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HPLC UV, cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao por ultravioleta, do inglés,

high-performance liquid chromatography with detection by ultraviolet
IMO, Organizag&o Maritima Internacional, do inglés, International Maritime Organization
IT, aprisionador de ions, do inglés, ion trap

Ko, coeficiente de particdo octanol carbono, do inglés, octanol carbono partition

coefficiente

Kow, CO€ficiente de particdo octanol agua, do inglés, octanol water partition coeficiente
LC, cromatografia liquida, do inglés, liquid chromatography

LLE, extracéo liquido-liquido, do inglés, liquid-liquid extraction

MAE, extracdo assistida por micro-ondas, do inglés, microwave assisted extraction
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MF-LPME, microextracéo em fase liquida com microfunil suportado, do inglés, microfunnel-

supported liquid-phase microextraction

MPC, concentracdo maxima permitida, do inglés, maximum permissible concentration
MS, espectrometria de massa, do inglés, mass spectrometry

MSPD, dispersao da matriz em fase soélida, do inglés, matriz solid phase dispersion
NCI, ioniza¢cdo no modo negativo, do inglés, negative chemical ionization

NPD, deteccao de Nitrogénio-Fésforo, do inglés, nitrogen-phosphous selective detection
PLE, extragdo com liquido pressurizado, do inglés, pressure liquid extraction

PPCPs, produtos de cuidado pessoal, do inglés, pharmaceutical personal care products
PS I, foto sistema Il, do inglés, photo system I

SBSE, extracdo por barra sortiva com agitacao, do inglés, stir bar sorptive extraction
SDME, microextracdo em gota suspensa, do inglés, single drop microextraction

SPE, extracdo em fase sélida, do inglés, solid phase extraction

SPME, microextracdo em fase sélida, do inglés, solid phase microextraction

ty2, tempo de meia vida

TBT, tributilestanho, do inglés, tributyltin

VA-MSPD, dispersdo da matriz em fase solida assistida por vértex, do inglés, vértex

assisted matrix solid phase dispersion
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RESUMO

Titulo: Estudo e aplicac@o da dispersdo da matriz em fase sdlida assistida por vortex
(VA-MSPD) para determinagé&o de biocidas anti-incrustantes em tecidos de pescado
Autor: Augusto Alves Vieira

Orientador: Prof. Dr. Ednei Gilberto Primel

Co-orientadores: Dra. Sergiane Souza Caldas e Prof. Dr. Gilberto Fillmann

Este estudo teve como objetivo propor dois métodos de extracdo e determinagdo para
seis biocidas anti-incrustantes (irgarol, diuron, clorotalonil, diclofluanida, DCOIT e TCMTB), em
musculo de trés espécies de pescado Micropogonias furnieri, Mugil liza e Cynoscion
guatucupa. A extracao foi feita por dispersdo da matriz em fase sélida assistida por vortex (VA-
MSPD) com detecc¢do por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas para
irgarol e diuron e por cromatografia gasosa com deteccdo por captura de elétrons para
clorotalonil, diclofluanida, DCOIT e TCMTB. Apés a sele¢cédo das melhores condicdes, irgarol e
diuron foram extraidos empregando 0,5 g de concha de mexilhdo, 0,5 g de sulfato de sodio e 5
mL de etanol. Clorotalonil, diclofluanida, DCOIT e TCMTB foram extraidos empregando 0,2 g
de amostra, 2,0 g de C18, 0,2 g de sulfato de sédio e 5 mL de acetato de etila (35 mmol L™
acido acético). Os métodos apresentaram recuperagfes na faixa de 69-125% com RSDs
abaixo de 18%. Os LOQs obtidos para irgarol, diuron e clorotalonil foram 5, 50 e
125 ng g* respectivamente, enquanto que, para diclofluanida, DCOIT e TCMTB foi de
625 ng g*. O uso da VA-MSPD para extracdo de biocidas de 32 geracéio foi proposto pela
primeira vez, apresentando-se como uma alternativa promissora para extracdo destes em
tecido de pescado, com as vantagens de ser rapido, simples e de baixo custo (baixo consumo
de reagentes). Além disto, o uso de etanol (bio-solvente) e concha de mexilhdo (suporte sélido
de fontes renovaveis) foram utilizados. Adicionalmente, este estudo é o primeiro estudo que

visa a extracdo de DCOIT e TCMTB em amostras de pescado.

Palavras Chaves: Biocidas anti-incrustante; pescado; preparo de amostra.
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ABSTRACT

Title: Study and application of vortex assisted matrix solid phase dispersion (VA-
MSPD) to determine biocides antifouling in fish tissue

Author: Augusto Alves Vieira

Advisor: Prof. Dr. Ednei Gilberto Primel

Co-advisor: Dra. Sergiane Souza Caldas e Prof. Dr. Gilberto Fillmann

This study aims to propose two methods for the extraction of six common booster biocides
(irgarol, diuron, chlorothalonil, dichlofluanid, DCOIT and TCMTB) from fish muscle samples of
Micropogonias furnieri, Mugil liza and Cynoscion guatucupa. Extractions were carried out using
vortex-assisted matrix solid phase dispersion (VA-MSPD) with detection by liquid
chromatography tandem mass spectrometry for irgarol and diuron and gas chromatography with
electron capture detector for chlorothalonil, dichlofluanid, DCOIT and TCMTB. After selection of
the best extraction conditions, irgarol and diuron were extracted using 0.5 g mussel shell, 0.5 g
sodium sulfate and 5 mL ethanol. Chlorothalonil, dichlofluanid, DCOIT and TCMTB were
extracted using 0.2 g of sample, 2.0 g C18, 0.2 g sodium sulfate and 5 mL ethyl acetate (35
mmol L™ acetic acid). Analytical recoveries ranged from 69 to 125%, with RSD below 18%. LOQ
values of irgarol, diuron and chlorothalonil were 5, 50 and 125 ng g*, respectively, while for
dichlofluanid, DCOIT and TCMTB was 625 ng g™. The use of VA-MSPD for the extraction of
booster biocides was proposed by the first time, showing to be a promising alternative for the
extraction of booster biocides from fish tissues with the advantages of being fast, simple and
inexpensive (low consumption of reagents). Besides, the use of greener reagents as ethanol
(bio-solvent) and mussel shell (solid support from renewable source) is successfully proposed.
This is the first study that aims to extract DCOIT and TCMTB in fish tissue.

Keywords: Antifouling biocides, fish, sample preparation.
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1 INTRODUCAO

O termo incrustacdo marinha esta relacionado com a acumulacdo indesejada de
organismos, seja ela por microrganismos, plantas e/ou por animais nas superficies externas de
objetos naturais ou artificiais submergidos ou semi-submergidos em ambientes aquaticos. Tal
processo bioldgico esta presente em todos 0s ambientes marinhos e é um grave problema para
a industria naval, uma vez que, tais incrustacdes podem causar diferentes problemas como,
por exemplo, corrosédo do casco e aumento do consumo de combustivel, que dependendo
pode chegar a um aumento de 50%, devido o aumento da friccdo entre o casco disforme do
navio e a 4gua (YEBRA et al., 2004; MUKHERJEE et al., 2009; DAFFORN et al., 2011).

Para evitar esses problemas, tintas contendo biocidas anti-incrustantes sdo utilizadas
em cascos de embarcacbes. Dependendo do periodo histérico, bem como os compostos
presentes nestas tintas anti-incrustantes, as mesmas podem ser classificadas em trés
geracOes (CASTRO et al., 2011). A primeira geracao de tintas € composta por 6xido de cobre e
zinco, estes foram os primeiros biocidas utilizados regularmente por meados do século XX
(FERNANDEZ e PINHEIRO, 2007). Devido a baixa durabilidade das tintas e certa tolerancia de
alguns organismos incrustantes, uma segunda geracdo a base de compostos organoestanicos
foi desenvolvida (YEBRA et al., 2004; CASTRO et al., 2011).

Dentre os compostos utilizados nestas tintas estdo 0s organoestanicos, principalmente
o tributilestanho (TBT, do inglés, tributyltin), que desde os anos 70 foi amplamente utilizado
como revestimento em cascos de embarcagdes cobrindo cerca de 70% da frota naval (GODOI
et al., 2003; MUKHERJEE et al., 2009). Entretanto, devido aos sérios impactos causados em
organismos secundarios como, por exemplo, decréscimo na producdo de ostras (ALZIEU,
2000), inibicdo do crescimento de algumas microalgas (HUANG et al., 1993) e o
desenvolvimento de imposex (surgimento de caracteres sexuais masculinos em moluscos
gastrépodes fémeas) em alguns moluscos (COSTA et al.,, 2008), a Organizacao Maritima
Internacional (IMO, do inglés, International Maritime Organization) em 2003 adotou a
convencado para o banimento do uso destes compostos nas tintas (IMO, 2008).

Desta forma, uma nova geracdo de biocidas comeca a ser utilizada nas formulacdes
das tintas. Dentre os biocidas anti-incrustantes empregados, podem ser citados clorotalonil,
Busan (TCMTB), diclofluanida, diuron, irgarol, Sea-Nine (DCOIT), TCMS Piridina, tiram e

trifenilbornano piridina. Na parte de compostos metalicos (organicos e inorganicos), podemos
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encontrar Cobre Piritiona, Maneb, Naftenato de Cobre, éxido cuproso, tiocianato de cobre,
zinco Piritiona e ziram, onde estes sdo denominados biocidas de 3% geracdo ou biocidas de
reforco (booster biocides), uma vez que estes complementam a a¢ao anti-incrustante de metais
(tal como cobre e zinco), que sozinhos nao séo suficientemente eficientes para protecdo dos
cascos das embarcacGes (YEBRA et al., 2004; MUKHERJEE et al., 2009).

O grande fluxo de embarcacfes, tanto comercial como de lazer, faz com que haja um
grande aporte de compostos anti-incrustantes no ambiente aquético, trazendo alguns efeitos
téxicos para organismos nao alvos (YEBRA et al., 2004; MUKHERJEE et al., 2009; CASTRO et
al., 2011). Um dos primeiros biocidas de terceira geragdo encontrado no ambiente foi o Irgarol
(THOMAS e LANGFORD, 2009) com o passar dos anos, outros trabalhos também detectaram
a presenca deste, em &aguas marinhas (SCARLETT A., 1999; THOMAS et al., 2000;
MARTINEZ et al., 2001). Assim, estes estudos sugerem que os biocidas de terceira geragéo
também podem sofrer processos de acumulagéo, podendo assim causar efeitos toxicos a biota
do local (THOMAS e LANGFORD, 2009).

Dada a necessidade de se determinar estes compostos em diferentes matrizes,
diferentes técnicas de extracdo sdo aplicadas. Para amostras de sedimento marinho métodos
de extracdo como agitacdo mecéanica (HAMWIJK et al., 2005; HARINO et al., 2005b), ultrassom
(THOMAS et al., 2000; MARTINEZ e BARCELO, 2001), Soxhlet (SCARLETT A., 1999; BISELLI
et al.,, 2000) e extracdo assistida por micro-ondas (MAE, do inglés, microwave assisted
extraction) (CASSI et al., 2008; SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2012) sdo os mais
frequentemente utilizadas. Para amostras de 4gua os métodos de extragdo mais aplicados sédo
extracdo liquido-liquido (LLE, do inglés, liquid-liquid extraction) (VOULVOULIS et al., 1999b;
HALL et al., 2009), extracdo em fase solida (SPE, do inglés, solid phase extraction) (SAKKAS
et al., 2002; HARINO et al., 2005b) e microextracdo em fase solida (SPME, do inglés, solid
phase microextraction) (PENALVER et al., 1999; LAMBROPOULOU et al., 2002). Dentre os
métodos descritos para biota, na maioria dos estudos, a matriz utilizada sao bivalves, e as
técnicas de extragdo sdo sonicagdo e agitacdo mecéanica com solvente (HARINO et al., 2006;
THOMAS e LANGFORD, 2009; TSANG et al., 2009). Para a matriz pescado, foram publicados
até o momento apenas dois artigos, onde as técnicas utilizadas sdo MAE (ALEJANDRO et al.,
2014) e agitacdo mecanica com solvente (KAONGA et al., 2015a), ambas seguida de SPE para
extracdo de irgarol e diuron em tecido de pescado.

Como pode ser observado os métodos que vém sendo empregados para biota
demandam grande volume de solventes organicos, equipamentos caros, alto consumo de
energia e alguns requerem equipamentos especificos para este fim. Em contra partida, a

técnica de dispersdo da matriz em fase sélida assistida por vortex (VA-MSPD, do inglés, vortex
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assisted matrix solid phase dispersion), que traz como vantagem em relacdo as técnicas
citadas anteriormente um baixo consumo de solvente, menor tempo de extracdo e menor
custo, apresenta-se como uma técnica promissora, visto que, vem sendo aplicada com
eficiéncia em diversos estudos utilizando pescado como matriz para andlise de diferentes
compostos (DUARTE et al., 2013; ESCARRONE et al., 2014; HERTZOG et al., 2015).

Para que se tenha uma resposta adequada, além de um método de extracdo eficiente,
métodos analiticos sensiveis e seletivos para quantificacdo destes compostos também séo
necessarios. Dentre as técnicas para separar e quantificar os biocidas de terceira geracéo
pode-se citar a cromatografia gasosa (GC, do inglés, gas chromatography) acoplada a
diferentes detectores como, por exemplo, detectores termidnico (FTD, do inglés, flame
thermionic detector) (SAKKAS et al., 2002), ou com detectores por captura de elétrons (ECD,
do inglés, electron capture detector) (LAMBROPOULOU et al., 2002). Embora, também existam
trabalhos utilizando cromatografia liquida (LC, do inglés, liquid chromatography) acoplada a
espectrometria de massas utilizando detector do tipo ion trap (IT) (DI LANDA et al., 2009) e por
quadrupolo simples ou triplo quadrupolo (SAPOZHNIKOVA et al., 2008), que obtiveram éxito
na quantificacdo de biocidas de terceira geracao.

Tendo em vista que o preparo de amostra € uma etapa crucial no processo de
guantificacdo de contaminantes em qualquer tipo de matriz (WEN et al., 2014), é de grande
importancia o estudo e aprimoramento desta etapa para determinacdo de biocidas anti-
incrustantes em tecidos de pescado uma vez que este tipo de alimento é amplamente
consumido ao redor do mundo, além destes serem potenciais indicadores de contaminagéo
ambiental (DOREA, 2008).
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi desenvolver e validar dois métodos utilizando a VA-MSPD
seguida da determinacdo por LC-MS/MS e GC-ECD para extracdo e quantificacdo de seis

biocidas anti-incrustantes em musculo de pescado.

2.1 Objetivos especificos

% Otimizar os parametros envolvidos na etapa da VA-MSPD, buscando o uso de suportes
sélidos alternativos e o uso de solventes com menor toxicidade;

% Validar o método para determinacdo de biocidas anti-incrustantes em musculo de
corvina (Micropogonias furnieri), avaliando limite de deteccao, limite de quantificagéo,
curva analitica, linearidade, exatidao, precisao e o efeito de matriz;

.

« Demonstrar a aplicabilidade do método validado em outras espécies de peixe, tainha

(Mugil liza) e pescada (Cynoscion guatucupa).



18

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Biocidas
3.1.1 Conceitos gerais

Biocidas sao utilizados em diversas aplicacdes, entretanto suas funcdes mais difundidas
sdo a preservacdo e desinfestacdo de superficies, estando associados aos praguicidas, que
sdo agentes quimicos que protegem contra a biodegradacdo. Embora a necessidade dos
biocidas ainda seja grande, seu uso nas Ultimas décadas tem sido restrito. A restricdo destes
compostos esta relacionada a possiveis danos ao meio ambiente e a sua toxicidade
(ROSSMOORE, 1995).

Os biocidas anti-incrustantes podem ser divididos em duas classes, os ndo metalicos e
os metdlicos. Neste trabalho, apenas serdo estudados os biocidas pertencentes a classe dos
ndo metalicos que incluem compostos com diferentes fun¢des orgénicas como, por exemplo,
benzotiazois, compostos clorados, triazinas, entre outros (FERNANDEZ e PINHEIRO, 2007).

A seguir, na Tabela 1, estdo representadas algumas caracteristicas fisico-quimicas de

alguns biocidas anti-incrustantes, assim como suas estruturas quimicas.



