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RESUMO

MARUBE L.C., DESENVOLVIMENTO DE METODOS ANALITICOS VERDES
PARA DETERMINACAO MULTIRESIDUO DE AGROTOXICOS, FARMACOS
E PRODUTOS DE CUIDADO PESSOAL EM AMOSTRAS DE AGUA. 2016.
201 f. Tese (Doutorado) - Escola de Quimica e Alimentos, Universidade Federal
do Rio Grande, Rio Grande, RS, 2016.

A etapa do preparo de amostra tem um papel vital no processo analitico,
seja para andlise qualitativa ou quantitativa. Entretanto o uso de técnicas de
microextracao para o preparo de amostra tem recebido atencdo, uma vez que
técnicas miniaturizadas visam reduzir o volume do solvente orgéanico, diminuir a
geracdo de residuos, reduzem o numero de etapas e diminuem o impacto
negativo no ambiente e na salude dos quimicos analiticos. Dessa forma, o
desafio deste trabalho foi estudar as técnicas de microextracdo liquido-liquido
dispersiva com a solidificacdo da gota organica flutuante (DLLME-SFO, do
inglés dispersive liquid-liquid microextraction with the solidification of floating
organic droplet) e a microextracao liquido-liquido dispersiva com liquido ibnico
(IL-DLLME, do inglés ionic liquid-dispersive liquid-liquid microextraction)
sempre buscando métodos miniaturizados, rapidos, menos agressivos ao
ambiente e que possibilitem a extragdo simultdnea de farmacos e produtos de
cuidado pessoal (PPCPs, do inglés pharmaceuticals and personal care
products) e agrotoxicos de amostras de agua. As determinacdes foram
realizadas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
sequencial. Nas condicbes selecionadas para a DLLME-SFO (10 mL de
amostra pH 2; solvente extrator, 100 pL de 1-dodecanol; solvente dispersor,
500 pL de metanol) os valores de recuperacao (niveis LOQ, 5LOQ E 10LOQ)
ficaram entre 70 e 120% com desvio padrao relativo inferior a 20%. Os limites
de quantificacdo do método variaram entre 0,25 e 2,5 ug L* para todos os
analitos. As curvas analiticas apresentaram valores de coeficiente de
correlacdo superiores a 0,99. A DLLME - SFO possibilitou a extracdo de 9
PPCPs e 17 agrotoxicos. Nas condicGes otimizadas para a IL-DLLME (10 mL
de amostra pH 4; solvente extrator, 100 pL do liquido iébnico hexafluorfosfato de
1-hexil-3-metilimidazolio [CsMIM][PFe]; solvente dispersor, 500 uL de metanol)
os valores de recuperacao (niveis LOQ, 5LOQ E 10LOQ) ficaram entre 70 e
120% com desvio padréo relativo inferior a 20%. Os limites de quantificacdo do
método variaram entre 0,5 e 2,5 ug L para todos os analitos. As curvas
analiticas apresentaram valores de coeficiente de correlacéo superiores a 0,99.
A IL-DLLME possibilitou a extragdo de 16 PPCPs e 19 agrotoxicos. Os
métodos foram aplicados em amostras de aguas de superficie e o EM foi
compensado pela quantificacdo por adi¢do padréo.

Palavras-chaves: agrotoxicos; PPCPs; DLLME-SFO, IL-DLLME;
miniaturizacao
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ABSTRACT

MARUBE L.C., DEVELOPMENT OF GREEN ANALYTICAL METHODS FOR
MULTIRESIDUE DETERMINATION OF PESTICIDES, PHARMACEUTICALS
AND PERSONAL CARE PRODUCTS IN WATER SAMPLES. 2016. 201 p.
Doctoral Dissertation - Escola de Quimica e Alimentos, Universidade Federal
do Rio Grande, Rio Grande, RS, 2016.

The sample preparation stage plays a vital role in the analytic process, either for
qualitative or quantitative analysis. The use of microextraction techniques for
sample preparation has received attention since miniaturized techniques aim to
reduce the volume of organic solvents, reduce waste generation, as well as the
number of steps and decrease the negative impact on the environment and on
the health of analytical chemists. Thus, the challenge of the present research
was to study dispersive liquid-liquid microextraction with the solidification of
floating organic drop (DLLME-SFO) and ionic liquid-dispersive liquid-liquid
microextraction (IL-DLLME) techniques, always seeking fast miniaturized
methods, that are less harmful to the environment, and that enable the
simultaneous extraction of pharmaceuticals and personal care products
(PPCPs) and pesticides from water samples. The determinations were
performed by liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry.
Under the conditions selected for the DLLME-SFO (10 mL of sample of pH 2;
extractor solvent, 100 uL of 1-dodecanol; disperser solvent, 500 uL of methanol)
the recovery values (LOQ levels, 5LOQ and 10LOQ) were between 70 and
120% with standard deviation being less than 20%. The limits of quantitation of
the method varied between 0.25 and 2.5 ug L? for all analytes. The analytical
curves showed correlation coefficient values greater than 0.99. The DLLME -
SFO enabled the extraction of PPCPs 9 and 17 pesticides. Under the optimized
conditions for IL-DLLME (10 mL sample of pH 4; extractor solvent 100 uL of
ionic liquid hexafluorophosphate of 1-hexyl-3-methylimidazolium [CsMIM] [PFe];
disperser solvent, 500 uL of methanol) recovery values (LOQ, 5LOQ and
10LOQ levels) were between 70 and 120% with standard deviation less than
20%. The limits of quantitation of the method varied between 0.5 and 2.5 ug L*
for all analytes. The analytical curves showed correlation coefficient values

greater than 0.99. The IL-DLLME enabled the extraction of 16 PPCPs and
pesticides 19. The methods were applied in surface water samples and Matrix
Effect was offset by quantification by adding standard.

Keywords: pesticides; PPCPs; DLLME-SFO, IL-DLLME; miniaturization
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ETAAS, espectrometria de absorcdo atdbmica com atomizacao eletrotérmica,

do inglés electrothermal atomic absorption spectrometry
ETE, Estacdo de tratamento de esgoto
eV — elétron-Volt

FAAS, espectroscopia de absorcdo atbmica de chama, do inglés flame atomic

absorption spectrometry

FLD, detector por fluorescéncia, do inglés fluorescence detector
GC, cromatografia gasosa, do inglés gas chromatography

GCB, carbono grafitizado, do inglés graphitized carbon black

GC-ECD, GC acoplada ao detector de captura de elétrons, do inglés gas

chromatogrpahy with electron capture detector

GC-FID, cromatografia gasosa com detector por ionizagdo em chama, do inglés

gas chromatography with flame ionization detector

GC-MS, cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, do inglés

gas chromatography with mass spectrometry detector
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GC-MS/MS, GC acoplada a espectrometria de massas sequencial, do inglés

GC tandem mass spectrometry

HF-LPME, microextracao de fase liquida com fibras ocas, do inglés hollow fiber

liquid phase microextraction
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array detector
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detector
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chromatography with variable wavelength detection
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fluorescence detector
IL — liquido i6énico, do inglés ionic liquid

IL-DLLME, microextragdo liquido-liquido dispersiva com liquido i6nico, do
inglés ionic liquid dispersive liquid—liquid microextraction

ISD-DLLME, microextragdo liquido-liquido dispersiva com demulsificagdo na

seringa, do inglés in-syringe demulsified dispersive liquid—liquid microextraction
IBGE, Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

INMETRO, Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade

Industrial

Kow, coeficiente de particdo octanol-agua
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LC, cromatografia liquida, do inglés liquid chromatography

LC-MS/MS, cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em

série, do inglés liquid chromatography tandem mass spectrometry

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

LMR, limite maximo de residuo

LOD, limite de deteccao, do inglés limit of detection

LOQ, limite de quantificacéo, do inglés limit of quantification

LPME, microextracado em fase liquida, do inglés liquid phase microextraction
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temperatura controlada, do inglés temperature-controlled ionic liquid dispersive

liquid—liquid microextraction
m/z, razao massa-por-carga

SRM, monitoramento de reacgOes selecionadas, do inglés selected reaction

monitoring

MR-IL- DLLME, microextracao liquido-liquido dispersdao com liquido ibnico
assistida por agitacdo magnética, do inglés magnetic stirring-assisted ionic

liquid dispersive liquid—liquid microextraction
MS, espectrometria de massas, do inglés mass spectrometry

MSPME, microextragdo em fase sdlida magnética, do inglés magnetic solid

phase microextraction
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combinada com recuperacao magnética, do inglés ionic liquid dispersive liquid—

liquid microextraction technique combined with magnetic retrieval

NPD, detector de nitrogénio-fosforo, do inglés gas chromatography with
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OMS, Organizag¢do Mundial da Saude
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PDLLME, microextracdo liquido-liquido dispersiva particionada, do inglés
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PF- fator de pré concentracao
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pKa, potencial de dissociagéo acida

PLE, extracdo com liquido pressurizado, do inglés pressurized liquid extraction

PPCPs, Farmacos e Produtos de Cuidado Pessoal, do inglés Pharmaceuticals

and Personal Care Produtcs

PSA, Amina primaria secundaria, do inglés Primary Secondary Amine
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UHPLC, Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia, do inglés Ultra High

Performance Liquid Chromatography
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1. INTRODUCAO

A qualidade da &gua esta estreitamente relacionada com a saude
humana, sendo vital tanto para a manutencdo da vida quanto para seguranca
alimentar e integridade ambiental. Apesar de sua importancia vital, a
Organizagao das Nagdes Unidas (ONU) alerta que 783 milhdes de pessoas em
todo o mundo ainda ndo tém acesso a agua potavel, consequentemente
acarretando a morte de milhdes de pessoas no mundo por ano em virtude de
doencas transmitidas pela agua (WHO, 2011).

Dentre os diferentes grupos de contaminantes que tém sido investigadas
em aguas, estdo os agrotoxicos e os farmacos e produtos de cuidado pessoal
(PPCPs, do inglés pharmaceutical and personal care products).

Os agrotoxicos sado compostos sintéticos com atividade biocida que
incluem um grande grupo de compostos organicos pertencentes a familias
quimicas diferentes, sendo utilizados para controlar ervas daninhas, fungos e
insetos com o papel muito importante de aumentar a produtividade agricola
(FARAJZADEH et al., 2011; MASIA et al., 2015). No entanto, eles podem
apresentar riscos para 0 meio ambiente e seres humanos, devido a sua
estabilidade, persisténcia e toxicidade (MASIA et al., 2015). O Brasil destaca-se
no cenario mundial como o maior consumidor de agrotéxicos desde o ano de
2008, respondendo, na América Latina, por 86% dos produtos (IBGE, 2012) .

Além dos agrotoxicos, nos Uultimos anos, uma nova classe de
contaminantes tem alertado o intesse da comunidade cientifica, os PPCPs séo
conhecidos como “compostos organicos emergentes”.

PPCPs incluem um conjunto diversificado de substancias quimicas,
incluindo os medicamentos veterinarios, drogas terapéuticas, desinfetantes,
fragrancias e conservantes utilizados em produtos de cuidados pessoais como,
por exemplo, lo¢ges, protetores solares, creme dental, sabonetes entre outros
utilizados para melhorar a qualidade de vida (BU et al., 2013). Devido ao seu
grande consumo, os PPCPs sao introduzidos no meio ambiente diretamente ou
indiretamente através da atividade antropica, como descarga de esgotos e
criacdo de animais. Estas fontes, resultam na presenca destes contaminantes

em Aguas superficiais e subterraneas em niveis de concentracdo de pug Lt a ng
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L-1. Estudos evidenciam que a exposicdo continua a certos PPCPs podem
causar efeitos indesejaveis para 0s seres humanos e para 0 ecossistema.
Assim, a presenca desses contaminantes em agua pode representar uma
ameaca para os seres vivos devido ao conhecimento insuficiente em termos de
toxicidade, impactos e comportamento dos PPCPs no meio ambiente (SUI et
al., 2015).

A determinacdo dos PPCPs em agua é mais recente que a de
agrotoxicos. Em 1970, um dos primeiros estudos foi publicado, e a presenca de
farmacos foi detectada em aguas residuais nos Estados Unidos (TABAK et al.,
1970). Desde meados de 1990, estudos relacionados a ocorréncia, efeitos e
riscos de PPCPs no ambiente tem aumentado, principalmente devido aos
avancos nas instrumentacfes analiticas (BU et al., 2013). Estudos indicam a
presenca de PPCPs em peixes (CHEN et al., 2015), figado e rim de aves que
se alimentam de peixes (TANOUE et al., 2014), lodo de estacdes de tratamento
de efluentes (YU et al.,, 2012), lodos de estacGes de tratamento de agua
(CERQUEIRA et al., 2014), solos, sedimentos (KUMIRSKA et al., 2015; WANG
et al.,, 2015) e aguas de superficie (MARUBE et al., 2015; CALDAS et al.,
2016).

Determinar a qualidade da agua € uma prioridade para a saude humana.
Entretanto, devido as baixas concentracdes e a complexidade da amostra em
gue os agrotoxicos e PPCPs se encontram é necessario o uso de técnicas de
extracao e pré-concentracdo para a sua deteccao.

O preparo da amostra € um dos passos mais importantes no processo
analitico. Técnicas de extracdo como a extracao liquido-liquido (LLE, do inglés
liquid-liquid extraction) e extracao por Soxhlet sdo procedimentos classicos que
foram amplamente utilizados para pré-concentracdo e extracdo de compostos
organicos em amostras ambientais; no entanto, estas técnicas séo trabalhosas
e exigem grandes quantidades de solventes organicos (ALBERO et al., 2015).
Uma das técnicas que substituiu em grande maioria a utilizagdo dessas
técnicas classicas foi a extracdo em fase solida (SPE, do inglés solid-phase
extraction)(HERRERO-LATORRE et al., 2015).

A SPE se tornou mais popular do que LLE para pré-concentracdo e

extracdo dos analitos na matriz, devido a sua simplicidade e economia em
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termos de tempo e de solvente. A SPE ganhou ampla aceitacdo por causa das
desvantagens inerentes da LLE como incapacidade para extrair compostos
polares, sendo uma técnica trabalhosa e demorada, tendenciosa para
formacdo de emulsbes e a necessidade de evaporacdo de grandes volumes de
solventes (PLOTKA-WASYLKA et al., 2015). Entretanto, os métodos
convencionais vém sendo aprimorados na busca de métodos mais baratos,
mais rapidos e que consumam menor quantidade de solvente. Nesse aspecto,
novas técnicas tém sido desenvolvidas, como a microextracdo liquido-liquido
dispersiva (DLLME, do inglés dispersive liquid-liquid microextraction).

Introduzida em 2006, a DLLME baseia-se num sistema ternario em que
uma mistura do solvente extrator (imiscivel em &gua) e do dispersor (miscivel
em agua e no solvente extrator) é injetada rapidamente na amostra aquosa o
gue proporciona uma grande area de contato entre a fase aquosa e o solvente
extrator, resultando na formagéo de uma solugao turva (RAHIMI-NASRABADI
et al., 2012; FARAJZADEH et al., 2016). A DLLME apresenta muitas vantagens
em relacdo aos métodos convencionais de extracdo tais como rapidez, baixo
custo, simplicidade de operacdo e baixo consumo de solvente organico
(BASHIRY et al., 2016; FARAJZADEH et al., 2016). A técnica tem sido aplicada
na extracdo de compostos organicos como poliaminas (BASHIRY et al., 2016),
agrotoxicos (SEEBUNRUENG et al.,, 2014; FARAJZADEH et al., 2016),
farmacos (GONZALEZ et al., 2015; JOUYBAN et al., 2015) e compostos
inorganicos (PEREIRA et al., 2013; LIU et al., 2015) de amostras de alimentos,
aguas, fluidos biolégicos, entre outros.

