorines, drugs, QUEChERS, LLE, SPE.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos a questdo da contaminacdo ambiental tem sido
amplamente discutida, devido, principalmente, a preocupacdo com 0s possiveis
impactos causados, tanto na salde humana quanto no meio ambiente, pela
presenca, em efluentes de esgoto e ambientes aquaticos, de compostos organicos
xenobioticos, que por definicéo, sdo aqueles estranhos a um organismo ou sistema
bioldgico, tais como: elementos quimicos potencialmente toxicos, popularmente
conhecidos como metais pesados, aditivos alimentares, farmacos e pesticidas,*
sendo os dois ultimos objetos de estudo deste trabalho.

Por possuirem um longo periodo de permanéncia no ambiente,
alguns pesticidas, como os organoclorados, sdo considerados Poluentes Organicos
Persistentes (POP’s).2 No Brasil, os primeiros registros do uso desta classe de
produtos datam de 1946. Com o surgimento das inddstrias de formulacdo em
1948, impulsionada pela demanda decorrente da ocorréncia de diversas pragas nas
principais culturas do pais.® Entretanto, em 1985 estes compostos tiveram sua
comercializacdo, distribuicdo e uso, destinados a agricultura, proibidos pela
Portaria n° 329, de 2 de setembro de 1985, do Ministério da Agricultura.*

A contaminacdo ambiental ndo se da exclusivamente pelas
atividades agricolas e industriais, mas tambeém por residuos domesticos,
destacando-se aqui a classe dos farmacos, uma vez que, ap6s a ingestdo
terapéutica, mais de 70% da dosagem dos farmacos é excretada em 24 horas pelo
organismo, 10% como compostos originais e 60% como metabdlitos.>

Embora a concentragdo de farmacos encontradas em matrizes
ambientais, como em aguas superficiais, seja baixa, em valores de concentracéo
consideradas subterapéuticas, pouco se conhece sobre os efeitos adversos que uma
exposicdo prolongada e recorrente a estes compostos pode causar, tanto para a

satlide humana quanto para a vida aquatica.% ’



A possibilidade de contaminacdo ambiental por fArmacos é bastante
concreta, pois mesmos nos casos de algumas moléculas que podem ter rapida
degradacéo, existe a emissdo continua, o que caracteriza a pseudo persisténcia dos
mesmos. No caso dos pesticidas organoclorados, apesar de muitos terem o seu
uso proibido em todo territério nacional, os mesmos sdo considerados
persistentes, por isso é necessario o desenvolvimento de métodos analiticos,
preferencialmente de facil execucdo, para determinacdo destes compostos, nas
diversas matrizes ambientais de interesse, mesmo que em baixas concentragdes.

Para a realizacao deste trabalho foi escolhida uma &rea relativamente
preservada e que representa um importante Manancial para o abastecimento do
municipio de Sdo Carlos-SP: a Sub-Bacia Hidrografica do Ribeirdo Feijdo, onde
foram selecionados 4 pontos distintos para a coleta das amostras de solo,
sedimento e agua.

Para fins de comparacdo dos resultados obtidos com as amostras
coletadas na SBHRF, e avaliacdo de cenarios futuros, foi feita a caracterizacdo de
uma area da Sub-Bacia do Rio Quilombo (SBHRQ), também no municipio de Séo
Carlos.

Outras informacdes sobre as areas de estudos selecionadas, 0s
analitos monitorados, os metodos de preparo de amostras e de quantificacdo dos

analitos estdo discutidos no decorrer deste trabalho.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar um método multirresiduo, utilizando
QUEChAERS e Extracdo Liquido-Liquido (LLE), para determinacéo dos pesticidas
Aldrin, heptacloro, heptacloro epoxido (hept. epoxido), endosulfan (o e B),
endossulfan sulfato (end. Sulfato), diclorodifenildicloroetileno (4,4’-DEE),
dieldrim, endrin, diclorodifenildicloroetano (4,4- DDD),
diclorodifeniltricloroetano  (4,4’-DDT), endrin aldeido, metoxicloro e
hexaclorociclohexano (a-BHC, B-BHC, y-BHC e 6-BHC) em amostras de solo e
sedimento e agua, com determinacdo por cromatografica gasosa acoplada ao
detector de captura de elétrons (GC/ECD) e determinar cafeina, atenolol,
carbamazepina, propranolol, 2-hidroxicarbamazepina, CBZ-DiOH, naproxeno,

ibuprofeno, diclofenaco, estona, 17-p-estradiol, 17-a-etinilestradiol, paracetamol
e 2-Hidroxi ibuprofeno, como indicadores da presenca de farmacos em aguas

superficiais utilizando Extracdo em Fase Sélida (SPE) e cromatografia liquida de
alta eficiéncia (UPLC-MS/MS).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Adaptar a etapa de extracdo para o preparo das amostras de solo, sedimento e
agua;

= Validar o método desenvolvido, em termos de seletividade, linearidade,
precisdo, exatiddo, limite de deteccdo e quantificacdo instrumentais e do
método;

= Avaliar o efeito da matriz por meio da comparacdo das curvas analiticas
preparadas em solvente organico e no extrato da matriz de solo e sedimento;

= Aplicar o método proposto as amostras coletadas nas areas de estudo.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A SUB-BACIA DO RIBEIRAO FEIJAO

Localizada na regido centro-oeste do Estado de S&o Paulo, entre os
paralelos 47°93°06”- 47°76°95” W e 22°16°63°’- 22°07°19°’S de latitude, com
aproximadamente 222 Km? de extensdo, a Sub-bacia Hidrografica do Ribeirdo
Feijdo (SBHRF) faz divisa com os municipios de Sao Carlos, Analandia e
Itirapina (Figura 3.1) e engloba trés principais rios (Rio Tieté, Rio Jacaré-Guagu
e Rio Jacare Pepira), além de outros importantes cursos de agua, como: o Corrego
do Monjolinho, o Corrego Séo Jodo ou Séo José, o Corrego do Pinhal, o Corrego
dos Macacos ou do Condo, o Ribeirdo da Laranja Azeda ou Jacare, o Cérrego do

Quebra Canela e o Corrego do Feijdo. & 1011

FIGURA 3.1- Localizacdo da Sub-Bacia Hidrografica do Ribeirdo Feijdo.
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Por possuir caracteristicas como boa qualidade de 4gua e boa vazao,
0 Ribeirdo Feijdo é considerado um manancial de grande importancia para Sdo
Carlos, fornecendo aproximadamente 35% da dgua potavel para o municipio. Este
rio esta situado na Area de Protecdo Ambiental Corumbatai, regulamentada pela
Lei Estadual 20.960 de 1983, que visa proteger 0s ecossistemas aquéticos e
terrestres da regido central do Estado de Séo Paulo.®

A Sub-bacia do Ribeirdo Feijdo encontra-se em areas de formacéo
geoldgicas de afloramento de rochas paleozoicas, mesozoicas e cenozoicas. Seu
clima ¢, de acordo com a classificacdo climatica de Koppen, do tipo Cwa, descrito
como subtropical de inverno seco e verdo quente,’® e a vegetacdo é formada por
florestas semideciduas e ripariana, o cerradéo e o cerrado.®

O uso do solo na regido e bastante diversificado: em valores
aproximados, 48% da area total da bacia € ocupada por matas e florestas
plantadas; 27% € usado com pastagens, para criacdo de gado bovino semi-
intensiva e extensiva e, 21% é ocupado pela agricultura, feita predominantemente
por pequenos e médios produtores, com cultivo de café, milho, citrus e, com
destaque, o cultivo de cana-de-agucar, que vem crescendo consideravelmente ao
longo dos anos.1% 14

Junto com a expansdo das areas de cultivos agricolas, visando
melhorar a qualidade dos produtos e diminuir as perdas, ocorre também a elevacéo
nas vendas e usos de pesticidas, principalmente em regides de producéo de cana-
de-acucar, ja que esta € uma das quatro culturas que mais consomem estes
produtos, ficando atras apenas do plantio de soja,3 milho e algoddo. Este fato tem
motivado cada vez mais a realizacdo de estudos com o intuito de avaliar a
qualidade ambiental de locais situados proximos a areas de cultura no que diz

respeito a contaminacao por pesticidas.

3.2 A SUB-BACIA HIDROGRAFICA DO RIO QUILOMBO



Com aproximadamente 418 km? de area, a Sub-Bacia Hidrogréafica
do Rio Quilombo (SBHRQ) esta localizada entre os municipios de Sdo Carlos e
Descalvado. Ocupando uma area de cerca de 304 km? na cidade de Sao Carlos (=
26% do territorio municipal) (Figura 3.2), esta é, juntamente com as do Ribeirdo
das Araras e a do Rio Monjolinho, uma das sub-bacias mais representativas dentro

do municipio.t> 16

Figura 3.2- Localizacdo da Sub-Bacia Hidrogréafica do Rio Quilombo.
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De acordo com o Plano Diretor Municipal de S&o Carlos, elaborado
em novembro de 2005 e revisado em dezembro de 2016, a SBHRQ € considerada

Zona de Interesse Turistico e de producdo agricola, além de estar apta para



instalacdo de estacéo de captacdo de agua, para fins de abastecimento publico.'®
19

Em relacéo a ocupacdo do solo da SBHRQ, na regido pertencente ao
municipio de S&o Carlos, pode-se afirmar que esta é predominantemente agricola,
com 53,49% da area ocupada pelo cultivo de cana-de-aglUcar (25,64%) e por
pastagens (27,85%). A vegetacdo nativa é o terceiro uso mais representativo,
ocupando 17,96% do territério. Em relacdo a ocupacao urbana, esta representa

uma pequena parcela, 2,9% da area da SBHRQ.®

3.3 PESTICIDAS

O uso de termos como agrotoxicos, biocidas, defensivos agricolas,
pesticidas, praguicidas e produtos fitossanitarios, para se referir a substancias
quimicas de origem sintética ou natural usadas com a finalidade de combater
pragas e doencas das plantas tem sido uma questdo bastante polémica.?®?! Neste
trabalho sera usado o termo pesticidas para se referir a tais substancias por ser o
termo mais utilizado na literatura cientifica.

Pesticidas sdo definidos no Brasil, pelo decreto 4.074 de 4 de janeiro
de 2002, como:

“produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados
ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou plantadas, e de outros
ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar
a composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos, bem como as substdncias e produtos empregados como
desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento.”??

A classificacdo dos pesticidas pode ser feita de diferentes formas.
Considerando sua estrutura quimica, podem ser classificados em: organoclorados,
organofosforados, carbamatos, piretrinas, triazinas, etc; ou, se for considerada a

sua modalidade de emprego, eles podem ser divididos em: inseticidas, herbicidas,



fungicidas, acaricidas, entre outros.?® Pode-se, ainda, classifica-los com base na

sua toxicidade (Tabela 3.1), expressa em dose letal 50% (DLsg).?

TABELA 3.1-Classificagdo da toxicidade dos pesticidas de acordo com efeitos
causados a satde humana.

Categoria toxicoldgica Toxicidade DLso(mg kg )~ Faixa colorida
1 Extremamente t6xico <5 Vermelhd
2 Altamente toxico Entre 5 e 50 Verinels
3 Moderadamente Toxico Entre 50 e 2000
4 Pouco téxico > 2000 e
5 Improvavel causar dano agudo > 5000 ]
Néo classificado Néo classificado

Fonte: Organizacao Mundial da Saude, 2019/ANVISA, 2019. Unldade referente a quantidade
de produto téxico, em miligramas, por peso corporal, em quilogramas.

Todos os produtos, por determinacéo judicial, devem apresentar em
seus rotulos uma faixa com a coloragdo indicativa de sua toxicidade,® como
descrito na Tabela 3.1.

Uma vez aplicados nas lavouras, os pesticidas tém como principal
destino o solo, podendo ser transportados para outros compartimentos ambientais,
como as aguas superficiais e subterraneas e os sedimentos, através dos processos
de lixiviagdo ou escoamento superficial, representando grandes problemas para

0 meio ambiente.?®

3.3.1 Caracteristicas dos pesticidas estudados

Para a realizacdo deste estudo foram selecionados 13 pesticidas
pertencentes a classe dos organoclorados, além de alguns isdmeros e metabdlitos:
Aldrin, heptacloro, heptacloro epoxido, endosulfan (a e B), endossulfan sulfato,
4,4’-DEE, dieldrin, endrin, 4,4’- DDD, 4,4’-DDT, endrin aldeido, metoxicloro e
hexaclorociclohexano (a-BHC, B-BHC, y-BHC e 06-BHC). Algumas
caracteristicas destes compostos como: tipo, solubilidade em &gua, formula

estrutural, coeficiente de parti¢do octanol-4gua séo apresentadas na Tabela 3.2.



TABELA 3.2-Férmulas estruturais, tipo, solubilidade em agua (SA) em mg L a 20 °C, férmula molecular (FM), coeficiente
de particdo octanol-agua (Pow) em log Pow, Coeficiente de sor¢éo no solo (Koc) em mL g** e dose letal em mamiferos (DLso)

em mg kg.

Aldrin
Cl
Cl
e,
Cl
Tipo: Inseticida
FM: Clesc|e
SA: 0,027 (baixa)
Koc: 17500 (ndo mavel)
Pow: 6,5 (alta bioacumulagéo)
DLso: 39 (altamente toxico)
a- endosulfan
Cl
Cl N
jC| 053:0
cl . O
Cl
Tipo: Inseticida, acaricida
FM: CyHsClsO3S
SA: 0,32 (baixa)
Koc: 11500 (ndo mavel)
Pow: 4,74 (alta bioacumulagéo)
DLso: 38 (altamente tdxico)

Dieldrin**
Cl Cl

I
< Cl

Cl

Tipo: Inseticida

FM: Clegc|eO

SA: 0,14 (baixa)

Koc: 1200 (ligeiramente movel)
Pow: 3,7 (alta bioacumulacéo)
DLso:46 (altamente téxico)

B-endosulfan
cl

Cl
c 80
Cl
Cl

Tipo: Inseticida, acaricida
FM: CgHsClsOsS
SA: 0,45 (baixa)
Koc: M
Pow: 3,83 (alta bioacumulagao)
DLso: 240 (moderadamente toxico)

Heptacloro
cl cl
Cl 4
cl KQQ
Cl
Tipo: Inseticida
FM: CloH5C|7

SA: 0,056 (baixa)

Koc: 24000 (ndo mavel)

Pow: 5,44 (alta bioacumulagao)
DLso:>147 (moderadamente tdxico)

Endosulfan Sulfato*
cl

Cl
Cl

Tipo: Inseticida

FM: CgHsClsO4S

SA: 0,48 (baixa)

Koc: 5194 (ligeiramente movel)
Pow: 3,66 (alta bioacumulagao)
DLso: 18 (altamente toxico)

Heptacloro Epoxido**

ey

Tipo: Inseticida

FM: CloH5C|7O

SA: 0,2 (baixa)

Koc: 22485 (ndo movel)

Pow: 4,98 (alta bioacumulacéo)

DLso:15 (altamente tdxico)
Endrin

cl. C

Cl
0 o
Cl
Tipo: Inseticida
FM: CuHaCle

SA: 0,24 (baixa)

Koc: 10000 (ndo movel)

Pow: 3,2 (alta bioacumulacéao)
DLso: >7,5 (altamente toxico)




Continuacéo Tabela 3.2
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Metoxicloro

Cl

cl cl
HiC O O CH,
~o o

Tipo: Inseticida
FM: ClsH15C|302
SA: 0,1 (baixa)
Koc: 80000 (ndo movel)
Pow: 5,83 (alta bioacumulagéo)
DLs0:>6000 (improvavel causar
dano agudo)
4{,:I4’-DDT

Cl Cl
Cl I I Cl

Tipo: Inseticida

FM: C14H9C|5

SA: 0,025 (baixa)

Koc: 151000 (ndo mavel)

Pow: 6,91 (alta bioacumulagéo)

DLso. 113 (moderadamente toxico)

Cl
Tipo: Inseticida
FM: CeHeCle
SA: 2,0 (baixa)
Koc: 1888 (ligeiramente movel)
Pow: 3,82 (alta bioacumulagao)

DLso: 177 (moderadamente toxico)

4,4°-DDE**

Cl Cl
I
POROY
Tipo: Inseticida
FM: C14H3C|4
SA: 0,12 (baixa)

Koc: Ndo mencionado
Pow: 6,51 (Alta bioacumulacéo)

DLso. 880 (moderadamente tdxico)

Iglndrin Aldeido**

cl Ei
N cl C\,/o
H
c ¢!