Tabela 1. Principais propriedades fisico-quimicas de alguns biocidas anti-incrustantes de 32 geracao.
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Busan/TCMTB Clorotalonil Diclofluanida DCOIT Diuron Irgarol
N E /
| ‘ mﬂ\ 0\\ J, (CH)s H ,L HN/A
cl s s 0 /, ™~
cl cl SN N \H/ )\
Estrutura ) \S 3 8 /L j\
cl Cl ~ ] H5CS N/ NH
Sy A
& cl
M.M. 265,91 333,23 282,23 233,09 253,37
S.A(mg L™ 0,6 0,006 0,0065 36,4 7
Log Kow 2,64 3,7 2,85 2,85 3,95
P.E. (°C) 350,5 336,8 322,6 385,2 428

M.M.= massa molar; S.A. = solubilidade em agua; P.E. = ponto de ebulicdo
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3.1.2 Busan/TCMTB

O TCMTB [2-(tiocianato-metiltio) benzotiazol] € um composto orgénico pertencente ao
grupo dos tiazoéis. Este composto nédo esta limitado a aplicagbes em tintas anti-incrustantes, e
também pode ser utilizado como fungicida na preservacdo de madeira e na inddstria de couro
(VOULVOULIS et al., 1999a).

Algumas propriedades fisico-quimicas deste composto podem ser observadas na
Tabela 1. O tempo de meia vida no ambiente aquatico € de 1,5 e 3,8 h e o principal meio de
degradacdo do TCMTB é através da fotblise. O processo de fotélise do TCMTB gera
majoritariamente o 2-mercaptobenzotiazol (MBT, pKa = 6,94) e em menor quantidade o
benzotiazol (BT). Dada a rapida degradacéo deste composto, 0 seu metabdlito majoritario,
MBT, é de fundamental importancia para estudos de toxicidade ambiental do TCMTB (SAKKAS
et al., 2006).

Um estudo realizado por BROWNLEE et al. (1992) relata que o TCMTB sofre hidrdlise e
metilacdo em ambientes aquéticos, o que acaba dificultando a determinacdo do seu Ko
(coeficiente de particAo octanol-carbono). Embora o principal meio de degradacdo deste
composto seja atraves da fotélise, o mesmo também é degrado através da hidrélise, porém, de
uma maneira mais lenta. A permanéncia do TCMTB no ambiente aquatico quando nao ha
processos paralelos de degradacdo por luz, estda diretamente relacionado com o pH sendo
assim, na faixa de 5-7 a meia vida do TCMB pode chegar a 35 d. Por outro lado, em pH 9, a
hidrélise é favorecida e seu tempo de meia vida cai para 2-3 d (VAN WEZEL e VAN
VLAARDINGEN, 2001).

Com relacdo a toxicidade, o TCMTB atua como um inibidor da cadeia de transferéncia
de elétrons a nivel mitocondrial, assim como irgarol e diuron. Entretanto, em um estudo que
avaliou a toxicidade em alga (Selenastrum capricornutum), crustaceo (Daphnia magna) e com
uma bactéria luminescente (Vibrio fischeri), o TCMTB apresentou toxicidade a todos os
organismos citados (FERNANDEZ-ALBA et al., 2002).

As técnicas analiticas comumente empregadas para esse composto em amostras
ambientais sdo LC e GC acoplado a espectrometria de massas. Dentre as técnicas de preparo
de amostra utilizadas se destacam agitagdo mecanica com solvente e extracdo em fase sélida
(FERNANDEZ e PINHEIRO, 2007).

3.1.3 Clorotalonil
O clorotalonil (2,4,5,6-tetracloroisoftalonitrila) € um composto organoclorado pertencente

ao grupo das isoftalonitrilas (Tabela 1). Devido ao seu amplo espectro de toxicidade como
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fungicida, possui uma grande utilizag&o na agricultura, e também é usado como agente biocida
em tintas anti-incrustantes de terceira geracao.

Estudos relatam que a degradacgéo do clorotalonil em dgua marinha ocorre apds quatro
semanas, entretanto na presenca de bactérias sua degradagdo ocorre mais rapidamente. Em
um estudo realizado por WALKER et al. (1988), constatou-se que o tempo de degradacéo
deste composto em agua estuarina e de sedimento foi bem inferior, de 1,8 a 8 d (WALKER et
al., 1988; SAKKAS et al., 2006). Devido a sua instabilidade frente a luz, quando na coluna
d’agua, o clorotalonil pode sofrer o processo de fotodegradacdo, assim, apresentando um
tempo de meia vida de algumas horas (SAKKAS et al., 2006).

A particdo do clorotalonil na fase sedimentada ou em particulas suspensas é favorecido
em um pH proximo a 8. Devido a isso, assim como sua alta degradabilidade frente a radiacéo
UV e bactérias, poucos trabalhos tém encontrado esse composto na fase dissolvida, assim,
sendo associado geralmente com um contaminante da fase sedimentada (ALBANIS et al.,
2002; VOULVOULIS, 2006).

Os principais produtos gerados na degradacgéo do clorotalonil sdo a benzamida, cloro-
1,3-dicianobenzeno, dicloro-1,3-dicianobenzeno e o tricloro-1,3-dicianobenzeno, entretanto os
metabdlitos provenientes da degradacdo do clorotalonil sdo dependentes do meio (agua
natural, agua do mar ou sedimento) e da forma de degradacdo (fotdlise ou degradacéo
bacteriana) (SAKKAS et al., 2006; SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2012).

Estudos mostram que a toxicidade do clorotalonil para os fungos se deve ao fato deste
composto inibir a oxidacdo da glicose. Em relacdo aos peixes, estudos mostraram que
espécies como o bagre-americano (Ictalurus punetatus), truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
e galaxias manchado (Galaxias truttaceus) apresentam grande sensibilidade a esse composto,
sendo que 29 pg L™, em um periodo de 96 h, suficiente para matar metade da populacdo de
todas as espécies descritas (DAVIES, 1985; GALLAGHER et al., 1991).

As técnicas de preparo de amostra mais comumente utilizadas para extracdo de
clorotalonil em diferentes tipos de 4gua sé@o a extragdo em fase solida (SPE, do inglés, solid
phase extraction), seguida da extragéo liquido-liquido (LLE,do inglés, liquid-liquid extraction).
Para sedimento, destaca-se a técnica de extragdo assistida por micro-ondas (MAE, do inglés,
microwave assisted extraction) com uma mistura de acetona e hexano (1:1 v/v) (SANCHEZ-
RODRIGUEZ et al., 2012). Em rela¢do a quantificacdo do clorotalonil, a técnica de GC é
preferencialmente aplicada. Dentre as técnicas de GC mais utilizadas, pode-se citar a acoplada
a espectrometria de massas (MS, do inglés, mass spectrometry) e com detector por captura de
elétrons (HERNANDO et al., 2001; ALBANIS et al., 2002; LAMBROPOULOU et al., 2003).

Entretanto, alguns trabalhos utilizam a técnica de LC geralmente acoplada a um MS e com
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ionizagdo quimica a pressao atmosférica (APCI, do inglés, atmospheric pressure chemical
ionization) (FERRER e BARCELO, 1999; MARTINEZ et al., 2000).

3.1.4 Diclofluanida

A diclofluanida (N,N-dimetil-N’-finil-N’-(diclorodiclorofluorometilo)sulfamida), é uma
sulfamida podendo também, ser classificada como pertencente aos organoclorados. Este
composto, devido ao seu elevado LogK,, (Tabela 1) apresenta uma forte tendéncia a estar
agregado ao material particulado ou associado ao sedimento, principalmente em pH préximo a
8 (VOULVOULIS, 2006).

A diclofluanida ndo é um composto estavel na coluna d’agua, tendo um tempo de meia
vida de algumas horas. Seus produtos de degradacdo sdo a N,N-dimetil-N’-fenil-sulfonamida
(DMSA), N-cloro-difluormetiltio anilina, anilina e o diclorofluormetano. Entretanto, o mais
importante destes compostos € o DMSA. A quantidade e o tempo para formagcdo deste
metabdlito sdo dependentes de fatores como pH, concentracdo de bactérias na coluna d’agua,
quantidade de luz incidida e concentracdo de matéria organica, podendo esta Ultima ser
responsavel por inibir ou acelerar o processo de degradacdo (SAKKAS et al., 2001;
VOULVOULIS, 2006; SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2012).

Segundo FERNANDEZ-ALBA et al. (2002), a diclofluanida pode apresentar efeitos
mutagénicos e carcinogénicos. Neste estudo, trés organismos foram expostos a este
composto, uma bactéria luminescente (Vibrio fisheri), uma microalga (Selenastrum
capricornotum) e um microcrustaceo (Daphnia magna), por um periodo de 12 min, 48 h e 72 h,
onde a concentracdo necessaria para matar metade da populagdo (ECs,, do inglés, toxicity
end-point) foi de 15,7; 1,33 e 21 ug L™, respectivamente. Em outro estudo, dirigido por BELLAS
(2006) constatou-se que a diclofluanida, apresenta baixa toxicidade para larvas de Mytilus
edulis, Paracentrotus lividus e Ciona intestinalis (BELLAS, 2006).

Pelo fato da diclofluanida estar mais associada ao sedimento, geralmente este
composto ndo é encontrado na coluna d'agua (VOULVOULIS, 2006). Entretanto, esse
composto tem sido detectado em sedimentos provenientes da Grécia e da Espanha. Cabe
destacar que as concentracdes encontradas geralmente sdo maiores apdés uma época de
grande fluxo de embarcacfes (ALBANIS et al.,, 2002; SAKKAS et al., 2002; VOULVOULIS,
2006).

A principal técnica de preparo de amostras para determinacdo de diclofluanida em
diferentes tipos de agua € a SPE, entretanto, outras técnicas como, por exemplo, LLE e a
microextracdo em gota suspensa (SDME, do inglés, single drop microextraction) também tém
sido utilizadas. Ja para sedimentos as técnicas de MAE, agitacdo mecanica com solvente e uso
de ultrassom se destacam (SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2012).
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A quantificacdo de diclofluanida pode ser feita tanto por GC quanto por LC, entretanto
quantificagBes utilizando a técnica de GC, acoplada a detectores mais seletivos como detector
ECD ou MS por ionizacdo quimica (CI, do inglés, chemical ionization) geram menores limites
de deteccdo (HERNANDO et al., 2006). Embora existam mais trabalhos utilizando a técnica de
GC para quantificacdo de diclofluanida (PENALVER et al., 1999; POCURULL et al., 2000;
LAMBROPOULOU et al., 2003; HAMWIJK et al., 2005), também existe trabalhos aplicando a
LC-MS com fonte APCI para quantificacio de diclofluanida (FERRER e BARCELO, 1999;
MARTINEZ e BARCELO, 2001).

3.1.5 DCOIT

O Sea-nine 211 apresenta como principio ativo o DCOIT (4,5-dicloro-2-n-octil-4-
isotiazolin-3-ona), que é pertencente do grupo dos isotiazéis. Este composto, apresenta uma
atividade elevada contra bactérias, fungos, algas e alguns invertebrados marinhos (CALLOW e
WILLINGHAM, 1996). Como caracteristicas quimicas apresenta baixa solubilidade em &agua
(Tabela 1) e uma rapida degradacdo no meio aquatico (JACOBSON e WILLINGHAM, 2000;
SAKKAS et al., 2006). Tem uma forte estabilidade quando complexado com o sedimento,
sendo assim, pouco acessivel a biota (TAKAHASHI, 2009).

Apoés liberado no ambiente, o DCOIT, se degrada rapidamente (<1 d) tendo assim, o
rompimento do seu anel, gerando uma reducéo de 4 a 5 em sua toxicidade. Por outro lado, sua
estabilidade no ambiente pode aumentar quando introduzido no sedimento associado a
particulas de tinta (THOMAS et al., 2003). A principal forma de degradacao deste composto é
através de atividade bacteriana, uma vez que, sua degradacao por esse meio ocorre 200 vezes
mais rapida do que através de processos de fotblise (THOMAS et al., 2003; SAKKAS et al.,
2006).

Devido as caracteristicas do DCOIT, este pode ser considerado um dos biocidas de
terceira geragcdo mais ideal para utlizagdo, uma vez que, este composto se degrada
rapidamente no meio ambiente, tem uma rapida particdo no ambiente (0 que resulta em uma
menor biodisponibilidade para organismo ndo-alvos), apresenta baixa toxicidade para outros
organismos do ambiente aquatico e minima bioacumulagdo (JACOBSON e WILLINGHAM,
2000).

O DCOIT pode ser facilmente extraido de amostras de agua utilizando como técnica de
preparo de amostra a SPE, com cartuchos de C18 ou poliméricos (THOMAS e LANGFORD,
2009). Outras técnicas de extracdo para este composto em diferentes tipos de agua também
podem ser utilizadas, tais como, SDME (LAMBROPOULOU e ALBANIS, 2004) e SPME

(LAMBROPOULOU et al., 2002). Ja para sedimentos, as técnicas que se destacam sao 0 uso
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de ultrassom (MARTINEZ e BARCELO, 2001), agitagdo mecanica com solvente (HARINO et
al., 2005b) e MAE(CASSI et al., 2008).

O DCOIT apresenta a versatilidade de ser quantificado tanto por GC como por LC, pelo
fato de possuir dois atomos de cloro em sua estrutura, a utilizacdo de GC-ECD pode
apresentar uma melhora na sensibilidade do método. Resultados satisfatorios também podem
ser obtidos, utilizando as técnicas de GC e LC acopladas a espectrometria de massas com El,
APCI ou ionizacdo por eletrospray (ESI, do inglés, eletrospray ionization) (HERNANDO et al.,
2006; THOMAS e LANGFORD, 2009).

3.1.6 Diuron

O diuron (3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea) € um herbicida comumente utilizado na
agricultura e como biocida anti-incrustante (KONSTANTINOU e ALBANIS, 2004; ALEJANDRO
et al.,, 2014). Embora este composto seja utilizado na agricultura, seus niveis ambientais sdo
maiores em agua do mar do que em agua doce, o que reforca sua ampla difusdo como anti-
incrustante (LAMOREE et al., 2002; VOULVOULIS, 2006). Este composto é relativamente
persistente no ambiente aquético e estavel a processos de fotodegradacdo (CALLOW e
WILLINGHAM, 1996), ao contrario de outros compostos como TCMTB, DCOIT, diclofluanida e
clorotalonil, o diuron tem uma baixa tendéncia em se adsorver no sedimento (VOULVOULIS et
al., 2002).

Quando liberado no ambiente marinho, a degradacao do diuron através de processos
aerdbicos resulta na formacao do 1-(3,4-diclorofenil)-3-dimetilureia (DCMPU, do inglés, 1-(3,4-
dichlorophenyl)-3-methylurea) e do 1-(3,4-diclorofenil) ureia (DCPU, do inglés,1-(3,4-
dichlorophenyl)urea) e quando submetido a processos de degradagédo anaerdbicos pode gerar
o 1-(3-clorofenil)-3,1-dimetilureia (CPDU, do inglés, 1-(3-chlorophenyl)-3,1-dimethylurea)
(THOMAS e LANGFORD, 20009).

A toxicidade do diuron é muito mais elevada para fitoplanctons e para macrdfitas, (ug L™
e ng L"), do que para outros organismos marinhos como zooplancton e peixes. Isto ocorre,
devido a sua atuacao no sistema de transporte de elétrons da fotossintese, onde, bloqueia o
foto sistema Il (PS Il, do inglés, photo system Il), que acaba gerando uma reduc¢éo na captagéo
de CO, o0 que consequentemente vai gerar uma baixa na producgéo de carboidratos (FAI et al.,
2007; MOCHIDA e FUJII, 2009; SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2011b).

No que diz respeito a andlise de diuron no ambiente, esse composto vem sendo
analisado em diferentes matrizes, tais como diferentes tipos de agua (FERRER e BARCELO,
1999; LAMOREE et al., 2002; SAPOZHNIKOVA et al., 2008), sedimento marinho (THOMAS et
al., 2000; MARTINEZ e BARCELO, 2001) e pescados (SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2012;

KAONGA et al., 2015a). As técnicas de preparo de amostras utilizadas para extrair este
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composto em diferentes tipos de matriz sdo LLE (VOULVOULIS et al., 1999b), SPE (SAKKAS
et al., 2002), agitagdo mecanica (HARINO et al., 2005b), sonicacido (MARTINEZ e BARCELO,
2001), extracdo com liquido pressurizado (PLE, do inglés, pressure liquid extraction) (COMBER
et al., 2002) e MAE (SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2012).

O diuron é um composto termicamente instavel, dado isto, sua analise por GC necessita
de uma etapa de derivatizacado para que este composto se torne estavel (HERNANDO et al.,
2006). Por outro lado, este composto apresenta uma boa resposta por LC com detectores de
MS e embora saiba-se que herbicidas com grupamento ureia ndo tenham grande absor¢ao por
UV ou luz visivel, existem alguns trabalhos que quantificam este composto por LC com
deteccdo por arranjo de diodos (DAD, do inglés, diode-array detection) (HERNANDO et al.,
2006).