Apesar da simplicidade de operacdo, rapidez e baixo consumo de
solventes organicos, a principal desvantagem da DLLME é o uso de solventes
clorados tais como clorobenzeno, cloroférmio e tetracloreto de carbono, que
sdo toxicos e prejudiciais ao meio ambiente (LEONG et al., 2009; YOU et al.,
2013). Para superar estas limitacbes e com o avango da técnica foram
desenvolvidas modificacdes, na tentativa de tornar a técnica mais robusta e
menos poluente, incluindo a utilizagcdo de banho de ultra-som (MARTIN et al.,
2015), vortex (GURE et al.,, 2015) e os solventes de extracdo de baixa

toxicidade intitulados amigos do meio ambiente ou verdes, tais como alcodis e
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liquidos i6nicos (ZHAO et al., 2011c; LIU et al., 2012; TRUJILLO-RODRIGUEZ
et al., 2013).

Entre as principais modificacdes desenvolvidas que eliminam o uso dos
solventes clorados estdo a microextracdo liquido-liquido dispersiva com a
solidificacdo da gota organica flutuante (DLLME-SFO, do inglés dispersive
liquid-liquid microextraction with the solidification of floating organic droplet) e a
microextracdo liquido-liquido dispersiva com liquido i6nico (IL-DLLME, do
inglés ionic liquid-dispersive liquid-liquid microextraction).

A DLLME-SFO foi introduzida em 2007 por Yamini e colaboradores, e
emprega o mesmo principio de extragdo que a DLLME. A diferenga é que a
técnica permite o uso de um solvente menos denso que a agua, de baixa
toxicidade e que solidifica a temperaturas menores que 20 °C facilitando a
retirada da gota organica (GHAMBARIAN et al., 2013).

A IL-DLLME baseia-se na injecdo da mistura do liquido ibnico extrator e
do solvente dispersor na amostra aquosa contendo os analitos, ocorrendo a
formacdo da solucédo turva. Apés a amostra € centrifugada e a gota do liquido
ibnico contendo os analitos € sedimentada no fundo do tubo. A técnica IL-
DLLME é muito simples, pois ndo necessita de qualquer passo adicional,
apenas a utilizacdo de um solvente dispersor, sendo o0 metanol o mais utilizado
(TRUJILLO-RODRIGUEZ et al., 2013).

Com relacdo a quantificacdo, ambas as técnicas apresentam
compatibilidade com as técnicas de Cromatografia Gasosa (GC, do inglés Gas
Chromatography) e de Cromatografia Liquida (LC, do inglés Liquid
Chromatography). Para a detecgdo e quantificacdo simultdnea de PPCPs e
agrotoxicos, GC e LC tém sido as técnicas mais utilizadas, ambas acopladas
com detectores por espectrometria de massas (MS, do inglés Mass
Spectrometry).

No Brasil, a portaria n°® 2914 de dezembro de 2011 estabelece os
procedimentos e responsabilidades relativas ao controle e vigilancia da
qualidade da agua para consumo humano e o seu padrdo de potabilidade,
incluindo as concentragdes maximas de alguns agrotoxicos em aguas para
abastecimento publico (IBGE, 2012). No Estado do Rio Grande do Sul, a

Portaria Estadual 320/2014 contempla o monitoramento de residuos de 46
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agrotoxicos, além das substéncias que sdo monitoradas na Portaria MS n°
2914 (RS, 2014). Entretanto estas legislagbes ndo contemplam a maioria dos
agrotoxicos utilizados atualmente.

Na Europa, a legislacdo estabelecida pela Comunidade Econdmica
Européia, determina limites maximos permitidos de agrotéxicos em agua
potavel, sendo a concentracdo maxima permitida de 0,1 pug L para agrotoxicos
individuais e 0,5 pug L para a soma de agrotoxicos, incluindo produtos de
transformacao (EU, 1998).

Embora nao exista limites residuais permitidos para PPCPs em amostras
de agua na legislacdo brasileira e internacional, esses compostos vém sendo
constantemente detectados em amostras de agua. No entanto, pouco se sabe
sobre a toxicidade e impactos dos PPCPs no ambiente (SUI et al., 2015).
Cabe salientar, que 0s riscos que esses compostos apresentam para 0 meio
ambiente estdo sendo cada vez mais discutidos pelos 6rgdos ambientais. Estas
discussfes estdo baseadas em dados de projetos e publicacbes cientificas, o
gue ressalta a necessidade da geracdo de dados, para dar subsidio para a
criacao de legislacdes e normas.

A extragdo simultanea de diferentes classes de analitos por DLLME,
diferentemente da SPE, tem recebido pouca atencdo, devido a algumas
limitacbes que a técnica apresenta como € o caso dos solventes extratores
empregados. Dessa forma, o desafio deste trabalho foi aprimorar e estudar as
técnicas DLLME-SFO e IL-DLLME na busca de métodos miniaturizados,
rapidos, menos agressivos ao ambiente e que possibilitem a extracdo de
agrotoxicos e PPCPs, atingindo exatiddo e precisdo aceitaveis para poder ser
empregada na rotina de um laboratério, colaborando assim com o
desenvolvimento da Quimica Analitica, e proporcionando uma alternativa para
as técnicas oficiais, amplamente empregadas.

Para estudo do método, foi levado em consideracédo que os analitos em
estudo pertencem a diferentes classes quimicas, e apresentam solubilidade e
polaridade bastante distintas entre si. Com a desenvolvimento das técnicas
propostas, foi possivel a extracdo de 26 analitos na DLLME-SFO e 35 analitos

na IL-DLLME, utilizando pequenos volumes de solventes extratores verdes.
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2. HIPOTESE

Comprovar que € possivel utilizar técnicas de baixo custo e utlizando
solventes menos toxicos para a extracdo simultanea de agrotoxicos e PPCPs

em amostras de agua.

3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver e validar métodos para a
determinacdo simultdnea de residuos de agrotoxicos, farmacos e produtos de
cuidado pessoal em amostras de &gua de abastecimento publico e de
superficie empregando a DLLME-SFO, IL- DLLME e cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas em série, do inglés liquid
chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) dando énfase as
técnicas de preparo da amostra, visando métodos que empregassem solventes
menos toxicos e que gerassem menor exposicdo do analista. Para desenvolver
e validar os métodos, foram propostos 0s seguintes objetivos especificos:

v Selecionar os analitos para estudo, considerando a diversidade de
propriedades fisico-quimicas, as diferentes aplicacdes e a ocorréncia em
amostras ambientais;

v Avaliar o desempenho da DLLME-SFO e IL-DLLME quando
aplicadas para a extragao dos analitos pertencentes a diferentes classes;

v Avaliar as condi¢Bes de extracdo da DLLME-SFO e IL-DLLME com
enfoque no efeito de alguns parametros como o0 solvente extrator, solvente
dispersor, pH e adicao de sal;

v Validar os métodos, avaliando: curva analitica, linearidade, limites de
quantificacdo e deteccéo, precisao, exatidao e efeito matriz;

v Tracar um comparativo entre os métodos DLLME-SFO e IL-DLLME

v" Disponibilizar dados para subsidiar a tomada de decisédo e a criagédo
de legislac&o no Brasil;

v" Aplicar o método validado para verificar a ocorréncia dos analitos em

amostras de aguas de superficie.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1.Contaminacdo dos recursos hidricos por agrotoxicos e PPCPs

Segundo dados da Unesco, mais de 70% da superficie do nosso planeta
€ coberta por agua. Embora a &agua seja aparentemente abundante, a
verdadeira questdo é a quantidade de agua doce disponivel, pois 97,5% de
toda a 4gua na terra é agua salgada e apenas 2,5% € de agua doce.
Entretanto, quase 70% da &gua doce é congelada nas calotas polares; a maior
parte do restante estd presente como umidade do solo, ou encontra-se em
aguiferos subterraneos profundos como aguas subterraneas, ndo acessiveis
para o consumo (UNESCO, 2015).

A agua tem sido afetada por diversos tipos de poluentes, tais como
PPCPs e agrotoxicos. Segundo os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), a utilizacdo de agrotdéxicos é a 22 maior causa de
contaminagcdo dos rios no Brasil, perdendo apenas para o esgoto domeéstico
(IBGE, 2012).

Estes agrotoxicos sdo aplicados diretamente no solo ou pulverizados
sobre a plantacdo, podendo ser transportados através do processo de
lixiviacdo ou escoamento superficial, no entanto, o ambiente aquatico é o
principal escoadouro dos defensivos agricolas (CABRERA et al., 2008; BRITTO
et al., 2012; BORTOLOZO et al., 2016).

Dependendo de suas caracteristicas, os agrotéxicos podem permanecer
em diferentes compartimentos ambientais, tais como atmosfera, solo, agua de
superficie e subterranea. Através das suas propriedades fisico-quimicas, pode-
se estimar seu comportamento no meio ambiente, desde a aplicacdo até o
destino final, assim como as interagcbes com 0 solo e o transporte, quando
dissolvidos em agua ou associados ao sedimento. Os compostos de alta
solubilidade em agua, baixo valor de coeficiente de particdo com o carbono
organico do solo (Koc) e elevado tempo de meia vida apresentam tendéncia de
serem lixiviados para agua (ANDREU et al., 2004; CABRERA et al., 2008).

Os PPCPs séo classificados como contaminantes organicos emergentes
e tém despertado a atencdo dos pesquisadores devido a grande utilizacéo

desses compostos. Em razdo do uso no cotidiano, essas substancias séo
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continuamente introduzidas nos ambientes aquaticos, principalmente através
da excrecdo humana (farmacos, horménios e anticoncepcionais, produtos de
cuidado pessoal) bem como pelo descarte de produtos ndo utilizados ou com
prazo de validade vencido (GROS et al., 2012).

4.2.0 processo analitico e o preparo de amostras

A etapa do preparo de amostra tem um papel vital no processo analitico,
seja para analise qualitativa ou quantitativa dos analitos. Os principais objetivos
do preparo da amostra sdo, portanto, o enriguecimento e a extracdo dos
analitos, remocao de interferentes da amostra e a transformacao da estrutura
dos analitos para uma melhor detectabilidade. Todas estas etapas auxiliam em
resultados adequados em termos de precisdo e detectabilidade do método
analitico (XU et al., 2016).

Entretanto, a etapa de preparo de amostra € responsavel por dois tercos
do tempo total de andlise e mais importante, sendo considerada como a
principal fonte de erros e discrepancias entre laboratérios. Em outras palavras,
a selecdo e a otimizacdo adequada da etapa de preparo de amostra sao
aspectos fundamentais para o sucesso do método analitico podendo afetar
significativamente a confiabilidade e precisédo dos resultados finais (RAMOS,
2012).

Apesar de todos o0s avancos na instrumentacdo analitica, os quais
proporcionam uma excelente detectabilidade e seletividade, ainda se faz
necessario uma etapa de preparo de amosta antes de sua introdugcdo no
equipamento. Esta etapa que vem ganhando forca para determinacdo de
compostos em niveis tracos em amostras ambientais. Os métodos de preparo
de amostra que foram mais utilizados para amostras LLE e SPE (RAMOS,
2012; BOYAC! et al., 2015; FUMES et al., 2015).

A LLE baseia-se em extracOes exaustivas dos analitos com por¢des de
solventes organicos. No entanto, esses procedimentos de extracdo sao
demorados e trabalhosos, acarretando em uma longa exposi¢do do analista
aos solventes organicos. Além disso, o risco de perda do analito ou de
contaminagdo da amostra se torna mais suscetivel devido as varias extragdes

sucessivas realizadas com as amostras. Ainda existe a tendéncia para
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formacdo de emulsbes; a necessidade de evaporar grandes volumes de
solventes e a geragao de residuos de solventes orgéanicos toxicos e inflaméveis
sdo outras desvantagens desta técnica (SPIETELUN et al., 2014; PLOTKA-
WASYLKA et al., 2015).

Na década de 70, a técnica SPE, uma versdo miniaturizada da técnica
classica de LC, foi introduzida. A SPE representou um avango consideravel em
relacdo as técnicas previamente utilizadas devido a utilizagdo de uma menor
qguantidade de solvente organico. Por outro lado, estava longe de ser uma
técnica "verde" devido as quantidades relativamente altas de solventes
organicos ainda utilizados e a necessidade do cartucho (FUMES et al., 2015).

Para contornar esses inconvenientes, novas técnicas de microextracao
vém sendo desenvolvidas como alternativas aos meétodos classicos de
extragdo. Dentre elas, a microextracdo em fase liquida (LPME, do inglés liquid
phase microextracton) (FUMES et al., 2015; LI et al., 2016). As técnicas de
microextracao visam reduzir o volume do solvente orgéanico, diminuir a geracéo
de residuos e substituir solventes toxicos por solventes verdes. Entre estes
pode-se citar os liquidos ibnicos, fluidos supercriticos, solucdes tensoativas, e
solventes supramoleculares, diminuindo assim os efeitos negativos para o meio
ambiente e para a saude do analista (SPIETELUN et al., 2014; ARMENTA et
al., 2015).

Normalmente na LPME, a extracdo ocorre com alguns microlitros do
solvente extrator imiscivel na amostra aquosa (fase doadora) que contém o0s
analitos. A LPME pode ser classificada em trés principais categorias:
microextracdo em gota suspensa (SDME, do inglés single drop
microextraction), microextracao de fase liquida com fibras ocas (HF-LPME, do
inglés hollow fiber liquid phase microextraction) e a DLLME (YAN et al., 2014).

As técnicas de microextracdo em fase liquida surgiram em 1996 com a
SDME que se baseia na extracdo dos analitos presentes na amostra aquosa
através de um solvente organico suspenso na ponta de uma microsseringa
(OCANA-GONZALEZ et al., 2016). Apesar de ser uma técnica simples e de
utilizar baixo volume de solventes, possui algumas desvantagens como a
instabilidade da gota na ponta da agulha, evaporacdo do solvente organico e o

elevado tempo de extracdo, uma vez que a area superficial de contato com a
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amostra é pequena, 0 que necessita um longo tempo de extracdo (KOKOSA,
2013).

HF-LPME baseia-se na utilizagcdo de uma fibra oca porosa empregnada
com um pequeno volume de solvente extrator em seu interior (fase receptora),
a qual é submersa na amostra aquosa (fase doadora). Embora HF-LPME seja
uma técnica simples que utiliza um pequeno volume de solvente organico,
apresenta algumas desvantagens tais como longo tempo de extracéo,
adsorcdo de substancias hidrofébicas e a formacdo de bolhas de ar durante a
extracdo devido a forte agitacdo, o que pode comprometer a reprodutibilidade
do método (OCANA-GONZALEZ et al., 2016).

Na busca de técnicas de microextracdo mais rapidas, a técnica de DLLME
vem sendo estudada e empregada para extracdo de agrotoxicos e PPCPs de

amostras de aguas.
4.3.Microextragao Liquido-Liquido Dispersiva

A DLLME foi introduzida pela primeira vez no ano de 2006 por Assadi e
colaboradores (REZAEE et al., 2006). Desde a sua descoberta até hoje ela
vem ganhando muita atencdo por parte dos pesquisadores e tem sido
amplamente utilizada para a extracdo de diferentes tipos de analitos a partir de
diferentes matrizes, tais como &gua, tecidos, fluidos biolégicos, matrizes
alimentares entre outros (JAIN et al., 2016).