Tipo: Inseticida

FM: C12H80|50

SA: 0,52 (baixa)

Koc: 11500 (ligeiramente mavel)
Pow: 3,64 (alta bioacumulagao)
DLso: ndo mencionado

4,4°-DDD

Cl Cl
PORSY

Tipo: Inseticida

FM: C14H10C|4

SA: 0,09 (baixa)

Koc: 131000 (ndo movel)

Pow: 6,02 (alta bioacumulacéo)

DLso: 113 (moderadamente

toxico)

Fonte: Pesticide Properties DataBase; *Koc do analito normalizado para o teor de carbono organico do solo. **Metabdlitos.
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O conhecimento das propriedades fisico-quimicas apresentadas na
Tabela 3.2 é importante para ajudar a compreender e, até mesmo, fazer previsdes
em relacdo ao comportamento apresentado por estes pesticidas no meio ambiente.

A solubilidade em &gua, normalmente expressa em mg de pesticida
por litro de 4gua (mg L), é a propriedade que indica a quantidade méaxima de um
composto que dissolve em agua pura em uma determinada temperatura. Quanto
mais polar o composto, maior sera sua afinidade pela agua, logo sua solubilidade
sera maior.?’

O coeficiente de particdo octanol-&gua é uma propriedade
amplamente utilizada para a avalia¢do do particionamento de compostos quimicos
no ambiente. Esta propriedade é definida como a razéo entre as concentracdes de
equilibrio de uma substéncia dissolvida em um sistema constituido de octanol-
agua. Este coeficiente é adimensional e geralmente € expresso em termos
logaritmicos (Log Pow).?® Este parametro também é usado como um importante
indicador do potencial de bioacumulagéo em organismos vivos.?

Os valores do coeficiente de sorcdo sdo usados para prever a
tendéncia de adsorcao dos pesticidas pelo carbono orgéanico no solo. Comumente
sdo empregados em modelos matematicos para avaliacdo da transformacéo e
transporte dos pesticidas no ambiente.?” Estes valores sdo obtidos pela

normalizacédo do coeficiente de particdo, como mostra a seguinte equacéo (3.1):

Koc = (Ka/%CO) x100 (3.1)

Kq = Coeficiente de particéo;

%CO - Porcentagem de carbono orgénico no solo.

O Kq4 é uma medida da extensdo da absorcdo do pesticida pelo solo. Esta

normalizagédo faz com que o valor do coeficiente de particdo de um determinado



12

pesticida ndo dependa do tipo de solo.*® Estes valores séo expressos, geralmente,
em mL de pesticidas por g de solo (mL g?).

Os parametros que classificam o0s pesticidas de acordo com as
caracteristicas fisico-quimicas descritas anteriormente estdo descritos na Tabela
3.3

TABELA 3.3 - Classificacdo dos pesticidas pelos parametros das caracteristicas
fisico-quimicas.

Caracteristicas Parametros Classificagdo
- ) <50 Baixa
SO'Fna""E"f‘fjengc"’l)g“a 50 — 500 Moderada
gL > 500 Alta
Coeficiente particio <27 Baixa bioacumulacéo
octanol-agua (Log 2,7-3 Moderada
Pou) >3 Alta
<15 Muito movel
15-75 Movel
Coeficiente dle sor¢ao 75500 Moderadamente
(mLg") movel
500- 4000 Ligeiramente movel
> 4000 N&o movel

Fonte: Pesticide Properties DataBase

Embora os pesticidas organoclorados tenham, no Brasil, sua
comercializacdo, distribuicdo e uso, destinados a agricultura, proibidos desde
1985, pela Portaria n° 329, de 2 de setembro de 1985, do Ministério da
Agricultura,® a caracteristica de persisténcia faz com que seja necessario o
desenvolvimento de métodos analiticos para a determinacéo destes compostos em
matrizes ambientais. Somado a isso, existe o fator de que alguns paises,
principalmente os que se encontram em desenvolvimento, ainda utilizam
compostos organoclorados, o que acaba por contribuir para o aporte dessas
substancias no meio ambiente.?!

Além do elevado tempo de permanéncia dos POP’S no ambiente, a
suscetibilidade destes compostos a bioacumulagéo e a biomagnificacdo ao longo
da cadeia trofica fez com que fosse necessario a criagdo de algumas medidas a

fim de preservar a salde humana e 0 meio ambiente.
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Assim, em 2001 foi adotado um tratado internacional conhecido como
Convencdo de Estocolmo, que passou a vigorar em 2004, onde 0s paises
signatarios se comprometeram a eliminar e/ou reduzir a emissdo dos POP’S
intencionais ou ndo intencionais. Em 2018, a Convencao de Estocolmo contava

com 183 paises signatarios.

3.4 FARMACOS

De acordo com a U.S Food and Drug Administration (FDA),
farmacos sdo substancias reconhecidas por uma farmacopeia ou formulario
oficial, usados no diagnoéstico, cura, mitigacdo, tratamento ou prevencao de
doencas, destinados a afetar a estrutura ou qualquer fungéo do corpo.*

Assim como os pesticidas, os farmacos também podem alcancar os
corpos hidricos. Vias usuais de aporte de pesticidas nos recursos hidricos,
envolvem processos de escoamento superficial, lixiviagdo em solos contaminados
e dispersdo atmosférica, principalmente nos casos em que sdo aplicados por
avides, onde aproximadamente 19% da quantidade pulverizada vai pelo ar para
areas circunvizinhas, chegando a atingir até 32 Km de distancia das areas de
aplicacdo. No caso dos farmacos, uma das principais fontes de entrada destes
compostos no meio aquatico € o lancamento de efluentes sanitarios, uma vez que
as estacdes de tratamento de aguas e esgotos nao foram projetadas para a remocao
destes micropoluentes.®® 34 Apos ingeridos, mais de 70% da dosagem dos
farmacos é excretada em 24 horas pelo organismo, 10% como compostos
originais e 60% como metabdlitos.’

Os farmacos presentes no ambiente aquatico representam uma
preocupacéo, com relacdo a possibilidade de ocasionar problemas a satide humana
e a vida aquatica, ndo precisando, necessariamente, exibir recalcitrancia, uma vez
que suas elevadas taxas de transformacdo e/ou remogao sao compensadas pela

frequente introdugdo no meio ambiente, caracterizando a pseudo-persisténcia.®®
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A classificacao destes produtos pode ser feita de diversas maneiras,
geralmente pela divisdo em grupos ou classes, de acordo com sua estrutura
quimica, uso ou mecanismo de acdo0.*® Na Tabela 3.4, sdo apresentadas algumas
classes terapéuticas dos farmacos e exemplos dos principios ativos que as

compdem.

TABELA 3.4 — Classes terapéuticas e principios ativos que as

compdem.
Classe Terapéutica Exemplos de composto
Antibidtico Amoxicilina, ampicilina, azitromicina,
cefalexina, lincomicina, penicilina.
Analgésico Paracetamol, dipirona, codeina.
N o Acido acetilsalicilico (AAS), &cido
Anti-inflamatério mefenamico, cetoprofeno, diclofenaco,

ibuprofeno, naproxeno, nimesulida.
Alprazolam, carbamazepina, clonazepam,

Drogas psiquiatricas diazepan,  duloxetina,  fluoxetina,
lorazepam
Betabloqueadores/ Atenolol,  metoprolol,  propranolol;
Anti-hipertensivos soltalol; timolol.
Contraceptivos Etinilestradiol; desogestrel, mestranol,
hormonais gestodeno, drospirenona.

De 2005 até 2018, o faturamento do mercado farmacéutico brasileiro

aumentou em cerca de 348%, como observado no gréafico a seguir (Figura 3.3).

FIGURA 3.3- Grafico da representacdo do faturamento do mercado farmacéutico
brasileiro, em bilhdes de reais, no periodo de 2005 até 2018.
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Fonte: INTERFARMA, 2019 (Adaptado).
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Atualmente, o Brasil ocupa 7° posicao no ranking mundial de
mercados farmacéuticos, ficando atras dos Estados Unidos, China, Japao,
Alemanha, Franca e Itélia, e a projecéo € de que o pais alcance a 5° posi¢do no
ano de 2023, devendo movimentar neste periodo entre 39 e 43 bilhdes de

déblares.?’

3.4.1 Caracteristicas dos farmacos estudados

Para a realizacdo deste trabalho foram selecionados 14 farmacos
(Carbamazepina, Atenolol, Propranolol, CBZ-DiOH, Cafeina, Naproxeno,
Ibuprofeno,  2-Hidroxicarbamazepina,  Estrona, 17-B-estradiol, 17-o0-
etinilestradiol, Paracetamol, 2-Hydroxy ibuprofeno e Diclofenaco) para o
monitoramento da existéncia em amostras de agua superficial. Tais farmacos
foram selecionados em funcdo da sua recalcitrancia em ambientes aquaticos e
frequéncia de uso e algumas de suas caracteristicas estdo relacionadas na Tabela
3.5.38; 39
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TABELA 3.5 - Férmulas estruturais, classe terapéutica (C.T), solubilidade em agua (SA) em mg mL™?, férmula molecular
(FM), coeficiente de particdo octanol-agua (Pow) em log Pow.

Carbamazepina

(A

O NH:

C.T: Anticonvulsionante
FM: C1sH12N,O
S.A:0,152

Pow:2,77

Naproxeno
o

: OH
e LT T

(a]
C.T: Anti-inflamatorio
FM: C14H1403
S.A:0,0511
Pow:2,99

2-Hidroxicarbamazepina

0 NH,

C.T: Antiepiléptico
FMZClsleNZOZ
S.A:0,12

Pow:2,21

Atenolol Propanolol

;o ji P ¥
HECYN\A/O NH2 0/\,0‘”/\“ CHy HSCJ:UIN/> /©/ \[C‘)(
0 Chy

C.T:Anti-
hipertensivo

C.T:Anti-hipertensivo
FM: C1sH21NO>

FM: C14H22N203 S.A:0,0794
S.A:0,429 Pow:2,58
Pow:0,43

CBZ DiOH Diclofenaco

cl
@ENH
Cl OH
e}

C.T: Anti-inflamat6rio
FM:C14H11C|2N02

o)\rf’ﬂ

H
C.T: Antiepiléptico
FM: C15H14N203

S.A:1,8 ggﬁ‘\;g:ozo; il
Pow:0,81 s
2-Hidroxi-ibuproefeno

C.T: Anti-inflamatorio
FMZCl3H1303

S.A:0,3

Pow:2,41

Cafeina Paracetamol
O

C.T: Eestimulante C.T: Analgésico

FM:CsH1oN4O2 F-Q:CBHQNOZ

S.A:110 S.A:4,15

Pow:-0,55 Pow:0,91
17-a-etinilestradiol Estrona

C.T: Hormé6nio
F.Q: C1gH2:,02
S.A:0,00394
Pow:4,31

C.T: Hormé6nio
FMZC20H2402
S.A: 0,00677
Pow:3,67

17-g-estradiol

C.T: Hormébnio
F.Q:C18H2402
S.A:0,0213
Pow:3,75

Ibuprofeno

HsC

CH3 S OH
He

CHs;

C.T: Anti-inflamatério
F.QZ C13H1502
S.A:0,0684
Pow:3,84

Fonte: Drugbank; ANVISA.
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Embora as concentracfes de farmacos encontradas em aguas sejam
subterapéuticas, ainda existem poucas informacdes sobre os efeitos que uma
exposicdo prolongada e recorrente causaria,®’ o que valida a necessidade de

estudos de monitoramento destes compostos no meio ambiente.

3.5 METODOS DE PREPARO DE AMOSTRAS

Uma analise quimica é composta por varias etapas, sendo duas delas,
a amostragem e o pré-tratamento de amostras, responsaveis pela inser¢do da maior
parte dos erros em uma analise. Na amostragem é feita a coleta do material a ser
estudado, e este deve ser 0 mais representativo possivel em relacdo ao todo. Para
garantir uma boa amostragem deve-se levar em consideracdo, além da
representatividade da amostra, fatores como: sua estabilidade, preservacéo,
transporte e disponibilidade de ferramentas adequadas para amostragem, a fim de
reduzir as incertezas nos resultados. O pré-tratamento consiste em submeter a
amostra coletada a um tratamento adequado, cuja finalidade é prepara-la para o0s
proximos passos da anélise. Este tratamento pode envolver a transformacéo da
espécie quimica de interesse para uma forma apropriada para a aplicacdo do
método de determinacdo selecionado.®® Vale ressaltar que de todas as etapas de
uma analise, o pré-tratamento de amostras, além de demandar mais tempo, ser a
mais critica e a de maior custo, €é também a parte do procedimento onde
geralmente acontecem a maioria dos erros, cerca de 30% dos erros totais.*

O desenvolvimento de métodos analiticos presa por aqueles que
sejam constituidos de poucas etapas, que sejam de execucéo facil e rapida e que
apresentem bons resultados como: elevadas porcentagens de recuperacdo dos
analitos, linearidade, baixos limites de deteccdo e quantificacdo, entre outros.
Diante disso, é importante destacar os métodos QUEChERS, Extracdo Liquido-
Liquido (LLE) e Extracdo em Fase Sélida (SPE), que apesar de serem bastante

difundidos ainda possuem muitas potencialidades a serem exploradas.
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3.5.1 QUEChERS

O meétodo de preparo de amostras QUEChERS, um acrénimo da
lingua inglesa para Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged e Safe, surgiu como
uma alternativa para a determinacdo de pesticidas em frutas e vegetais.
Desenvolvido por Anastassiades e colaboradores em 2003, surgiu da necessidade
de um método multirresiduo que possuisse poucas etapas, necessitasse de poucos
reagentes e em pequenas quantidades e fornecesse resultados de alta qualidade.*?

O método original era composto por 8 etapas (Figura 3.4) e
objetivava, basicamente, a determinacdo de pesticidas organoclorados em

amostras ndo-gordurosas utilizando acetonitrila (ACN) como solvente extrator.

FIGURA 3.4 - Representacdo esquematica das etapas 0 método QUEChERS

- Adicdo de 4
10g de 10 mL de Agitagéo por dells/fli osg J?
Amostra acetonitrila + 1 min. 9504
PI* 1g de NaCl

Transferéncia do Agitagao por CLEAN-UP

extrato para um ,- 30 segundos _ dﬁg;(%?;)tgg é Sm;g ' Aglltrarlﬁ?]o for
romatogrfica ifugacs de adsorvente** + centrifugagéo
cromatogréafica centrifugacéo 150 mg de MgSO

*Padréo Interno-Trifenilfosfato (TPP).; **Amina primaria secundaria (PSA)

Este método de preparo de amostras pode ser dividido em duas
etapas: a primeira (Figura 3.4 verde) envolve uma extracdo baseada em uma
particdo promovida pelo efeito salting out, onde ocorre a formacéo do equilibrio
entre fase aquosa e fase organica , e a segunda etapa, chamada de clean-up,
(Figura 3.4 azul) é onde ocorre uma extracdo em fase solida dispersiva (d-SPE),
promovendo uma limpeza usando varias combinacdes de sorventes e sais porosos

para a remocao das impurezas presentes na matriz.*®
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Ao eleger a QUEChERS como o método de preparo da amostra no
desenvolvimento do trabalho, é importante selecionar um solvente extrator
adequado. Para isso, deve-se levar em consideracdo alguns fatores como:**

I- Habilidade de extracdo de uma ampla faixa de analitos que possuam
diferentes polaridades;

II-  Seletividade durante a extragéo;

I11-  Capacidade de separacao da agua;

IV-  Compatibilidade com as técnicas cromatogréficas;

V- Compatibilidade com as técnicas de purificacdo dos extratos (clean up);

VI- Seguranca para o analista;

VII- Seguranga para o ambiente;

VIII- Baixo custo.