3.1.7 Irgarol

O irgarol (2-metiltio-4-terc-butilamino-6-ciclopropilamino-s-trazina) é um herbicida
pertencente ao grupo das triazinas e assim como o diuron, é um dos biocidas anti-incrustante
comumente utilizado (ALEJANDRO et al., 2014). O primeiro trabalho a detectar este composto
no ambiente foi conduzido por Cote d’Azur em 1993 no mediterrAneo da Franca
(KONSTANTINOU e ALBANIS, 2004; READMAN, 2006; CASTRO et al., 2011). Este composto
apresenta uma alta estabilidade, tanto em agua do mar (t;,100 dias) quanto na doce (ty» 200
dias) (CALLOW e WILLINGHAM, 1996; SCARLETT A., 1999). Esta persisténcia também pode
ser observada no sedimento, uma vez que, o irgarol apresenta uma grande estabilidade
mesmo em condi¢Bes aerdbias (THOMAS et al., 2003).

O principal produto de degradacdo do Irgarol € o M1 (2-metiltio-4-terc-butilamino-6-
amino-s-trazina). Este composto pode ser formado através da n-desalquilacdo por processo de
biodegradacédo (LIU et al., 1997), fotodecomposicdo (KONSTANTINOU e ALBANIS, 2004) ou
hidrélise (LIU et al.,, 1999), entretanto para que a hidrélise ocorra, deve-se ter presente
mercurio (Hg) como catalisador (ARAI et al., 2009). Assim como o irgarol, o seu principal
metabdlito, M1, se apresenta altamente estavel no ambiente aquatico com ty, similar ao do
irgarol (OKAMURA et al., 2000). Outros metabdlitos possiveis para o irgarol sdo o M2 (2-amino-
propanal-4-terc-butilamino-6-metiltio-s-triazina) e o M3 (2,4(diamino-di-terc-butil)-6-metiltio-s-
triazina) (LAM et al., 2005).

Assim como o diuron, o irgarol € um composto que atua no PS Il, sendo assim mais
prejudicial para planctons (FAI et al., 2007; MOCHIDA e FUJII, 2009). Estudos sobre a
toxicidade do M1 também tem sido conduzidos, sendo que, em geral, o irgarol apresenta uma
toxicidade maior que o M1 para os organismos marinhos (OKAMURA et al., 2000; GATIDOU et
al., 2007).
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As técnicas de preparo de amostra utilizadas para a extracdo do irgarol e/ou seus
metabdlitos em diferentes tipos de amostras de agua séo LLE utilizando como solvente de
extracao diclorometano (VOULVOULIS et al., 1999b; HALL et al., 2009) e SPE (SAKKAS et al.,
2002; HARINO et al., 2005a). J& para amostras de sedimento sdo utilizadas as técnicas de
ultrassom com metanol (MARTINEZ e BARCELO, 2001) e com metanol/acetato de etila
(THOMAS et al., 2000) ou agitagdo mecéanica (THOMAS et al., 2000; HARINO et al., 2005b).
Também existem estudos avaliando a concentracéo de irgarol em tecido de pescado utilizando
MAE como preparo de amostra seguida de SPE (ALEJANDRO et al., 2014) e com a aplicacao
da agitacdo mecanica, também seguida de SPE (KAONGA et al., 2015a).

O irgarol pode ser facilmente analisado por GC com detecc¢do por MS ou com deteccdo
de Nitrogénio-Fosforo (NPD, do inglés, nitrogen-phosphous selective detection), e por LC-MS
(SCARLETT A., 1999; VOULVOULIS et al.,, 1999b; BISELLI et al., 2000; LAMOREE et al.,
2002; GATIDOU et al., 2007).

3.2 Legislagéo e controle

Depois do decreto da Comunidade Europeia em 1989, restringindo o uso de
tributilestanho (TBT, do inglés, tributyltin) e com a criagdo de uma nova classe de tintas anti-
incrustantes baseadas na utilizagdo dos denominados booster biocides, uma nova legislagédo

restringindo o uso de algum destes compostos entrou em vigor (Tabela 2).

Tabela 2. Compostos permitidos na formulacéo de tintas para embarcacdes < 25 m.
UK Franga Grécia Espanha Suécia Dinamarca  Holanda

CompOStO ** ** *% *k% *k%
Diuron - + + + n.e - -
Irgarol - + + + - - +

Clorotalonil - + + + n.e. n.e. n.e.

Diclofluanida + + + + n.e. n.e. +
DCOIT - n.e. n.e. + n.e. S n.e.
TCMTB - n.e. n.e. n.e. n.e. n.e. n.e.

* Reino Unido; n.e. = ndo encontrado; + = permitido; - = proibido;

** |egislagdo muito limitada (a principio, todos podem ser utilizados);
*** regulamentacdo em aberto;

**** nproduto aprovado, mas pouco utilizado.

Embora exista esta legislacdo, muitas vezes, a legislacdo ndo é bem clara sobre 0 uso

destes compostos. Como pode ser observado para Franca, Grécia e Espanha onde a principio



27

0 uso de todos é permitido ou como na Suécia, onde embora sé seja permitido o uso de irgarol,
na ha nada especificado para os outros compostos (READMAN et al., 2002; THOMAS e
BROOKS, 2010).

Dado que os biocidas podem apresentar risco para 0 meio ambiente, algumas
autoridades ambientais de diferentes paises propuseram legislagfes que estabelecem limites
méaximos de residuos em &gua, solo e sedimento. Uma das principais legislages utilizada
como referéncia a nivel mundial € a proposta pelas autoridades holandesas (Ducht autorities),
que é baseada nos limites de risco nos compartimentos ambientais (VAN WEZEL e VAN
VLAARDINGEN, 2004). A seguir, na Tabela 3, estdo descritos os valores de Concentracdo
Méaxima Permissivel (MPC, do inglés, Maximum Permisible Concentration) no ambiente para

alguns biocidas.

Tabela 3. Concentragdo Maxima Permissivel (MPC) proposta pelas autoridades holandesas
para o Irgarol 1051, Diuron e TCMTB.

Biocida MPC na agua MPC no sedimento
(ng L) (ng g™

Irgarol 24 14

Diuron 430 9,0

TCMTB 380 n.e

n.e: nao estabelecido

3.3 Niveis ambientais

O irgarol € um dos compostos anti-incrustantes mais detectados ao redor do mundo
(SAPOZHNIKOVA et al., 2013b), isto pode ser atribuido a sua grande estabilidade na coluna
d‘agua, cerca de 100 a 350 d (THOMAS et al., 2002). A concentracdo deste composto no
ambiente varia de 5-4800 ng L™, sendo a Gltima o maior valor ja reportado para este composto
(SAPOZHNIKOVA et al., 2013b).

Outro biocida amplamente utilizado é o diuron, sua estabilidade é comparavel a do
irgarol, podendo apresentar estabilidade na coluna d’agua de 43 a 2180 dias (THOMAS et al.,
2002; SALEH et al., 2016). Estes compostos tém sido detectados em amostras de agua em

locais como Franga, Estados Unidos, Reino Unido, Jap&o, China e Brasil (Tabela 4).
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Tabela 4. Concentra¢cfes de biocidas encontrados em diferentes regides do globo para
amostras de agua do mar.

Maior
Lugar Ano da coleta Composto concentracao Referéncia
detectada
. . (BATISTA-
Panama 2016 'IDr'“arr‘_’Or; 57 ?1 ng LL'l ANDRADE et al.,
g g9 2016)
. Diuron 20,9ng L*! (DOMINGUEZ et
Brasil 2014 Irgarol 6,2ng L™ al., 2014)
. Diuron 7800 ng L™
B I 2010-2011 DINIZ, 2011
rasi 010-20 Irgarol 4800 ng L™ (  2011)
Diuron 68 ng L* (SAPOZHNIKOVA
EUA 2013 Irgarol 254 ng L™ et al., 2013a)
N Diuron 2180 ng L™ (KAONGA et al.,
Japao 2014 Irgarol 1070 ng L™ 2015b)
. . (MOCHIDA et al.,
Japao 2010 DCOIT 11000 ng L 2015)
Clorotalonil 37ngL*
= Diclofluanida 138 ng L™ (SAKKAS et al.,
Grecia 1999-2000 Irgarol 41 ng L* 2002)
DCOIT 49 ng L™

Outros biocidas como clorotalonil, diclofluanida e DCOIT sdo menos frequentes,

entretanto existem estudos que detectam estes compostos em amostras de agua (Tabela 4).

3.4

Peixes

Os peixes séao considerados uma fonte de alimento de grande importancia nutricional,

uma vez que, estes sdo fornecedores de um importante acido graxo poliinsaturado, o 8mega-3,
além de ser fonte de proteinas de alta qualidade (DAVIGLUS et al., 2002; LICHTENSTEIN et
al., 2006). Segundo estudos, o consumo de 57 g por semana esta relacionado a reducdo na
probabilidade de morte subita e doengas arteriais em adultos (DAVIGLUS et al., 2002;
LICHTENSTEIN et al., 2006).

Os peixes sdo seres filtradores e por este fato, tendem a acumular contaminantes
presentes no seu habitat, principalmente quando estes contaminantes possuem caracteristicas

de serem persistente no meio ambiente (LogK,, > 3; t,, > 50 dias), sendo assim, estes podem
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ser indicadores ambientais de contaminacdo em ambiente aquatico (GOKS@YR, 1995;
DOREA, 2008; THOMAS e BROOKS, 2010).

Segundo Doérea (2008) é importante conhecer 0s riscos toxicos que 0S compostos
xenobidticos podem causar aos peixes, uma vez que, estes sdo de grande importancia
nutricional para os seres humanos, mas ao mesmo tempo sdo potencias meios de
contaminacao, principalmente quando os peixes possuem habitos demersais (peixes de fundo,
geralmente em associacdo com o substrato), estando geralmente associados ao substrato ou
fundo rochoso com uma alimentacdo baseada em pequenos vermes, moluscos, algas e
algumas vezes restos de ouros peixes e ou detritos vegetias como € o caso da corvina
(Micropogonias furnieri) da tainha (Mugil liza) e da pescada (Cynoscion guatucupa) (DOREA,
2008).

3.5 Preparo de amostra

Dentre as etapas envolvidas em um processo analitico como amostragem, preparo de
amostra, separacdo, deteccdo e andlise dos dados, o preparo de amostra é a etapa que
consome maior tempo em todo o procedimento, cerca de 80% do tempo total e, além disto,
gera um grande volume de residuos (CHEN et al., 2008). Devido a isto, a Quimica Analitica
tem voltado os esfor¢cos para a busca de métodos que demandem menores tempos de
extragdo, menor exposi¢cao do analista, o uso de menores quantidades de solventes ou uso de
solventes menos agressivos ao ambiente e mais baratos (WEN et al., 2014).

O objetivo do preparo de amostra € isolar o(s) composto(s) de interesse em um extrato
livre de compostos que possam interferir na deteccdo, quando necessario pré-concentrar ou
transforma-los para que se adequem a analise (CHEN et al., 2008; PAN et al., 2014; WEN et
al., 2014). Por isto, o preparo de amostra também é tido com uma das etapas mais criticas do
procedimento analitico, uma vez que, esta etapa influencia em todas as etapas posteriores
para confirmacgéo e quantificagcdo dos analitos (CHEN et al., 2008).

No processo de isolamento do(s) analito(s) deve-se obter um extrato final limpido,
relativamente livre de impurezas que possam interferir na quantificacdo do(s) composto(s)
desejado(s) ou danificar o equipamento. Essa etapa de limpeza também conhecida como clean
up pode ser realizada concomitantemente com 0 processo extracdo ou posterior a ele
(RIDGWAY et al., 2007; HELALEH et al., 2012).

3.5.1 Técnicas de preparo de amostra
Técnicas de preparo de amostras como as desenvolvidas por Mills (1963), Becker
(1971), Luke (1975), Specht e Tilkes (1980) s&o consideradas tradicionais, servindo assim,
como técnicas de comparacdo para o desenvolvimento de novas técnicas de preparo de

amostra para extracdo de compostos organicos. Além destas, técnicas como extracdo tipo
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Soxhlet, extracdo por ultrassom, extragdo por fluido supercritico e MAE s&o consideradas
técnicas de referéncia, para 6rgdos como a Associacdo de Quimicos Analiticos Oficiais (AOAC,
do inglés, Association of Official Analytical Chemists), FDA, ou com uma maior difusdo na
literatura, para extragdo de contaminantes organicos em diferentes matrizes
(ANASTASSIADES et al., 2003; NIELSEN, 2010). A seguir, serdo enunciadas vantagens e
desvantagens de algumas técnicas de preparo de amostras.

Como primeira técnica a ser enunciada, tem-se o Soxhlet, que apresenta vantagens
como nao necessitar de filtracdo, ndo ser dependente da matriz, ser robusta e ser considerada
uma técnica de referéncia. As desvantagens sao extracoes longas
(24-48 h) grandes quantidades de solvente (300-500 mL) e em alguns casos a necessidade de
evaporacdo. Em seguida, a extragdo por ultrassom apresenta vantagens como nao possuir
limitagdo quanto ao tipo de amostra, apresenta baixos tempos de extracdo (10-45 min) e
grandes quantidades de amostra (2-30 g). Como desvantagens apresenta um grande consumo
de solventes (100-300 mL) e necessita posterior evaporagéo. A extragéo por fluido supercritico,
apresenta como vantagens extragfes rapidas (30-75 min), baixo uso de solvente (5-10 mL) e
ser uma técnica que atende os preceitos da quimica verde. Como desvantagem, apresenta um
alto custo e equipamentos sofisticados, baixa quantidade de amostra, existe limitagbes na
escolha da matriz e aplicabilidade limitada. Por ultimo, a extracdo assistida por micro-ondas
traz como vantagens a ndo necessidade de se filtrar a amostra, rapidas extragées (20-30 min),
baixo consumo de solventes (30 mL) e grandes quantidades de amostra (2-20 g). Como
desvantagens, podemos citar a necessidade da utilizacdo de solventes polares, uma etapa de
limpeza e a possibilidade de ocorrer a degradacéo dos analitos (KOU e MITRA, 2003).

Em contrapartida, novos métodos vém sendo desenvolvidos baseados em técnicas
como QUEChERS (QUECHhERS, do inglés, Quick, Easy, Cheap, Effective, Robust, Saffety) ,
MSPD, SPE, Micro Extracdo em Fase Sdlida e Extracdo Sortiva com Barra de Agitacdo, que
sdo passiveis de modificagbes como, por exemplo, diminuicdo no volume de solvente e
capacidade de utilizagcdo de materiais de fontes renovaveis (ANASTASSIADES et al., 2003;
CHEN et al., 2009; LU et al., 2011; HERTZOG et al., 2015; ROMBALDI et al., 2015). A seguir,
na Tabela 5 estdo apresentados alguns métodos, principalmente baseados na MSPD, que tem

sido aplicado para extracdo de diferentes contaminantes em tecidos de pescado.



31

Tabela 5. Métodos desenvolvidos para extracdo de compostos organicos em tecido de pescado.

Amostra Analitos Tecnlca~de Caracteristicas Tecn.|(.:a d? Desempenho Analitico Ref.
extracao Quantificacéo
Tecido de _ LOQ (ng g*): 0,17 — 11
q 18 agrotéxicos  QUEChERS 15 mL MeCN LC-MS/MS (ROCHA et al., 2015)
pescado R(%): 70 — 101
LO *): 0,009 -
Tecido de 5 compostos MSPD ° (p%%1)5
: 20 mL hexano GC-MS ' (CHEN et al., 2014)
pescado diclorados
R(%): 73 — 98
. y ) (HELA e
Tecido de 26 agrotoxicos 20 mL LOQ (ng g™): 0,29 — 3,4
MSPD ; . -M PAPADOPOULQOS,
pescado clorados S diclorometano: GC-MS R(%): 68 — 107 20013?U oS
hexano )
. LOQ (ng g™): 130 — 1250
Tecidode o irotéxicos  VA-MSPD 5 mL MeCN GC-MS (CALDAS etal.,
pescado R(%): 56 — 107 2013a)
. LOD (ng g™V): 4,7-6,5
szcs'gz ddoe 8 agrotéxicos MSPD 7 mL MeCN LC-MS (CARRO et al., 2012)

R(%): 85 — 118
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3.5.2 Dispersado da matriz em fase solida e suas modificagdes

A técnica de dispersao da matriz em fase sdlida (MSPD, do inglés, matrix solid phase
dispersion) foi desenvolvida por BARKER et al. (1989) para extracdo de drogas de tecido
bovino. Apds seu desenvolvimento, um grande numero de trabalhos vem utilizando esta
técnica no preparo da amostra para extracdo de compostos de diferentes classes nas mais
diversas amostras (sélidas e semissdlidas) (CAPRIOTTI et al., 2015).