4.3.1. Teoria e Fundamentos da DLLME

A DLLME convencional baseia-se num sistema ternério de solventes,
incluindo solvente dispersor, solvente de extrator e a amostra aquosa contendo
os analitos. A mistura dos dois solventes é injetada rapidamente na amostra
com auxilio de uma seringa. Apos leve agitacdo, é formada uma solucéo turva
composta por microgotas, estas consistem no solvente extrator enriquecido
com os analitos. A area superficial entre a amostra aquosa e o solvente de
extrator é infinitamente grande, de modo que a transferéncia de massa ocorra
rapidamente e a extracdo independe do tempo. Apds a centrifugacdo, ocorre a

sedimentacao das microgotas, formando uma fase sedimentada que € coletada
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com o auxilio de uma microsseringa para posterior analise dos analitos (Figura
1) (YAN et al., 2014; AHMAD et al., 2015).

Figura 1 - Etapas envolvidas na DLLME.
s

e

|
L

centrifuga¢do

- e

Amostraaquosa  Rapida injecdo da misturado ~ Solugdo fase sedimentada  retirada da fase sedimentada  andlise instrumental
solvente extrator e dispersor turva

Fonte: adaptado de Ahmad e colaboradores (2015) (AHMAD et al., 2015)

Na DLLME, vérios fatores afetam a eficiéncia de extracao, incluindo o
tipo e volume do solvente extrator, o tipo e volume do solvente dispersor, pH da
amostra, efeito da presenca do sal, tempo de extracédo, tempo de centrifugacéo
e o volume da amostra. Estes parametros necessitam ser otimizados para uma
extracao eficiente (AHMAD et al., 2015).

A selecdo do solvente extrator € o principal parametro no processo de
DLLME. Este precisa apresentar varios requisitos: ser imiscivel em &gua,
apresentar afinidade com o analito, densidade maior que a agua e um bom
comportamento cromatografico. Solventes como tetracloreto de carbono,
dissulfeto de carbono, clorobenzeno, e tetracloroetileno foram os primeiros a
serem testados como solventes extratores (REZAEE et al.,, 2010; AHMAD et
al., 2015).

O solvente dispersor apresenta um papel importante na extracdo, pois
tem a funcdo de particionar uniformemente o solvente extrator na amostra

-

aguosa. E necesséario que ele seja miscivel no solvente extrator e na fase
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aquosa. Acetona, metanol e acetonitrila sdo usualmente empregados como
solvente dispersor (AHMAD et al., 2015).

A relacdo entre o volume do solvente extrator e dispersor deve ser
levada em consideracdo. O volume da fase sedimentada € significativamente
influenciada pelo volume de ambos (AHMAD et al., 2015; VINAS et al., 2015).
O volume do solvente extrator afeta o fator de concentracdo. Aumentando o
volume do solvente extrator a fase organica final obtida ap6s a centrifugagéo é
aumentada, resultando em um menor fator de concentracdo e
consequentemente diminuindo o fator de enriquecimento (SARAJI et al., 2014;
VINAS et al., 2015). Assim, o solvente extrator ideal deve garantir os seguintes
requisitos: eficiéncia de extracdo, alto fator de concentracdo e um volume
suficiente de fase sedimentada para andlise.

A solucao turva é formada pela mistura de agua, solvente dispersor e
solvente extrator, sendo esta afetada diretamente pelo volume do solvente
dispersor e consequentemente afeta a eficiéncia da extracdo (AL-SAIDI et al.,
2014). Variacdes no volume de solvente dispersor afetam o volume de fase
sedimentada, tornando-se necessario a modificacdo do volume de solvente
extrator. Cabe ressaltar que a utilizagdo de elevado volume de solvente
dispersor aumenta a solubilidade dos analitos na fase aquosa, diminuindo a
eficiéncia da extracdo (MARUBE et al., 2015).

Na DLLME, o tempo de extracdo é definido como o intervalo entre a
injecdo da mistura dos solventes dispersor e extrator, e a centrifugacdo. Os
resultados obtidos em muitos trabalhos mostram que a extragéo € realizada em
um tempo muito curto devido a grande area superficial entre o solvente extrator
e a fase aquosa, assim, a transferéncia dos analitos para a fase aquosa €
rapida. Subsequentemente, o estagio de equilibrio € atingido rapidamente
(REZAEE et al., 2010).

Outros parametros como pH e concentracdo de sal na amostra também
devem ser otimizados. O pH desempenha um papel importante na extragao de
compostos ionizaveis, sendo otimizado em funcéo da acidez ou basicidade dos
compostos (CALDAS et al., 2011; VINAS et al., 2015).

A eficiéncia de extracdo na DLLME ainda pode ser alterada pela adi¢éo

de sal. A solubilidade dos analitos na fase aquosa pode diminuir com o
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aumento da forca ibnica devido as moléculas de &gua hidratarem os ions
adicionados. Assim, os analitos que apresentam mais afinidade com a &gua,
ficam livres facilitando sua particdo para o solvente orgéanico, esse efeito é
chamado de salting out (OLIVEIRA et al., 2008; AL-SAIDI et al., 2014). Em
alguns trabalhos, a adicao de sal pode ocasionar a diminuicdo na eficiéncia da
extracdo. Alguns autores explicam que os ions do sal adicionados podem
formar uma camada, reduzindo a transferéncia do analito para a fase organica
(AL-SAIDI et al., 2014).

Na DLLME, o fator de pré-concentracdo (PF) é expresso pela razao
entre a concentragdo do analito na fase sedimentada (Csed) e a concentragéo
inicial (Caq) do analito na amostra aquosa (equacéo 1):

PF — Csed
Cag
1)
A recuperacéo (R) é definida como na equacéao 2:
Csed x Vsed
R = 22807 100 )
Cag x Vag
A recuperacéo relativa (RR) € definida como na equacao 3:
RR _ Cencontrada—C real X 100 (3)

C adicionada

Onde Csed é a concentracdo do analito na fase sedimentada e Caq é a
concentracéo do analito na fase aquosa; e, Vsed e Vaq sdo os volumes da fase
sedimentada e aquosa, respectivamente (REZAEE et al., 2010). Na equacéo 3,
€ apresentada a recuperacao relativa onde C encontrada é a concentracao
total do analito apds a extragdo, C real é a concentragdo inicial da amostra real
(branco) e C adicionada € a concentragao na qual a amostra foi fortificada.

A DLLME apresenta diversas vantagens, dentre elas: rapidez,
simplicidade, baixo volume de solvente organico (uL), grande area de contato
entre 0 solvente extrator e a amostra aquosa, possibilidade de acoplamento
com outras técnicas de extracdo e um alto fator de enriquecimento devido a

elevada relagéo entre o volume de amostra aquosa e o volume do solvente
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extrator (YAN et al., 2013; AHMAD et al.,, 2015). Consequentemente, vem
sendo uma das tecnicas mais utilizada para determinagdo de contaminantes
organicos e inorganicos em diferentes matrizes (AHMAD et al., 2015) .

A DLLME como proposta inicialmente, apresenta algumas limitacdes
principalmente relacionadas com o0s solventes extratores e dispersores
empregados. Para superar estas desvantagens, algumas modificacdes no
método tém sido realizadas, incluindo banho de ultra-som, vortice, extracdes
sem a necessidade de solvente dispersor e a utilizacdo de solventes de
extracdo menos toxicos, tais como solucbes surfactantes, liquidos ibnicos e
alcoois, se tornando um topico de interesse na quimica analitica (SPIETELUN
et al.,, 2014). A Figura 2, apresenta as principais modificacbes da DLLME

baseadas no modelo original.



Modifica¢Bes da DLLME

Figura 2 - Principais Modificacdes da DLLME.
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Fonte: adaptado de Spietelun e colaboradores (2014) (SPIETELUN et al.,

2014)

4.3.2. Solventes extratores

Em sua forma original, a DLLME utilizava solventes de extracao

clorados, em virtude da imiscibilidade e elevada densidade, facilitando a
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separacao das fases ap0s a etapa de centrifugacdo (SPIETELUN et al., 2014).
Entre os solventes clorados mais utilizados podemos citar clorobenzeno,
tetracloreto de carbono, cloroférmio, diclorometano e tetracloroetileno (LEONG
et al., 2014; SARAJI et al., 2014) que sao altamente tdxicos. Porém, com a
finalidade de diminuir a toxicidade dos residuos gerados na técnica, assim
como a exposicdo do analista a solventes toxicos, outras alternativas de
solventes comecaram a ser empregadas, como o0 uso de liquidos ibnicos e
alcoodis (TRUJILLO-RODRIGUEZ et al., 2013; SPIETELUN et al., 2014).

Os liquidos i6nicos (ILs) tém sido empregados na DLLME como
solventes extratores e dispersores. ILs sao definidos como sais organicos que
sdo liquidos a baixas temperaturas (<100 °C). Os ILs apresentam algumas
propriedades fisico-quimicas peculiares, como pressdao de vapor
negligenciavel, boa estabilidade térmica e quimica e boa solubilidade para
compostos organicos e inorganicos. Nos Ultimos anos, eles tém sido
amplamente utilizados como solventes extratores verdes em DLLME
substituindo os solventes clorados (FAN et al., 2014).

Os alcodis que apresentam densidades menores que a agua como 1-
undecanol, 1l-dodecanol, 2- dodecanol, n-hexadecano, 1-bromohexadecano
sdo comumente utilizados como solventes extratores na DLLME-SFO. Estes
alcoois apresentam algumas caracteristicas como menor toxicidade quando
comparados com solventes clorados e baixa volatilidade. Uma das principais
vantagens desses solventes € a solidificacdo a baixas temperaturas, o que
facilita a remocéo do solvente organico (GHAMBARIAN et al., 2013).

O volume do solvente extrator deve ser suficiente para extrair o analito e
obter um alto fator de enriquecimento, utilizando uma menor quantidade de
solventes toxicos. Os volumes utilizados para extracdo de agrotdxicos e PPCPs
variam de 8 a 685 pyL (CALDAS et al., 2011; HERRERA-HERRERA et al.,
2013).

4.3.3. Solventes dispersores

A selecao do solvente dispersor € baseado na miscibilidade no solvente
extrator e na fase aquosa, 0 que limita sua variagdo. Acetona, metanol, e

acetonitrila sdo geralmente utilizados como solventes dispersores (SARAJI et
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al., 2014). Além, destes 2-propanol, alcool isopropilico, etanol, tetrahidrofurano,
liguidos ibnicos e surfactantes sdo outros solventes que tém sido empregados,
porem com menor frequéncia.

Na DLLME, a variacédo no volume do solvente dispersor influéncia no vo-
lume da fase sedimentada. Os volumes variam entre 10 a 2000 yL (CHENG et
al., 2011a; LIMA et al., 2013).

4.4.Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva com Solidificacdo da
Gota Orgéanica Flutuante -DLLME- SFO

A DLLME-SFO foi introduzida em 2007 por Khalili-Zanjani e
colaboradores na determinacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs) em amostras de agua. Neste método, é utilizado como solvente
extrator, um alcool de cadeia longa que apresenta densidade menor que a
agua, imiscibilidade com a agua, baixa toxicidade, baixa volatilidade e ponto de
fusdo perto da temperatura ambiente (10 °C — 30 °C), tendo a capacidade de
se solidificar a baixas temperaturas. Uma das grandes vantagens da
solidificacdo do solvente organico é a remocao da gota organica flutuante, e os
solventes extratores empregados que sao considerados amigos do meio
ambiente (GHAMBARIAN et al., 2013; OCANA-GONZALEZ et al., 2016).

O procedimento de extracdo € o mesmo da DLLME convencional, onde
uma mistura do solvente extrator, um alcool de baixa toxicidade, e o solvente
dispersor séo injetados rapidamente na amostra aquosa formando uma solucao
turva. Apos a centrifugacéo, o tubo é transferido para a refrigeracéo dentro de
um banho de gelo e o solvente extrator solidifica facilitando a remoc¢ao da gota
organica que é retirada com o auxilio de uma espatula. O solvente solidificado
funde a temperatura ambiente e é colocado em um frasco para a analise. As
desvantagens deste método sdo o limitado niumero de solventes extratores
com baixo ponto de fusdo e a necessidade de um ambiente climatizado
(LEONG et al., 2014; SPIETELUN et al., 2014). A Figura 3 apresenta as etapas

envolvidas na extragéo.
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No procedimento da DLLME-SFO, os fatores que influenciam a
eficiéncia da extragdo s&do: o tipo de solvente extrator, tipo de solvente
dispersor, volume de solvente extrator, volume de solvente dispersor, pH da
amostra e forca idnica.

A selecdo do solvente extrator é o parametro mais importante no
processo de otimizagdo da DLLME-SFO. Este solvente deve satisfazer os
seguintes requisitos: ser imiscivel em agua, ter baixa volatilidade, ter menor
densidade do que a agua, capacidade de solidificar a baixas temperaturas,
ponto de fusdo proximo a temperatura ambiente e capacidade de extrair os
analitos. Dentre estas carateristicas, destacam-se o 1-undecanol, 1-dodecanol,
2-dodecanol, n-hexadecano, 1-bromohexadecano, 1,10-diclorodecano, 1-
clorooctadecano (KOCUROVA et al., 2012; PEREZ-OUTEIRAL et al., 2016).
Como pode-se observar na Tabela 1, os solventes extratores mais utilizados
séo o 1-undecanol e o 1- dodecanol.

Para a escolha do solvente dispersor, a principal caracteristica a ser
considerada é a sua miscibilidade na fase orgéanica (solvente extrator) e na fase
aguosa. Este solvente deve auxiliar na dispersao das gotas do solvente extrator
na fase aquosa. A necessidade dessas carateristicas, no entanto, limita ao uso
de metanol, acetona e acetronitrila como solventes dispersores (OCANA-
GONZALEZ et al., 2016; PEREZ-OUTEIRAL et al., 2016). A Tabela 1,
demostra que o metanol é o solvente dispersor mais utilizado na DLLME-SFO.

Com relagdo aos parametros volume de solvente extrator, volume de
solvente dispersor, forca idnica e pH, os efeitos causados por estas variaveis
na eficiéncia da extracdo dos analitos sdo os mesmos apresentados pelo
método da DLLME e por isso ndo serdo descritos novamente (item 3.3.1).