Os solventes extratores mais utilizados em métodos multirresiduo
para a determinacdo de pesticidas em diversas matrizes, principalmente em
alimentos, sdo a acetona, acetonitrila e o acetato de etila, e todos eles apresentam
vantagens e desvantagens.

O acetato de etila possui as vantagens de ser praticamente imiscivel
em agua, o que faz com que ele seja facilmente removido por um agente secante,
e de ser capaz de extrair diferentes classes de pesticidas em diversas matrizes. Em
contrapartida, o acetato de etila apresenta uma baixa porcentagem de recuperacédo
de pesticidas com carater basico, sendo necessario adicionar hidréxido de sédio
(NaOH) para aumentar este percentual.*®

A acetonitrila se destaca pelo fato de resultar em menores
quantidades de compostos lipofilicos co-extraidos da amostra, ser mais seletivo e
ser mais facilmente separado da fase aquosa pelo efeito salting out. No entanto,
possui maior toxicidade quando comparada com a acetona.*

A acetona apresenta como desvantagem o fato de possuir elevada
miscibilidade com a agua, fazendo com que seja necessario o uso de solventes

apolares para promover a separacdo entre as fases organica e aquosa.*t
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Contrapondo este fato, a acetona possui um ponto de ebuli¢do (56 °C) menor que
dos outros dois solventes (82 °C para acetonitrilae 77,1 °C para o acetato de etila),
0 que colabora com a sua facil evaporagdo no processo de concentracdo dos
analitos.

Além do solvente extrator, outros parametros que afetam a eficiéncia
de extracdo precisam ser avaliados para a otimizacdo, como por exemplo:
quantidade de amostra, quantidade de solvente extrator, pH, tipo e quantidade de
sal para a promocao do efeito salting out, tipo e quantidade de sorvente (para a
etapa clean-up), entre outros.*?

Como o proprio nome sugere, 0 método QUEChERS tem a vantagem
de ser rapido, facil, barato, eficaz, robusto e seguro. Além disso, cada etapa do
método original pode ser completamente alterada, a fim de adequé-lo aos analitos
e aos diferentes tipos de matrizes e, devido a sua facilidade de execucdo, pode ser
implementado em varios laboratdrios de anlise de rotina. Estas caracteristicas do
método QUEChERS fizeram com que se tornasse amplamente usado para anéalises
nas mais diversas matrizes.

Na Tabela 3.6 € mostrado um breve resumo das possibilidades de uso

do método QUEChERS, variando as matrizes, os analitos e os métodos de analise.

TABELA 3.6 - Breve apresentacdo das possibilidades de uso do método
QUEChERS.

Matriz Analitos %Rec Met,o<_:lo Referéncia
analitico
Nozes . . ALCANTARA-
comestiveis Microtoxinas 75-98 nano LC MS DURAN, J. et al %
Pesticidas
Peixes organoclorados e 68-116 GC-Q-MS ARISEKAR, U. et al.*
Piretroides
48
Sedimento Pesticidas 80-112 GC-MS/MS Mondal, R. et al.
Retardadores de
Sérum chama bromados e
h éteres difenilicos 77-129 GC/MS GAO, L. etal.*®
umano :
polibromados
comuns

Mel Pesticidas 70-120 LC MS/MS HRYNKO, I. et al.®®
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3.5.2 Extracdo Liquido-Liquido (LLE)

A técnica de extracdo liquido-liquido (LLE do inglés Liquid-Liquid
Extraction) € amplamente empregada no preparo de amostras liquidas ou
amostras soliveis. A LLE também € conhecida como extra¢do por solvente
organico ou particdo, pois ocorre separacdo de compostos entre dois liquidos
imisciveis (organica e aquosa) ou fases em que 0 composto e matriz tenham
diferentes solubilidades.>! 2 A eficiéncia deste procedimento esta relacionada a
diversos fatores, como por exemplo: a afinidade do soluto pelo solvente de
extracéo, da razdo das fases e do nimero de extragdes.>

Para descrever a distribuicdo do composto entre dois solventes
imisciveis sdo usados dois termos: razdo de distribuicdo (D) e coeficiente de
distribuicdo (Kg), sendo que este ultimo se refere a uma constante de equilibrio
que descreve a distribui¢cdo de um composto entre os dois solventes. A proporgao
de distribuicdo do composto entre as fases imisciveis € constante e pode ser

representada pela equacdo (3.2) a seguir:>*

Kd: Corg /Caq (3. 2)

Onde:
Kq € a constante de distribuic&o;
Corg € a concentragédo do soluto no solvente orgénico;
Caq é a concentracdo do soluto na agua.
No entanto, € mais Util calcular a fracdo do composto extraido (E), e pode

ser feito seguindo a férmula apresentada na seguinte equacéo (3.3):

E:Corg Vorg / Corg Vorg + Caanq (3.3)

Onde:
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E é a fragdo do composto extraido;
Vorg € 0 Volume de fase orgénica;
Vaq € 0 volume de fase aquosa.

Para conseguir obter valores de recuperacao superiores a 99%,
geralmente se faz necessario executar a técnica com mais de uma extracao, usando
duas ou trés extracdes sucessivas. Quando se faz a LLE com uma etapa Unica de
extracdo, € necessario que o Ky seja grande (>10) para se obter recuperacdes
quantitativas (>99%). Quando realizadas extracdes sucessivas, a equacao (3.4) é
usada para determinar a quantidade de compostos extraidos ao final do

procedimento:>*

E- 1- [U/(1+K\W)]" (3.4)

Onde V é Vqg/Va € n é 0 nimero de extragoes.
O método de extracdo liquido-liquido é composto de 6 etapas (Figura 3.5)
e sua execucdo é considerada simples, além de utilizar apenas vidrarias comuns

em laboratorios de quimica.

FIGURA 3.5 - Representacdo esquematica da extracdo de analitos de amostras
aquosas utilizando LLE.

Solvente
organico

Amostra
aquosa
Amostra
aquosa

Bl

- - T T T
Adigdo daamostra  Adig&o do solvente Agitacdo. Repouso para Retirada da Retirada da fase
contendo os analitos. organico. separacao de fases. fase aquosa. organica contendo os
analitos.
1 2 3 4 5 6

A figura 3.5 representa a LLE com etapa Unica de extragdo dos

analitos. Para executar extragdes sucessivas, a fase aquosa retirada na etapa 5 deve
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ser devolvida ao funil de separacgéo, apos a retirada da fase organica, e entdo todo
procedimento é reexecutado a partir da segunda etapa. Vale ressaltar que
dependendo das misturas de solventes utilizadas na LLE a ordem de retirada das
fases aquosa e organica pode ser alterada, como no caso do uso de solventes
extratores mais densos do que a agua.

Para garantir a eficiéncia e seletividade da LLE &
imprescindivel a escolha adequada dos dois solventes imisciveis. Com relac¢do ao
solvente extrator, este deve possuir algumas caracteristicas para que possa ser
escolhido, como:®*

e Grau de pureza elevado;
e Baixa solubilidade na fase aquosa (geralmente inferior a 10%);
e Volatilidade alta para o estagio de concentracdo dos analitos;
e Compatibilidade com a técnica cromatogréafica escolhida.
Na Tabela 3.7 estdo descritos alguns exemplos de solventes

extratores adequados e inadequados para utilizacdo na LLE.

TABELA 3.7 - Exemplos de solventes adequados e inadequados para uso em
LLE.

Solventes orgénicos imisciveis Solventes Organicos
Solventes aquosos . BV A
em agua misciveis em &gua
Agua pura Hidrocarbonetos alifaticos Alcoois**
Solugdo acida Eter dietilico ou outros éteres Cetonas**
Solugdo Basica Cloreto de metileno Aldeidos**
Sal elevado (efeito salting-out) Cloroférmio Acidos carboxilicos**
Agentes complexantes Acetato de etila e outros ésteres Acetonitrila
Cetonas alifaticas (C6 e acima) Dimetilsulféxido
Alcoois alifaticos (C6 e acima) Dioxano
Tolueno, xilenos (absorvancia
uvh

Fonte: Majors, R. In: SNYDER, L. R.et al. (2009)*° (Adaptado). *Inadequados para LLE;
**Baixo peso molecular.

Em alguns casos podem ser feitas misturas de solventes organicos
para que se obtenha uma solucdo com caracteristicas ideais em relacdo aos

solventes puros individualmente.
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Além do tipo de solvente, o processo de equilibrio entre as fases pode
ser influenciado por fatores como o ajuste do pH, formacéo de pares i6nicos com
compostos ionizaveis, formacdo de complexos hidrofobicos e adicdo de sais
neutros.>

A LLE, assim como todas as técnicas de preparo de amostras,
apresenta algumas desvantagens como, por exemplo: extracao parcial de analitos
hidrofilicos pelo solvente organico, exige longo tempo de analise, necessidade de
solventes ultrapuros, formacao de emulsdes, necessidade de grandes volumes de
amostra e de solvente, dificuldade de automacdo e a toxicidade de alguns
solventes organicos.®> >3 No entanto esta técnica se destaca por ser simples e pela
possibilidade de utilizacdo de um grande numero de solventes disponiveis no
mercado, 0 que proporciona uma ampla faixa de seletividade e solubilidade. ¢

Apesar das desvantagens, a extracdo liquido-liquido é considerada
uma técnica classica de preparo de amostras e tem sido amplamente empregada
em diversos tipos de analises, como, por exemplo, para determinacdo de:
pesticidas em alimentos e em agua, farmacos em matrizes bioldgicas humanas.>”
%8 Em 2014 Panseri et al. publicaram um estudo de determinacdo de 28
pesticidas em amostras de mel, usando a LLE como técnica de extracdo. Os
resultados foram bastantes satisfatorios, uma vez que o método proposto
proporcionou porcentagens de recuperacdo entre 75% e 102%, para faixa de
trabalho de 10 e 50 ng g e boa linearidade, com os coeficientes de determinacéo
superiores a 0,99 para todos os analitos selecionados.®°

Em um trabalho publicado em 2020 por Wozniak e colaboradores foi
proposta a determinacdo de novas substéncias psicoativas em amostras de sangue
utilizando extracdo liquido-liquido. Para os 45 estimulantes estudados (11
anfetaminas e 34 cationas sintéticas) 0 método proposto se mostrou linear dentro
dos intervalos testados (R>0,9900), com recuperac@es variando de 83% até 106%
e limites de deteccdo e quantificagdo variando entre 0,02 e 0,72 ngmL?t e 1e 2,5

ng mL™?, respectivamente. !



25

Os resultados destes e de muitos outros trabalhos comprovam o quéo
versatil e eficiente é o método de extracdo liquido-liquido, o que faz com que ele

ainda seja muito usado, embora mais comumente com algumas modernizagoes.

3.5.3 Extracdo em fase solida (SPE)

A extracdo em fase solida (SPE do inglés Solid-Phase Extraction)
surgiu em meados da decada de 1970 como uma alternativa a técnica de extracao
liquido-liquido. A SPE é uma tecnica de preparo de amostras baseada nos
mecanismos de separacdo da cromatografia liquida de baixa pressdo, que
concentra e purifica os analitos das solugdes por sor¢cdo em fase sdlida.® & Este
tipo de preparo de amostra pode ser feito utilizando diferentes tipos de
dispositivos, como: discos, placa de 96 pocos, ponta da pipeta, fibra revestida,
barra de agitacdo (SBSE) ou cartucho, sendo este ultimo o mais usado (Figura 3.6
A).

Ao escolher a SPE como método de preparo de amostras deve-se
atender a algumas exigéncias da técnica, como: cartuchos perfeitamente
empacotados, previamente condicionados e um aparato especifico capaz de eluir
0 analito a vacuo (manifold) (Figura 3.6 B), alem de profissionais capacitados,

com conhecimentos tedrico e pratico da técnica.*?

FIGURA 3.6 - Cartucho (A) e aparato (B) necessario para a execucdo da SPE.
A Cartucho SPE B

—= s

|
P
Frita Q-‘I

z |
Sorvente _:J Manifold
Amostra Bomba a

ﬁ VACUO

Os cartuchos utilizados sdo compostos de uma camada de material

Colator

sorvente posicionada entre duas fritas (discos) de 20 um, cujo material de
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confeccdo pode variar entre polietileno, aco inoxidavel ou teflon. Em relacéo ao
corpo do cartucho, estes podem ser fabricados em vidro ou, mais comumente, em
polipropileno, com volumes variando de 1,0 mL a 6,0 mL, com 47 mm de
diametro.®*

Com relacdo a fase sorvente dos cartuchos, esta pode ser, em termos
de mecanismo de separacao, classificada em fase-normal, fase reversa ou em troca
ibnica. S4o usados os mais variados tipos de materiais, como: silica, alumina,
Florisil, Cyg, ciclohexil, poliamida, amina primaria-secundaria, amina quaternaria,
entre outros. A escolha do sorvente deve ser feito levando em consideragao as
propriedades de afinidade dos analitos.

Além do sorvente, o solvente de eluicdo usado no procedimento de
extracdo também deve ser avaliado, sempre levando em consideracdo as
caracteristicas dos analitos estudados. Na tabela a seguir (Tabela 3.8) esta
resumido um esquema geral da selecdo destes componentes da SPE para extragéo

de analitos com massa molar inferior a 2000 daltons.

TABELA 3.8- Esquema para selecdo de sorvente e solvente de eluicdo para
extracdo de analitos com massas molares inferiores a 2000 daltons.

Solubilidade Polaridade da - Solventes para
Solvente Fases solidas o i
da amostra amostra eluicdo dos analitos
Octadecil (C18),
Octil, (C8), Butil Hexano,
Apolar (C4), Dimetil (C2), Diclorometano,
Cicloexil, Fenil, Acetonitrila, Alcoois

Ciano
Cloroférmio,
Diclorometano,

Né&o AqUOSO Moderadamente Silica-gel, Florisil, -
Acetato de etila,

ibnico Alumina, Amino,
polar L .
Dimetilaminopropil

Alcoois, Agua
Em agua Cloroférmio,
Polar Ciano, Diol, Amino Diclorometano,
Poliamida Acetato dg etila,
Alcoois, Agua
Catibnico Ac!do carbon.|I|co, Tampdo &cido
Acido sulfénico
Ionico  Aquoso Amina quaternéria,
Anibnico Amino, Tampdo basico

Dimetilaminopropil
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Octadecil (C18),
Octil, (C8), Butil Hexano,

AQquoso Apolar (C4), Dimetil (C2), Diclorometano,
Cicloexil, Fenil, Acetonitrila, Alcoois
Ciano
Em solvente - - C[oroférmio,
Organico Organico Moderadamente S|I|ca_-gel, Flo_rlsn, D|clorometan_o,
polar Alumina, Amino Acetato de etila,
Alcoois
Ciano, Diol, Cloroformio,

Diclorometano,
Acetato de etila,
Alcoois

Organico Polar Amino,
Dimetilaminopropil

Fonte: JARDIM, I. C. S. F, 2015. (Adaptado).5?

Em termos gerais, a SPE é um procedimento cromatografico
semelhante a HPLC e é composta de 4 etapas: i) condicionamento do sorvente
com solvente adequado; ii) percolacdo da amostra; iii) limpeza da coluna para
retirada de interferentes; iv) eluicdo e coleta dos analitos,® representadas

esguematicamente na Figura 3.7.