O principio desta técnica se baseia na quebra/dispersédo da estrutura fisica da amostra
com um suporte solido apropriado com o auxilio de um pistilo e um gral. Este processo de
homogeneizagédo promove um aumento na superficie de contato para que o solvente interaja e
extraia o(s) analito(s), além de, em alguns casos promover a limpeza da amostra (HERTZOG et
al., 2015; ZIARRUSTA et al., 2015). Além do processo de extracdo e limpeza na mesma etapa,
a MSPD se tornou popular por sua viabilidade e versatilidade (ZIARRUSTA et al., 2015).

Devido a versatilidade da MSPD diferentes modificacbes vém sendo propostas para
esta técnica, onde a principal esta associada a etapa da escolha do suporte sélido (CAPRIOTTI
et al., 2015). Dentro da busca de novos suportes sélidos podem ser citados estudos que visam
a utilizacdo de materiais de fontes renovaveis e consequentimente ambientalmente amigaveis,
como observado no estudo de Rombaldi et al., (2015) onde a concha de mexilhdo foi utilizada
como suporte solido para extragdo de agrotoxicos e produtos de cuidado pessoal (PPCPs, do
inglés, Pharmaceutical Personal Care Products) de tecidos de mexilhdo (ROMBALDI et al.,
2015). Outros estudos que podem ser citados sdo os de Hertzog et al. (2015) e Villaverde-de-
Saa et al. (2012) que utilizaram terra de diatomacea na etapa de dispersdo da amostra de
pescado para extracdo de farmacos e em amostras de moluscos para a extracdo de
perfluorados, respectivamente (VILLAVERDE-DE-SAA et al., 2012; HERTZOG et al., 2015).

Como a etapa de dispersdo ndo é considerada uma etapa de extragcdo, subsequente a
esta etapa, é necessario se efetuar um processo de extragdo, originalmente feito por SPE
(BARKER et al.,, 1989). Com o0 passar dos anos novas propostas para esta etapa foram
estudadas, tais como, a utilizagdo de ultrassom (banho ou sonda) e a utilizacdo do vortex
(SEBASTIA et al., 2010; BARFI et al., 2013; CALDAS et al., 2013b). A utilizacdo do vértex na
etapa de extracdo traz vantagens como aumento na interagdo solvente e amostra, menor
tempo de extracdo, menores desvios devido a ndo necessidade de se empacotar os cartuchos
e reducdes no custo, uma vez que, ndo € necessario nenhum aparato de custo elevado
(CALDAS et al., 2013a; ESCARRONE et al., 2014; HERTZOG et al., 2015).

No que diz respeito a escolha do solvente de extracdo, uma vez que, este tem grande

influéncia no processo de extracdo (BARKER, 2007), diferentes solventes vem sendo
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aplicados, tais como, metanol (MeOH), acetonitrila (MeCN), acetato de etila, e hexano
(CAPRIOTTI et al., 2013; CAPRIOTTI et al., 2015).

3.6 Cromatografia
3.6.1 Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas é uma potente ferramenta
que possui aplicacdo em diferentes setores como na area da quimica, medicina, agricultura e
meio ambiente (SKOOG, 2006; LANCAS, 2009).

Dentre os detectores frequentemente utilizados em combinagdo com a LC, pode-se
dizer que a deteccdo por MS é a mais versatil e potente técnica de deteccdo de compostos
organicos em nivel de tracos. Um dos grandes desafios do acoplamento entre a LC e a MS foi
contornado pelo desenvolvimento de uma interface capaz de operar a pressdo atmosférica
(denominadas API, do inglés, atmospheric pressure ionization), uma vez que, para uma
substancia gerar resposta no MS, ela precisa ser ionizada (LANCAS, 2009).

Podem-se citar dois tipos de interfaces que operam eficientemente a pressao
atmosférica, a ESI, onde um spray é gerado com auxilio de uma corrente elétrica, e a APCI
onde, uma espécie quimica é gerada para ionizar a espécie a ser analisada. A grande
vantagem do uso da ESI é a capacidade que esta tem em ionizar compostos sensiveis a
temperatura como, por exemplo, agrotéxicos, farmacos e produtos de cuidado pessoal sem
gue haja degradacéo, uma vez que este processo ocorre em solucdo (ARDREY, 2003).

Dentro dos analisadores de massas mais comumente utilizados estdo os magnéticos e
eletrostéticos, quadrupolos lineares, quadrupolos ion trap, e tempo de voo. Cabe destacar, que
0 analisador de massas mais popular € o quadrupolo linear. Tal difusdo esta associada a sua
simplicidade e baixo custo frente aos demais aqui citados. Além disto, este proporciona boa
linearidade em andlises quantitativas e facilidade para ser entendido e operado (LANCAS,
2013). Posteriormente a passagem dos ions pelo analisador de massas, a deteccao é feita por
uma multiplicadora de elétrons (COLLINS, 2006).

3.6.2 Cromatografia gasosa com detecgdo por captura de elétrons (ECD)

A técnica de deteccdo por captura de elétrons ECD, combinada com cromatografia
gasosa foi inicialmente introduzida em meados de 1960 (LOVELOCK e LIPSKY, 1960). Devido
a sua alta sensibilidade e seletividade, associada principalmente a compostos halogenados,
esta técnica tem se consolidado como uma importante ferramenta na quantificacdo de
agrotoxicos (KREJCI e DRESSLER, 1970; RIVERO et al., 2016; TOLGYESSY et al., 2016; WU
et al., 2016).

O principio desta técnica esta associada a liberacdo de elétrons através de uma fonte

radioativa de ®H ou ®Ni. Apos a liberacdo dos elétrons, os mesmos sdo coletados por um
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anodo, gerando assim, corrente, que é amplificada por um eletrébmetro gerando a linha de base
(SKOOG, 2006).

3.6.2.1 Mecanismos de detec¢éo do ECD

As respostas obtidas no detector sdo baseadas na eletronegatividade dos compostos
eluidos, em outras palavras, na sua capacidade de capturar elétrons. Tal capacidade esti
relacionada com a estabilidade que as moléculas ou atomos terdo apds a aquisicdo da carga
negativa, sendo assim, a estabilidade estd diretamente relacionada com a configuracédo
eletrbnica dos mesmos. Se uma molécula ou &tomo, envolvido na captura de elétron possuir a
camada de valéncia completamente preenchida, sua capacidade em capturar elétrons sera
baixa, enquanto que, quando o mesmo possuir sua camada de valéncia altamente preenchida,
com apenas uma vacancia, sua capacidade em capturar elétrons e manter-se estavel sera alta
(SEVCIK, 1976).

O mecanismo de captura de elétrons esta fortemente ligado a energia com que o0s
elétrons se chocam, segundo, o processo de termalizagédo. Tal processo consiste na gradual
perda de energia do gas de arraste, que é dependente do tipo de particula emitida e do gas de
arraste utilizado (mono ou diatdmico). A seguir, estdo descritas as reacdes envolvidas neste
processo, tanto para formacéo do estado ionizado (Equacéo 2), quanto para o estado excitado,
embora, a formacdo de estados excitados em moléculas diatbmicas seja pouco favorecido
(Equacdo 3) (SEVCIK, 1976).

B+N, > B +N; +e 2)
p+N, > +N, (3)

No detector, devido ao grande numero de elétrons com diferentes energias, existem
duas formas de ionizacdes possiveis, a ionizacdo direta (Equacdo 4) e a por captura de
elétrons (Equacéo 5 e 6) (SEVCIK, 1976).

L+0ORG — S +e+0ORG" (4)
e+A—>A +hv (5)
e+ CI(ORG) — CI(ORG")" —CI~ +ORG ©6)

3.6.2.2 Seletividade e sensibilidade do ECD

A seletividade e sensibilidade do ECD estdo diretamente ligadas as quantidades de

substancias eluidas e da eletronegatividade das mesmas, uma vez que, este tipo de detector
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responde apenas a moléculas ou a&tomos com uma determinada afinidade por elétrons, tal
sensibilidade pode ser acrescida quando fornecida uma maior voltagem no detector (SEVCIK,
1976).

3.7 Validagdo de métodos cromatogréaficos

A validacdo de um método analitico, nada mais € do que comprovar experimentalmente
com o auxilio de ferramentas estatisticas, que o método proposto atende as exigéncias para
exercer a funcdo para o qual ele foi desenvolvido, sempre atendendo os parametros de
confiabilidade (SANTE, 2015).

A validagéo visa, sempre que possivel, minimizar os erros referentes a fatores que
tornem as respostas inexatas ou imprecisas (LANCAS, 2009). As figuras de méritos, como sé&o
denominados os paréametros de validacdo, frequentemente utilizadas em processos de
validacdo sédo seletividade, curva analitica, faixa de linearidade, limite de deteccao (LOD), limite
de quantificacéo (LOQ) e preciséo e exatiddo (SANTE, 2015).

3.7.1 Curva analitica e linearidade

Para se quantificar um determinado composto, € necesséario se conhecer a relacdo entre a
concentracdo e a resposta instrumental gerada pelo mesmo. Tal relacdo pode ser obtida
através da curva analitica. Por meio de uma operacdo matematica de regressao linear
(Equagédo 7), obtém-se os coeficientes de correlacdo (r) e de determinagédo (R?) (INMETRO,
2011).

y=ax+b 7)

Onde:

y = resposta (area do pico);

X = concentragao;

a = inclinacdo da curva (sensibilidade);

b = interseccdo com o eixo X.

3.7.2 Limite de deteccéo (LOD) e Limite de quantificacdo (LOQ)

Os valores de LOD e LOQ séo estipulados com o intuito de se informar a menor
guantidade de massa que um composto pode ser detectado para o LOD, e quantificado com
exatidao e precisdo aceitaveis para o LOQ. Uma das formas para se estipular estes valores é
através do método de sinal/ruido. De tal forma, quando a relacdo entre a altura do pico a meia
base e o ruido instrumental for de trés vezes temos o valor para o LOD, quando a mesma
relacdo for de 10 vezes teremos o LOQ (INMETRO, 2011).
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3.7.3 Exatidao e Precisao

Exatiddo refere-se ao grau de aproximacdo que a resposta esta em relagcdo ao valor
real, enquanto que, a precisdo é a representacdo numérica da aproximacédo entre as medidas
de uma mesma grandeza (CHANG, 2009). Uma das formas de se calcular a exatidao é através
do ensaio de recuperacéo, onde é feita uma adicdo do(s) analito(s) em uma amostra branco, a
mesma é submetida ao processo de extracdo e a resposta € comparada com um padrdo. Para
se afirmar que o procedimento é exato, as recupera¢gdes devem estar em uma faixa entre 70-
120% com o desvio padrdo relativo (RSD, do inglés, relative satandard deviation) <20%
(SANTE, 2015).

3.7.4 Efeito matriz

O efeito matriz (EM) é ocasionado quando coextrativos competem na etapa de
introdugdo no sistema cromatogréafico, separacdo, ionizagdo e deteccdo dos analitos. Tal
competicdo pode ocasionar um enriquecimento ou uma supressao do sinal. Esse efeito pode
ser corrigido quando se faz adicdo de padréo no extrato (matrix matched). Outras formas de se
corrigir este efeito séo através da adicdo padréo e da calibracéo por diluicdo de adicdo padréo
(ECONOMOWU et al., 2009; MARTINS et al., 2016). Segundo o documento do SANTE n° 12571
de 2015, um efeito matriz de £20% esta dentro dos padrdes aceitaveis e é considerado baixo
(SANTE, 2015).
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4 MATERIAIS E METODOS

V V VYV V V

A\

V V V V V V V VY

4.1 Instrumentacéao

Destilador de Nitrogénio Tecnal modelo TE-036/1 (Brasil);

Bloco digestor Gerhardt modelo Kjeldatherm (Alemanha);

Balanca Analitica Bioprecisa modelo FA2104N (Brasil);

Centrifuga de tubos microprocessada modelo Quimis® Q222T (Brasil);

Cromatdégrafo a liquido Alliance Separations modelo 2695 Waters (EUA) equipado com
amostrador automatico, bomba quartenaria, sistema de desgaseificacéo, Detector MS,
Micromass Quatro® Micro™ APl Waters, com fonte API, utilizando o modo de ionizagéo
por Electrospray, sistema de aquisi¢cdo de dados através do software Masslynx 4.0
Waters e coluna analitica XTerra C18 3,5 um (3,0 x 50 mm d.i.) (EUA);

Cromatdégrafo a gas com detector por captura de elétrons Shimadzu modelo GC2010 e
coluna Restek Rtx®-1 (100% dimetilpolissiloxano) 30 m, 0,25 mm d.i., 0,25 pum tamanho
de particula;

Sistema de Purificacdo de agua modelo Milli-Q Direct-Q UV3® Millipore (EUA);

Vortex modelo Certomat® MV-B. Braun. (Brasil).

4.2 Materiais

Extrator Soxhelt J45/50 Satelit modelo HS384MCO (Brasil);

Frascos de vidro (vial) com capacidade para 2 mL;

Frascos de vidro ambar com capacidade para 10 e 50 mL;

Gral e pistilo de porcelana Chiarott e Unilab (Brasil);

Kit filtracdo para fase mével Millipore (Alemanha);

Tubo de vidro borossilicato Amitel (Brasil);

Tubos de polipropileno (50 e 15 mL de capacidade) — Sarstedt (Alemanha);

Vidraria comum de rotina (baldes volumétricos, pipetas volumétricas calibradas, béquer,

etc.)

4.3 Solventes e reagentes

Agua ultrapura, purificada em Milli-Q Direct-Q UV3® Millipore;
C18 — Strata C18-E (50 pm, 65 A) Phenomenex (EUA);
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» Concha de mexilhdo dourado (Limnoperna fortunei) (obtido no Instituto de Oceanografia
e modificada no LACOM da Escola de Quimica e Alimentos da FURG);

Detergente neutro Extran® Merck (Brasil);

Eter de petroleo P.A. Vetec (Brasil);

Florisil J.T. Baker (EUA);

Gas argbnio analitico 5.0 usado como gas de colisdo no sistema LC-MS/MS White

YV V V VY

Martins (Brasil);
Gés Nitrogénio 99,99% de pureza White Martins (Brasil);
Metanol, acetonitrila e etanol grau HPLC J.T. Baker (EUA);

YV VvV

» Padrbes analiticos de pureza minima 99%: clorotalonil, DCOIT, diclofluanida, diuron,
irgarol e TCMTB;

» Quitosana de média massa molecular Sigma-Aldrich (Brasil);

» Sulfato de magnésio anidro J.T. Baker (EUA);

» Terra diatomacea (Celite 545) 99% pureza, didmetro de particula 62-76 um, ProQuimios
(Brasil);

» Hexano P.A. Macron (Brasil).

4.4 Selecdo dos analitos

Os analitos para este estudo foram previamente selecionados por um projeto de maior
porte intitulado ciéncias de mar numero 43/2013 financiado pela CAPES, sendo eles irgarol,
diuron, clorotalonil, diclofluanida, DCOIT e TCMTB.

4.5 Preparo das solucfes analiticas

As solucbes analiticas estoque (1000 mg L™), foram preparadas pela dissolucdo do
padrdo soOlido de cada composto em solvente adequado. As solugbes, entdo, foram
armazenadas em frascos ambar e estocadas a -18 °C.

A partir da diluigho, com metanol (grau HPLC) das solucdes estoques de
1000 mg L™* foram preparadas solu¢des trabalho na concentracdo de 100 mg L™ de cada
substancia.

Com isso, duas solucdes trabalho na concentracdo de 10 mg L™ foram preparadas, uma
contendo a mistura de irgarol, diuron e diuron-d6 (M2) e a outra, contendo clorotalonil,
diclofluanida, DCOIT e TCMTB (M4). As diluicbes da solucdo trabalho com etanol para M2 e

acetato de etila para M4, foram preparadas diariamente para o estudo e validacdo do método.