A maior parte dos métodos relatados empregando DLLME-SFO, estédo
limitados apenas a um grupo de compostos com polaridades semelhantes ou
estruturas similares. Assim este é o primeiro trabalho a ser publicado na
literatura que faz uso da DLLME-SFO para a extracdo simultdnea de
agrotoxicos e PPCPs. Uma descricdo mais detalhada dos trabalhos publicados
utlizando DLLME-SFO para amostra aquosa € apresentada na Tabela 1.
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Figura 3 - Etapas envolvidas na DLLME-SFO.
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Fonte: adaptado de Jain e Singh (2016) (JAIN et al., 2016)
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Tabela 1 - Trabalhos empregando DLLME-SFO para extracdo de compostos organicos em amostras ambientais de 4guas

Sigla Analitos Matriz Solvente Solvente Centrifugacao Técnica de Referéncia
Volume Dispersor Extrator determinacao
de (volume) (volume)
amostra
SFDME? 12 agua N&o utiliza 1-undecanol Nao utiliza GC/FIDP (ZANJANI et al.,
hidrocarbonetos 20 mL 10 pL 2007)
aromaticos
policiclicos
DLLME-SFO¢ 5 agua Acetona 2-dodecanol 4 min GC-MS! GC- (LEONG et al.,
agrotoxicos 5mL 500 pL pL 6000 rpm ECD® 2008)
halogenados
DLLME-SFO 5 agua Metanol 1-dodecanol 2 min HPLC — VWD' (XU et al., 2009)
hidrocarbonetos 10 mL 200 pL 100 pL 4000 rpm
aromaticos
policiclicos
DLLME-SFO 6 agua Acetonitrila Hexadecano 3 min GC-ECD (LEONG et al.,
agrotoxicos 5mL 200 pL 10 uL 5000 rpm 2009)
organoclorados
DLLME-SFO 4 Agua Acetona 1-undodecanol 2 min GC-MS (VICKACKAITE
Hidrocarbonetos 8 mL 480 L 20 pL 5000 rpm et al., 2009)
aromaticos
DLLME-SFO 7 agua Acetonitrila 1-undecanol 2 min GC-ECD (DAl et al.,
bifenilos 5mL 1000 pL 8 uL 3500 rpm 2010)
policlorados
DLLME-SFO 4 Agua Metanol 1-dodecanol 3 min HPLC-DAD? (WU et al.,
agrotoxicos 20 mL 200 pL 15 pL 3500 rpm 2010)
organofosforados
DLLME-SFO 4 hormonios Agua Metanol 1-undecanol 3 min UPLC"-DAD (CHANG et al.,
esteroides 5mL 200 pL 10 pL 4500 rpm 2010)



DLLME-SFO

DLLME-SFO

USAEME-SFO

DLLME-SFO

DLLME-SFO

DLLME-SFO

DLLME-SFO

USAEME-SFO

DLLME-SFO

DLLME-SFO

Triclosan e 2,4
diclofenol
4
aminas alifaticas

6
ésteres de ftalato

4
Agrotoxicos
triazoles
Dietofencarbe e
pirimetanil
4
Agrotoxicos
triazinas
13 anilinas

3
anilinas cloradas
4 agrotoxicos

1 surfactante, 4
hormonios, 1
plastificante,3

conservantes,6

5mL
agua
5ml
Agua

10 mL
agua

10 mL
agua
5 mL agua

5mL agua

5 mL agua
10 mL 4gua
8 mL

10 mL
agua

Acetonitrila
300 pL
1000 pL

acetonitrila

Utiliza
ultrassom

200 pL
metanol

500 pL

metanol

100 pL
acetonitrila

500 pL etanol

Utiliza
ultrassom
200 pL

500 pL
metanol

1- Dodecanol
12 uL
20 pL 1-
undecanol

30 pL 1-
undecanol

12 L 1-
dodecanol

20 pL 1-
dodecanol
10 pL 1-
undodecanol

15 L
ciclohexano
60 pL 1-
dodecanol
50 uL 1-
dodecanol
80 uL 1-
undodecanol

4 min
3000 rpm
3 min
4000 rpm

5 min
3500 rpm

3 min
3500 rpm

2 min
4000 rpm
3 min
4000 rpm

3 min
5000 rpm
6 min
4000 rpm
min
4000 rpm
5 min
4000 rpm

HPLC-UV'e
LC-MS/MS!
HPLC-DAD

HPLC-DAD

HPLC-DAD

HPLC - VWD

GC-MS

GC-MS

HPLC-UV

HPLC-VWD

LC-MS/MS
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(ZHENG et al.,
2011)
(KAMAREI,
EBRAHIMZADE
He
ASGHARINEZH
AD, 2011)
(KAMAREI,
EBRAHIMZADE
H e YAMINI,
2011)
(WANG, C. et
al., 2011)

(CHENG et al.,
2011b)
(SANAGI et al.,
2012)

(DIAO et al.,
2012)
(RAMKUMAR et
al., 2012)
(YANG et al.,
2014)
(MARTIN et al.,
2015)
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compostos
perfluoroalquiladas
1 retardadores de
chama bromados

DLLME-SFO 2 nitrofendis 5 mL agua 500 pL 40 uL 1- 5 min HLPC-VWD (HASHEMI et
metanol undecanol 4800 rpm al., 2015)
DLLME-SFO 4 farmacos anti- 10 mL agua 150 pL 30 pL 1- 4 min HPLC-UV (BELDEAN-GAL
inflamataorios acetonitrila undecanol 4500 rpm EA et al., 2015)
DLLME-SFO Farmacos, 10 mL agua 500 pL 100 pL 1- 5 min LC-MS/MS (MARUBE et al.,
conservantes e metanol dodecanol 4000 rpm 2015)
agrotoxicos

23SFDME, microextracdo em fase liquida baseada na solidificacdo da gota organica flutuante, do inglés liquid-phase microextraction method based on solidification of floating organic droplet; "GC-
FID, cromatografia gasosa com detector por ionizagdo em chama, do inglés gas chromatography with flame ionization detector; °DLLME —SFO, microextragao liquido-liquido dispersiva baseado na
solidificacdo da gota organica flutuante, do inglés dispersive liquid—liquid microextraction based on solidification of a floating organic drop;°GC-MS cromatografia gasosa com detector por
espectrometria de massas, do inglés gas chromatography with mass spectrometry detector; EGC-ECD cromatografia gasosa com detector por captura de elétron, do inglés gas chromatography with
electron-capture detection detector; FHPLC-VWD, cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccédo por detector de comprimento de onda variavel, do inglés ultra-high-pressure liquid
chromatography with variable wavelength detection; ¢ HPLC-DAD, cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de diodos, do inglés high pressure liquid chromtography
with diode array detector; "cromatografia liquida de ultra performace, do inglés ultra performance liquid chromatography;'UV detector ultravioleta; LC-MS/MS, cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em série, do inglés liquid chromatography tandem mass spectrometry
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4.5.Microextracdo liquido-liquido dispersiva com liquido i6nico (IL-
DLLME)

A implementacdo de processos sem utilizagdo de solventes organicos
seria 0 ideal. Entretanto, eles sdo quase inevitaveis devido ao seu papel
importante nas microextracfes liquido-liquido. Porém, algumas estratégias
para o desenvolvimento de  solventes verdes tém sido propostas: a
substituicdo dos solventes derivados do petréleo por outros obtidos a partir de
recursos renovaveis e a substituicdo de solventes tdxicos por solventes menos
toxicos para o meio ambiente e o analista (ESPINO et al., 2016).

Dentre os novos solventes, pode-se destacar os ILs, pelo potencial como
um solvente verde, por ndo serem inflaméaveis, elevada estabilidade térmica,
pressao de vapor desprezivel, alta viscosidade, solubilidade moderada em
compostos organicos, ajustavel miscibilidade e polaridade, boa extratabilidade
para diferentes compostos organicos e inorganicos. Estas, carateristicas
tornam os ILs um solventes potencias nas microextracbes (SUAREZ et al.,
2016). Dentre os mais usados pode-se citar o hexafluorfosfato de 1-hexil-3-
metilimidazolio [CeMIM][PFs] (LIU et al., 2009) e o hexafluorfosfato de 1-octil-3-
metilimidazolio [CsMIM][PFs] (VAZQUEZ et al., 2012).

A IL-DLLME foi proposta pela primeira vez em 2008 por (ZHOU et al.,
2008) e (BAGHDADI et al., 2008) baseia-se na utilizacdo dos ILs como
solventes extratores com o objetivo de reduzir a utilizacdo de solventes toxicos
e consequentemente diminuir os impactos no meio ambiente (OCANA-
GONZALEZ et al., 2016).

Zhou e colaboradores em 2008, propuseram a utilizacdo do liquido
idnico hexafluorofosfato 1-hexil-3-metilimidazélio como solvente extrator na
DLLME para determinagdo de agrotéxicos organofosforados em amostras
ambientais com aquecimento. A solucdo aquosa contendo os analitos e o IL foi
aguecida, e apos arrefecimento com agua gelada, o aquecimento da solucao
evita a utilizacdo do solvente dispersor (ZHOU et al., 2008).

Baghdadi e Shemirani (2008) aplicaram microextragdo com ILs por

agregacdao induzida a frio para a determinacdo de mercurio em agua, utilizando
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1-hexil-3-metilimidazolio hexafluorofosfato e 1-hexil-3-metilimidazdlio
bis(trifluorometilsulfonil)imida como solventes extratores.

Desde a sua primeira aplicacdo como solvente extrator até o presente
momento, é crescente o interesse pelos os ILs na etapa de preparo de amostra
por IL-DLLME (Figura 4).

Figura 4 - Numero de publicacbes usando as palavras-chave ionic liquid by
dispersive liquid—liquid microextraction nos ultimos oito anos.

2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

ANOS
Fonte: www.scopus.com; data da pesquisa 02.03.16.

Como pode-se observar na revisdo da Tabela 2, os métodos relatados
com IL-DLLME estdo limitados apenas a um grupo de compostos com
polaridades semelhantes ou estruturas similares, sendo este o primeiro
trabalho a ser publicado na literatura que faz o uso da IL-DLLME para extracao

simultanea de agrotoxicos e PPCPs.



Tabela 2 - Trabalhos empregando IL-DLLME para extracdo de compostos organicos em amostras ambientais de agua
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MATRIZ

VOLUME DE SOLVENTE SOLVENTE N TECNICA DE A
SIGLA ANALITOS AMOSTRA DISPERSOR EXTRATOR CENTRIFUGACAO DETERMINACAO REFERENCIAS
2
agrotoxicos Agua aguecimento  [CsMIM][PFe]° 2 min (ZHOU et al.,
TC?- IL-DLLME organofosforados 10 mL a80°C 50 ul 5000 rpm HPLC-UV® 2008)
) Utilizou
1 agrotéxico e 3 Agua aquecimento  [CeMIM][PFe] 15 min (BAl et al.,
TC-IL-DLLME metabolitos 10 mL a75°C 50 pL 4000 rpm HPLC-UV 2009)
4
agrotoxicos Agua Metanol [CsMIM][PF¢]¢ 4 min (HE et al.,
IL-DLLME organofosforados 5mL 1000 pL 35 uL 4000 rpm HLPC-UV 2009)
18 Agua Acetona [CsMiM][PFeé] 5 mim (PENA et al.,
IL-DLLME HPAs 10 mL 1000 pL 50 pL 4000 rpm HPLC-FLD® 2009)
4 Agua Metanol [CeMiM][PFe] 10 min (LIU et al.,
IL-DLLME agrotoxicos 5mL 500 pL 40 uL 4000 rpm HPLC-DAD' 2009)
Utiliza
4 Agua ultrassom [CsMiM][PFeé] 15 min (ZHOU et al.,
USAS-IL-DLLME aminas aromaticas 10 mL por 5 min 60 uL 4000 rpm HPLC-UV 2009)
4 ) ultrassom 15
agrotoxicos Agua min, banho [CsMIM][PFé] 10 min (ZHOU et al.,
UA-IL-DLLME benzoiluréais 10 mL de gelo 50 ul 4000 rpm HPLC-UV 2010)
17 Agua Metanol 5 min (YAO et al.,
IL-DLLME Farmacos 10 mL 500 pL BMIM-NTf2" 3400 rpm HPLC-UV 2011)
" 2 Agua [C4aMIM][BF4]  [CsMIM][PFe] 6 min ] (ZHAO et al.,
IL-IL-DLLME piretréides SmL 300 pL 750 pL 5000 rpm HPLC-UV 2011)
4 Agua Metanol ([HMIM][FAP])! 5 min (ZHANG, Y. et
IL-USA-DLLME filtros UV 10 mL 100 L 20 pL 4000 rpm HPLC-UV al., 2012)
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MATRIZ
VOLUME DE SOLVENTE SOLVENTE TECNICA DE
SIGLA ANALITOS AMOSTRA DISPERSOR EXTRATOR CENTRIFUGACAO DETERMINACAO REFERENCIAS
5 Agua Acetonitrila [CsMIM][PFs] Vortex 2800 rpm (ZHANG, J. et
MR-IL-DLLME agrotoxicos 10 mL 300 pL 70 uL por 90 s HPLC-UV al., 2012)
8 Agua Metanol [CsMIM][PFe] 10 min (VAZQUEZ et
UA-IL-DLLME antibioticos 10 mL 400 pL 50 pL 4000 rpm HPLC-FD al., 2012)
Depois da DLLME
IL-DLLME- p- 5 Agua Metanol [HMIM][FAP] passa por uma (GE et al.,
SPE antidepressivos 5mL 200 pL 20 pL micro-SPE HPLC-UV 2013)
temperatura
controlada a
50 °C, para
4 Agua dispersar o [HMIM][FAP] 20 min (ZHANG, Y. et
TC-IL-DLLME filtros UV 10 mL IL 20 pl 4000 rpm HPLC-UV al., 2013)
9 Agua Acetonitrila  [CsMIM][PFe] 8 min (VAZQUEZ et
US-IL-DLLME farmacos 10 mL 500 pL 70 pL 4000 rpm LC-MS/MS™ al., 2013)
4 Agua Ultrasom 15  [CsMIM][PFe] 5 min (LIANG et al.,
IL-USAEME" agrotoxicos 5mL min 40 uL 3000 rpm HPLC-UV 2013)
temperatura
3 Agua controlada a [CsMIM][PFs] 20 min (ZHOU et al.,
TC-IL-DLLME agrotoxicos triazinas 10 mL 80°C 50 pL 4000 rpm HPLC-UV 2014)
4
anti-inflamatérios nao Agua Metanol [CsMIM][PFs] 10 min
US-IL-DLLME esteroidais 10 mL 165 pL 74 uL 8000 rpm HPLC- PDA (Jletal., 2014)
(TOLEDO-
3 Agua Metanol [BMIM][PFe] 5 min NEIRA et al.,
IL-DLLME Anti-inflamatorios 5 mL 210 uL 90 uL 4000 rpm HLPC-DAD 2015)
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MATRIZ
VOLUME DE SOLVENTE SOLVENTE TECNICA DE
SIGLA ANALITOS AMOSTRA DISPERSOR EXTRATOR CENTRIFUGACAO DETERMINACAO REFERENCIAS
Agua Ultrasom 10  [CsMIM][PFe] 5 min (GONG et al.,
UA IL-DLLME acetato de ulipristal 10 mL min 50 uL 2500 rpm HPLC-UV 2015)
4 Agua Metanol [CeMIM][PFe] 5 min (TADESSE et
IL-DLMME agrotoxicos 5mL 500 pL 45 pL 3500 rpm HPLC-DAD al., 2015)
On-line in-
syringe MSA- 6 Agua Acetonitrila  [CeMIM][PFe] (SUAREZ et
DLLME filtros UV 10 mL 200 pL 20 pL HPLC-UV al., 2016)

aTC, temperatura controlada; ® [CsMIM][PF¢], hexafluorofosfato de 1-hexil-3-metilimidazélio;* HPLC-UV, cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector ultravioleta, do inglés high perfomance liquid chromatography

with ultraviolet detector HPLC-DAD;Y[CsMIM][PF¢], hexafluorofosfato de 3-metil-1-octil-imidazdlio; © HPLC-FLD cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector por fluorescéncia, do inglés high pressure liquid
chromtography with fluorescence detector; ‘cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de diodos, do inglés high pressure liquid chromtography with diode array detector ; 9 assistida por ultrassom;
"BMIM-NTf, 1-butil-3-metilimidazolio bis (trifluorometanosulfonil) imida;' [CsMIM][PF¢], hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazélio, '1-hexil-3-metilimidazolio FAP; MR agitagdo magnética; ™ LC-MS/MS, cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas em série, do inglés liquid chromatography tandem mass spectrometry;"microextracdo por emulsificagdo com liquido i6nico assistida por ultrassom, do inglés ionic liquid-based ultrasound-

assisted emulsification microextraction
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4.5.1. Liquidos ibnicos

Liquidos i6nicos (ILs) consistem em um diverso grupo de sais com baixo
ponto de fusdo (<100 °C) que se encontram na fase liquida em um
consideravel intervalo de temperatura. Este desempenho € possivel, uma vez
que os ILs sdo formados pela combinacdo de um cation volumoso e
assimétrico com um anion fracamente coordenante, o que causa uma reducao
na interacdo entre eles e na energia de rede do sal (GALINSKI et al., 2006).