FIGURA 3.7- Representacdo esquematica das etapas envolvidas na SPE.

Condicionamento do  Percolagéo da Retirada dos Eluigdo e coleta dos
sorvente amostra interferentes analitos.
<— Solvente PN ‘ Solvente—»
= == = = 4 =
Sorvente ot
T
=} Interferentes
Analitos Analitos—»

Fonte: ANDRADE-EIROA, A. etal., 2016 (Adaptado).®

Quando comparada com técnicas como a LLE, a extracdo em fase

sOlida apresenta algumas vantagens, como: maior tempo de armazenamento dos
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analitos, apos adsorvidos no sorvente, sem qualquer alteracdo na concentracdo ou
identidade, maior facilidade de execucdo, maior rapidez, extracdo de uma ampla
gama de analitos organicos, alta eficiéncia de extragéo, entre outras.®

A versatilidade da SPE faz com que esta técnica seja amplamente
empregada. No procedimento de preparo de amostras ela possui 6 propdsitos
principais:®

I- remocéo de interferéncias e "matadores de colunas”;
I1- concentracdo de elementos traco;

I1- dessalinizacéo;

V- troca de solventes;

V- derivatizagéo in situ;

VI-armazenamento e transporte de amostras.

A aplicacdo da SPE ¢ bastante diversificada, indo desde o uso para
clean-up de extratos até para determinacdo de narcéticos em matrizes bioldgicas,
de esteroides em matrizes ambientais, entre outros.®’: ©8: 69

De Toffoli e colaboradores publicaram em 2015 um trabalho em que
usaram SPE para determinacdo de Fipronil e trés metabolitos em matrizes
ambientais (agua, solo e sedimento). O método proposto proporcionou elevada
linearidade, com os coeficientes de correlagdo superiores a 0,979 para todos 0s
analitos, além de porcentagens de recuperacédo variando entre 88,26% e 111,75%
em todos os niveis de fortificacdo (40, 80 e 120 pg L?), com coeficientes de
variacéo inferiores a 15%."

Um exemplo mais recente do uso da SPE como método para extracao
foi publicado por Peng e colaboradores em 2019, onde foram determinadas 20
drogas de abuso e farmacos em agua potavel. Os resultados relatados neste
trabalho mostram que o método é bastante eficiente, pois as recuperagdes para a
maioria dos analitos variaram de 62% até 107%, com coeficientes de variacao
inferiores a 15%. Os limites de deteccdo e de quantificacdo do método variaram
de 0,01 até 1,09 ngL* e 0,02 até 3,64 ng L, respectivamente.”
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3.6 METODOS DE CALIBRACAO

Calibracdo € definida, segundo a IUPAC, no documento Vocabulary

of concepts and terms inchemometrics (IUPAC Recommendations 2016), como:

“Operacdo que, sob condigBes especificadas, em uma primeira etapa,
estabelece uma relacéo entre os valores da quantidade com as incertezas de medicao
fornecidas pelos padrdes de medicdo e as indicagbes correspondentes com as
incertezas de medicdo associadas e, em uma segunda etapa, usa essas informacdes
para estabelecer uma relacdo para obter um resultado de medicdo a partir de uma
indicacdo.”"

Este parametro pode ser expresso de diversas formas, como por
exemplo: declaracdo, funcéo, diagrama, tabela ou curva de calibracdo, sendo este
ultimo a expressao da relacdo entre a indicacdo e o valor da quantidade medida
correspondente.” 7* Em outras palavras, curva de calibracéo é a exibicéo grafica
da relacdo entre o sinal analitico e a concentracdo do analito.

Os métodos de calibracdo mais comumente usados sdo:

I- Padronizacdo externa;
II-  Padronizacdo interna;
I11-  Superposicao de matriz;

IV-  Adicéo padrdo.

3.6.1 Metodo de adicdo padrdo

O método da adicdo padrdo consiste na adicdo de quantidades
conhecidas do analito de interesse a aliquotas de iguais volumes da amostra, para
que o padréo e a amostra sejam medidos de uma Unica vez. Para quantificar o
analito de interesse em uma amostra usando este método, deve-se, primeiro,
relacionar as respostas obtidas com as concentracdes de padrdo adicionadas as
amostras. Entdo, constrdi-se uma curva de calibracéo e, pela extrapolacdo da reta

é determinada a concentracdo do analito presente na amostra analisada.”™
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Este método de calibracdo é particularmente Gtil na andlise de
amostras complexas nas quais os efeitos de matriz séo significativos.” Também
é indicada quando houver dificuldades em encontrar amostras isentas dos analitos
ou dificuldade de encontrar padrGes internos. Uma desvantagem significativa
deste método de calibracdo é que ele é bastante trabalhoso, além de demandar um

maior tempo para preparo e necessitar de uma maior quantidade de amostras.

3.6.2 Método da calibracéo por padrdes externo

O metodo de padronizagédo externa é utilizado para calibracdo de
instrumentos e procedimentos quando ndo ha interferéncias oriundas da matriz.
Este método consiste na comparacdo do sinal analitico do analito a ser
quantificado na amostra com sinais analiticos do mesmo analito obtido com
solugBes-padrao de concentracdes variadas e conhecidas. Neste tipo de calibragéo,
as solucdes-padrédo sdo preparadas em solventes e analisadas separadamente das
amostras.”

Uma série de fatores pode afetar a qualidade da calibracdo por
padronizacdo externa, entre eles pode-se citar: efeito matriz, devido a
componentes estranhos presentes nas amostras, mas ndo nos padrdes; diferencas
nas variaveis experimentais no momento da anélise dos padrdes e das amostras;
contaminacédo durante a etapa de amostragem ou de preparo de amostras; erros
sistematicos, como por exemplo preparacéo incorreta dos padrdes, entre outros.

Por este método ser tdo susceptivel a erros, a calibracdo deve ser feita

a cada analise.

3.7 VALIDACAO DE METODO

Apbs o desenvolvimento de um método analitico, uma série de

verificacbes devem ser realizadas antes de coloca-lo em uso rotineiro. Essas
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verificagcdes sédo conhecidas coletivamente como validagao, e tem por objetivo
garantir que as caracteristicas de desempenho do método sejam compreendidas e
demonstrar que ele é cientificamente valido nas condi¢cdes em que deve ser usado.
Através de estudos laboratoriais sistematicos, o procedimento de validacdo
estabelece se um método é, de fato, adequado para o propédsito que foi
desenvolvido.™

Os parametros de desempenho de metodo, também conhecidos por
figuras de mérito, que sdo tipicamente avaliados no processo de validagéo, sdo:
aplicabilidade, seletividade, linearidade, exatidao, precisao, recuperacao, faixa de
operacao, limite de quantificacdo (LQm), limite de deteccdo (LDy,), sensibilidade
e robustez.”

A validacdo de meétodo € regulamentada por 6rgéos especificos. No
Brasil existem dois que fazem este trabalho: a ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) através da Resolucdo RDC 166 de 24/07/2017,® e o
INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia) com o
documento DOQ-CGCRE-008 revisédo 09 de junho de 2020.7

E fato que a validagdo de método é considerada de extrema
importancia para um laboratorio analitico, uma vez que o uso de métodos
validados confere credibilidade aos laboratdrios No entanto, vale ressaltar que a
validacdo de método é apenas uns dos requisitos necessarios para atestar a
confiabilidade dos laboratérios, sendo necessario, ainda, a acreditacdo destes

pelos 6rgéos regulamentadores.

3.7.1 Tipos de validacdo de método

E possivel encontrar relatos na literatura duas principais abordagens
para validacdo de métodos: a abordagem de comparacdo interlaboratorial e a

abordagem de laboratdrio Gnico.
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Quando estd sendo desenvolvido um método e este terd um amplo
uso, como um procedimento padronizado e publicado, por exemplo, um estudo
colaborativo €, provavelmente, a forma preferivel para realizar a validacéo, pois
assim o método demonstrard ser robusto. Esta abordagem reduz a carga de
trabalho dos laboratorios pois, se um método for validado por uma organizacao
de aprovacdo de padrbes, o usuario deverd apenas verificar os parametros de
desempenho publicados, ou adequéa-los ao seu uso do método.

A abordagem de laboratorio Unico é recomendada quando um
método esta sendo desenvolvido para uso interno de um laboratério, por exemplo,
mas ndo estara disponivel como padrdo publicado. Um outro momento em que
este tipo de validacdo € indicado é quando existe outros laboratorios

concorrentes.8°

3.7.2 Parametros avaliados no processo de validagéo

3.7.2.1 Seletividade

O estudo da seletividade de um método se refere a capacidade deste
de identificar ou quantificar um determinado analito, com precisdo, na presenca
de outros componentes, como: outros analitos, componentes da matriz, impureza,
diluentes, entre outros.’®

A seletividade é um pardmetro que fornece uma ideia da
confiabilidade do método analitico. O termo seletivo é usado para se referir ao
método que produz resposta para varios analitos quimicos, mas que pode
distinguir a resposta de um analito da de outros.”

E comum encontrar na literatura estudos que usam o0s termos
seletividade e especificidade de forma indistinta, embora este ultimo se refira,

geralmente, a um método que produza resposta para um Gnico analito apenas.!
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Quando se trabalha com um método cromatografico, uma forma
simples de atestar sua seletividade é observando se ocorre a co-eluicdo de picos
dos analitos com picos de interferentes. Esta averiguacdo é feita injetando um
branco obtido a partir da amostra de estudo e observando se ocorre a sobreposi¢ao

dos picos dos analitos com os picos dos interferentes.

3.7.2.2 Linearidade

A linearidade de um método analitico esta relacionada a capacidade,
dentro de uma determinada faixa de trabalho, de obter resultados de testes que
sejam diretamente proporcionais a concentracdo de analitos nas amostras.’’

A determinacdo da linearidade é determinada por uma serie de
injecdes de padrdes em diferentes concentragfes. Com relacdo a quantidade de
injecOes, réplicas e o intervalo de concentracdo usados na determinacdo da
linearidade, tanto o protocolo da ANVISA quanto o do INMETRO recomendam
que sejam usadas, no minimo, 5 diferentes niveis de concentracdo, com analises
feitas em no minimo triplicata.”® "

Para a avaliacdo da linearidade de um método analitico, além dos
calculos de regressdo linear devem ser feitos, também, célculos dos valores
residuais, que representam as diferencas entre o valor observado e o valor
calculado pela equacéo da reta de regressédo para cada valor de x. A linearidade é
confirmada se os valores residuais estiverem distribuidos aleatoriamente sobre a
linha de regressdo, enquanto que tendéncias sistematicas indicam indicios de néo

linearidade.’”: 78 79

3.7.2.3 Efeito Matriz

De acordo com a IUPAC, o efeito matriz é definido como a
combinacéo dos efeitos de todos os componentes da amostra, exceto o analito, na

medicéo da quantidade.??
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O efeito matriz (EM) pode gerar diversas alteragdes em durante o
procedimento de andlise cromatografica, como: i) mascaramento de pico de
interesse; ii) erros de identificacdo dos analitos, devido a resultados falso
positivos; i) superestimacéo de resultados, ocasionada pela elevacao no sinal do
detector, além de proporcionar porcentagens de recuperacéo superiores a 100%.83

O efeito matriz pode ser determinado relacionado a inclinagéo de
uma curva analitica construida na matriz com a inclina¢do de uma construida no

solvente, como mostrado na equacéo (3.5), mostrada a seguir:

Slope na matriz

EM (%) =| — 1] x 100 (3.5)

Slope no solvente

onde 0 EM (%) < 0 indica que ha supressao de sinal, enquanto que este valor >0

indica a ocorréncia de aumento na ionizacéo.®
3.7.2.4 Precisao

O estudo da precisédo é feito com o intuito de avaliar a concordancia
(grau de dispersdo) entre os resultados obtidos para uma série de medidas feitas
para uma mesma amostra. A precisdo pode ser expressa de trés formas
diferentes:’’

) Repetibilidade: também conhecida como precisdo intra-ensaio, expressa
a precisdo sob as mesmas condi¢bes operacionais, em um curto intervalo
de tempo, mantendo o0 mesmo analista e 0 mesmo equipamento;

i)  Precisdo intermediaria: expressa a precisdo dentro das variacdes do
laboratério (dias diferentes, analistas diferentes, equipamentos
diferentes, etc);

iii)  Reprodutibilidade: expressa a precisdo entre laboratérios (estudos

colaborativos).
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A precisdo pode ser expressa, matematicamente, em termos de
coeficientes de variacdo (CV%), também chamado de desvio padréo relativo

(DPR), conforme equacéo (3.6) a seguir:™

CV=2 x 100% (3.6)
Onde:
CV= coeficiente de variagéo;
S= desvio padrao;

X=média das determinacdes.

Os valores aceitaveis para CV% levam em consideracdo a faixa de
determinagdo dos analitos e a complexidade da matriz. E importante para os
laboratorios estabelecer critérios de aceitacdo para os valores de CV%. Os limites

aceitaveis para o coeficiente de variacao estdo descritos na Tabela 3.9.

TABELA 3.9- Valores de %CV aceitaveis em funcdo da concentracdo dos
analitos, independente da natureza do analito, da matriz e do método utilizado.

Analito  Proporgéo do Unidade Horwtiz" AOAC
% analito CV% CV%
100 1,00 100% 2 13
10 1,00E-01 10% 3 1,9

1 1,00E-02 1% 4 2,7
0,1 1,00E-03 0,1% 6 3,7
0,01 1,00E-04 100 ppm 8 53

0,001 1,00E-05 10 ppm 11 7,3

0,0001 1,00E-06 1 ppm 16 11

0,00001 1,00E-07 100 ppb 22 15

0,000001 1,00E-08 10 ppb 32 21

0,0000001 1,00E-09 1 ppb 45 30

Fonte: AOAC, 2016 (Adaptado).®® *Valores de coeficiente de variagio
preditos pela equacdo de Horwtiz.

Quando a precisao for expressa como repetibilidade, deve-se adotar
como critério de aceitacdo para 0 CV% os valores descritos na coluna AOAC. No
entanto, se a precisdo for expressa como reprodutibilidade deve-se levar em

consideracéo os valores de CV% preditos pela equacdo de Horwtiz.
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3.7.2.5 Exatidao

A exatiddo de um método analitico expressa a proximidade de
concordancia entre os resultados individuais obtidos com o método em estudo e
um valor de referéncia aceito como verdadeiro.”® Os valores aceitos variam de
acordo com a concentracdo de trabalho, sendo encontrada uma faixa de valore
mais ampla quando se trabalha com concentracdes altas e uma faixa de valor mais
estreita para niveis tragos.

A exatiddao de um método pode ser determinada de algumas formas
diferentes: 77 78: 8

1) Uso de material de referéncia certificado (CRM), que deve ser fornecido
por instituicdes reconhecidas e confiaveis, como NIST (National
Institute of Standards and Technology), FAPAS (Food Analysis
Performance Assessment Scheme);

i)  Comparacdo de método. Neste caso, compara-se o resultado obtido com
0 método em desenvolvimento com o obtido com um método
reconhecido por ser exato.

i)  Adicdo padrao;

iIv)  Ensaios de recuperacao.

A exatiddo deve ser expressa pela relacdo percentual de recuperacéo
do analito de concentragdo conhecida adicionada a amostra ou pela relagéo entre
a concentracdo média, determinada experimentalmente, e a concentracao
tedrica.”

Os intervalos de valores de recuperagdo aceitos para atestar a
exatiddo de um método também variam de acordo com a faixa de concentracéo

de trabalho e estao relacionados na Tabela 3.10.
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TABELA 3.10- Valores das porcentagens de recuperacdo aceitaveis em funcéo
da concentracgéo dos analitos, independente da natureza do analito, da matriz e do
método utilizado.