4.6 Amostras de pescado
Amostras de corvina (Micropogonias furnieri) foram escolhidas para o desenvolvimento
dos métodos, uma vez que tal espécie possui habitos de peixes demersais e uma alimentagao

gque varia de pequenos vermes associados ao sedimento a pequenos peixes ou restos de
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peixes. Além disto, esta espécie esta presente desde o centro-oeste ao sudoeste do atlantico.
Devido a tais caracteristicas, esta, pode ser uma espécie com potencial para bioindicador de
contaminagao por compostos organicos na regido costeira desde o Uruguai, até a Peninsula do
Yucaté (ISAAC, 1988).

As amostras de filé de cada espécie foram adquiridas no mercado local de Rio Grande —
RS, Brasil. Apés aquisi¢do, as amostras foram levadas ao laboratério onde foram submetidas a
um processo de moagem, posteriormente as amostras foram enroladas em folha de aluminio e
armazenadas em freezer a -18 °C. Durante o desenvolvimento do método as amostras foram
artificialmente contaminadas numa concentracdo de 50 ug L™ para cada analito.

A caracterizagdo dos musculos de pescado foi conduzida de acordo com os métodos da
Association of Official Analytical Chemists International- AOAC (HORWITZ e HORWITZ, 2000).
O teor de umidade foi determinado por gravimetria com secagem em estufa a 105°C de acordo
com o método n° 935.29. Os lipidios foram determinados pela extracdo com éter de petroleo de
acordo o método 920.85 e os niveis proteicos foram determinados pelo método de micro-

kjeldahl utilizando um fator de conversédo de 6,25 de acordo com o0 método 920.87.

4.7 Sistema cromatografico LC-MS/MS para determinac&o de biocidas

As determinagdes de irgarol e diuron foram feitas empregando LC-MS/MS, uma vez que
este sistema traz vantagens como alta seletividade e quando empregado o monitoramento de
reac6es multiplas (SRM, do inglés, selected reaction monitoring), problemas causados por co-
eluicdo sdo minimizadas. Além disso, pelo fato de somente estar sendo registrado o sinal de
interesse, o ruido instrumental é baixo, assim, gerando um aumento na razao sinal/ruido (s/n),
melhorando a detectabilidade (CALDAS, 2015).

As condi¢cbes cromatogréficas foram baseadas em um estudo, descrito por Dominguez
et al., (2014) onde, foi utilizado acetonitrila:agua ultrapura (52:48 v/v) com 0,1% de acido
formico, coluna analitica XTerra C18 3,5 pm (3,0 x 50 mm d.i.) e uma vazédo de 0,4 mL min™
sendo o tempo de andlise de cinco minutos.

Os solventes utilizados foram filtrados em uma membrana 0,45 um em sistema de
filtracdo a vacuo Millipore e sonicados em um banho de ultrassom durante 16 minutos para

remocao de bolhas.

4.7.1 Condi¢des espectrométricas
As condi¢cbes espectrométricas utilizadas neste estudo foram baseadas em um estudo
de DOMINGUEZ et al. (2014), sendo elas, 100 °C para temperatura da fonte e de 350 °C para
temperatura de dessolvatacdo e ionizacdo no modo positivo. As transicbes (m/z) de

guantificacéo e confirmacao, voltagem do cone (v) e energia de colisdo (eV) estdo descritas na
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Tabela 6. Os cromatogramas obtidos no modo SRM e no modo TIC (do inglés, total ion
chromatogram) podem ser observadas na Figura 1 e 2.

Tabela 6. Transi¢cdes monitoradas, voltagem do cone, energia de colisdo e tempo de retencao.

Tempo Transi¢ao de Energia Transi¢cao de Energia Voltagem
. de o de . e~ de
Analito ~ guantificagéo . identificacao o~ do cone
retencéo (m/2) colisdo (m/2) colisdo W)
(min) (eV) (eV)
Irgarol 3,20 253,7>198 19 253,87>108 30 30
Diuron 4,23 232,97>72 20 232,97>160 25 28
Diuron-d6* 4,02 239,33>78,1 17 239,33>52,1 15 29

* surrogate

Figura 1. Cromatograma no modo de monitoramento de reacfes selecionadas (SRM) nas melhores
condi¢cdes. Fase Mdvel: acetonitrila:adgua ultrapura (52:48 v/v) 0,1% de &cido férmico; coluna analitica
XTerra C18 3,5 um (3,0 x 50 mm d.i.); vazéo 0,4 mL min.
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Figura 2. Cromatograma no modo de ions totais (TIC) nas melhores condicfes cromatograficas. Fase
Mével: acetonitrila:agua ultrapura (52:48 v/v) 0,1% de acido férmico; coluna analitica XTerra C18 3,5 um
(3,0 x 50 mm d.i.); vaz&o 0,4 mL min™.
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4.8 Avaliacao datécnica de VA-MSPD para extracéo de irgarol e diuron em
tecido de pescado e quantificagdo por LC-MS/MS

Tendo como objetivo a melhor performance da técnica de MSPD assistida por vortex,
parametros como tipo de suporte sélido e tipo de solvente foram avaliados.

As condi¢bes de extragdo iniciais foram baseadas em um estudo validado por Hertzog
et al., (2015), o qual consiste na maceracao durante 5 minutos de 0,5 g de amostra (musculo
de corvina in natura); 0,5 g de sulfato de sodio (Na,S0O,); 0,5 g terra diatomacea, seguida da
extracdo com 5 mL de metanol (MeOH) e agitacdo em vortex durante 1 minuto e centrifugacao
por 10 minutos a 10179 xg. Posteriormente, uma aliquota de 1 mL foi retirada e analisada por
LC-MS/MS.

4.8.1 Avaliacdo do suporte sélido para extracédo

Foram testados oito suporte solidos diferentes, além do ndo uso de suporte solido.
Dentre os suportes testados estdo C18 e Oasis HLB reutilizado que séo suportes solidos com
uma fase lipofilica ligada, tendo assim, uma maior afinidade por compostos lipofilicos. Dentro
dos suportes solidos com caracteristicas inorganicas foram testados o uso de alumina, silica e
florisil.(CAPRIOTTI et al., 2010). Por fim, quitosana, concha de mexilhdo, terra diatomécea
foram selecionados na classe dos suportes de fontes renovaveis (HERTZOG et al., 2015;
ROMBALDI et al., 2015).
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4.8.2 Avaliacdo do solvente para extracdo
Visando a melhor condicdo para extracdo, foram testatos os solventes acetonitrila
(MeCN), acetona, hexano, acetato de etila, tetrahidrofurano (THF), MeOH 35 mmol L™ &c.
acético, etanol (EtOH), e MeOH.
As condicbes empregadas para este estudo foram 0,5 g de amostra, 0,5 g de concha de
mexilhdo, 0,5 g de Na,SO,, 5 mL de solvente, 5 minutos na etapa de homogeneizacdo e 1
minuto de agitagdo em vortex. Posteriormente, os tubos foram centrifugados durante 5 minutos

a 10179 xg e uma aliquota foi retirada para analise.

4.9 Sistema cromatografico GC-ECD para determinacéo de biocidas

As condigfes cromatogréaficas para a separacao de clorotalonil, diclofluanida, DCOIT e
TCMTB foram baseadas em um estudo de SAKKAS et al. (2002), sendo elas, 300 °C para
temperatura do detector, corrente de 1,5 nA, temperatura de inje¢do 250 °C, vazao da coluna
(Restek Rtx®-1 (100% dimetilpolissiloxano) 30 m, 0,25 mm d.i., 0,25 pm tamanho de particula)
de 1,5 mL min® gas de arraste H, e fonte de radiacdo ®Ni. O programa de aquecimento do
forno foi de 80 °C (3 min), seguido de um aumento para 290 °C (13 min) com uma taxa de 21
°C min™ totalizando 16 minutos de tempo total de analise. O cromatograma obtido pode ser
observado na Figura 3
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Figura 3. Cromatograma obtido para os biocidas em acetato de etila na concentracéo de 50 pg L™. Gas de arraste: H,; coluna analitica Restek Rtx®-
1 (100% dimetilpolissiloxano) 30 m, 0,25 mm d.i., 0,25 pm; vaz&o 1,5 mL min™.
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4.10 Otimizacado datécnica de VA-MSPD para extracado de clorotalonil,
diclofluanida, DOCIT e TCMTB em tecido de pescado e quantificacado por
GC-ECD

Assim como no desenvolvimento do primeiro método, buscando a melhor eficiéncia de
extracdo para a MSPD assistida por vortex, parametros como tipo de suporte sélido e tipo de
solvente foram avaliados. Posterior a escolha do suporte sélido e do solvente mais adequado,
foi feito um planejamento experimental para se avaliar a influencia da massa de suporte sélido,

de sal e o tempo de extracdo no vortex, assim, alcan¢cando a condi¢éo 6tima para o método.

4.10.1 Avaliacdo do suporte solido para extragédo

Trés suportes solidos com diferentes propriedades foram testados para extracdo de
clorotalonil, diclofluanida, DCOIT e TCMTB de tecido de pescado, sdo eles C18 reutilizado
(C18R), alumina e quitosana. Tal escolha se deve ao fato destes suportes estarem incluidos em
trés classes distintas de suporte solido. Onde, o C18 é um suporte sélido de fase reversa,
tendo, assim, mais afinidade por compostos com um caracter mais lipofilico. Por outro lado, a
alumina é considerada um suporte sélido mais abrasivo e de fase normal consecutivamente,
mais polar. Por ultimo, a quitosana, entra no contexto do uso de suportes solidos alternativos,
sendo um suporte com grupos aminas passiveis de interagdo com a amostra (CAPRIOTTI et
al., 2010; HERTZOG et al., 2015).

As condigbes empregadas para este estudo foram 0,5 g de amostra (musculo de
corvina in natura fortificado com mistura dos analitos na concentraco de 50 pg L™), 0,5 g de
suporte sélido, 0,5 g de Na,SO4;, 5 mL de acetato de etila, 5 minutos na etapa de
homogeneizagdo e 1 minuto de agitacdo em vortex. Posteriormente, os tubos foram

centrifugados durante 5 minutos a 10179 xg e uma aliquota foi retirada para analise.

4.10.2 Avaliacédo do solvente para extracdo
Buscando o solvente mais adequado para extracdo, acetato de etila com e sem adig&o
de &cido acético 35 mmol L™, uma mistura de acetonitrila:acetona (50:50 v/v) e acetona foram
testados.
As condi¢bes empregadas para este estudo foram 0,5 g de amostra, 0,5 g de C18g, 0,5
g de Na,SO4 5 mL de solvente, 5 minutos na etapa de homogeneizacdo e 1 minuto de
agitacdo em vortex. Posteriormente, os tubos foram centrifugados durante 5 minutos a 10179

Xg e uma aliquota foi retirada para analise.
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4.10.3 Avaliacdo do tempo de fortificacdo

Com a intencao de se avaliar a interacdo dos compostos com a matriz e a estabilidade
dos mesmos em um determinado intervalo de tempo, testes avaliando a recuperacdo de
clorotalonil, diclofluanida, DCOIT e TCMTB nos tempos de fortificacdo de 0 h, 0,5 h, 1 h, 24 h,
48 h e 168 h foram avaliados. Todas as amostras foram armazenadas sob refrigeracéo a -18
°C e abrigadas da luz. Concomitantemente, um padrdo no extrato ha mesma concentracao
para controle foi submetido as mesmas condi¢des. Para esta etapa as condi¢gdes fixadas foram
0,5 g de amostra, 0,5 g de C18g, 0,5 g de Na,SO,, 5 mL de acetato de etila, 5 minutos na etapa
de homogeneizagdo e 1 minuto de agitacdo em vortex. Posteriormente, os tubos foram

centrifugados durante 5 minutos a 10179 xg e uma aliquota foi retirada para analise.

4.10.4 Avaliagcdo da massa de amostra
Com a intencdo de se avaliar a influéncia da quantidade de massa de amostra na
resposta dos analitos, foram conduzidos testes utilizando 0,2; 0,5 e 1,0 g de amostra. Onde, as
condi¢Oes fixadas para este ensaio foram 0,5 h de interagéo apos a fortificagéo, 0,5 g de C18g,
0,5 g de Na,S0O,, 5 mL de acetato de etila, 5 minutos na etapa de homogeneizacdo e 1 minuto
de agitacdo em vortex. Posteriormente, os tubos foram centrifugados durante 5 minutos a

10179 xg e uma aliquota foi retirada para analise.

4.10.5 Avaliagdo da acidificagdo do solvente extrator

Fatores como dissociagdo, solvatacdo e estabilidade de alguns compostos podem ser
afetados dependendo da faixa de pH, sendo este, um importante parametro no
desenvolvimento de um método. Deste modo, foram conduzidos testes avaliando a influencia
da adicdo de 35 mmol L™ e 70 mmol L™ de &cido acético, além da ndo adicdo do mesmo. Neste
ensaio as condicOes fixadas foram 0,5 h de interacdo apds a fortificacdo, 0,5 g de amostra, 0,5
g de cigr, 0,5 g de Na,SO,4, 5 mL de acetato de etila, 5 minutos na etapa de homogeneizacéo e
1 minuto de agitacdo em vortex. Posteriormente, os tubos foram centrifugados durante 5

minutos a 10179 xg e uma aliquota foi retirada para analise.

4.10.6 Avaliacao das principais variaveis na extragao pela MSPD

Tendo em vista observar os efeitos das variaveis quantitativas, massa de suporte solido,
massa de sal e tempo de extracéo, um planejamento fatorial completo 2° foi aplicado.

As condi¢cdes empregadas para este estudo foram 0,5 (-1); 1,25 (0) e 2,0 g (+1) de
C18g, 0,2 (-1); 0,35 (0) e 0,5 g (+1) de Na,SOy4, 1 (-1); 5 (0) e 9 minutos (+1) de agitacdo em
vortex,
5 mL de acetato de etila 35 mmol L™ de 4cido acético, 0,2 g de massa de amostra e 5 minutos
na etapa de homogeneizacéo. Posteriormente, os tubos foram centrifugados durante 5 minutos

a 10179 xg e uma aliquota foi retirada para analise.
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As variaveis foram avaliadas em dois niveis (+1 e -1), mais o ponto central (0), conforme
descrito na Tabela 7. Nesta etapa a resposta dos analitos em termos de recuperacgdo foi
utilizada para andlise estatistica.

Tabela 7. Matriz do planejamento fatorial completo 23
Tratamento  A(Q) B(9) C(min)

1 -1(0,5) -1(0,2)  -1(1)
2 1(2,0) -1(0,2) -1(1)
3 -1(0,5)  1(0,5)  -1(1)
4 1(2,0) 1(0,5)  -1(1)
5 -1(0,5) -1(0,2)  1(9)
6 1(2,0) -1(0,2)  1(9)
7 -1(0,5)  1(0,5)  1(9)
8 1(2,0) 1(0,5)  1(9)
9 0(1,25) 0(0,35) 0(5)
10 0(1,25) 0(0,35)  0(5)

11 0(1,25) 0(0,35)  0(5)

A= massa de suporte solido; B= massa de Na>SO.; C= tempo de extracdo em vortex.

4.10.7 Avaliagdo da liofilizagdo como pré-tratamento da amostra

O processo de liofiizagdo € comumente utilizado para conservacdo de amostras
biol6gicas e/ou secagem da mesma sem que haja degradacdo de compostos volateis e
termicamente instaveis. Tal procedimento € também amplamente utilizado na preservagéo de
amostras com possivel contaminacdo por metilmercurio, tributilestanho e seus produtos de
degradacdo, onde dependendo da forma de armazenagem 0s compostos presentes na
amostra sdo mantidos estaveis por um periodo de 44 meses (DIAZ et al., 1996; MORABITO et
al., 1999; SCHMIDT, 2011; ELJARRAT, 2012). Sendo assim, foi avaliado o uso de 0,2 g de
amostra in natura e 0,2 g liofilizada. As condicdes fixadas para este ensaio foram 0,5 h de
interacdo apos a fortificagdo, 0,2 g de amostra (masculo de corvina in natura), 2,0 g de C18g,
0,2 g de Na,SO,, 5 mL de acetato de etila acidificado com 35 mmol L de acido acético, 5
minutos na etapa de homogeneizag¢do e 9 minutos de agitacdo em vortex. Posteriormente, 0s
tubos foram centrifugados durante 5 minutos a 10179 xg e uma aliquota foi retirada para

andlise.