Os ILs sédo produzidos a partir da combinacdo de varios cations
organicos e anions organicos ou inorganicos. Normalmente, o0s cations
utilizados no IL incluem imidazdlio, piridinio, pirrolidinio, sulfénio, aménio e
fosfonio e os anions incluem haletos, nitratos, tetrafluoroboratos, triftalatos,
hexafluorofosfato, e bis(fluorosulfonil)imida e bis(trifluorometilsulfonil)imida. As
Figuras 5 e 6 mostram as estruturas quimicas das principais classes de cations

e anions de liquidos ibnicos descritos na literatura.

Figura 5 - Principais classes de céations de liquidos ibnicos
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Figura 6 - Principais classes de anions de liquidos ibnicos
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Os ILs sédo solventes verdes e biocompativeis (ttm baixa toxicidade) em
comparacdo com o0s solventes tradicionais, entretanto, a toxicidade do IL
depende da combinacdo dos diferentes céations e anions (LI et al., 2013;
ABDELHAMID, 2015).

Devido as propriedades como baixa pressao de vapor e estabilidade
térmica, os ILs sdo classificados como “solventes verdes” e potenciais
substitutos aos solventes organicos volateis. O fato dos ILs ndo contribuirem
para poluicdo atmosférica ndo descarta a precupacdo com a toxicidade deles,
uma vez que alguns ILs sédo soluveis em agua e podem entrar no ambiente por
esta via e podem causar efeitos tdxicos para 0s organismos aquaticos.
Entretanto, alguns estudos relatam que o impacto ambiental dos ILs é reduzido,

apresentando um baixo risco ndo s6 para 0 ambiente mas também para a
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satude humana (DOCHERTY et al., 2005; AMDE et al., 2015; FOULET et al.,
2016).

Algumas propriedades fisico-quimicas dos ILs como o ponto de fus&o
dependem das comparacdes das fracbes catidbnicas com as fracdes anidnicas
e nao dependem da simetria dos cétions. Os aniéns de maior simetria mostram
maiores pontos de fusdo e vice e versa. Por exemplo, os sais 1,3-
dimetilimidazodlio e 1,3-dietililimidazdlio apresentam pontos de fusdo maiores
que os homdlogos 1-etil-3-metilimidazélio ou 1-butil-3- metilimidazolio. Os
pontos de fusdo foram aumentados com a diminuicdo dos comprimentos da
cadeia alquilo. No entanto, em certas cadeias carbonicas, por exemplo, 8-10
atomos de carbono, ha um aumento aumenta das forcas de Van Der Waals e
do ponto de fusdo (ABDELHAMID, 2015).

A estabilidade térmica dos ILs é uma das carateristicas mais importantes
para técnicas que utilizam altas temperaturas, a estabilidade térmica dos ILs
varia de 200 °C a 400 °C. Entretanto, esta estabilidade térmica depende da
estrutura dos ILs. Outra carateristica dos ILs € a sua densidade, a maioria dos
ILs apresentam densidade superior a da agua na faixa de 1,1-1,5 g mL?
(ABDELHAMID, 2015; POOLE et al., 2015).

Os ILs apresentam elevada viscosidade, esta é uma propriedade fisico-
quimica importante sendo considerada um obstaculo para aplicacfes dos ILs
como solventes extratores. Para superar essa barreira, quando se utiliza os ILs
como solvente extrator na DLLME, se faz o uso da mistura dele com um
solvente dispersor ou extracfes com aumento da temperatura. Dessa forma ha
reducdo na viscosidade dos ILs auxiliando na sua homegeniza¢do na amostra
aguosa (ABDELHAMID, 2015; POOLE et al.,, 2015). Na Tabela 3, sé&o
apresentadas as propriedades fisico-quimicas dos ILs mais utilizados como
solventes extratores na DLLME.



Tabela 3 - Propriedades fisico-quimicas dos liquidos iébnicos mais usados na DLLME.
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Nomenclatura dos Formula Massa Ponto Densidade Viscosidade Tenséo Solubilidade
ILs molecular molar de (g/cms3; 25 °C) (cP; 25°C) superficial em agua (g L?)
fuséo (mN m-1)
(°C)
hexafluorfosfato de | [CaMin][PFs] 284,1 4-10 1,31-1,36 207 — 450 48,8 18
1-butil-3- CsHisFsN2P
metilimidazolio
hexafluorfosfato de | [CeMIM][PF¢] 312,24 -61 1,30 560 - 586 43,4 7,5
1-hexil-3- CioH19FsN2P
metilimidazolio
hexafluorfosfato de | [CsMIM][PF¢] 340,29 -82a-|1,24-1,27 682 - 982 37,7 2
1-octil-3-metil- Ci2H23FsN2P 40
imidazélio

Fonte: (RUIZ-ACEITUNO et al., 2013; ZHANG, J. et al., 2013)
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45.2. IL-DLLME Convencional

O método IL-DLLME convencional baseia-se na injecdo da mistura do
solvente extrator (IL) e solvente dispersor na amostra aquosa contendo 0s
analitos. A mistura é agitada manualmente e ap0s ocorre centrifugacdo da
amostra para a concentracdo dos analitos na microgota. Este método é
simples, pois ndo necessita de qualquer passo adicional e o solvente dispersor
comumente utilizado é o metanol (TRUJILLO-RODRIGUEZ et al., 2013).

O método foi proposto por Liu et al (2009) para determinacdo de quatro
inseticidas heterociclicos em amostras de agua. Utilizou metanol como solvente
dispersor e o hexafluorfosfato de 1-hexil-3-metilimidazdlio como solvente
extrator, obtendo recuperacdes entre 79 a 110% com RSDs menores que
10,7% (LIU et al., 2009).

A IL-DLLME convencional foi aplicada para determinacdo de
diclorodifeniltricloroetano (DDT) e seus metabdlitos em amostras de agua. A
extragdo constitui na injecdo da mistura de 70 pL de hexafluorfosfato de 1-
hexil-3-metilimidazolio ([CsMIM][PFe]) e 600 puL de acetona em 5 mL de agua,
apos a mistura, centrifugou-se a 3000 rpm por 10 minutos e as recuperacdes
ficaram entre 81 — 102% com desvio padréo relativo (RSD, do inglés relative
standard deviation) menores que 12% (ZHAO et al., 2011a).

Na extracdo de tetrabromobisfenol A em amostras de agua aplicando a
IL-DLLME, os autores utlizaram 5 mL de agua, 70 pL de hexafluorfosfato de 1-
hexil-3-metilimidazoélio ([CeMIM][PFs]) e 500 pL de acetonitrila. A mistura foi
posteriormente centrifugada a 3000 rpm por 6 minutos e as recuperagdes
ficaram entre 84 — 110% com RSDs menores que 9% (ZHAO et al., 2011b) .

As aplicacdes analiticas de IL-DLLME convencional ndo tem sido
apenas para determinacdo de compostos organicos em amostras aquosas,
mas também para amostras soélidas. Entretanto, quando amostras solidas séo
utilizadas, € necessario a dissolugdo da amostra, seguida por reconstrucao do
extrato com agua. Desta forma, a IL- DLLME convencional foi aplicada para
determinacdo de compostos organicos em bananas (RAVELO-PEREZ et al.,
2009), solos (ASENSIO-RAMOS et al., 2011) e cosméticos (ZHOU et al.,
2012).
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Algumas modificagbes recentes na IL-DLLME convencional incluem
aquelas na qual o solvente dispersor ndo € um solvente organico, mas um IL
hidrofilico. A primeira aplicacdo foi desenvolvida por (ZHAO et al., 2011c) para
determinacao de triclosan e triclocarban em amostras de agua e utilizaram
como solvente extrator o IL hexafluorfosfato de 1-octil-3-metilimidazolio e como
solvente dispersor o tetrafluorborato de 1-butil -3-metilimidazdlio
([CaMIM][BF4]).

4.5.3. Modificacdes da IL-DLLME

Algumas modificacfes na técnica tém sido efetuadas com o objetivo de
torna-la mais rapida e mais eficiente para determinadas classes de compostos,
gerar residuos menos toxicos, causar menos exposicado do analista, diminuir o
consumo de solvente, entre outros. Dentre essas modificacdes estdao a IL-
DLLME com temperatura controlada, IL-DLLME assistida por ultra-som, micro-
ondas ou vortex e a IL-DLLME convencional sem a necessidade de gasto
energético realizada apenas com uma simples mistura ternaria dos
componentes (amostra aquosa contendo analitos, solvente extrator e o

solvente dispersor).

45.3.1. IL-DLLME com temperatura controlada

Na IL-DLLME com temperatura controlada, a amostra aquosa contendo
os analitos e o IL hidrofébico é submetida ao aquecimento. Esse procedimento
favorece a solubilidade do IL na amostra aquosa e consequentemente auxilia
na dispersdo deste na amostra. Apdés 0 aquecimento, o método requer o
arrefecimento da solugcéo para facilitar a sedimentacdo das microgotas do IL
contendo os analitos extraido. Em alguns casos, o0 método necessita da
utilizacao de solventes dispersores, tais como, metanol, etanol, acetonitrila ou
acetona. Na Figura 7, é apresentado o esquema do procedimento de extracéo
(TRUJILLO-RODRIGUEZ et al., 2013).
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Figura 7 - Esquema do procedimento de extracdo da IL-DLLME com a
temperatura controlada.

‘injecdo do IL Itermdémetro

- banho de agua

f l - racioda =
= 1. 9 ! ormacdo da
g solucdo turva
| | _ [ — — ———
1 3 | i 4 5
2 ' banho de gelo fase sedimentada

Fonte: adaptado de Zhang e Shi (2010) (ZHANG et al., 2010)

As temperaturas de extracdo normalmente utilizadas na IL-DLLME com
temperatura controlada variam de 50 — 90 °C, temperaturas maiores que 90 °C
ndo podem ser utilizadas devido a evaporacdo da agua. Na IL-DLLME com
temperatura controlada, o tempo de extracdo inclui o aquecimento e o
arrefecimento. Assim, esta técnica apresenta um tempo maior de extracado
quando comparada com a IL-DLLME tradicional. Em alguns casos, os tempos
de extracdo sdo maiores que 30 minutos (TRUJILLO-RODRIGUEZ et al., 2013;
SARAJI et al., 2014).

Alguns trabalhos publicados utilizaram a IL-DLLME com temperatura
controlada para andlise de compostos organicos em matrizes ambientais. Zhou
e colaboradores (2008) aplicaram a IL-DLLME com temperatura controlada
para determinar metil parationa e proxim em diferentes amostras de agua. A
quantificacdo foi realizada por HPLC-UV. A extracéo foi realizada utilizando 50
uL de hexafluorfosfato de 1-hexil-3-metilimidazoélio e 10 mL de amostra,
temperatura de aquecimento de 80 °C por 30 minutos. ApO0s, a solucédo foi
submetida ao banho de gelo por 30 minutos, nessa fase ocorre a formacgéo da
solugéo turva e os analitos migram para o IL . Os limites de deteccdo (LODs)

foram de 0,17 pg L™! para o metil paration e 0,29 ug L' para o proxim e as
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recuperacoes ficaram na faixa de 88,2 a 103,6% com precisdo inferior a 3%
(ZHOU et al., 2008).

Bai e colaboradores (2009) aplicaram a IL-DLLME com temperatura
controlada para determinacdo de dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) e 0s seus
metabolitos em diferentes amostras de agua. A extracdo foi realizada com 10
mL de amostra e 50 pL de hexafluorfosfato de 1-hexil-3-metilimidazdlio que
foram submetidos a temperatura de 75 °C por 35 minutos. A quantificagao foi
realizada por HPLC-UV, os LODs ficaram na faixa de 0,24 a 0,45 ng mL! e as
recuperagoes entre 87 e 110% com RSDs menores que 7% (BAI et al., 2009).

Na determinacdo de clorobenzenos em agua, Kamarei e colaboradores
(2010) utilizaram a IL-DLLME com temperatura controlada. A extragéo foi
realizada com 5 mL de amostra e 75 puL hexafluorfosfato de 1-butil-3-
metilimidazdlio que foram submetidos a temperatura de 50 °C por 4 minutos.
Apds a completa dissolucdo do IL, a solucéo foi submetida ao banho de gelo
por 20 minutos para formacao da solugéo turva. A quantificagéo foi realizada
por HPLC-DAD, os LODs ficaram na faixa de 0,05 pg L*a 0,1 ug L e as
recuperacdes variaram de 91 a 109% com RSDs menores que 10% (KAMAREI
et al., 2010).

A técnica também foi utilizada para a determinacado de ésteres de ftalato
em amostras de agua. Foram utilizados 5 mL de amostra e a mistura de 750 uL
de acetonitrila e 32 pL de hexafluorfosfato de 1-octil-3-metilimidazolio que
foram submetidos ao um banho de agua a 50 °C por 5 minutos, em seguida, a
extracdo foi submetida a um banho de gelo por 3 minutos. A quantificagcédo foi
realizada por um cromatografo liquido com detector de comprimento de onda
variavel (HPLC-VWD). Os LODs foram obtidos entre 0,68 e 1,36 ng mL? e as
recuperacdes entre 69,9 a 84,9% com RSDs menores que 4% (ZHANG et al.,
2011).

Em um estudo publicado por Gao e colaboradores (2012) foi
desenvolvido um método empregando IL-DLLME com temperatura controlada
para determinacdo de tiram, metalaxil, dietofencarbe, miclobutanil e
tebuconazol. A quantificagdo foi realizada por HPLC-UV. A extracdo foi
realizada com 10 mL de amostra e 55 pL hexafluorfosfato de 1-octil-3-

metilimidazdlio que foram submetidos a 90 °C por 30 minutos. Os LODs
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ficaram na faixa de 0,32-0,79 ug L e as recuperacGes variaram de 84,6 —
102% com RSD inferior a 11% (GAO et al., 2012).

A determinacdo de filtros UV em amostras de agua foi realizada
ultilizando 10 mL de amostra aquosa e 20 pL de 1-hexil-3-metilimidazdlio tris
(pentafluoroetil) trifluorofosfato, submetidos a um banho quente a 50 °C por 15
minutos até a dissolucdo completa do IL. A quantificacdo foi realizada por
HPLC-UV. Os LODs ficaram na faixa de 0,2 — 5 ng mL* e as recuperacées
entre 88 a 116% com RSD inferior a 10% (ZHANG, Y. et al., 2013).