Analito  Proporcao do Unidade Média de
% analito Recuperacéo (%)
100 1,00 100% 98-102
10 1,00E-01 10% 98-102

1 1,00E-02 1% 97-103
0,1 1,00E-03 0,1% 95-105
0,01 1,00E-04 100 ppm 90-107

0,001 1,00E-05 10 ppm 80-110

0,0001 1,00E-06 1 ppm 80-110

0,00001 1,00E-07 100 ppb 80-110

0,000001 1,00E-08 10 ppb 60-115

0,0000001 1,00E-09 1 ppb 40-120

Fonte: AOAC, 2016.%
3.7.2.6 Limite de deteccdo e de quantificacédo

O limite de deteccdo (LOD do inglés Limit of detection) é definido
como o menor valor da concentracdo de um analito na amostra em que se pode
ser detectado, mas ndo necessariamente quantificado sob as condigdes
estabelecidas para o ensaio.%®

O limite de deteccdo pode ser determinado de diferentes maneiras,
como: método visual, relacdo sinal-ruido e pelo método baseados nos parametros
da curva de calibracdo. Quando utilizada a segunda forma de determinacéo, a
relacdo sinal-ruido deve ser de 3:1 ou 2:1.78 7

Outra maneira de determinar o LOD do método através do limite de
deteccdo instrumental, utilizando a equacédo (3.7), como descrito por Vieno et

al.:8’

LDI x 100
% Rec x F

LOD= (3.6)

Onde,
LDI= limite de deteccdo instrumental;

%Rec= porcentagem de recuperacao absoluta;

F= fator de concentracao.
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O limite de quantificacdo (LOQ do inglés Limit of quantification) &,
por definicdo, o menor valor de concentracdo do analito na amostra que possa ser
determinado de forma quantitativa com precisao e exatidao adequadas. Este é um
parametro de ensaios quantitativos para baixas concentracbes de analitos em
matrizes de amostras e é utilizado para a determinacao de impurezas e/ou produtos
de degradacéo.®®

Assim como o LOD, o limite de quantificacdo também pode ser
determinado pelas mesmas maneiras. No entanto, alguns ajustes devem ser feitos,
como por exemplo: ao usar o método sinal-ruido, esta relacdo deve passar de 3:1
ou 2:1 para 10:1.Contudo, relac6es sinal/ruido de 6:1 e 5:1 também podem ser
adotadas, em funcédo do método.™

A abordagem descrita por Vieno et al. também pode ser usada,
contudo, o LDI deve ser substituido pelo limite de quantificacdo instrumental,

dando origem a seguinte equacéo (3.8):

LQI x 100 (3.7)

% Rec x F

LOQ=

Onde,
LQI= limite de quantificacdo instrumental;
%Rec= porcentagem de recuperacéo absoluta;

F= fator de concentracao.
ApoOs a determinacdo do LOQ, este deve ser confirmado

experimentalmente, onde sera avaliado se a concentracdo do LOQ apresenta

precisdo e exatiddo aceitaveis.”

4 MATERIAL E METODOS
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4.1 Periodo de amostragem

As coletas de amostras nas areas de estudo localizadas na Sub-Bacia
Hidrografica do Ribeirdo Feijao foram feitas no periodo em novembro de 2019,
marco e agosto de 2020, totalizando 3 coletas nesta regido. Na Sub-Bacia

Hidrografica do Rio Quilombo foi feita apenas 1 coleta, em agosto de 2021.

4.2 Coleta e Condicionamento das amostras

As amostras foram coletadas em 8 pontos distintos, 4 pertencentes a
SBHRF e 4 a SBHRQ, ambas no Municipio de Sdo Carlos. A localizacdo dos

pontos esta representada na Figura 4.1.

FIGURA 4.1-Localizagdo dos pontos de coleta de amostra no municipio de So
Carlos.

Legendas
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Quilombo

L
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P6- Ribeirdo dos Negros

P7- Cachoeira da Alegria- Reservatério
P8- Rio Quilombo

Rio do Quilombo

Ribeirdo dos Negros
Divisa do Municipio de S&o Carlos

Divisa das Sub-Bacias Hidrograficas
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Fonte: FUSP,2011%. Adaptado.

As amostras solidas foram coletadas com sondas de amostragem e
armazenadas em recipientes plasticos de 250 mL de capacidade, enquanto as
amostras de dgua foram armazenadas em garrafas de vidro com 1 L de capacidade.
Todas as amostras foram mantidas refrigeradas em caixas térmicas até a chegada
ao laboratorio.

As amostras sélidas (solo e sedimento) foram secas em estufa com
circulacéo de ar por, aproximadamente, 48 horas a temperatura de 40 °C. Depois
de secas as amostras foram trituradas com auxilio de almofariz e pistilo, seguido
de peneiracdo em peneira granulométrica com malha de 60 mesh.*°

Apobs peneiradas, as amostras foram colocadas em sacos plasticos e
armazenadas no freezer, a aproximadamente -20 °C.

As amostras liquidas foram filtradas em um sistema a vacuo (Figura
4.2) usando filtros de microfibra de vidro de trés porosidades diferentes, sendo o

primeiro de 1,2 um, o segundo de 0,7 um e por ultimo o de 0,45 pm.

FIGURA 4.2- Representacédo do sistema usado para filtrar as amostras de agua.
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Apos a filtragdo as amostras foram armazenadas em garrafas de

vidro ambar de 1 L de capacidade e mantidas refrigeradas a temperatura de 4 °C.

4.3 Limpeza de vidrarias

Todas as vidrarias utilizadas foram lavadas com detergente neutro
Extran MA 02 (Merck), enxaguadas em &gua corrente e deixadas submersas em
uma solucdo aquosa 2% (v/v) do mesmo detergente por cerca de 12 horas.
Posteriormente foram enxaguadas com agua da torneira, 4gua ultrapura e porgdes
de acetona (P.A, Synth). Apds a evaporacdo completa do solvente, as vidrarias,
com excecdo das volumétricas, foram levadas a mufla por, no minimo, 5 horas
com temperatura de 400 °C.

Os vials e inserts usados foram submetidos ao mesmo procedimento
de limpeza descrito anteriormente. No entanto, antes de serem levados a mufla,
foram colocados no ultrassom com trés solventes diferentes: agua ultrapura,

acetona e etanol, por uma hora cada.

4.4 Solventes, padrdes primarios, sais, adsorventes usados e

Membranas e cartuchos

No preparo das solugbes padrdo dos analitos foram usados hexano
(Sigma-Aldrich), acetona (Applichem) e metanol (Merck), todos grau HPLC.

Para as extracOes dos analitos foram utilizados acetona (Applichem),
acetato de etila (Merck), acido acético (Sigma-Aldrich), metanol (Merck),
acetonitrila (Merck) todos grau HPLC e agua ultrapura obtida pelo sistema de
purificacdo Sartorius®. No ajuste da forca idnica da fase movel do eluente para
as determinacdes em HUPLC foi usado hidroxido de amonio (Sigma-Aldrich).

Os sais usados para execucdo dos procedimentos de extracdo foram:

cloreto de sédio (99%) e acetato de sodio (98%), ambos da marca Synth, sulfato
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de magneésio (98%) Vetec e amina primaria secundaria (PAS) adquirida da
Supelco, este Gltimo usado como adsorvente na etapa de clean-up.

Os padrdes primarios utilizados foram: mix de pesticidas
organoclorados CRM46960 (Supelco), PCB n° 52 (99,5% Sigma-Aldrich), 17-a-
etinilestradiol (99,0% Dr. Ehrenstorfer), 17-B-estradiol (96,0% Dr. Ehrenstorfer),
1-hidroxi-ibuprofeno (99,6% Fluka Analytical), 2-hidroxicarbamazepina, 2-
hidroxi-ibuprofeno (99,1% Fluka Analytical) atenolol (99,0% Dr. Ehrenstorfer),
cafeina (98,5% Dr. Ehrenstorfer), carbamazepina (99,5% Dr. Ehrenstorfer),
Carboxi-ibuprofeno (99,4% Fluka Analytical), diclofenaco (99,5% Dr.
Ehrenstorfer), estrona (99,5% Dr. Ehrenstorfer), ibuprofeno (99,0% Dr.
Ehrenstorfer), naproxeno (99,0% Dr. Ehrenstorfer), paracetamol (99,91% Dr.
Ehrenstorfer), propranolol (99,5% Dr. Ehrenstorfer). Os padrdes isotopicamente
labeis, usados como padréo interno (atenolol-d7, cafeina-d3, carbamazepina-d10,
diclofenaco-d4, ibuprofeno-d3, naproxeno-d3, propranolol-d7) foram todos
adquiridos da CND lIsotopes.

Os cartuchos usados para a determinacdo de farmacos em agua foi o
Oasis HLB 6c¢c, adquirido da Waters.

Para a filtracdo das amostras foram usados filtros de microfibra de
vidro (Sartorius) com trés porosidades diferentes: 0,45 um, 0,7 ume 1,2 um. Para
filtrar os extratos foi usado filtro de seringa membrana PTFE hidrofobico

(Analitica) com 0,22 pum de porosidade.

4.5 Instrumentacao

A instrumentacdo utilizada para o desenvolvimento deste trabalho
foi:
- Balanca analitica Shimadzu modelo ATX224, com precisdo de 0,0001 g;
- Agitador tipo vortex Phoenix Lufergo modelo AP-56;
- Estufa Marconi modelo MA 035/64;
- Centrifuga Fanem Excelsa Il 206 MP;
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- Evaporador rotativo fisatom 802;
- Forno mufla Quimis;
- Dry block Solab SL 25/16;
- Micropipetas: 0-10 pL, 10-100 pL, 1000-5000 pL (Labmate), 100-1000 pL
(Eppendorf);
- Peneiras granulométricas Granutest de 60 Mesh;
- Sistema de Purifica¢do de 4gua Satorius arium comfort;
- Sistema de filtracdo a vacuo;
- Sistema de GC-ECD- Cromatdgrafo a gas Shimadzu modelo GC2010, com a
seguinte configuracéo:
- Gas de arraste: Nitrogénio 6.0 (99,9999%);
- Injetor automatico Shimadzu AOC-20i;
- Microseringa de vidro (Hamilton);
- Coluna capilar RTX-5 (30 m x 0,25 mm id x 0,25 um de espessura de
filme);
- Detector de captura de elétrons
- Sistema de aquisicédo de dados GCSolution.
- Sistema de UPLC- MS/MS- Cromatografo liquido Waters ACQUITY UPLC,
com as seguintes configuracgoes:
- Gerenciador de solventes binario ACQUITY UPLC;
- Gerenciador ACQUITY UPLC (EUA);
- Coluna ACQUITY UPLC BEH C18 (50 mm x2,1 mm, 1,7 um) Waters;
- Coluna de guarda de mesmo material Waters;
- Detector de espectrometro de massa Waters, UK;

- Fonte de ions de eletrospray.

4.6 Preparo das solugGes padréo
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Todas as solucdes estoques utilizadas no desenvolvimento deste
trabalho foram preparadas, de forma individual, a partir da pesagem de padrdes
sélidos, na concentracdo de 100 mg L™, em metanol, no caso dos farmacos, e em
hexano, no caso dos pesticidas organoclorados. Estas solugbes foram
armazenadas em frascos ambar previamente lavados e aquecidos em mufla a 400
°C, por cerca de 5 horas e mantidas refrigeradas, a aproximadamente -20 °C.

As solucdes de trabalho usadas para a construcdo das curvas
analiticas e para a fortificacdo das amostras, foram preparadas nas concentracfes
desejadas em forma de mix através da diluicdo das solucdes estoques. Estas

também foram mantidas refrigeradas a -20 °C e foram renovadas a cada 3 meses.

4.7 Condicbes cromatograficas e avaliacdo dos parametros

Instrumentais

4.7.1 Condicoes de operacao do GC-ECD

As determinacdes dos pesticidas organoclorados foram feitas num
sistema cromatografico a gas Shimadzu, modelo GC-2010, equipado com
detector de captura de elétrons, coluna capilar a RTX-5 (30 m x 0.25 mm i.d x
0.25 um de espessura do filme) e gas de arraste nitrogénio 6.0 (99,9999%), numa
vazdo de 3 mL mint. Um sistema de injecdo automatica Shimadzu modelo AOC-
20i foi empregado no modo splitless. A programacdo usada no forno

cromatografico esta descrita na Tabela 4.1:

TABELA 4.1 - Programacdo do forno cromatografico usada na determinacéo de
pesticidas organoclorados.

Taxa (°C min') T (°C) Tempo (min)
- 100 1
200
230

8 280 5
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As temperaturas do injetor e do detector foram mantidas a 250 °C e
300 °C, respectivamente.

Para a averiguacao dos tempos de retencao dos analitos foi injetado
uma solucao do padrdo mix dos analitos junto com os padrdes internos de 50 ppb,
em hexano.

Foram testados quatro padrées internos: 2 - clorobifenil (PCB n° 1),
4 - clorobifenil (PCB n° 3), 4,4’- diclorobifenil (PCB n° 15) e 2,2°,5,5* -
tetraclorobifenil (PCB n°® 52) para uso no estudo. Os PCB’s foram selecionados
para avaliacdo por possuirem estruturas moleculares proximas as dos analitos em

estudos. Algumas de suas caracteristicas estdo descritas na Tabela 4.2.

TABELA 4.2 - Férmulas estruturais, solubilidade em agua (SA) em mol L%,
formula molecular (FM), coeficiente de particdo octanol-4gua (Pow) em log Pow.

PCBnNn°1 PCB n°3 PCB n°15 PCB n°15
cl Cl Cl
“ ata¥s
¢ cl cl
FM=C,HsClI FM=C1,HoClI FM=C1,HsCl» FM=C1,H¢Cl,4
S.A=256x10"° S.A=7,10x 10°® S.A=2,78 x 107 S.A=5724x10%
Pow: 4,53 Pow: 4,61 Pow: 5,23 Pow: 6,09

Fonte: PubChem.

Com a finalidade de garantir a qualidade dos resultados, foi utilizado
um cromatografo a gas com detector de espectrometro de massas (GC-MS)
Shimadzu QP2010, operado no modo full-scan, para determinar os tempos de
retencdo dos analitos. O equipamento foi operado com as mesmas condicdes
empregadas no GC-ECD. Os tempos de retencdo do analitos obtidos pela analise

com GC-MS sdo mostrados na Tabela 4.3;

TABELA 4.3- Tempos de retencdo (Tr) obtidos para os analitos a partir da técnica
de GC-MS.

Analito Tr (min)
a-BHC 16,71
y-BHC 18,18

B-BHC 18,34
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5-BHC 19,67
Heptacloro 21,69
PCB n° 52 22,81
Aldrin 23,28
Heptacloro epoxido 25,25
o -Endosulfan 26,88
Dieldrin 28,2

4,4°-DDE 28,38
Endrin 29,3

B -Endosulfan 29,89
4,4°-DDD 30,65
Endrin aldeido 30,99
Endosulfan Sulfato 32,55
4,4-DDT 32,82
Metoxicloro 36,77

4.7.2 — CondicgOes de operacdo do UPLC- MS/MS

As determinagdes dos farmacos foram feitas em um cromatografo
liquido de ultra performance acoplado a um espectrdmetro de massa triplo
quadrupolo (TQD), usando um gerenciador de solvente binario Waters
ACQUITY UPLC.

A coluna usada para as separagoes foi a ACQUITY UPLC BEH C18
(50 mm x 2,1 mm, 1,7 um) Waters, precedida de uma pré-coluna de mesma fase
estacionaria. A coluna foi mantida em 40 °C. As injecOes foram realizadas por
meio do injetor automatico, empregando um volume de 10 pL, e mantidas
refrigeradas em 10 °C até o0 momento da injecéo.