4.11 Validagéao

Os métodos foram validados seguindo parametros preconizados pelos guias da
INMETRO, (2011) e pela SANTE, (2015). Os parametros avaliados neste estudo foram LOD e
LOQ, curva analitica, linearidade, preciséo, exatiddo e o EM (INMETRO, 2011; SANTE, 2015).
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4.11.1 Curva analitica e linearidade

Com o intuito de verificar a linearidade proveniente das respostas instrumentais dos
compostos estudados, foi construida curva analitica nas concentracdes de 0,5; 1,0; 5,0; 10; 50;
100 e 500 pg L*, preparadas em EtOH para diuron e irgarol e injetadas no LC-MS/MS. Para
clorotalonil, diclofluanida, DCOIT e TCMTB, foram construidas curvas analiticas contendo as
concentracdes de 5,0; 10; 20; 25; 50; 100; 125; 250 e 500 pg L™ preparadas em acetato de etila
e injetadas no GC-ECD.

Posteriormente, as mesmas curvas foram preparadas no extrato proveniente da
extracdo de musculo de pescado, a fim de avaliar-se o efeito matriz. Além das curvas
preparadas no extrato, curvas analiticas preparadas pela diluicdo de adicdo de padrao (DSAC)
foram preparadas. As curvas analiticas por DSAC foram preparadas através da fortificacdo da
amostra na maior concentracdo da curva para cada analito. O extrato obtido foi utilizado para
preparar os demais pontos da curva por diluicdo (MARTINS et al., 2016). Todas as injecdes
foram feitas em triplicata, tanto no LC-MS/MS quanto no GC-ECD. Com o auxilio do software
Masslynx V4.1 e do Microsoft Excel® 2010 foram obtidas a linearidade do método e
instrumental através dos dados de regressao linear e coeficiente de determinagdo (R?) para
irgarol e diuron. Para clorotalonil, diclofluanida, DCOIT e TCMTB a linearidade tanto
instrumental quanto a do método foi obtida através dos coeficientes de determinacdo (R?)

obtidos no software Microsoft Excel® 2010.

4.11.2 Limite de Deteccao e Limite de Quantificagéo
O método utilizado para se determinar o LOD e o LOQ do instrumento (LOD; e LOQ)) foi
0 do sinal/ruido, sendo assim, uma razédo de 3 e 10 vezes foi utilizada para o LOD e o LOQ
respectivamente. O LOQ do método (LOQ,) foi obtido experimentalmente, sendo assim,
amostras foram fortificadas considerando o LOQ;. Os valores para o LOQ,, foram considerados
como verdadeiros quando a amostra ao ser fortificada nestas concentragfes apresentou
concentracdes entre 70 e 120% com RSD menor ou igual a 20% (SANTE, 2015).

4.11.3 Exatidao e Precisao

Conforme recomendado pelo INMETRO e pelo SANTE (2015), a exatiddo foi avaliada
através do ensaio de recuperacdo. Sendo assim, amostras de filé de pescado foram fortificadas
com diuron e irgarol em 3 diferentes niveis LOQ, 5-LOQ e 10-LOQ. Além disso, diuron
deuterado foi utilizado como surrogate com uma concentracédo equivalente a concentracdo do
diuron em cada nivel. Cada nivel de fortificacdo foi extraido em triplicata e injetado 3 vezes
(n=9). A preciséao foi determinada através da repetibilidade (RSDr) e da precisao intermediaria
(RSDpi). A repetibilidade foi determinada utilizando o RSD dos experimentos feitos no ensaio

de exatidao e a precisao intermedidria foi avaliada através da repeticdo do mesmo experimento
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em outro dia. Para clorotalonil, diclofluanida, DCOIT e TCMTB, a exatiddo foi avaliada através
da fortificacao do filé de pescado liofilizado em trés nives LOQ, 5-LOQ e 10-LOQ. Cada nivel
de fortificagcdo foi extraido 3 vezes (n=9). A precisdo e a precisdo intermediaria e a
repetibilidade foram avaliadas igualmente aos ensaios para irgarol e diuron.

4.11.4 Efeito Matriz
A avaliacdo do efeito de matriz foi obtida através da comparacao entre a inclinacao das
curvas preparadas no solvente e no extrato da MSPD proveniente do branco da matriz. O efeito
observado é apresentado em porcentagem onde, quando o valor € positivo existe um
enriqguecimento do sinal e quando o valor é negativo existe uma supressao do mesmo, como
descrito na Equagédo 8 (ECONOMOU et al., 2009).

ME (%) = 100x(s—m - J (8)
Ss

Onde Ss € a inclinacdo da curva no solvente e Sm é a inclinagdo da curva na matriz,

considerando que ME(%) = 0% indica nenhum efeito de matriz.

4.11.5 Aplicabilidade

Com a finalidade de se avaliar a robustez do método, o mesmo, foi aplicado em mais
duas espécies de peixe, tainha (Mugil liza) e pescada (Cynoscion guatucupa). O filé destas
amostras foi adquirido no mercado local da cidade de Rio Grande — RS, Brasil. Posteriormente
a aquisicdo, as amostras foram levadas ao laboratério para um processo de moagem e
liofilizacdo quando necessario. As amostras foram embaladas em papel aluminio, colocadas

em embalagens plasticas de polietileno e armazenadas em freezer a -20 °C.

4.11.6 Andlise estatistica

As analises estatisticas feitas na otimizacdo do método, com um nivel de confianca de

95% foram feitas com auxilio do software Statistica 5.0 Portable.
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5 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1 Avaliacdo da VA-MSPD para extracao de irgarol e diuron

As condicBes iniciais empregadas para o estudo da utilizacdo da VA-MSPD, para a
extracdo de irgarol e diuron foram baseadas em estudo prévio desenvolvido e validado para
extracdo de farmacos em tecido de pescado (HERTZOG et al., 2015). Com o intuito de
alcancar as maiores recuperacdes para irgarol e diuron em musculo de pescado, parametros
como suporte sélido, solvente extrator e a influéncia de sal foram avaliados sequencialmente,
onde a melhor condi¢éo foi fixada e utilizada na etapa seguinte, estabelecendo como resposta

os valores de recuperacao.

5.1.1 Escolha do suporte sélido

A escolha do suporte sélido é um dos fatores mais importantes a ser avaliado no
desenvolvimento de um procedimento utilizando a MSPD (BARKER, 2007). Dependendo da
escolha do suporte sélido, o mecanismo da quebra da estrutura fisica da amostra pode ser
afetado e ndo ocorrer da mesma maneira que a inicialmente descrita para C18 (BARKER et al.,
1989; CAPRIOTTI et al., 2010). Portanto, 0,5 g de C18, quitosana, concha de mexilhdo, terra
diatomacea, alumina, silica, florisil e Oasis HLB reutilizado foram testados. Além disso, um
teste sem o uso de suporte sdlido foi avaliado.

A seguir, na Figura 4, sdo apresentados os resultados em recuperacdo, avaliados na
andlise estatistica ANOVA, nao foi observada diferenca significativa (p<0,05) entre concha de
mexilhdo, C18 reutilizado, Oasis HLB reutilizado, terra diatomacea e quitosana, onde todos
demonstraram ser eficientes na ruptura da estrutura fisica da amostra. Como esperado, 0 uso
de C18 gerou maiores recuperacdes, o que pode ser explicado devido as suas propriedades.
Adsorventes com uma fase quimicamente ligada (C8, C18), ndo atuam apenas como
abrasivos, mas também como dispersores. Assim, quando esses suportes sao utilizados, os
mesmos promovem a completa dispersédo da amostra, e dos analitos lipofilicos, facilitando a
transferéncia dos analitos para o solvente (BARKER, 2000). Entretanto, outros suportes como
concha de mexilh&o, terra diatomacea, quitosana e Oasis HLB reutilizado também forneceram

resultados satisfatorios, com recuperagdes acima de 97%.
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Figura 4. Recuperacdo dos analitos na concentracdo de 50 pg L™ utilizando diferentes
suportes solidos na etapa de dispersao da VA-MSPD. (Condicbes de extracdo: 0,5 g de
amostra, 0,5 g de suporte sélido, 0,5 g de Na,SO,4, 5 mL de metanol, 5 min de maceracao, 1
min de vértex, 5 min a 10179 xg). Barras de erro indicam RSD (%) (n=9).
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Por outro lado, alumina, silica, florisil e a ndo utilizagdo de suporte sélido geraram
recuperacdes inferiores e ndo apresentaram diferenca significativa entre si.

Dada a possibilidade de se escolher diversos suportes sélidos, concha de mexilhdo foi
escolhida como suporte sélido mais apropriado devido ao fato deste material ser téo eficiente
guanto C18 e quitosana, ser obtido de fontes renovaveis, ser biodegradavel, apresentar um
baixo custo, além de j& ter sido utilizado em outros estudos para determinacdo de compostos
organicos (ROMBALDI et al., 2015).

5.1.2 Escolha do solvente

Os solventes avaliados na etapa de extracdo no procedimento de VA-MSPD, foram
MeCN:acetona (1:1 v/v), acetona, hexano, acetato de etila, MeOH com 35 mmol L™ de 4cido
acético, MeOH, tetrahidrofurano (THF) e EtOH.

Como pode ser observado na Figura 5, praticamente todos os solventes testados
apresentaram boas recuperacdes para os analitos, com uma recuperacdo média de 96%.

Quando testado hexano, o mesmo demonstrou baixas recuperacdes para diuron. Irgarol
e diuron apresentam coeficientes de particdo octanol-agua (Logk,,) diferentes 3,95 e 2,85
respectivamente. Este fato pode explicar a baixa recuperagdo para diuron quando utilizado

hexano, uma vez que diuron € mais polar que irgarol.
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Figura 5. Recuperacdo para os analitos na concentracdo de 50 pg L™ quando utilizado
diferentes solventes. (Condi¢cdes de extracdo: 0,5 g de amostra, 0,5 g de concha, 0,5 g de
Na,S0O,4, 5 mL de solvente, 5 min de maceracdo, 1 min de vértex, 5 min a 10179 xg). Barras de
erro indicam RSD (%) (n=9).
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Uma das metas da Quimica Analitica Verde € reduzir a quantidade de residuo gerada
na etapa de preparo de amostra, além disso, reduzir ou se possivel evitar o uso de solventes
toxicos ao meio ambiente e para os seres humanos (WELCH et al., 2010).

Dentre os solventes testados, EtOH traz algumas vantagens. Sua producdo ocorre
através da fermentagéo de materiais ricos em agucares, por exemplo, cereais. Com isto, requer
uma menor energia para ser produzido em contraste com outros solventes utilizados neste
estudo (JESSOP, 2011; CHEMAT et al, 2012). Além disso, EtOH é um solvente
completamente biodegradavel e pode ser obtido em grande escala com elevada pureza
(CHEMAT et al.,, 2012). Ademais, quando EtOH é comparado com outros solventes como
MeOH, acetona, MeCN e acetato de etila seus efeitos deletérios para a saiude humana séo
menos pronunciados (CAPELLO et al., 2007).

Neste contexto, e considerando as propriedades fisico-quimicas dos compostos, EtOH

foi escolhido como solvente extrator mais adequado.

5.1.3 Uso de sal
A adicao de sal pode afetar a solubilidade dos analitos na fase aquosa, assim, podendo
causar um aumento na recuperacdo. Assim, promove uma melhora na mobilidade dos analitos

da fase aquosa para a fase orgénica (HERTZOG et al., 2015).
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De maneira geral, estudos que tem como matriz, amostras de tecido biolégico, utilizam
sais como Na,SO, ou MgSO, (WANG et al., 2010). Especialmente no caso de estudos com
musculo de pescado, 0,5 g de Na,SO, tem sido eficientemente empregado na etapa de
extragao por MSPD quando utilizado 0,5 g de amostra (ESCARRONE et al., 2014; HERTZOG
et al., 2015). Baseado na revisdo bibliografica, 0,5 g de Na,SO, foram escolhidos para futuras
etapas.

5.1.4 Volume de solvente extrator
O volume de solvente extrator foi fixado em 5 mL, uma vez que, este volume é
usualmente utilizado para extragdo de contaminantes organicos em matrizes biol6gicas, como
descrito em muitos trabalhos (DUARTE et al., 2013; ESCARRONE et al., 2014; HERTZOG et
al., 2015). Além do mais, quando utilizado 5 mL de solvente extrator, as recuperac¢des obtidas
ficaram acima de 70%, sendo esta, uma faixa aceitavel para recuperacdo de compostos
organicos a nivel tragco (SANTE, 2015).

5.1.5 Validagdo do método empregando VA-MSPD e LC-MS/MS
A linearidade (curvas padrdo em EtOH e no branco da VA-MSPD) foi avaliada na faixa
de 0,5 a 500 ug L™ para irgarol e na faixa de 5 a 500 pg L™ para diuron. Todas as curvas
apresentaram um  coeficiente de determinacdo (R?) maior do que 0,999
(APENDICE A)(Tabela 8).

Tabela 8. Equacéo da reta e coeficiente de determinagéo obtido para cada composto quando
feitos por calibracdo externa e calibracdo por superposi¢cdo na matriz.

Curva analitica no solvente Curva analitica na matriz
Analitos (EtOH) (filé)
Equacéo da reta R2 Equacéo da reta R2
Irgarol y = 1619649,3x - 468,2 0,999 y=1617616,7x + 86,9 0,999
Diuron y = 1619649,3x - 468,2 0,999 y = 52560x -112 0,999
Diuron-d6 y = 34395x - 42 0,999 y = 32767x - 100,9 0,999

Os valores de LOD do método foram de 0,0015 e 0,015 ug g* para irgarol e diuron
respectivamente, enquanto que, os LOQs foram de 0,005 e 0,05 pg g respectivamente.

Cabe destacar que, os LOQs alcancados pelo método proposto sdo comparaveis a
outros estudos (GATIDOU et al., 2004; KAONGA et al., 2015a). Além disto, 0 método alcancou
LOQs na faixa de concentracdo que foi detectada em pescados contaminados com irgarol e
diuron, na llha de Seto, Japdo (KAONGA et al., 2015a).
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Para avaliar a exatiddo, amostras de Micropogonias furnieri foram fortificadas com um
mistura padrédo de irgarol e diuron em trés niveis de concentracdo LOQ, 5-LOQ e 10-LOQ.
Posteriormente, as amostras fortificadas foram submetidas ao procedimento de extragdo. Os
resultados obtidos foram expressos em termo de recuperacdo, onde, a faixa de recuperagéo
variou entre 87 e 105%, com RSD menores que 10%. Para avaliar a precisdo intermediaria
(RSDpi), os mesmos experimentos foram conduzidos em um outro dia. Recuperagoes
superiores a 83%, com RSD inferiores a 15%. Todos os resultados da etapa de validacdo estéo
descritos na Tabela 9 e estdo de acordo com parametros estabelecidos pelo guia de validacéo
SANTE (SANTE, 2015).

Tabela 9. Limites de quantificagdo (LOQ), coeficientes de determinacdo (R?), exatiddo R (%),
repetibilidade (RSDr), precisdo intermediaria (RSDpi) e efeito matriz (EM).

Analito '-Oé?l) R2 R (%) RSDr (%) RSDpi (%) (F;/OM)
5- 10- 5- 10- 5- 10-
LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
Irgarol 5 0,999 103 87 105 6 6 2 15 15 10 -0,1
Diuron 50 0,999 90 87 103 10 3 4 6 15 15 -4,0
O efeito matriz foi avaliado pela comparacdo entre as inclinacdes das curvas de
calibracédo no solvente (EtOH) e no branco da matriz (matrix-matched). O efeito matriz para os
analitos ficou em uma faixa inferior a 5%, assim, podendo ser considerado um efeito de matriz
aceitavel para utilizagdo da curva no solvente, conforme descrito por Economou (ECONOMOU
et al., 2009).
5.1.6 Aplicacdo em diferentes espécies
Apos a validagdo do método, o mesmo foi aplicado em outras duas espécies de peixe,
Mugil liza e Cynoscion guatucupa a fim de, se avaliar a aplicabilidade. Sendo assim, as
amostras foram fortificadas em trés niveis LOQ, 5-LOQ e 10-LOQ, conforme pode ser
observado na Tabela 10.
Tabela 10. Exatiddo R(%) e repetibilidade para as diferentes espécies de peixe testadas.
Corvina Tainha Pescada
(Micropogonias furnieri) (Mugil liza) (Cynoscion guatucupa)
Analitos
R (%)+RSD (%) R (%)+RSD (%) R (%)+RSD (%)
LOQ 5-LOQ 10-LOQ LOQ 5-LOQ 10-LOQ LOQ 5-LOQ 10-LOQ
Irgarol 10316 87+6 105+2 88+9 11045 101+4 83t6 12043 107+1
Diuron 90+10 87+3 1034 81+10 104+8 935 81+7 85+3 91+3
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O método aplicado proporcionou resultados de recuperagdo acima de 81%, e RSD
inferiores a 15% em todas as amostras. Apés a validacdo para todas as espécies em estudo, 0
método proposto foi aplicado nas amostras de musculo e nenhum residuo de irgarol e diuron
foi encontrado.