Na determinacdo de agrotéxicos triazinas em amostras de agua
utiizando a IL-DLLME com temperatura controlada, 10 mL de amostra
contendo 20% (m/v) de cloreto de sddio e 50 pL de hexafluorfosfato de 1-octil-
3-metilimidazdlio foram colocados em banho-maria a temperatura de 80 °C por
30 minutos, apds submetido a um banho de gelo até a formacéo da solucdo
turva. A quantificacao foi realizada por HPLC-UV. Os LODs ficaram na faixa de
0,05 — 0,06 ug L e as recuperacdes entre 85 a 100% com desvios inferiores a
10% (ZHOU et al., 2014).

A IL-DLLME com temperatura controlada também tem sido aplicada para
a determinacdo de analitos inorganicos em diferentes amostras, incluindo
mexilhdes (LEMOS et al., 2015), cabelos (ARAIN et al., 2015), e batatas e
macas (ZEEB et al., 2011).

45.3.2. IL-DLLME assistida por ultra-som, micro-ondas ou

vortex

Este modo de IL-DLLME requer aplicacdo de ultra-som, micro-ondas,
vortex, ou qualquer fonte de agitacédo que facilitar a dispersdo do IL hidrofébico
na solugdo aquosa e assegurar a adequada formacdo da solugédo turva
contendo as microgotas. A aplicacdo de ultra-som, micro-ondas ou vortex é
acompanhada por um aumento da temperatura. Em alguns casos, um solvente
dispersor € necessario para melhorar a cinética, este pode ser um solvente
organico, um agente tensoativo ou um IL hidrofilico (TRUJILLO-RODRIGUEZ
et al., 2013; SARAJI et al., 2014).

A IL-DLLME assistida por ultra-som, baseia-se na aplicacdo de ondas

elasticas com frequéncias entre 20 a 500 kHz. Durante a sonificacdo, ocorre 0
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processo de cavitacdo e o atrito na interface que aceleram o processo de
extracdo. A cavitacdo é o processo no qual ocorre a formacéo e implosédo das
bolhas (microgotas) e no atrito da interface ocorre a homogeneizacao entre o IL
e a amostra aquosa. Ambos os processos ajudam na formacéo da solucéo
turva, agilizam na transferéncia de massa dos analitos da amostra aquosa para
0 solvente extrator, reduzem o tempo de equilibrio e consequentemente o
tempo de extracdo e assim, aumenta a eficiéncia da extracdo (ANDRUCH et
al., 2013; SZRENIAWA-SZTAJNERT et al., 2013; ALBERO et al., 2015).

O processo de extracdo pode ser realizado mais comumente usando um
banho de ultra-som ou a aplicagdo de uma sonda ultra-sbnica. Entretanto, a
sonda ultra-sdnica apresenta maiores vantagens sobre o banho de ultra-som
em virtude da sonda concentrar sua energia em uma zona de amostragem
localizada, tornando a cavitacao no liquido mais eficiente. No entanto, o banho
de ultra-som permite a extracdo de varias amostras ao mesmo tempo numa
maneira simples e econémica (ALBERO et al., 2015).

A IL-DLLME assistida por ultra-som foi proposta pela primeira vez por
Zhou e colaboradores para determinacdo de aminas aromaticas em agua
(ZHOU et al., 2009). Esta técnica tem sido amplamente utilizada para a
determinacdo de compostos organicos em diferentes matrizes como urina
(SUN et al., 2011), vinho (WANG, S. et al., 2011), sangue (FERNANDEZ et al.,
2016) e também para determinacao de metais em refrigerantes e chas (TUZEN
et al., 2015), amostras de mexilhdes (LEMOS et al., 2015) e amostras de frutas
e vegetais (JALBANI et al., 2015).

Xu e colaboradores (2011) foram os primeiros a relatarem a IL-DLLME
assistida por micro-ondas, no qual desenvolveram um método simultaneo de
derivatizacdo e extracdo de formaldeidos em bebidas (Xu, et al.,, 2011a). A
energia de micro-ondas € uma radiacdo nao-ionizante (frequéncia 300-300000
MHz), que atua diretamente sobre as moléculas por conducéo idnica e rotacdo
de dipolos (WANG et al., 2016). Essa radiacao entra em contato com os IL que
sdo formados pela combinacdo de cations organicos e varios anions, sendo
estes suscetiveis a dissipacdo com a energia do micro-ondas (Xu, et
al.,2011b) , assim facilitando o particionamento do IL na amostra aquosa
(WANG et al.,, 2016). A IL-DLLME assistida por micro-ondas tem obtido
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excelentes resultados para a extracdo de compostos organicos em diferentes
amostras, e comparada a métodos de extragdo convencionais, obtém a melhor
eficiéncia na extragdo em um menor tempo (ANDRUCH et al., 2013).

O processo de extracdo utilizando ultra-som ou micro-ondas, contudo,
pode trazer alguns problemas uma vez que a radiagdo pode levar a formacao
de emulsBes estaveis, dificultando a separacdo das fases. Além disso, pode
ocorrer a degradacdo do analito e o consumo de mais energia (ANDRUCH et
al., 2013; ZHANG et al., 2016).

Dentre as modificacBes citadas anteriormente e com o intuito de diminuir
algumas desvantagens apresentadas na IL-DLLME assistida por ultra-som ou
micro-ondas, surgiu a IL-DLLME assistida por vértex, na qual a dispersao do
solvente extrator é realizada pelo vortex. As vantagens da IL-DLLME assistida
por vortex comparada a IL-DLLME assitida por ultra-som ou micro-ondas s&o;
menor custo e a formacdo da solugcéo turva que quando formada por vortex
forma uma mistura termodinamicamente mais instavel, facilitando a separacao
das fases (ANDRUCH et al., 2013). A IL-DLLME assistida por vortex tem sido
aplicada para determinacdo de compostos organicos e inorganicos em sucos
(ZHANG et al., 2016) e vinhos (GURE et al., 2015).
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5. MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento experimental consistiu em avaliar e validar os
meétodos para determinacdo multiclasses de agrotoxicos e PPCPs em amostras
de 4gua. Para a extracdo e a pré-concentracdo foram utilizadas as técnicas de
preparo de amostra DLLME-SFO e IL-DLLME e para determinagdao LC-MS/MS.
O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Analise de Compostos Organicos
e Metais (LACOM), da Escola de Quimica e Alimentos (EQA), na Universidade
Federal do Rio Grande - FURG.

5.1.Instrumentacao

v’ Balanga Analitica de precisdo modelo FA 2104N, Bioprecisa (Curitiba,
PR, Brasil);

v' Bomba a vacuo Tecnal TE-058 (Piracicaba, SP, Brasil);

v Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (100 — 1000
pL) (Labmate, Polonia; Digipet);

v pHmetro Hanna pH20 pH21 — eletrodo de vidro combinado (Sao Paulo,
SP, Brasil);

v’ Sistema de filtracdo em membrana Phenomenex (Torrance, CA, EUA);

v Sistema de Purificagdo de agua Milli-Q Direct-Q UV3® Millipore
(Millipore, Bedford, MA, USA);

v Ultrasom Quimis modelo Q335D (Diadema, SP, Brasil);

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

v’ Cromatégrafo a liquido Alliance Separations modelo 2695 Waters
(Milford, MA, USA) equipado com amostrador automatico, bomba quaternaria,
sistema de desgaseificacdo, Detector MS, Micromass® Quatro Micro™ API
Waters, com fonte API, utilizando o modo de ionizagéo por Eletrospray (ESI),
sistema de aquisicao de dados atraves do software Masslynx 4.0 Waters;

v Coluna analitica Kinetex C8 (3,0 mm x 50 mm id., 2,6 upm)
Phenomenex (Torrance, CA, EUA);

v Sistema gerador de nitrogénio Peak Scientifics (Instruments Ltda.,

Escocia).
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5.2.Reagentes, solventes e materiais

v Acido cloridrico ACS (Merck, RJ, Brasil);

v Acido férmico p.a. (Merck, RJ, Brasil);

v' Agua destilada;

v Agua Ultrapura, purificada em sistema Direct-Q UV3® Millipore
(resistividade 18,2 MQ cm);

v Acetona, acetonitrila e metanol grau HPLC (J.T Baker, Mallinckrodt, NJ,
USA);

v' 1- dodecanol (Sigma Aldrich, produzido na Germania, Alemanha),
hexadecano (Sigma Aldrich, produzido na Argentina), 1-octanol (Sigma Aldrich,
produzido na Switzerland, Suiga), 1-undecanol (Sigma Aldrich, produzido nos
Estados Unidos), hexafluorfosfato de 1-butil-3-metilimidazélio (Sigma Aldrich,
produzido na Switzerland, Suica) e hexafluorfosfato de 1-hexil-3-metilimidazdlio
(Sigma Aldrich, produzido na Germania, Alemanha);

v/ Padrbes analiticos: amitriptilina, diclofenaco sédico, furosemida e
mebendazol foram comprados da farmacopéia americana (United States
Pharmacopeia, EUA). Albendazol, carbamazepina, cloridrato de diltiazem,
gemfibrozil, glibenclamida, haloperidol, nimesulida, nifedipino nitrato de
miconazol e propilparabeno foram adquiridos da Fiocruz (Fundacdo Oswaldo
Cruz, Brasil). Bisfenol-A, 2,4-D, atrazina, atrazina-d5, azoxistrobina, bentazona,
carbofurano, carbofurano-d3, ciproconazol, clomazona, diclorana, diuron,
diuron-d6 difenoconazol, fenoxaprope-p-etilico, fipronil, iprodiona, irgarol,
malationa, piraclostrobina, propanil, propiconazol, tebuconazol e trifloxistrobina
foram provenientes da Sigma Aldrich (Brasil). Triclocarban, triclosan,
epoxiconazol e penoxsulam foram adquiridos da empresa Dr. Ehrenstofer
GmbH (Augsburg, Alemanha);

v" A pureza dos padrBes analiticos foi superior a 96% para todos o0s
analitos, e, se necessario, foi feita a corre¢do de pureza durante o preparo;

v' Gas argobnio analitico 5.0 usado como gas de colisdo no sistema LC-
MS/MS (White Martins, Brasil);

v" Detergente Extran® neutro (Merck, Brasil);
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v' Membrana filtrante de nylon 0,45 um de diametro de poro e 47 mm de
diametro (Millipore, SP, Brasil);

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

v Vidraria comum de laboratério (balées volumétricos, pipetas

volumétricas, béquer, etc).
5.3.Preparo das solugdes analiticas

As solucdes analiticas estoque, contendo 1000 mg L de cada composto
foram preparadas pela dissolucdo dos padrdes sdélidos em metanol,
considerando o grau de pureza. As solu¢cdes foram armazenadas em frascos
ambar e estocadas a -18 °C.

A partir das solugdes estoques de 1000 mg L' foram preparadas
solucdes trabalho na concentracdo de 100 mg L de cada substancia em
metanol.

Uma solucdo trabalho contendo a mistura de todos os analitos na
concentracdo de 5 mg L foi preparada a partir da solugcdo de 1000 mg L*.
Diluicdes desta solucao trabalho na fase mével foram preparadas diariamente

para o estudo e validacdo do método.
5.4.Limpeza davidraria

Os materiais utilizados nesse estudo (vidraria, tubos de polipropileno,
espatulas, frascos de vidro (balbes volumétricos e etc.) foram lavados,
inicialmente com agua da torneira e agua destilada. Em seguida, o material foi
mergulhado em detergente neutro 5% por 24 h e enxaguados com agua da
torneira, agua destilada e rinsados com acetona. Os vials foram lavados com
agua da torneira e agua destilada e colocados no banho ultrassom com
metanol 15%, apOs lavados com &agua destilada e rinsados com acetona.
Posteriormente foram secos em estufa a 50 °C, com excec¢ao da vidraria

volumétrica, e armazenados em ambiente livre de poeira.
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5.5.Selegéo dos analitos para o estudo

Diante do objetivo deste trabalho de verificar a viabilidade do uso das
técnicas DLLME-SFO e IL-DLLME para a extracado de analitos de uma ampla
variedade de classes, foi escolhido um numero grande de analitos com
diferentes propriedades fisico-quimicas, 0s quais variam em polaridade,
solubilidade em 4gua e acidez. Cabe salientar, que para estudo das técnicas se
utilizou uma mistura na qual havia 50 analitos (PPCPs e agrotoxicos). Na
Tabela 4 apresenta as principais propriedades fisico-quimicas e caracteristicas
dos agrotéxicos e PPCPs selecionados apdés otimizacao.

Herbicidas, fungicidas, inseticidas, anti-incrustantes, anti-hipertensivos,
antimicrobianos,  anti-helminticos, plastificantes, anti-diabéticos, anti-
inflamatorios, diuréticos, hipolipémicos, antipsicoticos e filtros solares fazem
parte dos analitos em estudo.

Para a selecdo dos agrotoxicos estudados, foi realizado uma reviséo dos
agrotoxicos mais empregados na cultura do arroz irrigado, predominante no sul
do estado do Rio Grande do Sul. Agrotoxicos como o clomazona, atrazina,
carbofurano, epoxiconazol, diuron e tebuconazol entre outros tém sido
amplamente detectados em aguas tratadas e de superficie nesta regido
(CALDAS et al.,, 2013). Os PPCPs selecionados tém sido detectados em
amostras ambientais no Brasil e no mundo (CALDAS et al., 2013; CELANO et
al., 2014) em amostras de peixes (TANOUE et al., 2014), lodo de esgoto (YU et
al., 2012) e em 4gua do mar (BENEDE et al., 2014) .