A fase movel empregada na separacdo cromatografica foi agua
(2,5%x102 mol L de NH;OH) (A) e metanol (B), operando no modo gradiente

conforme descrito na tabela 4.4, com fluxo de 0,45 mL min.

TABELA 4.4- Gradiente utilizado para a elui¢do dos compostos.

Tempo (min) %A %B

- 80,0 20,0

1,20 80,0 20,0

Gradiente 5,80 5,0 95,0
6,70 50 95,0

6,80 80,0 20,0

8,60 80,0 20,0

Em relacdo ao detector, foi usado um espectrometro de massa

(Waters, UK) equipado com uma fonte de ionizacdo de eletrospray (ESI) e as
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andlises foram realizadas tanto no modo de ionizacgdo positiva quanto negativa,
sendo o primeiro modo aplicado a cafeina, atenolol, carbamazepina, propranolol,
2-hidroxi-carbamazepina e CBZ-DiOH, e o segundo modo aplicado ao demais
farmacos.

As configuracbes usadas no detector foram as seguintes:
temperatura de solvatagédo ajustada para 500 °C; tenséo capilar de 3 kV e 2,5 kV
para 0s modos de ionizacdo positiva e negativa, respectivamente; fluxo do géas de
dessolvatacéo (nitrogénio) de 750 L h* e fluxo do gas de colisdo (argonio) de 3
X107 mbar.

As determinacOes e quantificacbes foram feitas no modo de
monitoramento de reacOes selecionadas, onde cada uma das moléculas de
farmacos foi monitorada pela transicdo de maior abundancia entre um ion

principal e suas fragmentac6es, mostrados na Tabela 4.5.

TABELA 4.5- Voltagem do cone, energia de colisdo e transicdes monitoradas na
determinacéo dos analitos usando o espectrometro de massas.

Voltagem Energia de Energia
Analitos SRM1 do cone Colisdo (V) SRM2 de colisdo
(eV) V)
Modo de ionizagdo: positiva
2-hidroxi-carbamazepina 253,2>208>2 30 20 235,1>210,0 20
Atenolol 267,0>145,0 32 30 267,0>190,0 20
Atenolol-d; 274,0>145,0 32 28
Cafeina 195,0>42,0 35 30 195,0>138,0 20
Cafeina-ds 198,0>138,0 35 22
Carbamazepina 237,1>192,0 33 20 237,1>194,0 20
Carbamazepina-dio 247,0>204,0 33 25
CBZ-DiOH 271,0>236,0 15 9 271,0>253,0 9
Propanolol 260,1>72 34 24 260,1>116,0 22
Propanolol-d; 267,2>72,0 34 35
Modo de ionizagdo: negativa
17-a-etinilestradiol 295,2>145,0 55 40 295,2>159,0 34
17-o-etinilestradiol-d4 299,2>147,0 55 49
17-B-estradiol 271,2>145,1 53 35 271,2>283,1 40
17-B-estradiol-ds 276,2>147,0 53 40
1-hidroxi-ibuprofeno 221,3>159,3 14 10 231,3>177,30 8
2-hidroxi-ibuprofeno 221,3>177,3 15 8
Diclofenaco 294,0>250,1 20 12 296,0>252,0 12
Diclofenaco-ds 298,0>254,0 20 12
Estrona 269,1>143,0 53 40 269,1>145,0 38

Estrona-d, 273,2>147,0 53 35
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Ibuprofeno 205,1>161,1 15 8
Ibuprofeno-d; 208,0>164,0 15 8

Naproxeno 299,0>170,1 15 15 229,0>185,1 8
Naproxeno-ds 232,0>188,0 12 8

Paracetamol 150,0>107,1 34 18
Paracetamol-ds 153,0>107,0 32 18

4.8 Procedimento de preparo das amostras solidas para determinacao de

pesticidas

A etapa QUEChERS do procedimento de preparo de amostras sem a
etapa clean-up, consistiu em:

- Pesagem de 2,0 g de amostras de solo em um tubo de polipropileno do tipo
falcon com capacidade de 15,0 mL;
- Adicdo de 5,0 mL de solvente extrator;
- Agitacdo em vortex por 1 min, seguida da adicao de 1,0 g de MgSO4 + 0,2
g de NaCl + 0,2 g de NaAc;
- Agitacdo em vortex por 30 s seguido de centrifugacdo por 5 min a 3500

rpm.
4.8.1 etapa clean-up do método QUEChERS

Com o intuito de obter extratos com menor nimero de interferentes
e, consequentemente, melhorar a qualidade da analise cromatografica foi feita a
etapa de clean-up, onde todo o sobrenadante obtido apos a Ultima centrifugacéo
na etapa QUEChERS foi transferido para outro tubo falcon contendo 0,150 g do
adsorvente amina primaria-secundéria (Primary Secondary Amine- PSA) + 0,150
g de MgSO,. O tubo foi agitado em vortex por 30 s e depois centrifugado por 5
min a 3500 rpm.

4.8.2- Concentragédo dos extratos
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Com objetivo de melhorar o sinal cromatografico dos analitos foi
feita a etapa de concentracdo dos extratos. Para isso, todo sobrenadante obtido
apos a clean-up foi transferido para um tudo de ensaio de vidro e levado ao dry
block com fluxo de nitrogénio (bloco aquecido a 50 °C) para evaporacao parcial
do solvente, até cerca de 200 L.

O extrato foi transferido para um vial e o tubo foi lavado com 3
por¢oes (400 uL cada) de acetona HPLC, que também foram juntados ao extrato.
Os vials foram mantidos sob fluxo de nitrogénio até a completa evaporacdo do
solvente. Entdo, 1000 pL de hexano HPLC foram adicionados ao vial e agitados
em vortex. Este extrato foi filtrado em filtro de seringa membrana PTFE 0,22 um

de porosidade, seguido da adicéo de padrdo interno e de analise cromatogréafica.

4.9 Procedimento de preparo das amostras de dgua para determinacao

de pesticidas

As determinacdes dos pesticidas em adgua foram feitas com o método
LLE. Para isso, a amostra, em temperatura ambiente, foi colocada em um funil de
separacdo e em seguida adicionado 5,0 g de NaCl. O funil foi agitado
vigorosamente, até a completa dissolucéo do sal.

Em sequida, foi adicionado 1/3 do volume total de solvente extrator
(acetato de etila acidificado com 1% (v/v) de acido acético) e o funil foi agitado
vigorosamente, com constante alivio de pressdo, por aproximadamente 1 min. O
funil foi deixado em repouso até a completa separacédo das fases.

Ent&o, a fase orgénica foi recolhida para um baldo de fundo redondo
e a amostra foi devolvida para o funil. Este procedimento foi repetido por mais
duas vezes.

Ao final, o baldo contendo o extrato foi levado ao evaporador
rotativo, com a temperatura do banho a 60 °C, para a evaporacao parcial do

solvente, até aproximadamente 300 pL. O extrato foi transferido para um vial e 0
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bal&o foi lavado com 3 porcdes (400 pL cada) de hexano HPLC, que também
foram juntados ao extrato.

Os vials foram levados ao dry block com fluxo de nitrogénio até a
completa evaporacdo do solvente. Apds totalmente secos, 1000 pL de hexano
HPLC foram adicionados ao vial e agitado em vortex, seguido de adi¢édo de padréo

interno e de anélise cromatografica.

4.10 Procedimento de preparo de amostras para determinacdo de

farmacos

As determinag6es de farmacos foram feitas com o método de SPE.
Assim, o primeiro procedimento foi o condicionamento dos cartuchos.

Os cartuchos Oasis HLB 6cc foram condicionados pela passagem de
2 aliguotas de 5 mL de metano HPLC, seguida de mais 2 aliquotas, de mesmo
volume, de &gua ultrapura. Este procedimento foi feito sem o uso de vacuo, apenas
pela gravidade.

Para extracdo dos analitos, 500 mL de &gua, em temperatura
ambiente, j& com a solucdo padrdo dos analitos deuterados adicionada, foram
percolados pelos cartuchos com o auxilio de uma bomba peristaltica, com fluxo
de 6 mL min (Figura 4.3-A).

Apols o término da passagem da amostra, os cartuchos foram
colocados no manifold (Figura 4.3-B) e, sob vacuo, foram passados 10 mL de
agua ultrapura. Em seguida, ainda sob vacuo, os cartuchos foram secos por 45

min.
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Figura 4.3- Representacdo do processo de percolagcdo das amostras de dgua pelos
cartuchos (A) e da etapa de secagem dos cartuchos usando o manifold (B).

/?, ——

Apbs este periodo, sem o uso de vacuo, foram passados pelo cartucho
2 aliquotas de 3 mL de metanol HPLC e 1 aliquota, de mesmo volume, de
metanol:acetona (1:1). Os solventes foram recolhidos em tubos de ensaio de vidro
e levados dry block com fluxo de nitrogénio (bloco aquecido a 45° C) para
evaporacao parcial, até cerca de 200 pL. O extrato foi transferido para um vial,
onde foi completamente seco.

Os analitos foram ressuspendidos em 1 mL de metanol:dgua (20:80)

e levados para analise cromatogréfica.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Condicdes cromatogréaficas e parametros instrumentais

5.1.1 Condicdes operacionais do GC-ECD

Operando o equipamento com as condi¢cbes cromatogréaficas
apresentadas anteriormente (Item 4.5.1) todos os analitos foram separados em,
aproximadamente, 37 min., com resolucdo superior a 1,26, com excecdo do par
Dieldrim/4,4-DDE, que apresentou resolucédo de 0,72, como mostrado na imagem

a seguir (Figura 5.1):
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Figura 5.1-Cromatograma obtido com a inje¢do de uma solucdo mix de analitos
(25 pg L) e uma solugéo de padrédo interno (IS - 25 g L), ambas preparadas
em hexano.
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1- 0-BHC; 2- y-BHC; 3- B-BHC; 4- 6-BHC; 5- Heptacloro; 6- Aldrin; 7- Heptacloro epoxido;

8- a -Endosulfan; 9- Dieldrin; 10- 4,4'-DDE; 11- Endrin; 12-  -Endosulfan; 13- 4,4'-DDD; 14-
Endrin aldeido; 15- Endosulfan Sulfato; 16- 4,4'-DDT; 17- Metoxicloro. IS- PCB n°52.

Embora a resolucéo para o par Dieldrim/4,4-DDE nao seja superior
a 1, a deteccdo e quantificacdo destes analitos ndo foram prejudicadas.

Com relacdo ao tempo total da corrida cromatografica, este foi de 52
min. No entanto, a partir dos 37 min., apés a eluicdo do ultimo analito, a corrida
prosseguiu apenas para garantir a limpeza da coluna, medida que se fez necessaria
devido as concentracOes de trabalho serem bastantes baixas.

Em relacdo ao padrdo interno, o escolhido para o desenvolvimento
deste trabalho foi o PCB n° 52, pois, além de ndo co-eluir com nenhum dos
analitos estudados, possui um tempo de retencdo mais préximos a maioria dos
analitos e apresenta um sinal cromatografico de maior intensidade, quando

comparados com os outros PCB avaliados.

5.2 Ajustes nas etapas dos métodos de extracao
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5.2.1 O método QUEChERS

Durante o desenvolvimento da etapa QUEChERS foram testados,
inicialmente, dois tipos de solventes extratores: acetonitrila e acetona acidificada
com 1% (v/v) de &cido acético. Foi feito apenas um teste usando acetonitrila, mas
logo foi observado que o tempo de evaporagdo do solvente era muito elevado.
Assim, foi escolhido, como solvente extrator, a acetona acidificada com acido
acético.

Em relacdo a massa de MgSQ,, foi observado que o uso de 1,0 g
deste sal ocasionava um aumento na temperatura, o0 que poderia contribuir para a
extracdo de interferentes presentes na matriz. Esta questdo foi contornada
diminuindo a massa de MgSQO, para 0,4 g, que foi o suficiente para a eliminacéo
de &gua dos extratos.

A etapa de clean-up dos extratos ndo precisou ser modificada, tendo

sido aplicada como descrito no item 4.8.1 deste trabalho.

5.2.2 O método LLE

No desenvolvimento desta etapa foram testados dois volumes de
amostras para a extragdo dos analitos. Inicialmente, foram feitos testes de
recuperacdo dos analitos, em trés niveis de concentragdo (10 ng L, 50 ng Le
100 ng L) utilizando 0,3 L de amostra e 0,1 L de solvente extrator (acetato de
etila acidificado com 1% (v/v) acido acético). Nestes testes foi observado que 0s
valores dos %CV, no primeiro nivel de fortificacdo, e as %Rec, nos dois primeiros
niveis, estavam acima do recomendado pelos protocolos de validacdo para a

maioria dos analitos. Estes valores sdo mostrados na Tabela 5.1.
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TABELA 5.1- Valores dos coeficientes de variagdo (%CV) e porcentagens de
recuperacdo (%Rec) dos analitos, em trés niveis de fortificacdo, com 0,3 L de
amostra.

Analitos 10ng L* 50ng L™ 100 ng L*
% CV Rec (%) % CV Rec (%) % CV__ Rec (%)

4,4°-DDD 22 166 1 130 8 104
4,4’-DDE 22 146 9 141 8 87
4,4-DDT 23 197 4 135 7 101
a-BHC 39 84 10 60 16 58
B-BHC 29 93 4 80 6 66
y-BHC 19 151 9 128 6 95
3-BHC 21 152 5 118 5 104
Aldrin 16 148 3 84 2 70
Dieldrin 22 147 8 126 7 90
a -Endosulfan 22 148 3 122 4 95
[ -Endosulfan 22 161 8 134 5 104
Endosulfan Sulfato 25 181 12 120 4 119
Endrin 24 164 5 126 4 101
Endrin aldeido 23 163 9 132 4 96
Heptacloro 20 136 8 76 6 71
Heptacloro ep6xido 22 142 5 114 6 87
Metoxicloro 27 191 2 126 3 115

A medida tomada para contornar este problema foi 0 aumento do
volume de amostras usado, passando para 1 L, pois, dessa forma, também foi
elevada a quantidade, em massa, dos analitos, fazendo com que as variagoes
observadas durantes as extragbes diminuissem. Estes resultados seréo
apresentados mais adiante.

Com o aumento no volume de amostras foi necessario readequar o

volume de solvente extrator, passando a ser utilizado 0,3 L.

5.2 Validagdo de método

5.2.1 Validacdo dos métodos para determinacdo de pesticidas

organoclorados

A comparacao de um cromatograma proveniente da injecdo de uma
solucdo de um padrdo mix dos pesticidas organoclorados com os cromatogramas

dos brancos analiticos (Figura 5.2), evidencia que 0s métodos propostos séo
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seletivos, uma vez que ndo houve co-eluicdo dos analitos com nenhum

componente presente nas amostras.

FIGURA 5.2- Comparacéo entre os cromatogramas obtidos com o padrdo mix de
pesticidas 25 pg L* (A) e os brancos analiticos das amostras de solo (B),
sedimento (C) e agua (D).
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8- a -Endosulfan; 9- Dieldrin; 10- 4,4'-DDE; 11- Endrin; 12- § -Endosulfan; 13- 4,4'-DDD; 14-

Endrin aldeido; 15- Endosulfan Sulfato; 16- 4,4'-DDT; 17- Metoxicloro. 1S- PCB n°52.

Para as amostras solidas, a porcentagem de recuperacdo dos
pesticidas organoclorados, avaliadas em 4 diferentes niveis de fortificacdo (1,0 pg
Kg?, 2,5 ug Kg#?, 5,0 ug Kg#, 10 ug Kg?), no entanto, apenas os dois ultimos
niveis atentem aos LQs dos analitos. Assim, a %Rec ficou entre 50% e 117% para
0 endrin aldeido e 0 4,4’-DDT, respectivamente. Estes valores mostram que 0
método proposto é exato para 15 dos 17 analitos estudados, sendo estes mesmos
analitos as excecdes, uma vez que as %Rec ndo atendem aos valor estabelecido
pelos protocolos de validacao (Tabela 3.10).