5.1.7 Comparagdo com outros métodos de extragdo de biocidas em amostras
de pescado

Na Tabela 11, é apresentada uma comparacdo do método proposto frente a outros com
o mesmo fim (ALEJANDRO et al., 2014; KAONGA et al., 2015a).
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Tabela 11. Comparacédo entre o método de VA-MSPD proposto, frente a outros métodos para extracéo de biocidas em pescado.

) Técnica de L Técnica de . Efeito .
Amostra Analito iy Caracteristicas e~ Performance analitica ) Referéncia
extracéo guantificagédo matriz

R(%) 74,4-97,9%

. Irgarol
Tecido de 10 mL MeOH (MAE) (ALEJANDRO et
1051 MAE-SPE LC MS/MS RSD 2,8-7,8% 17-28%
pescado Diumﬁ 2 mL MeOH (SPE) G187 ° al., 2014)
LOQ: 0,34-0,44 ng g*
25 mL MeCN
I R(%)75-78%
Sedimento, Irgarol Agltzjlggo 40 mL hexano:MeCN 30 (KAONGA et al
organismos 1051e ~ Mecanica (1:1 viv) HPLC-UV RSD 5-6% avaliado 20158)
marinhos e agua Diuron SPE _ 1
eluicdo com LOQ: 0,6-1,4ng g’
5 mL diclorometano
R(%) 81-110%
Tecido de Irgarol 5 mL EtOH
q 1051 e VA-MSPD LC-MS/MS RSD < 15% < 10% Método proposto
pescado Diuron 0,5 g concha

LOQ: 5-50 ng g*

MAE = extragdo assistida por micro-ondas; SPE = extracdo em fase sélida
LC-MS/MS = cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas; HPLC-UV = cromatografia liquida de alta eficiéncia UV/Vis
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O método proposto apresenta vantagens como, um menor consumo de solventes
organicos, utiliza um solvente extrator de baixa toxicidade e utiliza materiais de fontes
renovaveis, demanda um menor tempo na etapa de extracdo e menor exposicdo do analista.
Além disto, obtiveram-se faixas aceitaveis de recuperacdo e de RSD com um baixo efeito
matriz. Cabe destacar que os LOQs obtidos pelo método proposto sdo superiores aos obtidos
por ALEJANDRO et al. (2014) e KAONGA et al. (2015a). Tal desvantagem pode ser facilmente
contornada se aplicada uma etapa de pré-concentracdo como SPE ou evaporacdo, por rota
evaporacdo ou nitrogénio (N) conforme aplicado por (SAPOZHNIKOVA et al., 2004;
ALEJANDRO et al., 2014; KAONGA et al., 2015a).

5.2 Avaliagcdo da VA-MSPD para extracéo de clorotalonil, diclofluanida, DCOIT e
TCMTB

No desenvolvimento do método para irgarol e diuron, observou-se que clorotalonil,
diclofluanida, DCOIT e TCMTB nado apresentavam resposta apds a extracdo. Entretanto, os
mesmos apresentavam resposta quando no padrdo no solvente e no extrato (Figura 6). Uma
possivel explicacdo para este comportamento pode ser atribuida a interagdo dos compostos
citados com constituintes da matriz, provavelmente proteinas, desta forma acarretando em uma
modificagdo dos analitos. Sendo assim, considerando a alta seletividade da técnica de GC-
ECD para analitos halogenados e a garantia de que todos 0s constituintes do extrato chegam
ao detector, decidiu-se utilizar a técnica de GC-ECD para quantificacdo de clorotalonil,
diclofluanida, DCOIT e TCMTB.
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Figura 6. Cromatogramas no modo SRM para os compostos clorotalonil, diclofluanida, DCOIT e TCMTB no branco, padrdo no extrato e apos a
extracao.
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5.2.1 Escolha do suporte solido
Como j& mencionado, o0 suporte solido apresenta grande influéncia na extracdo dos
compostos, uma vez que, este € responsavel pela quebra da estrutura fisica da amostra e por
consequéncia, disponibilizacdo dos analitos para serem extraidos com um solvente adequado
(BARKER, 2007). Sendo assim, trés suportes solidos foram avaliados, sendo eles C18g,
alumina e quitosana, conforme pode ser observado na Figura 7. Cabe destacar que nesta

etapa as inje¢des foram feitas manualmente, o que justifica os RSDs elevados.

Figura 7. Recuperacdo dos analitos na concentracdo de 50 pg L™ utilizando diferentes
suportes solidos na etapa de dispersdo da VA-MSPD. (Condi¢cdes de extracdo: 0,5 g de
amostra, 0,5 g de suporte sélido, 0,5 g de Na,SO,, 5 mL de acetato de etila, 5 min de
maceracdo, 1 min de vortex, 5 min a 10179 xg). Barras de erro indicam RSD (%) (n=9); letras
diferentes indicam diferenga estatistica ao nivel de significancia de 5%.

140
a '® Clorotalonil
¥ Diclofluanida
120 a $ Deorr
X TCM™MTB
100 a A
s
o 80
S 2 a L b
g E 1 T
[
S 60 b
(8]
(0]
* b
afl ¢ +
A
20
N b b c c
0 1 a - i
C18 Alumina Quitosana

Tipo de suporte solido

Dentre os suportes sélidos testados, o que apresentou melhores recuperacées foi o
teste com C18g. Sendo os valores estatisticamente superiores (p<0,05) para todos os
compostos com excecdo da diclofluanida. Tal comportamento pode ser explicado devido ao
fato de que o C18 possui grupos com caracteristicas lipofilicas que acabam interagindo com a
fase mais apolar da amostra e por consequéncia disponibilizando os analitos para serem
extraidos, por consequéncia fornece extratos mais livre de interferéncias (CAPRIOTTI et al.,
2010). Por outro lado, quando alumina e quitosana foram avaliados como possiveis suportes
sélidos, suas respostas foram estatisticamente diferentes e inferiores ao C18g.

As recuperacdes inferiores provenientes dos testes com alumina podem ser explicadas

pelas caracteristicas inorganicas deste material, uma vez que, as interacdes entre analitos
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mais apolares e os constituintes da amostra (lipofilicos), pode ser desfavorecida, sendo assim
0os analitos podem nao estar suficientemente disponiveis para extracdo (BARKER, 2000;
CAPRIOTTI et al., 2010). A falta de resposta quando utilizado quitosana, pode estar associada
por uma possivel interagdo entre os grupos amino da quitosana, base de Lewis, com grupos
eletrofilicos dos analitos como, por exemplo, halogénios (MORRISON e BOYD, 1994; DOTTO
et al., 2012). Sendo assim, C18x, foi selecionado para testes futuros.

5.2.2 Escolha do solvente extrator

Quando se trata de extragdo de contaminantes organicos em amostras bioldgicas, uma
gama de solventes ou misturas dos mesmos pode ser aplicada (FERNANDEZ-ALBA, 2004).
Embora a VA-MSPD nao tenha restricbes quanto a escolha do solvente, se torna necessario
escolher solventes que sejam compativeis com a técnica de quantificacdo escolhida para que
ndo seja necessaria uma etapa de evaporagdo e ressuspensao, principalmente quando se
utiliza cromatografia gasosa, uma vez que, a presenca de agua nos extratos acarreta em
diversos problemas (KUHN, 2002). Sendo assim, o uso de acetato de etila, acetona e uma
mistura de MeCN:acetona (50:50 v/v) foram avaliadas neste estudo. Os resultados podem ser

observadss na Figura 8.

Figura 8. Recuperacdo dos analitos na concentracdo de 50 pg L™ utilizando diferentes
solventes na etapa de extracdo da VA-MSPD. (Condigfes de extragdo: 0,5 g de amostra, 0,5 g
de C18g, 0,5 g de Na,S0O,4, 5 mL de Solvente, 5 min de maceracao, 1 min de vortex, 5 min a
10179 xg). Barras de erro indicam RSD (%) (n=9); letras diferentes indicam diferenca

estatistica ao nivel de significAncia de 5%.
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Dentre os solventes testados, acetato de etila e a mistura MeCN:acetona mostraram ser
mais adequados para a extracdo dos analitos. O uso de acetato de etila traz vantagens como,
uma baixa solubilidade em agua quando comparado com MeCN e acetona, e a pouca
quantidade de agua que pode estar presente é facilmente removida com o uso de um sal com
efeito secante (FERNANDEZ-ALBA, 2004). Além disto, acetato de etila € menos toxico que
MeCN e mais apolar dentre os solventes testados, assim, favorecendo a extracdo de
compostos mais lipofilicos (FERNANDEZ-ALBA, 2004).

5.2.3 Tempo de fortificacdo
A seguir, na Figura 9, pode ser observada a interagdo dos compostos em estudo com

relagéo ao tempo de fortificagdo.

Figura 9. Recuperacdo dos analitos na concentracdo de 50 pg L™* quando avaliado diferentes
tempos de fortificagdo. (Condigbes de extracdo: 0,5 g de amostra, 0,5 g de C18g, 0,5 g de
Na,S0O,4, 5 mL de acetato de etila, 5 min de maceracdo, 1 min de vortex, 5 min a 10179 xg).
Barras de erro indicam RSD (%) (n=9); letras diferentes indicam diferenca estatistica ao nivel
de significancia de 5%.
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Conforme observado na Figura 8, as maiores recuperagdes séo alcangcadas quando a
extracdo é feita logo apds a fortificacdo. Apdés 0,5 h de fortificacdo até uma semana as
recuperacdes caem para uma faixa de 26 a 61%. Tal queda na recuperacdo pode ser um
indicio de uma possivel interacdo entre os analitos e a matriz proteica da amostra. Embora
exista uma diferenca significativa entre os experimentos a partir de 0,5 h, essa diferenca pode
estar mais associada as variagfes da técnica e a injegcdo manual do que a degradagéo e/ou

adsorcdo dos analitos a matriz, sendo assim, o tempo de fortificacdo escolhido foi de 0,5 h,
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uma vez que este tempo é suficiente para que haja uma interagao significativa entre a amostra

e 0s analitos.

5.2.4 Massa de amostra

A seguir, na Figura 10, pode-se observar que as melhores recuperacdes foram
alcancadas quando uma menor massa de amostra (0,2 g) foi utilizada e quando h& um
aumento na quantidade de amostra as recupera¢des diminuem, principalmente para TCMTB.
Isto pode estar associado devido a quantidade de coextrativos, uma vez que, 0s constituintes

da matriz podem estar interferindo na recuperacdo dos analitos.

Figura 10. Recuperacéo dos analitos na concentra¢do de 50 pg L™ quando avaliado o uso de
guantidades diferentes de amostra na VA-MSPD. (Condi¢0es de extracédo: 0,5 g de C18g, 0,5 g
de Na,SO,, 5 mL de Acetato de etila, 5 min de maceracédo, 1 min de vortex, 5 min a 10179 xg).
Barras de erro indicam RSD (%) (n=9); letras diferentes indicam diferenca estatistica ao nivel
de significancia de 5%.
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Embora a escolha da menor massa traga algumas desvantagens como um aumento no
LOQ, menores quantidades de amostra traz vantagens como, por exemplo, menor residuo
gerado e vantagem quando o método € aplicado em outros tecidos que ndo estdo presentes

em grandes quantidades como figado, branquias e estémago.

5.2.5 Acidificacdo do solvente extrator
Como pode ser observado na Figura 11, as melhores recuperacdes foram atingidas
quando se utilizou 35 mmol L™ de &cido acético. Embora, néo haja uma diferenca significativa

entre 0 ndo uso de acido acético e 35 mmol L do mesmo para clorotalonil, diclofluanida e
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TCMTB, h4 um aumento na recuperacdo do DCOIT. Provavelmente, tal efeito pode estar
associado ao fato de um pH mais baixo favorecer a presenca da forma molecular do mesmo ou
por estabiliza-lo, sendo assim favorecendo a particdo na fase orgénica (FERNANDEZ-ALBA,
2004).

Figura 11. Recuperacdo dos analitos na concentracdo de 50 pg L™ utilizando diferentes
concentracdes de 4cido acético no solvente extrator da VA-MSPD. (Condi¢cBes de extragéo: 0,2
g de amostra, 0,5 g de C18g, 0,5 g de Na,SO,, 5 mL de acetato de etila, 5 min de maceracéo, 1
min de vortex, 5 min a 10179 xg). Barras de erro indicam RSD (%) (n=9); letras diferentes
indicam diferenca estatistica ao nivel de significancia de 5%.
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5.2.6 Planejamento fatorial completo 23

Apés a definicdo de C18r como suporte solido, acetato de etila acidificado com
35 mmol L de acido acético como solvente extrator, o uso de 0,5 g de Na,SO, como sal
secante, 0,2 g de massa de amostra e um tempo de fortificacdo de 0,5 h, através de testes
univariados, um planejamento fatorial completo 2° foi conduzido para se averiguar a influéncia
das variaveis massa de suporte sélido, massa de Na,SO, e tempo de agitacdo na recuperacao
dos analitos (Item 4.10.6). Conforme observado na Tabela 12 as recuperagbes para
clorotalonil, diclofluanida, DCOIT e TCMTB variaram na faixa de 17-52%, 22-52%, 27-46% e
30-60%, respectivamente.
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Tabela 12. Valores para as recuperacdes observada nos experimentos e 0s erros relativos
para cada analito na concentracéo de 50 pg L™.

Clorotalonil Diclofluanida DCOIT TCMTB
Erro Erro Erro Erro
Ensaio R (%) relativo R (%) relativo R (%) relativo R (%) relativo

(%) (%) (%) (%)
1 34 9 32 20 28 -2 50 27
2 44 6 50 1 46 -2 51 -8
3 38 -5 36 5 44 7 55 0
4 19 -8 40 -3 34 1 35 -4
5 17 -11 22 -16 27 -7 30 -19
6 52 -3 52 4 46 -2 60 8
7 31 10 34 -04 42 2 68 18
8 35 7 43 5 38 11 43 15
9 36 8 36 -4 39 3 42 -9
10 28 -19 34 -11 34 -11 33 -39
11 31 -7 35 -7 37 -2 38 -21

A andlise dos efeitos para C18r (g)(X1), Na,SO, (g)(X,), Agitacdo (min)(X3) e suas
combinacgfes sobre a recuperacdo dos analitos mostrou que para a variavel massa de suporte
sélido, quando se passa do nivel -1 para +1 se observa um ganho na resposta de todos os
analitos com exce¢do do TCMTB, onde esta varidvel ndo apresentou efeito significativo (p >
0,05). Foi possivel observar também, que a interacdo entre massa de suporte solido e massa
de sal (Na,SO,) apresenta um efeito negativo, ou seja, a variagdo simultadnea do nivel -1 para o
+1 de ambas variaveis (X e y) causa uma reducao na recuperacao de todos os analitos com
excecdo do TCMTB. Por outro lado, a interacdo, para as variaveis massa de suporte sélido e
tempo de agitacdo, se observa um efeito positivo de 12% na recuperacao para o clorotalonil
(Figura 12 e 13).



Figura 12. Gréfico Pareto de efeitos padronizados par talonil e diclofluanida; variavel R(%).
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Figura 13. Grafico Pareto de efeitos padronizados para DCOIT e TCMTB; variavel R(%).
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Para a verificacdo do modelo matematico foi realizada a ANOVA (teste F de Fisher),

considerando somente os efeitos significativos. Os modelos (Equacfes 9-12) sado preditivos,

uma vez que os valores de Faeuado fOoram maiores que os valores de Fiapelado €M todos 0s casos

(Tabela 13), e significativos com coeficientes de regressdo de 0,92 para clorotalonil, 0,87 para

diclofluanida, 0,90 para DCOIT, com excec¢ao do TCMTB (r = 0,50).

Tabela 13. Parametros da ANOVA no modo MS residual.

Fonte de Clorotalonil Diclofluanida
varia(;éo SQ GL MQ I:cal I:tab SQ GL MQ Fcal Ftab
Regressdao  922,5 4 230,6 16,7 4,53 615,21 2 307,6 27,22 4,46
Residuo 83,1 6 13,8 90,29 8 113
Total 1005,6 10 708,5 10
Fonte de DCOIT TCMTB
variacao SQ GL MQ Fea  Fuab SQ GL MQ Feaa  Fuab
Regressdo 391,27 2 1956 36,2 4,46 722 1 722 9,08 4,46
Residuo 42,93 8 54 7149 9 7943
Total 434,2 10 1436,9 10
SQ: soma quadratica; GL: graus de liberdade; MQ: média quadrética; F: valor de F

calculado; F: valor de F tabelado.