Tabela 4 - Valores de coeficiente de particdo octanol-agua (Kow), solubilidade
em agua, pka, numero CAS e uso dos PPCPs e agrotoxicos em estudo
(DRUGBANK; TOMLIN, 2003)

solubilidade

, Ndmero
PPCPs pKa Log Kow em agua Uso
(mg LY CAS
4,27 5496521-8
albendazol (Ic_)e;sg:f) 2,7 2,28 Anti-helmintico
(acido)

amitriptilina 9,4 4,92 9,71 Antidepressivo 50-48-6
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solubilidade

m & Namero
PPCPs pKa Log Kow  €Mmagua Uso
(mg LY CAS
(é)fféegﬁléﬁ/.) n.e 3,32 300 Plastificante 80-05-7
-3,8 298-46-4
carbamazepina (_bi;'g%) 2,45 17,7 Anticonvulsivo
(acido)
8,18 42399-41-7
cloridrato de (basico) Anti-
ditialzem -12,86 2.8 465 hipertensivo
(acido)
diclofenaco Anti- 15307-86-5
4,15 4,51 2,37 . L.
sédico inflamatério
-1,5 54-31-9
furosemida (?6:15'2050 ) 2,03 73,1 Diurético
(acido)
-4,8 25812-30-0
. . (basico) 0,01 (meio TP
genfibrozila - 4.42 3,4 alcalino) Hipolipémico
(acido)
-1,2 10238-21-8
glibenclamida (t_"'f'?‘fz") 47 4 Hipoglicemiante
(acido)
haloperidol 8,66 43 14 Antipsicético 52-86-8
3,93 31431-39-7
mebendazol (l?aészzz) 2,83 71,3 Antiparasitario
(acido)
6,86 51803-78-2
nimesulida (&cido) - 2,6 0,182 __Anti-
8,9 inflamatorio
(basico)
nifedipino 533 25 17 o Anti- ~ 21829-25-4
ipertensivo
nitrato de 6.77 22916-47-8
. 6,1 0,763 Antifungico
miconazol (basico)
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solubilidade

! Namero
PPCPs pKa Log Kow  €Mmagua Uso
(mg LY CAS
propanolol 9,42 3,48 61,7 hi Anti- . 525-66-6
ipertensivo
propilparabeno 94-13-3
(PUBCHEM) n.e 3,04 500 Conservante
triclocarban Antibacteriano, 101-20-2
(PUBCHEM) n.e 4,90 0,00237 Antifaingico
-6,7 3380-34-5
triclosan (t_)aésgzg ) 5,53 6,05 Antisséptico
(acido)
agrotoxicos
2,58 - 94-75-7
2,83 (pH
24-D 2,73 1), 0,04 - 23180 Herbicida
0,33 (pH
5)
atrazina 1,7 3,05 480 Herbicida 1912-24-9
azoxistrobina 2,5 6 Fungicida 131830'33'
carbofurano n.e 1,52 320 Inseticida 1563-66-2
ciproconazol n.e 3,1 93 Fungicida 94361-06-5
clomazona n.e 2,5 1100 Herbicida 81777-89-1
diclorana n.e 2,8 6,3 Fungicida 99-30-9
difenoconazol 1,1 4.4 15 Fungicida 119426_68'
diuron n.e 2,85 36,4 Herbicida 330-54-1
epoxiconazol n.e 3,44 6630 Fungicida 1063(2)5-08'
fenoxaprope-p- n.e 4,58 0,7 Herbicida 113158-40-
etilico 0
fipronil n.e 4,0 1,9 (pH 5) inseticida 120028-37'
iprodiona n.e 3 13 Fungicida 36734-19-7
irgarol n.e 3,95 7 Anti-incrustante 28159-98-0
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solubilidade

. Numero
PPCPs pKa Log Kow  €Mmagua Uso
(mg L) CAS

malationa n.e 2,75 145 Inseticida 121-75-5
penoxsulam 5,1 -0,354 4,9 Herbicida 2197;4-96'
piraclostrobina n.e 3,99 1,9 Fungicida 1750%)3-18'

propanil n.e 3,3 130 Herbicida 709-98-8
propiconazol 1,09 3,72 100 Fungicida 60207-90-1
tebuconazol n.e 3,7 36 Fungicida 107524'96'
trifloxistrobina n.e 4,5 0,61 Fungicida 141%7'21'

5.6.Amostras de 4gua

Para avaliar os métodos, as amostras de agua foram coletadas

diariamente na rede municipal de abastecimento de &gua (torneira do

laboratério).

Para a aplicabilidade do método, foram coletadas amostras de aguas de

superficie provenientes de diferentes locais do municipio de Rio Grande — RS.

Um dos pontos da coleta foi no Arroio Vieira. Este arroio cruza a zona

urbana do municipio de Rio Grande, e a coleta foi realizada em agosto de

2014, entre os Bairros Parque Marinha, Jardim do Sol e Parque Séao Pedro que

juntos compreendem mais de 30.000 moradores (Figura 8). Trata-se de um

canal onde é coletada agua do escoamento pluvial, mas onde existe também a

presenca de descarte de esgotos sanitarios sem tratamento.
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Figura 8 - Imagem do Google Earth para os pontos de coleta das amostras de
agua utilizadas na aplicacdo do método.

O segundo local foi em um poco artesiano situado na Quitéria, Zona
Rural da cidade de Rio Grande (Figura 9), na qual existe grande atividade
agricola no cultivo de hortalicas. E a coleta da amostra foi realizada em
setembro de 2014.
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Figura 9 - Imagem do Google Earth para os pontos de coleta das amostras de
agua utilizadas na aplicacdo do método.

O terceiro local, foi o canal Sdo Gongalo. A amostra foi coletada em

outubro de 2014, na entrada da companhia riograndense de saneamento
(CORSAN), antes do tratamento. O Canal Sdo Goncalo faz a ligacdo entre a
Lagoa dos Patos e a Lagoa Mirim. Ao redor deste canal ha intensa atividade
agricola, principalmente o cultivo do arroz irrigado. Esta dgua é captada para
tratamento e posterior abastecimento da cidade de Rio Grande.

As amostras foram coletadas de acordo com o Guia Nacional de coleta e
preservacdo de amostras. Um litro (1 L) de amostra foi coletado com auxilio de
um balde de aco inox e transferido para um frasco de vidro ambar,
armazenadas em isopor com gelo e levada ao laboratério para extracdo e
analise (BRANDAO et al., 2011).

Nas amostras foram medidos o pH e a turbidez. Nenhuma etapa prévia a
extracao, como por exemplo, filtrac&o, foi necessaria.

Para controle da eficiéncia da extracdo para o método DLLME-SFO, foi
adicionada atrazina-d5 nas amostras como padrdo de recuperagdo. A
fortificacdo foi realizada no nivel de 5 ug L. Este composto foi escolhido, pois

€ analogo deuterado de um composto em estudo. A escolha do nivel de
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fortificagdo foi baseada na curva analitica dos compostos em estudo.
Entretanto para avaliar a eficiéncia da extracdo do método IL-DLLME foram
adicionados carbofurano-d3 e diuron-dé ambos na concentracdo de 5 pug L

Para aplicabilidade do método DLLME-SFO, as amostragens foram
realizadas em trés meses, setembro, agosto e outubro de 2014, em trés pontos
de amostragem. O método IL-DLLME foi aplicado apenas nas amostras do
Arroio Viera no més de abril de 2016.

A quantificacdo das amostras foi realizada pelo método de adicéo
padrdo. Este modo de padronizacdo permite uma quantificacdo mais correta da
amostra uma vez que os efeitos causados pela matriz e as perdas na extracéo
séo considerados na construcdo da curva analitica (SANTE, 2015).

Para a quantificacdo pelo método de adicdo padrdo, concentracdes
conhecidas da mistura dos padrbes foram adicionadas nas amostras em pelo
menos 5 niveis de concentracbes e a amostra sem adicdo foi analisada em
triplicata. Obtendo-se a equacéo da reta (y = a + bx) na qual a concentragéo do
analito é determinada através da extrapolacdo da curva analitica. As amostras

e a curva foram extraidas e as determinacdes realizadas no LC-MS/MS.

5.7. Avaliacdo do sistema cromatografico LC-MS/MS para

determinacdo de agrotoxicos e PPCPs em amostras de agua

As determinac¢des foram realizadas empregando LC-MS/MS que tornou-
se uma importante ferramenta analitica na determinacdo de contaminantes
organicos, em funcéo da excelente combinacao entre a cromatografia liquida e
a espectrometria de massas. Desta forma, este acoplamento possibilitou o
desenvolvimento de métodos que possuem maior seletividade e
detectabilidade. Além disso, empregando o sistema LC-MS/MS no modo de
monitoramento de reacdes selecionadas (SRM, do inglés selected reaction
monitoring), problemas de co-eluicdo sdo minimizados, porque apenas o ion de
interesse é selecionado (CHIARADIA et al., 2008; LANCAS, FERNANDO M,
2009). A seguir, estdo descritos 0s principais parametros do sistema
cromatografico LC-MS/MS que foram avaliados para a determinacdo dos

analitos em estudo.
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5.7.1. Preparo da fase movel

Acetonitrila e metanol foram preparados individualmente, filtrados a
vacuo através de membranas de nylon 0,45 um. A agua ultrapura e o0s
solventes foram desgaseificados em ultrassom durante 30 min, a temperatura
ambiente (21 °C). A fase moével foi armazenada em frascos préprios para

solventes e rotulada.

5.7.2. Escolha da composicdo e vazdo da fase movel e modo de

eluicao

Na cromatografia liquida, para uma separacao especifica, deve-se levar
em consideracdo a natureza quimica das substancias que vao ser separadas,
assim como a viscosidade e a polaridade da fase movel (COLLINS et al.,
2006). Devido a diferenca de polaridade dos analitos, a determinacdo da
composicao da fase mével envolveu a comparacao entre diferentes propor¢cdes
de metanol e &gua ultrapura e o0 uso de &cido acético e férmico como
modificadores orgéanicos. A escolha da fase movel adequada foi realizada
comparando a resposta do instrumento e a resolu¢do cromatografica dos picos
entre os eluentes.

Modos de eluigdo isocratico e gradiente foram avaliados durante o
desenvolvimento da separacdo cromatografica. A escolha da vazao da fase
movel foi baseada na separacdo cromatografica das solucdes padrées,

testando-se vazdes entre 0,2 e 0,4 mL minL.
5.7.3. CondicOes do espectrometro de massas

A MS/MS é a técnica espectrométrica que, ao invés de utilizar apenas um
analisador de massas para separar os ions de mesma razao m/z gerados na
fonte de ionizacao, utiliza dois estagios de espectrometria de massas (MS:1 e
MS2). Esta técnica € amplamente empregada na deteccdo de compostos
presentes em baixas concentracdes em matrizes complexas, acoplada a
cromatografia, uma vez que possibilita um aumento na detectabilidade e reduz
a interferéncia espectral de compostos presentes na matriz (CHIARADIA et al.,

2008). Além disso, uma melhora na detectabilidade pode ser obtida usando
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detectores modernos ou otimizando os parametros de fragmentagéo (KOSTIC
et al., 2013).

A fim de avaliar as condi¢cdes dos parametros de fragmentacdo dos
analitos, foram realizadas infusbes diretas das solucdes padrbes individuais,
com concentracdo de 1,0 mg L%, no espectrometro de massas. Nesta etapa foi
ajustado o modo de ionizacao (eletrospray positiva ou negativa); a voltagem do
cone para selecionar o ion precursor, a energia de colisdo para fragmentar o
ion precursor e gerar ions produtos; a temperatura da fonte de ionizagéo; a
temperatura e a vazao do gas de dessolvatacdo para secagem do solvente e a

voltagem do capilar.

5.8. Avaliacdo da técnica de DLLME-SFO para extracdo de

agrotoxicos e PPCPs em amostras de agua

Os experimentos realizados durante a escolha das melhores condi¢cdes
para a extracdo de agrotéxicos e PPCPs empregando DLLME-SFO seguiram
as etapas descritas na Figura 10, onde séao ilustradas as principais etapas do
procedimento de extracdo. Todas as etapas foram realizadas em triplicata e

cada replicata foi injetada 3 vezes no LC-MS/MS.
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Figura 10 — Esquema da DLLME - SFO. (a) amostra de agua e mistura dos
solventes extratores e dispersores (b) adicdo da mistura dos solventes e
formacéo da solucéo turva (c) centrifugacao (d) banho de gelo (e) solidificacao
da gota organica (f) retirada da gota organica solidificada com auxilio de uma
espatula (g) eppendorf com a gota orgéanica solidificada

5.8.1. Selecéo do solvente extrator e dispersor

Entre os solventes com a menor densidade do que a agua, 1-dodecanol
(DDC) e 1-undecanol (UDC) foram testados com o objetivo de escolher a
melhor combinag&o de mistura do solvente extrator e dispersor apropriado para
a DLLME-SFO. Para a escolha do solvente, foram realizados experimentos
utilizando 10 mL de amostra de agua da torneira fortificada com 5 pg L*,100 pL
do solvente extrator combinado individualmente com 1 mL de cada um dos
seguintes solventes dispersores: acetonitrila, acetona e metanol. A
concentragdo de 5 pg L foi escolhida para os testes de otimizacédo da DLLME-
SFO em funcgéo da detectabilidade dos analitos. Na Tabela 5 sdo apresentadas

as densidades, ponto de fuséo e solubilidades dos solventes avaliados.
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Tabela 5 - Propriedades fisico-quimicas para os solventes estudados
(CETESB)

Solubilidade

Solventes em &gua Densidide Po'nt~o de C(_)ns:ta_nte Log Kow
(g LY (g mL™) ebulicdo (°C) dielétrica
Extratores
dodecanol 0,004 0,831 259 n.e* 5,13
undelc_anol Insolavel 0,8298 243 2,0 4,38
Dispersores
acetona Solavel 0,791 56 20,7 -0,24
metanol Solavel 0,79 64,5 32,6 -0,77
acetonitrila Soluvel 0,786 82 37,5 -0,34

*n.e — ndo encontrado
5.8.2. Escolha do volume de solvente extrator

Para a escolha do volume de solvente extrator, foram estudados os
volumes de 70, 90, 100 e 110 pL de dodecanol. Nesta avaliagcéo, foi utilizado
10 mL de amostra (Agua da torneira) fortificada com 5 pg L, 500 pL de

metanol (solvente dispersor).

5.8.3. Escolha do volume de solvente dispersor

Durante a avaliacdo do volume de solvente dispersor, foram avaliados
os volumes de 250, 500, 1500 e 2000 pL de metanol. Nesta avaliagéo, foi
utilizado 10 mL de amostra (agua da torneira) fortificada com 5 pg L, 100 pL

de dodecanol (solvente extrator).

5.8.4. Efeito do pH

O efeito do pH na extracéo foi avaliado em pH 2, 6 e 12. O pH das
amostras foi ajustado com 4&cido fosforico 1:1 (v/v) quando necessaria
acidificacédo, ou com hidréxido de sédio 1 mol L quando necessario aumento
no valor de pH. Nesta avaliagdo, foi utilizado 10 mL de amostra (dgua da
torneira) fortificada com 5 pg L, 100 pL de dodecanol (solvente extrator) e 500
pL de metanol (solvente dispersor)
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5.8.5. Adicéo de sal

Para o estudo do sal na eficiéncia da extracdo, foram avaliados o sulfato
de magnésio (MgSOa), cloreto de sodio (NaCl) e sulfato de amonio (NH4)2SOa.
Estes foram adicionados em 10 mL de amostra na proporgéo de 1% (m/v).
Nesta avaliacdo, foi utilizado 10 mL de amostra (agua da torneira) fortificada
com 5 pg L, amostra pH 4, 100 pL de dodecanol (solvente extrator) e 500 pL

de metanol (solvente dispersor).

5.9. Avaliacdo da técnica de IL-DLLME para extracdo de
agrotéxicos e PPCPs em amostras de agua

5.9.1. Selecdo do solvente extrator e dispersor

Foram testados os liquidos ibnicos [C4MIM][PFs] e [CeMIM][PFs] como
solventes extratores combinados individualmente com o0s seguintes
dispersores: acetonitrila, acetona e metanol. Foram testados com o objetivo de
escolher a melhor combinacdo de mistura do solvente extrator e dispersor
apropriado para a IL-DLLME. Para a escolha da mistura dos solventes foram
realizados experimentos utilizando 10 mL de amostra de &gua da torneira
fortificada com 5 pg L*,100 pL do solvente extrator combinado individualmente

com 1000 pL de cada um dos solventes dispersores.

5.9.2. Escolha do volume de solvente extrator

Para a escolha do volume de solvente extrator, foram estudados os
volumes de 75, 100 e 150 pL de [CsMIM][PFs]. Nesta avaliacao, foi utilizado 10
mL de amostra (Agua da torneira) fortificada com 5 pg L, 500 pL de metanol

(solvente dispersor).
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5.9.3. Escolha do volume de solvente dispersor

Durante a avaliacdo do volume de solvente dispersor, foram avaliados
0s volumes de 250, 500 e 1500 pL de metanol. Nesta avaliacao, foi utilizado 10
mL de amostra (Agua da torneira) fortificada com 5 pg L, 100 pL de
[CsMIM][PFe] (solvente extrator).