Todos os analitos apresentaram valores de coeficiente de variacao,
inferiores a 19% nos niveis de fortificacdo avaliados. Em relacdo aos valores de

coeficiente de correlagdo linear, R?, estes foram superiores a 0,98 para todos 0s
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analitos. Os valores de todos os parametros obtidos nos testes de adicdo e
recuperacdo nos dois ultimos niveis de fortificacdo sdo apresentados na Tabela
5.2.
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TABELA 5.2- Parametros da curva analitica pelo método de adicdo padréo, faixa linear, porcentagens de recuperacao (%Rec)
e os coeficientes de variacdo (%CV) obtidos para os pesticidas estudados em amostras sélidas, fortificadas em dois niveis.

Concentracéo de fortificacdo (ug Kg?)

Analitos Fai(ﬁz LL'T)e ar Equacéo da reta R? 5,0 10,0
% CV %Rec % CV_ %Rec

4,4’-DDD 5-25 y =0,0247x + 0,0474 0,995 9 107 9 91
4,4’-DDE 5-25 y =0,0367x + 0,0541 0,994 8 101 11 90
4,4’-DDT 5-25 y =0,0252x + 0,0652 0,999 16 117 8 87
a-BHC 5-25 y =0,0313x + 0,0515 0,989 8 98 13 61
B-BHC 5-20 y =0,0308x - 0,0214 0,995 8 94 9 71
v-BHC 5-25 y =0,0357x + 0,0709 0,993 6 98 4 91
3-BHC 5-25 y =0,0357x + 0,0709 0,996 9 96 8 87
Aldrin 10-25 y =0,031x + 0,0357 0,988 4 102 6 76
Dieldrin 5-25 y =0,0244x +0,1395 0,995 9 93 8 84
a -Endosulfan 5-25 y=0,0317x +0,0725 0,993 8 92 8 82
[ -Endosulfan 5-25 y =0,0336x + 0,0809 0,998 9 110 8 91
Endosulfan Sulfato 5-25 y =0,027x + 0,0871 0,998 6 107 6 96
Endrin 10-25 y =0,0282x + 0,1067 0,996 8 102 9 85
Endrin aldeido 5-25 y =0,0266x + 0,0745 0,998 19 72 10 50
Heptacloro 5-20 y =0,024x + 0,0685 0,995 8 103 9 71
Heptacloro epoxido 5-20 y =0,033x + 0,0458 0,999 9 106 8 83
Metoxicloro 10-25 y =0,0182x + 0,0319 0,992 14 111 6 91
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Os valores de R? evidenciam a elevada linearidade do método
proposto. Em relacdo ao %CV, o valor maximo desejado para que se possa atestar
a precisdo de um método varia de acordo com a faixa de concentracdo escolhida
para o desenvolvimento do trabalho. 88

Dessa forma, considerando a faixa de concentracdo de trabalho
utilizada, pode-se concluir, a partir dos resultados anteriormente apresentados,
que o método proposto para a determinacdo de pesticidas organoclorados em
amostras de solo e sedimento é preciso para todos os analitos estudados.

Para a quantificacdo dos analitos, a curva analitica foi construida
utilizando o método de adicdo padrdo. Este método foi selecionado apos a
avalicdo do efeito matriz (EM) nas amostras de solo, onde foram obtidos efeitos
bastantes significativos, variando de -8,73% até 585,35% para o a-BHC e para o
endrin, respectivamente. Na Figura 5.3 € apresentado o valor do efeito matriz

calculado para cada um dos analitos.

FIGURA 5.3- Efeito de matriz, em porcentagem, calculado para todos os analitos
em amostras solidas.

Endrin ? 758335

Aldrin 182,98
Metoxicloro -1 10,86
4400T 172
Endosulfan Il 39,13
Endosulfan Sulfato
4,4'-DDE 712666
3-BHC 2585
Dieldrin
4.4'-DDD
Endosulfan |
Heptacloro epéxido
v-BHC
Endrin aldeido
Heptacloro -4.56{
B-BHC -5.05§

Analitos
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Efeito Matriz (%)



59

Embora seja mais trabalhoso, 0 método de adi¢do padréo foi usado
devido a necessidade de compensacédo dos resultados, evidenciada pelos valores
de EM calculados.

Com relacéo aos valores dos limites de deteccao e de quantificacdo
do método, para as amostras de solo o LDy, ficou entre 0,7586 pg Kg?, para o
4,4°-DDD, e 2,1441 pg Kg* para o endosulfan sulfato, enquanto o LQp, ficou entre
2,528 ug Kgte 7,147 pug Kg* para os mesmos analitos. Os valores de LDy, € LQn

para todos os analitos nas amostras sélidas estdo descritos na Tabela 5.3.

TABELA 5.3- Valores dos limites de detec¢do (LDy) e de quantificacdo (LQm)
de método para os analitos, em pg Kg?, para o método de extragdo aplicado as
amostras solidas.

Analitos LD LOm
4,4'-DDD 0,7586 2,528
4,4'-DDE 0,8469 2,823
4.4'-DDT 0,7621 2,540
o-BHC 1,257 4,193
B-BHC 1,2879 4,293
y-BHC 0,8820 2,9402
d-BHC 1,1586 3,862
Aldrin 0,7805 2,601
Dieldrin 0,9159 3,053
o -Endosulfan 0,8826 2,942
B -Endosulfan 0,90363 3,012
Endosulfan Sulfato 2,1441 7,147
Endrin 0,9873 3,291
Endrin aldeido 2,0469 6,823
Heptacloro 0,98654 3,2884
Heptacloro epoxido 0,86345 2,87819
Metoxicloro 1,10594 3,68649

Com relacdo as amostras liquidas, apds o ajuste no volume usado no
procedimento para determinacdo dos pesticidas em agua, 0S ensaios de
recuperacao, feitos em 3 niveis de concentracdo (10 ng L™, 50 ng L*,100 ng L),
forneceram, no geral, resultados bastantes satisfatorios. Os valores das %Rec para
o0s analitos variaram de 40%, para o a-BHC até 144%, para 4,4’-DDE. Na tabela
a seguir, Tabela 5.4, estdo descritos, aléem de outros parametros, as %Rec obtidas

para 0s analitos em cada um dos trés niveis de fortificacéo.
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TABELA 5.4-Parametros da curva analitica pelo método de adigdo padréo, faixa linear, porcentagens de recuperacao (%Rec)
e 0s coeficientes de variacdo (%CV) obtidos para os pesticidas estudados em amostras de agua, fortificadas em trés niveis

diferentes.
Concentragdes de fortificacdo

: Faixa linear ) 10ngL* 50ng L™ 100ng L™

Analito (gLl ~ Fduagdodareta  R® T o ool Tocv 96Rec % CV  %Rec
4,4-DDD 1-25 y=0,0047x-0,0462 0,99 12 104 12 100 7 103
4,4-DDE 1-25 y=0,005x-0,0009 0,99 15 144 8 98 6 97
4,4-DDT 5-25 y=0,0045x+0,0006 0,99 12 131 10 102 12 85
a-BHC 1-25 y=0,0087x-0,0008 0,99 37 67 34 60 38 40
p-BHC 1-25 y=0,0077x+0,0051 0,99 16 93 18 74 24 57
v-BHC 1-25 y=0,0044x+0,0099 0,99 10 127 4 94 7 91
6-BHC 1-25 y=0,0072x+0,0074 0,99 10 101 7 115 20 76
Aldrin 1-25 y=0,0429x+0,022 0,99 9 102 12 76 13 65
Dieldrin 1-25 y=0,0051x-0,0018 0,99 13 135 6 97 9 95
o -Endosulfan 1-25 y=0,0066x+0,0009 0,99 10 128 1 96 7 92
B -Endosulfan 1-25 y=0,0059x-0,0011 0,99 13 137 7 106 7 100
Endosulfan Sulfato 5-25 y=0,0045x-0,0012 0,99 n.q 11 124 12 83
Endrin 5-25 y=0,0058x-0,0073 0,99 11 129 5 103 7 94
Endrin aldeido 1-25 y=0,0345x-0,0212 0,99 15 128 13 97 7 100
Heptacloro 1-25 y=0,0054x+0,0065 0,99 19 78 17 79 20 57
Heptacloro epoxido 1-25 y=0,0066x+0,0005 0,99 8 120 1 93 85
Metoxicloro 5-25 y=0,0025x-0,0063 0,99 13 130 5 110 9 95

n.qg- valores ndo quantificados devido a concentragéo de fortificagéo ser inferior ao LQm do analito.



61

Com relagéo aos valores dos coeficientes de variacdo, estes foram
inferiores a 24, em todos os niveis de fortificacdo, para 16 dos 17 analitos
estudados. A excecdo foi 0 a-BHC, cujas %CV foram de 37, 34 e 38, para as
fortificacdes feitas com 10 ng L, 50 ng L™ e 100 ng L, respectivamente. Estes
valores permitem inferir que o método proposto € preciso para a maioria dos
analitos estudados, uma vez que atende os critérios dos protocolos de validacdo.”

Em relacéo a linearidade do método proposto para a determinacao de
pesticidas em agua, esta é evidenciada pelos elevados valores de coeficiente de
correlacdo linear obtidos, todos superiores a 0,992.

Assim como para as amostras solidas, a quantificacdo dos pesticidas
organoclorados em amostras de agua também foi feita usando curva analitica
construida com o método de adi¢do padrdo, uma vez que, na avaliacdo do EM,
também foram observados efeitos significativos, que variam de -13,73% para o
a-BHC até 393,43% para o endrin. O EM calculado para cada um dos analitos

esta representado na Figura 5.4.

FIGURA 5.4- Efeito de matriz, em porcentagem, calculado para todos os
analitos em amostras de agua.
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Sobre os valores de LDy, e LQy, para os analitos nas amostras de agua,
0 primeiro variou de 1,641 ng L para o a-BHC até 4,433 ng L* para o endosulfan
sulfato, enquanto o segundo parametro variou entre 5,473 ng Lt e 14,779 ng L™
para 0s mesmos analitos. A relacdo completa dos valores destes parametros esta

apresentada na Tabela 5.5.

TABELA 5.5-Valores dos limites de deteccédo (LDy,) e de quantificacdo (LQr) de
método para os analitos, em ng L™, para o método de extracdo de pesticidas
organoclorados aplicado as amostras de gua.

Analitos LD LOm
4,4'-DDD 1,707 5,692
4,4'-DDE 2,027 6,757
4,4'-DDT 1,885 6,284
a-BHC 1,641 5,473
B-BHC 1,778 5,926
y-BHC 2,0098 6,699
5-BHC 2,380 7,935
Aldrin 1,787 5,956
Dieldrin 2,174 7,248

o -Endosulfan 1,797 5,991

B -Endosulfan 2,174 7,248
Endosulfan Sulfato” 4,433 14,779
Endrin 2,527 8,425
Endrin aldeido 2,476 8,254
Heptacloro 1,7886 5,962
Heptacloro ep6xido 1,8864 6,288

Metoxicloro 2,6975 8,99

5.2.2 Validacdo dos métodos para determinacdo de farmacos em

amostras de agua

O método SPE utilizado neste trabalho para a determinacdo de
farmacos em agua foi 0 mesmo usado no preparo de amostras por de Sousa et al.,
2014,% apenas com algumas alteracdes. Como 0 método em questéo ja havia sido
validado, foram feitos somente alguns testes para confirmar sua eficécia,
assegurando, assim, a qualidade dos resultados obtidos.

Os testes de adicdo e recuperacao apresentaram resultados bastante
satisfatorios, pois as %Rec ficaram entre 71%, para o 2-Hidroxi ibuprofeno, e
120% para o ibuprofeno. Em relagédo aos valores de %CV, estes foram inferiores
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a 10 para 13 dos 14 analitos estudados, sendo a Unica exce¢édo o ibuprofeno, com
%CV de 38. Os valores destes parametros para os demais analitos estdo listados
na Tabela 5.6.

TABELA 5.6- Parametros da curva analitica pelo método padronizacgdo externa,
faixa linear, porcentagens de recuperacdo (%Rec) e os coeficientes de variacdo
(%CV) obtidos para os farmacos estudados em amostras de agua, fortificadas em
10 pug L.

Analito Falxgplénear Equacéo da reta R? %CV %Rec
Cafeina 1-75 y=0,0095x-0,0022 0,99 5 107
Atenolol 1-50 y=0,0098x-0,0029 0,99 7 100
Carbamazepina 1-100 y=0,0336x-0,0456 0,99 3 100
Propanolol 1-75 y=0,0273x-0,0182 0,99 2 99
2-Hidroxicarbamazepina 1-75 y=0,0134x-0,0152 0,99 6 98
CBZ-DiOH 1-75 y=0,0024x-0,0009 0,99 8 102
Naproxeno 1-75 y=0,0212x-0,0188 0,99 4 98
Ibuprofeno 1-75 y=0,0185x-0,0055 0,98 38 120
Diclofenaco 1-75 y=0,0157x-0,0006 0,99 6 95
Estrona 1-75 y=0,0202x-0,0221 0,99 5 100
17-B-estradiol 1-75 y=0,0215x-0,0072 0,99 5 101
17-a-etinilestradiol 1-75 y=0,0319%x-0,0172 0,99 7 93
Paracetamol 1-75 y=0,0119x-0,0111 0,99 9 100
2-Hidroxi ibuprofeno 1-75 y=0,0116x-0,0025 0,99 5 71

Relacionado aos valores do coeficiente de correlacédo linear, estes
foram superiores a 0,98 para todos os analitos.

Os resultados obtidos nos testes de adicdo e recuperacao,
apresentados na Tabela 5.6 permitem inferir que 0 método de preparo de amostras
proposto € preciso, exato e linear, para a maioria dos analitos.

Sobre os valores dos LD e LQm, 0 primeiro variou de 2,885 ng L?,
para o ibuprofeno até 5,292 ng L para o 17-B-estradiol , enquanto o segundo
variou entre 9,618 ng L e 17,642 ng L™, para os mesmos analitos. Os valores dos
limites de deteccdo e de quantificacdo do método para os demais analitos

encontram-se na Tabela 5.7.
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TABELA 5.7-Valores dos limites de deteccédo (LDy,) e de quantificacdo (LQm) de
método para os analitos, em ng L*?, para o método de extracdo de farmacos
aplicado as amostras de &gua.

Analito LDn LQnm
Cafeina 3,304 11,012
Atenolol 3,827 12,758
Carbamazepina 4,475 14,917
Propanolol 3,873 12,908
2-Hidroxicarbamazepina 3,916 13,052
CBZ-DiOH 3,756 12,520
Naproxeno 4,244 14,147
Ibuprofeno 2,885 9,618
Diclofenaco 3,156 10,518
Estrona 4,425 14,748
17-B-estradiol 5,293 17,642
17-a-etinilestradiol 3,650 13,633
Paracetamol 4,563 15,210
2-Hidroxi ibuprofeno 5,140 17,152

Os resultados obtidos nos testes de validacdo dos métodos, tanto para
a determinacdo de pesticidas organoclorados quanto para a determinagdo de
farmacos, possibilitam a confirmacéo de que os métodos propostos sdo bastantes
confiaveis para a determinacdo dos analitos selecionados para estudos em
amostras ambientais (solo, sedimento e 4gua). Dessa forma, apos a finalizacdo da
etapa de validacédo, os métodos foram aplicados em amostras ambientais coletadas
na Sub-Bacia Hidrografica do Ribeirdo Feijdo e na Sub-Bacia Hidrogréafica do

Rio Quilombo e os resultados obtidos serdo discutidos a seguir.