Y clorotalonil = 33,2 + 3,75X; - 3Xz - 7,5X1Xp + 6X1X3
Y biclofiuanida = 37,6 + 7,62X1 - 4,37X1X,
Yocor = 37,7 + 2,87%X, - 6,37X1X>
Yremte = 45,9 - 9,5X:1%;
Erro relativo = ((Y-Y)/Y)*100
onde: Y = resposta experimental

Y = resposta prevista pelo modelo

(9)
(10)
(11)
(12)
(13)

Os modelos obtidos foram utilizados para a determinacdo do erro relativo de cada

ensaio (Equacéo 13), utilizando as variaveis codificadas. Os valores obtidos para os diferentes

ensaios foram inferiores a 20%, com excecdo do TCMTB onde o0 maior erro relativo foi de 39%

(Tabela 12). Com base nestes dados, e buscando escolher 0 ensaio com um

menor erro

relativo, o ensaio 6, que consiste no uso de 2,0 g de C18g, 0,2 g de Na,SO, € um tempo de

extracdo de 9 min, foi escolhido para as proximas etapas do estudo.
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5.2.7 Uso de tecido liofilizado
Conforme observado na Figura 14, quando se utilizou tecido liofilizado, as recuperagoes
para os analitos em estudo foram estatisticamente superiores (p<0,05), do que quando utilizado

tecido in natura.

Figura 14. Recuperacéo dos analitos na concentracdo de 50 pg L™ quando avaliado o uso de
tecido liofilizado. (CondicGes de extracdo: 0,2 g de amostra, 2,0 g de C18g, 0,2 g de Na,SO,, 5
mL de Acetato de etila acidificado com 35 mmol L™ de &cido acético, 5 min de maceracéo, 9
min de vortex, 5 min a 10179 xg). Barras de erro indicam RSD (%) (n=9); letras diferentes
indicam diferenca estatistica ao nivel de significancia de 5%.
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Uma possivel explicacdo para o tecido liofilizado ter apresentado melhores respostas
pode estar relacionada ao fato da liofilizacdo causar desnaturacdo das proteinas, devido a
estresses como baixa na temperatura, formacéo de cristais de gelo e aumento da forca ibnica.
Além de mudancas no pH e remocdo de agua da camada de hidratacdo de proteina o que
permite que aumente a permeabilidade do solvente na amostra. Além disto, pode acabar
danificando a estrutura secundaria da proteina e deste modo, pode diminuir a disponibilidade
de grupos amino (-NH,) e grupos sulfidrila (-SH) ou até adicionar grupos hidroxilas (-OH) que
conforme citado em estudos de (GALLAGHER et al. (1991); DOTTO et al. (2012); HOFF et al.
(2012)) podem interagir com os grupos eletrofilicos dos analitos. Com base nestes conceitos e
nas respostas obtidas, o uso de tecido liofilizado foi selecionado para as proximas etapas do

estudo.
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5.2.8 Validagdo do método empregando VA-MSPD e GC-ECD
Testes de linearidade foram conduzidos (curvas padrdo em acetato de etila, no branco
da VA-MSPD e por diluicdo de adicdo de padrdo), na faixa de 0,005 — 0,1 mg L™ para
clorotalonil e 0,025 — 0,5 mg L™ para diclofluanida, DCOIT e TCMTB, em todos os casos as
curvas de calibracdo apresentaram coeficiente de determinacdo (R2) superiores a 0,999
(APENDICE B)(Tabela 14). Para este estudo o uso de curva analitica preparada por diluicdo de

adicdo de padréao foi escolhida.
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Tabela 14. Equacgdo da reta e coeficiente de determinacdo obtido para cada composto quando feito por calibracdo externa, calibracdo por
superposi¢cdo na matriz e por diluicdo de adicdo de padréo.

Curva analitica no solvente

o - Curva analitica na matriz Curva analitica por diluicéo de
_ (acetato de etila:acido acético o _ _ o L .
Analitos L (filé de Micropogonias furnieri) adicao de padréo
35 mmol L™)
Equacéo da reta R2 Equacéo da reta R2 Equacéo da reta R2
Clorotalonil y = 2527631x - 1556 0,999 y = 3193412x + 2918 0,992 y=2246508x + 4630 0,999
Diclofluanida y = 945013x + 13710 0,999 y = 1272976x + 7448 0,992 y=895660x + 10702 0,999
DCOIT y = 3092704x + 6741 0,999 y = 3363895x + 2369 0,992 y=2670610x + 9122 0,999

TCMTB y = 2578533x - 44101 0,999 y = 3224757x - 35756 0,991 y=2494382x - 10048 0,999
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Os valores de LOD do método foram de 38 ng g* para clorotalonil e 190 ng g* para
diclofluanida, DCOIT e TCMTB. Ja os valores de LOQ alcancados sdo 125 ng g™ para
clorotalonil e 625 ng g™ para diclofluanida, DCOIT e TCMTB. Considerando que a presenca
destes analitos em amostras biolégicas ocorre em niveis tracos, os limites do método séo
aceitaveis. Por outro lado, ndo foi encontrado na literatura disponivel método para comparacao
dos LOQs para DCOIT e TCMTB. Para diclofluanida existe apensas trabalho, onde o LOQ
empregando a técnica de extragdo dispersiva em fase sélida e filtragdo em vial e determinacéo
por LC-MS/MS foi inferior a 5 ng g™ para amostras de camar&o. Ja para a clorotalonil, ha
apenas um trabalho que alcanca LOQ de 1 ng g* pela técnica de extracdo assistida por
ultrassom e determinacdo por GC-ECD. Cabe destacar que os valores de LOQ do método
proposto podem ser facilmente reduzidos se for utilizada uma técnica de pré-concentracéo
como utilizada em muitos trabalhos (SAPOZHNIKOVA et al., 2004; SAPOZHNIKOVA et al.,
2005; HAN et al., 2014; HAN et al., 2016).

Com o intuito de se avaliar exatiddo, amostras de corvina (Micropogonias furnieri)
liofilizadas foram fortificadas com uma mistura de padrdo, contendo clorotalonil, diclofluanida,
DCOIT e TCMTB, em trés niveis LOQ, 5-LOQ e 10-LOQ. Em seguida, as amostras foram
submetidas ao procedimento de extracdo. Assim, foram obtidas recuperacgdes entre 69 e 125%,
com RSD < 15%. A precisdo intermediaria (RSDpi) foi avaliada da mesma forma nos niveis
LOQ e 5-LOQ, porém, em outro dia. As recuperagdes alcancadas foram superiores a 70% com
RSD < 18%. Os dados descritos na Tabela 15 e estdo de acordo com parametros
estabelecidos pelo guia de validacdo SANTE (SANTE, 2015).
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Tabela 15. Limites de quantificacdo do método (LOQ), coeficientes de determinacdo (R2), exatiddo R(%), repetibilidade (RSDr) e precisdo
intermediaria (RSDpi).

Analitos LOQl R? R(%) RSDr (%) RSDpi (%)
(ng g”)
LOQ 5-LOQ 10-LOQ LOQ  5-LOQ 10-LOQ LOQ 5-LOQ
Clorotalonil 125 0,999 76 76 87 14 6 4 13 10
Diclofluanida 625 0,999 108 69 85 8 6 6 8 17
DCOIT 625 0,999 91 69 80 6 5 5 6 14

TCMTB 625 0,999 125 77 89 7 7 6 5 15
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5.2.9 Aplicacdo em diferentes espécies
Apos a validado o método foi aplicado em mais duas espécies de peixe, Tainha (Mugil
liza) e Pescada (Cynoscion guatucupa), com a intencdo de se avaliar a aplicabilidade. Sendo
assim, as amostras foram fortificadas em um nivel (10-LOQ) e submetidas ao processo de
extracdo, conforme pode ser observado na Tabela 16 (Figura 15).

O método proposto apresentou resultados satisfatorios, recuperagcdes superiores a 60%
com RSD inferiores a 18%. Apés a validagcdo para todas as espécies em estudo, 0 método foi
aplicado em amostras de musculo, nenhum residuo de clorotalonil, diclofluanida, DCOIT e
TCMTB foi detectado.

Tabela 16. Exatiddo R(%) e RSD(%) para as diferentes espécies de peixe testadas.

Mugil liza Cynoscion guatucupa
Analitos 10-L0Q 10-L0Q
R(%)+RSD(%) R(%)+RSD(%)
Clorotalonil 77+9 8417
Diclofluanida 79412 7818
DCOIT 20+11 73+11
TCMTB 60+17

65+14
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Figura 15. Cromatogramas na concentracdo de 5-LOQ e nos extratos brancos da corvina (5-LOQ), tainha (10-LOQ) e pescada (10-LOQ) nas
melhores condices. Gas de arraste: H,; coluna analitica Restek Rtx®-1 (100% dimetilpolissiloxano) 30 m, 0,25 mm d.i., 0,25 um; vazao 1,5 mL min™.
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5.2.10 Comparagdo com outros métodos para extracdo de agrotoxicos em
amostras de pescado

No que diz respeito a determinacdo de biocidas em amostras bioldgicas, poucos
estudos sdo encontrados na literatura e 0os que sdo encontrados sdo baseados em métodos
que foram desenvolvidos para sedimento. Como pode ser observado, os métodos
desenvolvidos por Kaonga, 2015 e Alejandro, 2014, que desenvolveram métodos para extracao
de irgarol e diuron em musculo de pescado, utilizam extracdo por agitagdo mecénica e
extracdo assistida por micro-ondas respectivamente (SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2012;
ALEJANDRO et al., 2014; KAONGA et al., 2015a). Existem alguns métodos para extracdo de
pesticidas em tecido de pescado ou camardo que incluem clorotalonil e diclofluanida
(SAPOZHNIKOVA et al., 2004; HAN et al., 2014; HAN et al., 2016). Entretanto, a extracao de
clorotalonil e diclofluanida em amostras bioldégicas nem sempre alcanca niveis satisfatorios de
recuperacao e/ou baixos desvios, como pode ser observado no estudo dirigido por Han et al.,
2014 e 2016, onde as recuperacdes para clorotalonil foram de 12 e 14% com desvios (RSD)
superiores a +20% e para diclofluanida em camardo dependendo da técnica de detecgédo a
recuperacao obtida foi de 9 e 84% com RSD superiores a £27% (HAN et al., 2014; HAN et al.,
2016).

Em contrapartida, técnicas envolvendo a quantificacdo de DCOIT e TCMTB em tecidos
de pescado ndo foram encontrados até o momento na literatura disponivel. Para tais
compostos, os métodos desenvolvidos geralmente englobam matrizes como agua (STEEN et
al., 2004; LA CARBONA et al., 2010; SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2011a) e sedimento
(MARTINEZ e BARCELO, 2001; CASSI et al., 2008; SAPOZHNIKOVA et al., 2013b).

A seguir na Tabela 14, podem-se observar os métodos de preparo de amostra para
amostras de pescado ou similares que possuem compostos com caracteristicas similares aos
compostos deste estudo. Com base nos dados descritos na Tabela 17, podemos observar que
0 método proposto utiliza uma menor quantidade de solvente, um menor tempo de extracao,
causa menos exposicao ao analista, além de utilizar um solvente menos agressivo ao meio
ambiente (FERNANDEZ-ALBA, 2004). Além disto, o método proposto atingiu recuperacoes

superiores a 70% com RSD inferiores a £20%.
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Tabela 17. Comparacdo entre o método de VA-MSPD proposto, frente a outros métodos de extracdo de agrotoxicos em amostras de pescado e

camarao.
Amostra Analito Tecnlca~de Etapa de prNe— Caracteristicas Tecqlga d? Performance analitica Referéncia
extracao concentracao guantificacéo
R (%) 70-108%
Pescado Agrotoxicos  Ultrassom SPE 20 mL hexano GC-ECD ésg) 5.17% (SAPOZHNIKOV
In natura X 0 . Aetal., 2004)
LOQ:0,33-0,69 ng g
) N d-SPE com R (%) 70-115%
Camarao Agrotoxicos filtragdo - 10 mL MeCN LPGC-MS RSD < 17% (HAN et al., 2014)
. R (%) 12-101%
Pescado Agrotoxicos QUEChERS - 10 mL MeCN LPGC-MS RSD 3-44% (HAN et al., 2016)
In natura bLOQ: 16,5-33,0 ng gt
5 mL acetato de
etila 35 mmol L™ R (%) 69-125%
Pescado Biocidas VA-MSPD - acido acético GC-ECD 0 Método proposto
In natura RSD < 18%

2,0 g C18%

°LOQ: 125-625 ng g*

a = Low pressure gas chromatography mass spectrometry (LPGC-MS)

b = Faixa de LOQ



6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, pode se concluir que a VA-MSPD demonstrou ser uma
técnica versatil e eficiente para extracdo de seis biocidas em musculo de pescado com
guantificacéo por diferentes técnicas.

Os procedimentos propostos, baseados na VA-MSPD com deteccdo por LC-MS/MS e
por GC-ECD apresentaram valores para as figuras de mérito dentro dos parametros
estipulados por guias de validagdo para extracdo de biocidas em tecido de pescado,
demonstrando exatiddo (60-125%) e precisdo (RSD<18%), e com LOQs na faixa de pg kg™,
comparavel a trabalhos com o mesmo objetivo, além de ser aplicavel em outras espécies de
pescados.

Além disto, para um dos métodos, foi proposto o uso de concha de mexilhdo como
suporte sélido e de um bio-solvente (etanol) como solvente extrator, que sdo materiais
biodegradaveis e obtidos de fontes renovaveis, gerando entdo residuos de facil disposi¢ao,
menor exposicao do analista e 0 uso de reagentes atdxicos.

O método para clorotalonil, diclofluanida, DCOIT e TCMTB que utiliza C18g (2,0 g),
Na,S0, (0,2 g) e acetato de etila 35 mmol L™ 4cido acético (5 mL), embora nao traga o uso de
matérias alternativos para extracdo dos compostos, utiliza C18g, 0 que € uma vantagem para a
reducdo de residuos. Adicionalmente, € o primeiro método para extracdo de DCOIT e TCMTB
em tecido de pescado, além de alcancar recuperacdes superiores a 70% para clorotalonil e
diclofluanida, que séo reconhecidos como compostos de grande dificuldade de extragdo em
amostras biol6gicas de origem animal.

Em relacdo a robustez dos métodos, ambos sdo aplicdveis a pescado com uma
composicao de lipideos e proteina na faixa de 0,6-4,0% e 70-80% respectivamente. Por fim, os
métodos propostos constituem uma importante e inovadora ferramenta, uma vez que é a
primeira aplicagdo da VA-MSPD para extracdo de biocidas em tecido de pescado, sendo capaz
de ser utilizada no monitoramento de contaminacéo de peixes gerando dados sobre a presenca

destes compostos no ambiente.
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7 TRATAMENTO DOS RESIDUOS GERADOS

Todos os residuos gerados no decorres deste trabalho foram recolhidos, transferidos
para recipientes de vidro ambar, rotulados de acordo com as normas da Escola de Quimica e
Alimentos e armazenados para posterior recolhimento e tratamento por empresa contratada

pela Universidade Federal do Rio Grande.



78

8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdes futuras estdo a aplicacdo do método proposto em estudos de toxico
cinética, a adicdo de uma etapa de pré-concentracao e o estudo da interacdo entre clorotalonil,
diclofluanida, DCOIT e TCMTB e proteinas.
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Abstract

This study aims at introducing an environmentally friendly procedure for the extraction
of two common booster biocides, Irgarol 1051 and Diuron, from fish muscle samples of
Micropogonias furnieri, Mugil liza and Cynoscion guatucupa by vortex-assisted matrix
solid phase dispersion (VA-MSPD) with detection by liquid chromatography tandem
mass spectrometry. Different types of solid supports and solvents, besides the influence
of salt, were evaluated. Best results were obtained when 0.5 g mussel shell, 0.5 g
sodium sulfate and 5 mL ethanol were used. Analytical recoveries ranged from 81 to
110%, with RSD below 10%. LOQ values of irgarol and diuron were 50 and 5 ng g*,
respectively. The method under investigation has shown to be a promising alternative to
extracting booster biocides from fish tissues with low consumption of reagents and the
use of biodegradable reagents. Besides, this is the first study that applies VA-MSPD to

the extraction of booster biocides from fish tissues.



APENDICE A

Figura 16. Superposicdo das curvas analiticas no solvente e nos extratos demonstrando o efeito matriz ao longo das curvas analiticas.
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APENDICE B
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Figura 17. Superposi¢do das curvas analiticas obtidas por diluicdo de adicdo de padrdo nas

espécies de peixe.
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