5.3 APLICACAO DO METODO

5.3.1 Pontos de coleta de amostras

Para a aplicacdo dos métodos desenvolvido foram realizadas coletas
de amostras em duas sub-bacias hidrogréficas diferentes: 4 pontos situados na
Sub-Bacia do Ribeirao Feijao e 4 situados na Sub-Bacia do Rio Quilombo (Figura

5.5), ambas localizadas no municipio de Séo Carlos.
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Figura 5.5- Localizacdo dos pontos de coleta das amostras nas Sub-Bacias
Hidrograficas do Ribeirdo Feijao (P1-P4) e do Rio Quilombo (P5-P8).

P1- Corrego Laranja Azeda P2- Captagdo SAAE
Lat: 22° 8'26.00"S Long: 47°51'13.75"0 Lat: 22° 9'8.10"S Long: 47°53'9.69"0

P6- Ribeirdo dos Negros
Lat: 21°54'47.07"S Long: 47°48'49.71"0

P7- Cachoeira da Alegria- Reservatério  P8- Rio Quilombo
Lat: 21°52'45.53"S Long: 47°48'04.38"0 Lat: 21°54'45.27"S Long: 47°45'47.23"0
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5.3.2 Caracterizacéo das areas de estudo

Com as amostras liquidas coletadas foram avaliados parametros
como: pH, carbono organico total (COT), carbono inorganico (CI), carbono total
(CT), temperatura, oxigénio dissolvido (OD), turbidez e potencial redox (En),
para a caracterizacao fisico-quimica das dguas. Os valores obtidos para todos estes

parametros estdo descritos na Tabela 5.8.

TABELA 5.8- Valores obtidos na avaliacdo dos parametros fisico-quimicos das
amostras de agua coletas em diferentes periodos na Sub-Bacia Hidrografica do

Ribeirdo Feijao e na Sub-Bacia do Rio Quilombo.

Turb OD Temp Esy COT* CI* CT*
(NTU) (mg/L) (°C) (mV) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
PL 786 139 6,3 33 269 108 216 414

P2 7,44 9,79 7,8 29 276 2,08 1,59 3,67

Coletas Pontos pH

**NOV/19
P3 7,05 16,9 53 35,8 256 2,53 1,53 4,06
P4 5,10 6,82 8,2 24,8 270 1,86 1,55 1,86
P1 7,54 18,9 7,6 18 222 4,12 3,12 7,24
P2 7,29 13,2 6,9 19,5 244

“*MAR/20 4,39 2,27 6,66
P3 6,58 25,7 7,6 - 186 3,30 4,53 7,84
P4 6,83 12,5 7,0 18 260 4,96 2,32 7,28
P1 7,45 5,13 91 13 - 1,32 1,71 3,03
P2 7,67 11,8 9,0 14,5 -

*AGO/20 1,83 1,65 2,71
P3 7,32 14,0 8,9 18,8 - 2.34 0,94 3,20
P4 7,40 3,8 8,4 13 - 1,31 1,30 2,62
P5 7,86 3,45 8,7 12,9 328 2,966 1,946 4,912
P6 7,76 10,6 8,5 13,0 306

***AGO/Zl 1,290 4,116 5,421

P7 796 334 93 159 292 1401 2905 4306
P§ 785 481 101 150 307 1733 2009 3747

*Valores médios (n=3).**Amostras coletadas na SBHRF.***Amostras coletadas na SBHRQ.

Os 5 primeiros parametros apresentados na tabela anterior foram
medidos ainda em campo, enquanto os trés Gltimos foram determinados no
laboratdrio utilizando um analisador de carbono organico total Shimadzu TOC-L,

em aliquotas preservadas pela adicdo de acido fosférico concentrado.
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Avaliando a os valores de pH, OD e turbidez obtidos, é possivel
perceber que as aguas analisadas, com relacdo aos parametros citados, apresentam
caracteristicas de aguas pertencentes a Classe 1, de acordo com a Resolucdo
CONAMA n° 375 de 2005. As aguas pertencentes a esta classe podem ser
destinadas a diversas finalidades, como: abastecimento para consumo humano,
apos tratamento simplificado, protecdo de comunidades aquaticas, recreacao de
contato primario e irrigacéo, por exemplo.

Com relagdo ao COT, este parametro pode ser usado para a
quantificacdo do carbono organico presente na agua, uma vez que ndo mede
outros elementos ligados a cadeia e ndo depende do estado de oxidacdo da matéria
organica, sendo um forte indicador do grau de poluigdo dos corpos hidricos.®® No
Brasil, atualmente, tanto a portaria que legisla sobre a potabilidade da &gua quanto
a resolucdo de classificacdo das aguas ndo estabelecem um valor méaximo
permitido de COT em aguas doces.

Com relacdo a presenca de algumas substancias no meio ambiente, o
CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) prevé, tanto para &gua quanto
para solo e sedimento, valores maximos permitidos (VMP) de diversas
substéncias, entre elas, alguns pesticidas organoclorados selecionados para este
estudo.

Os VMP das substancias variam, para agua superficial, de acordo
com sua classe, uso e tipo (doce, salina e salobra). Nas tabelas 5.9 e 5.10 estéo
listados os VMP para os pesticidas organoclorados contemplados pelas resolucdes
para agua doce, solo e sedimento. Para as aguas doces pertencentes a Classe 2
aplicam-se os mesmos MVP estabelecidos para as dguas de Classe 1, por este

motivo ndo foi descrito na tabela a seguir.
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TABELA 59 - Valores Maximos Permitidos (MVP) para pesticidas
organoclorados em agua doce, de acordo com as classes.

. VMP (ug L)
Analitos Classe 1 Classe 3

Aldrin+ Dieldrin 0,005 0,03

DDT (4,4’-DDT +4,4’- DDE+4,4’-DDD) 0,002 1,0

Endosulfan (a+p+sulfato) 0,056 0,22

Endrin 0,004 0,2

Heptacloro + Heptacloro epoxido 0,01 0,03
0,000039* ’

y-BHC 0,02 2,0

Metoxicloro 0,03 20,0

Fonte: CONAMA 357/05. * Agua doce de Classe 1 onde ha pesca ou cultivo de
organismo para fins de consumo intensivo.

TABELA 5.10 -Valores Maximos Permitidos (MVP) para pesticidas
organoclorados em solo e sedimento.

Analit VMP
natos - 5olo* (mg kg!)  Sedimento (ug kg?)
Aldrin 0,015 -
Dieldrin 0,043 2,85
DDT 0,010 1,19
DDD 0,013 3,54
DDE 0,021 142
Endrin 0,001 2,67
y-BHC 0,001 0,94
B-BHC 0,011 -

Fonte: CONAMA 420/09; CONAMA 454/12.*

Como pode ser observado, a tolerancia com a presenca de pesticidas
organoclorados tanto em &gua quanto em solo e sedimento € bastante baixa. Isso
pode estar atribuido ao fato de que a exposicao recorrente a estes compostos pode
causar problemas graves de saude, como: disturbios hormonais, obesidade,
doencas neuroldgicas e cancer,3 uma vez que eles apresentam, entre outras, a
caracteristica de bioacumulacéo, favorecendo o acimulo em tecidos de animais e
humano. Além disso, alguns destes compostos sdo chamados de biomagnificados,
por aumentarem sua concentracdo ao longo da cadeia alimentar, como no caso do
DDT.

Nas analises feitas visando a determinacdo dos organoclorados, 0s

resultados obtidos ficaram, para todos os analitos, abaixo dos limites de deteccao.
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Isso ocorreu em todas as amostras das trés diferentes matrizes estudadas, tanto na
Sub-Bacia Hidrografica do Ribeirdo Feijao quanto na Sub-Bacia Hidrogréfica do
Rio Quilombo, o que corrobora a hipotese de que ndo ha presenca de pesticidas
organoclorados nas areas selecionadas para estudo em nenhuma das duas sub-
bacias hidrograficas em concentracdo detectavel e consequentemente, ndo séo
violados os padrdes apresentados nas Tabelas 5.9 e 5.10.

Estes resultados sdo importantes pois vdo de encontro ao que era
esperado, uma vez que SBHRF est4 situada em uma Area de Protecdo Ambiental,
cuja lei regulamentadora proibe atividades potencialmente poluidoras, capazes de
afetar mananciais de agua, o solo e o ar. Adicionalmente, é gerado aqui um
importante cenario de referéncia para a protecdo destes mananciais, em planos de
gestdo que poderdo ser empregados para as proximas décadas.

Com relacdo aos farmacos, nas analises feitas objetivando a
determinacdo destes compostos em &guas superficiais foi possivel concluir a
ocorréncia de 8 analitos em pelo menos uma das amostras, como mostrado na
Tabela 5.11.

TABELA 5.11- Valores das concentracbes de farmacos determinadas nas
amostras de agua coletadas nas Sub-Bacia Hidrografica do Ribeirdo Feijdo e na

Sub-Bacia Hidrografica do Rio Quilombo.
Concentragéo (ng L?)

Analito NOV/2019 MAR/2020 AGO/2020 AGO/2021*
Cafeina 105,2 54,9 52,3 1844
Atenolol <LQ 52,8 28,3 17,2
Carbamazepina n.d 22,8 17,6 36,2
Propanolol n.d 28,5 63,9 78,4
2-Hidroxicarbamazepina n.d <LQ n.d n.d
CBZ-DiOH <LQ <LQ <LQ n.d
Naproxeno n.d n.d n.d n.d
Ibuprofeno <LQ 53,9 10,9 <LQ
Diclofenaco n.d 13,4 427 22,0
Estrona <LQ n.d <LQ n.d
17-B-estradiol n.d n.d n.d n.d
17-o-etinilestradiol nd n.d n.d n.d
Paracetamol nd <LQ n.d n.d
2-Hidroxi ibuprofeno n.d n.d n.d n.d

n.d= néo detectado. *Amostras coletadas na SBHRQ.
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Dos 14 analitos selecionados para o estudo, apenas a cafeina foi
detectada e quantificada em todas as amostras analisadas, tanto na SBHRH quanto
na SBHRQ, apresentando concentraces que variaram de 52,3 ng L* em
AGO0/2020, até 184,4 ng Lt em AGO/2021.

As concentra¢es mais elevadas de cafeina, quando comparada com
outros analitos, encontradas nas amostras pode estar relacionada ao fato de que
este composto ndo esta presente apenas em medicamentos, uma vez que também
faz parte da formulacdo de bebidas e de alimentos (café, refrigerantes, chas,
bebidas energéticas, chocolate etc.) muito presentes no cotidiano da populacao.
Como o consumo de cafeina é predominantemente feito por humanos, este
composto pode ser usado como um indicador da poluicdo de origem antrépica.*

O ibuprofeno foi detectado e quantificado apenas nas coletas de
MAR/2020, AGO/2020. A carbamazepina, o propranolol e o diclofenaco foram
detectados e quantificados nas coletas de MAR/2020, AGO/2020 e AGO/2021.

A 2-hidroxicarbamazepina, a CBZ-DiOH, a estrona e o paracetamol
foram detectados em amostras de pelo menos uma das coletas realizadas, no
entanto, 0s as concentragdes obtidas para estes analitos ficaram abaixo do LQy,
ndo sendo possivel quantifica-los.

Em relacdo aos demais analitos (naproxeno, 17- B-estradiol, 17-a-
etinilestradiol e 2-Hidroxi ibuprofeno), nenhum deles foi detectado em nenhuma
das amostras coletadas.

Atualmente, a legislagéo brasileira ndo prevé VMP para nenhum dos
farmacos aqui estudados em aguas superficiais. Embora a ndo regulamentacéo da
potabilidade da &gua em relacéo a contaminacgéo por farmacos seja uma realidade
em muitos paises ao redor do mundo, pesquisadores tém alertado sobre a
importancia do monitoramento destas substancias no meio ambiente. Assim, em
2018, foi publicado no Diério Oficial da Unido Europeia o documento : “Decisdo
De Execucéo (UE) 2018/840 Da Comisséo de 5 de junho de 2018 que estabelece
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uma lista de 15 substancias farmacoldgicas a serem monitoras na Unido Europeia,
incluindo o 17-B-estradiol, 17-a-etinilestradiol e Estrona.®

Embora ndo haja uma regulamentacdo vigente em relacdo a
contaminacdo ambiental por farmacos, muitos estudos sobre este tema tém sido
desenvolvidos nos ultimos anos. Veras e colaboradores publicaram um estudo em
2018 sobre o0 monitoramento dos farmacos diclofenaco e paracetamol, no periodo
de julho a dezembro de 2016, em dois pontos do Rio Beberibe, PE - Brasil. As
concentracOes relatadas variaram de 0,019 mg L* até 0,193 mg L* para o
diclofenaco e de 0,003 mg Lt até 0,042 mg L para o paracetamol, sendo que este
ultimo analito ndo foi determinado em um dos pontos estudados, localizado em
uma area de preservacgao.

Em um trabalho publicado em 2020 Pivetta et al. relataram o
monitoramento no rio Atibaia de dez psicotropicos, dos quais seis foram
detectados, destacando-se a carbamazepina, pois foi o analito com a maior
concentragdo média (3530 ng L) e maior frequéncia de determinacéo, estando

presente em 57% das amostras analisadas.®

6 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados neste trabalho, pode-se concluir
que os métodos QUEChERS e LLE, propostos para analise de pesticidas
organoclorados em matrizes ambientais solidas (solo e sedimento) e em agua,
respectivamente, sdo seletivos, lineares, precisos e exatos, para a maioria dos
analitos estudados. Além disso, os estes métodos apresentaram limites de
deteccdo e de quantificacdo capazes de atender a legislacdo vigente.

Tanto para as amostras solidas quanto para as amostras de agua,
foram encontrados valores de efeito matriz significativos, solucionados pelo uso

do método de adicdo padrdo para a construcdo da curva analitica.
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O método aplicado para a determinacdo de farmacos em agua, SPE,
também se mostrou bastante adequado, uma vez que apresenta baixos valores de
limite de deteccdo, de limite de quantificacdo e de coeficiente de variagdo, com
linearidade adequada e valores de recuperacéo superiores a 71%.

Em relacdo a ocorréncia dos analitos nas areas estudadas, ndo foram
encontrados indicios da presenca de pesticidas organoclorados nem nas amostras
coletadas na Sub-Bacia Hidrografica do Ribeirdo Feijao nem nas coletadas na
Sub-Bacia Hidrogréafica do Rio Quilombo. No entanto, em ambas as areas foram
detectadas a presenca alguns dos farmacos estudados, ainda que em concentracfes
relativamente baixas para a maioria dos analitos.

A cafeina esteve presente em todas as amostras analisadas, com
concentragdes variando de 52,3 ng L* até 184,4 ng L?. Os analitos atenolol,
carbamazepina, propranolol, diclofenaco e ibuprofeno foram quantificadas em,
pelo menos, duas das amostras analisadas, com concentragOes variando de 10,9
ng L' até 784 ng L7, enquanto a CBZ-DIOH, a estrona, a 2-
Hidroxicarbamazepina e o paracetamol foram detectados em pelo menos uma das
amostras, mas com concentrag0es abaixo dos valores de LQm,. Em relacdo aos
demais farmacos estudados, estes ndo foram detectados em nenhuma das
amostras.

Comparando dados apresentados neste trabalho com os obtidos em
estudos de outros corpos hidricos da regido como, por exemplo, 0s Rios
Monjolinho® e Jundiai®®, o Ribeirdo Feijdo e o Cérrego Engenho Velho estdo
preservados. No entanto, frente a grande capacidade de deteccdo de espécies
quimicas propiciadas pela técnica de UPLC-MS/MS empregada, foi possivel
quantificar valores de concentracdes de farmacos, indicando a presenca de
moléculas sintéticas nos pontos estudados. Tais valores podem ser considerados
como concentracfes sentinelas para os trabalhos de monitoramento destas areas,

com o objetivo de prevenir degradacdes ambientais destes corpos hidricos,
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assegurando, assim, a continuidade da disponibilidade de agua de boa qualidade

na regido, bem como a preservacao da vida aquatica.
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