5.9.4. Efeito do pH

O efeito do pH na extracdo foi avaliado em pH 2, 4 e 6. O pH das
amostras foi ajustado com &cido fosforico 1:1 (v/v) quando necessaria
acidificacdo, ou com hidréxido de s6dio 1 mol L quando necessario aumento
no valor de pH. Nesta avaliacdo, foi utilizado 10 mL de amostra (dgua da
torneira) fortificada com 5 pg L2, 100 pL de [CeMIM][PF¢] (solvente extrator) e

500 pL de metanol (solvente dispersor)
5.9.5. Adicéo de sal

Para o estudo do sal na eficiéncia da extracéo, foram avaliados o sulfato
de magnésio (MgSOa) e sulfato de amdnio (NH4)2SOa4. Estes foram adicionados
em 10 mL de amostra na proporcdo de 1% (m/v). Nesta avaliacdo, foi utilizado
10 mL de amostra (Agua da torneira) fortificada com 5 pg L, amostra pH 4,
100 pL de [CsMIM][PFe] (solvente extrator) e 500 pL de metanol (solvente

dispersor).
5.10. Validacdo dos métodos

O laboratério necessita garantir a qualidade e confiabilidade dos
resultados em qualquer método analitico. Entdo, se faz necesséario a validacao
para garantir que os métodos executados conduzam a resultados confiaveis e
adequados a qualidade pretendida (LOPEZ et al., 2015). A validacdo de um
método € uma exigéncia na pratica das analises quimicas. Esta tem por objetivo
verificar a aptiddo do método para a finalidade pretendida, comprovando através
de estudos experimentais que 0s requisitos para uma aplicacdo ou uso
especifico sao confiaveis (ANVISA, 2003; LATTANZIO et al., 2016)
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Os métodos foram validados avaliando as seguintes figuras de mérito:
limite de deteccédo (LOD, do inglés Limit of Detection), limite de quantificacao
(LOQ, do inglés Limit of Quantification), curvas analiticas (calibracdo externa
no solvente, superposi¢cdo na matriz e curva trabalho) e linearidade, exatidao
(recuperacdo), precisdo (repetitividade e precisdo intermediaria) e efeito
matriz (EM). Estes parametros sdo sugeridos para validacdo de meétodos
analiticos pelo Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Industrial — INMETRO (INMETRO, 2011), ANVISA (ANVISA, 2003) (ANVISA,
2003) e pelo guia de validacdo para analise de residuos de pesticidas em

alimentos da Comisséo Européia (SANTE, 2015) .
5.11. Limite de Deteccéo e Quantificacéo

O LOD e LOQ do instrumento (LODi e LOQi) para cada composto foi
estimado a partir da relagcdo sinal/ruido (s/n) calculada pelo software do
equipamento, considerando no minimo 3 e 10 vezes a razéo do sinal pela linha
de base (ruido), respectivamente. Os limites instrumentais foram obtidos
através de padronizacao por sobreposicdo na matriz, pelo preparo de soluces
analiticas de diferentes concentracdes no extrato branco da matriz.

Como o método da IL-DLLME e da DLLME-SFO apresentam um fator de
concentracdo de 20 vezes respectivamente, o LOD do método (LODm) e 0 LOQ
do método (LOQm) foram calculados dividindo o limite de deteccéo e o limite de
quantificacdo do instrumento pelo fator de concentracdo de cada método. Os
valores obtidos foram confirmados experimentalmente, e foram considerados
como verdadeiros, quando a amostra ao ser fortificada nestas concentragdes
apresentou recuperacdes entre 70 e 120% com RSD menor ou igual a 20%
(SANTE, 2015)

5.12. Curva analitica, curva trabalho e linearidade

A linearidade do instrumento foi avaliada pela construcdo de curvas
analiticas através de padronizacdo externa no solvente e por padronizacdo
externa no extrato branco da matriz. A linearidade dos métodos foi avaliada
pela curva trabalho, na qual as amostras de agua foram fortificadas em cada

nivel com a solugdo padrdo dos analitos, passando entdo pela etapa de
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preparo de amostra otimizada e em seguida analisada por LC-MS/MS. Esta
curva é aplicada na validacdo dos métodos e nos célculos de recuperagéo.
Para a construcdo das curvas analiticas e trabalho, foram preparados
trés conjuntos de solucoes:
Conjunto 1 - Solucdes preparadas através de diluicbes da solugéo
padrao de trabalho no solvente (metanol);

Conjunto 2 - Solucbes preparadas a partir de diluicbes da solucéo
padrdo de trabalho no extrato branco da matriz (agua de abastecimento
publico), extraido por DLLME-SFO e IL-DLLME (pos fortificag&o);

Conjunto 3 - Solucdes obtidas a partir da extracdo das amostras de agua
fortificadas com a solucdo padréo de trabalho (pré -fortificacéo);

Os conjuntos das solucdes 1 e 2 foram utilizados para calcular o EM. E o
conjunto de solucdes 3 foi utilizado para calcular as recuperagoes.

Cada solucédo foi injetada trés vezes, e cada curva teve no minimo 5
niveis de concentracdo. Os dados de regresséo linear foram obtidos com
auxilio do software (Masslynx 4.0 Waters) do equipamento. A partir destes

dados foi avaliado o coeficiente de correlagédo linear (r).
5.13. Exatidao

Para o estudo da exatiddo do método, foram utilizados ensaios de
recuperacdo, de acordo com as determinacdes do INMETRO e do SANTE
(INMETRO, 2011; SANTE, 2015). Foram realizadas fortificagdes das amostras
‘branco” em diferentes niveis de concentracdo. As recuperagbes foram
avaliadas em no minimo trés niveis para cada analito. As concentracfes
avaliadas foram 0,25; 0,5; 1,25; 2,5; 12,5; 25 ug L?1. As amostras foram
fortificadas e submetidas ao processo de extracdo pelos métodos da DLLME-
SFO e IL-DLLME. As extragdes referentes a cada nivel de concentragéo foram
realizadas em triplicata e cada extrato foi injetado trés vezes no LC-MS/MS.

Para determinar as concentracfes, substituiu-se os valores de area
encontrados em cada nivel na equacdo da curva trabalho. Para calcular as

recuperacoes, substitui-se os valores de concentracdo na equacao 4:
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Ci-cC2
Recuperacdo (%) = | — | x100
C3

(4)
sendo:

C1= concentracao do analito na amostra fortificada;

C2= concentracao do analito na amostra nao fortificada;

C3= concentracdo do analito adicionada a amostra fortificada.

5.14. Precisao

A precisdo do método foi avaliada em funcdo da repetibilidade e da
precisdo intermediaria. Para a repetibilidade, as amostras foram fortificadas em
diferentes niveis de concentracdo em triplicata, seguindo todo o procedimento
de extracdo para os meéetodos da DLLME-SFO e IL-DLLME, e injetadas em
triplicata no mesmo dia, pelo mesmo analista e nas mesmas condicbes
cromatograficas. A partir das nove determinacgdes foi calculado o desvio padréao
relativo RSD (%). A precisdo intermediaria RSDpi (%) foi realizada com a
fortificacdo das amostras em dois niveis de concentracédo e o procedimento foi
avaliado em diferentes dias. Para os calculos dos RSD (%) utilizou-se a

equacéao 5:

RSD(%) = % x100 (5)

Onde:
s = estimativa do desvio padrao absoluto;

Xm = média de uma série de medidas (replicatas).
5.15. Efeito Matriz (EM)

Métodos analiticos desenvolvidos por LC-MS/MS oferecem a ferramenta
para identificacdo e quantificacdo dos compostos organicos em todos os tipos
de amostras. Entretanto, uma das principais desvantagens dos métodos

desenvolvidos por LC-MS/MS é a sua susceptibilidade para o EM, que é a
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supressdo ou o enriquecimento do sinal analitico devido a co-eluicdo dos
componentes da matriz, gerando uma avaliacao erronea dos resultados (WICK
et al., 2010).

A investigacdo do EM deve ser realizada e compensada na validacao do
método, uma vez que, a exatiddo e a precisdo das andlises podem sofrer
influéncia da matriz. A avaliacdo do EM pode ser realizada pela comparacéo
das curvas de calibragéo externa no solvente pela sobreposicdo na matriz
(ECONOMOU et al., 2009). Matuszewski et al (2003) avaliaram o EM
comparando areas obtidas das solucBes analiticas no solvente e aquelas
obtidas com solugcbes analiticas preparadas nos extratos das matrizes
(MATUSZEWSKI et al., 2003) .

O EM foi avaliado na validacdo dos métodos, utilizando a agua da
torneira como matriz, o EM foi calculado pela comparacéo entre as inclinacdes
das curvas analiticas obtidas das solu¢des analiticas em solvente e daquela
obtidas com solucdes analiticas preparadas no extrato da matriz. O calculo foi

efetuado através da equacao 6:

inclinaca@X1) —inclinacagXx 2)
inclinacagxXx2)

EM (%) = %100

(6)

onde:

X1= inclinacdo da curva obtida pela injecdo das solucdes analiticas de
cada analito, preparada no extrato da matriz (dgua da torneira);

X2 = inclinacdo da curva obtida pela injecdo das solucdes analiticas de
cada analito, preparada no solvente (metanol);

Quando os valores encontrados para o efeito matriz estiverem entre -20 e
+20%, considera-se que o efeito matriz € baixo; se estiverem entre -50 e -20%
ou entre +20 e +50% é considerado médio; e se os valores encontrados forem
abaixo de -50% ou acima de +50%, o efeito matriz € considerado alto
(ECONOMOWU et al., 2009).
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5.16. Quantificacdo das amostras

Na etapa de desenvolvimento, as recuperacdes foram calculadas
através da relacédo entre as areas dos padrdes no solvente com as areas
dos analitos obtidas apo0s extracdo. Na validacdo dos métodos, a exatidao
foi calculada utilizando a curva trabalho, concentragbes conhecidas da
mistura dos padrdes foram adicionadas na amostra em pelo menos 5 niveis
de concentragfes e também foram realizadas fortificacdes das amostras no
nivel do LOQ, 5LOQ e 10LOQ de cada analito. Através da equacéo da reta
da curva trabalho (y = ax + b) na qual o valor de y foi substituido pelo valor
de aréa obtido em cada nivel se obteve o valor de concentracdo que foi
extraido, fazendo a relacdo com a concentracdo que foi adicionada se
obteve o valor de recuperacéo.

A quantificacdo dos analitos na amostra foi realizada pelo método de
adicdo padrdo, no qual consiste na adicdo do analito de interesse em
diferentes concentracdes, antes do processo de extracdo. E gerada uma
curva analitica relacionando as quantidades da substancia adicionada a
amostra com as respectivas areas obtidas. O ponto onde a reta corta 0 eixo
das ordenadas corresponde a area do pico da substancia que esta sendo
determinada, sem qualquer adicdo do padrdo. A extrapolacdo da reta
define, no eixo das abcissas, a concentracdo da substancia na amostra
analisada, sempre levando em conta o fator de pré-concentracdo (RIBANI
et al., 2004; GONCALVES et al., 2016).

5.17. Tratamento estatistico dos dados

Para avaliacdo dos resultados de recuperacdo durante a otimizacdo do
método, foram realizadas andlises de variancia (ANOVA), com teste de
post-hoc de Tukey realizado com o auxilio do programa Statistica®, verséo
5.0 - Statsoft Inc.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1. Avaliacdo das melhores condicbes de deteccao no

espectrometro de massas

As condicdes de deteccdo no espectrémetro de massas utilizadas neste
trabalho foram otimizadas no trabalho de Barbosa, 2015 (BARBOSA, 2015).

A Tabela 6 apresenta, os agrotoxicos e PPCPs monitorados por LC-
MS/MS no modo de ionizacdo (ESI+ e ESI-), os ions precursores e ions
produtos, modo de aquisicdo SRM. Para cada analito, foram selecionadas duas
transicOes caracteristicas, o fragmento mais intenso (mais estavel) foi utilizado
para a quantificacdo e o segundo mais intenso para a identificagdo dos
mesmos. A voltagem do cone, a energia de colisédo e o tempo de retencdo dos
analitos também séo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Agrotoxicos e PPCPs quantificados por LC-MS/MS, modo de
ionizacao, transicdes monitoradas, energia do cone e voltagem de colisdo

Analitos Modo ESI Tr?rr]]qs/lz(iao Cg/'“)e C(z(lal\s})ao tr (min)
PPCPs

albendazol + 266>2342 30 20 13,95
266>191 33 32

amitriptilina + 278,3>233,32 35 15 14,39
278,3>116,9 35 15

bisfenol A - 227>212,22 43 19 13,20
227>133 43 25

carbamazepina + 237>194,12 26 12 11,39
237>167,4 35 40

i o 415>310 35 20 12,55
cloridrato de ditialzem + 41501788 2 p~

diclofenaco de sédio - 294>250,22 20 10 16,57
294>214 20 25

furosemida . 328,8>284,92 30 15 10,18
328,8>205 30 20

i i 18,14
genfibrozila - 249>1212 20 30

glibenclamida + 494>369 30 18 16,28
494>1692 30 38

haloperidol + 376>165% 30 21 12,84
376>123 35 25

mebendazol + 296,2>264,2 35 30 12,85
206,2>104,9¢ 35 30

nimesulida - 307>2292 33 20 13,43

307>198,1 30 25
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. Transicéo Cone  Coliséo t. (min)
Analitos Modo ESI (m/2) V) &V)
nifedipino + 347,4>315,22 20 8 13,23
347,4>271,3 20 8
nitrato de miconazol + 417,1>161* 45 25 18,91
417,1>159 45 30
260>1162 30 18 9,19
propanolol * 260>183 30 20
propilparabeno i 179,1>137,1 30 15 12,68
179,1>91,82 30 20
triclocarban - 313>160,1% 30 25 17,20
315>125,7 30 15
triclosan . 289>35 18 7 18,54
287>352 18 9
Agrotoxicos
219>1612 15 20
24D ) 219>89 15 30 12,32
atrazina + 216>1742 33 20
216>146 35 22 12,28
atrazina-ds + 220.9>1792 33 17
220.9>101 33 21 12,37
azoxistrobina + 404>3722 20 20
404>329 15 30 14,55
carbofurano + 222>165 20 25
222>1232 20 25 10,11
225>121,12 20 25
carbofurano-d3 + 92551405 20 e 10,85
ciproconazol + 292>125 35 20
292>702 35 20 15,31
240>1252 30 20
clomazona + 2405219 26 20 13.32
diclorana ) 205>175,22 40 15
205>138,9 40 20 12,96
difenoconazol + 406>2512 31 32
406>337 32 20 17,90
diuron + 233>722 28 20
233>160 28 25 12,75
_ 239,33>78,12 29 15
diuron-d6 + 239,33>52,1 29 17 13,04
epoxiconazol + 330>123 27 30
330>1212 27 30 15,95
fenoxaprope-p-etilico + 362,1>288,17 22 23
362,1>121 22 37 18,52
fipronil i 435>3302 30 15
435>250 25 26 16,48
Iprodiona + 330>101 20 33
330>143,2 20 21 15,91
. 254>108 30 30
irgarol * 254>1982 30 19 15,31
malationa + 331>199 24 30
331>1272 24 10 15,04
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) ica is3 tr (Min
Analitos Modo ESI TreErr;]s}gao Cg/r;e Ccz(lal\s};\o r (min)
482>109 35 40 12,11
penoxsulam ) 482>1792 35 25
. . 388,1>194 20 19 17,51
piraclostrobina + 388 1>1632 20 19
ropanil + 218>1272 25 28 14,21
propa 218>162 30 14
. 342>1592 32 22 16,89
propiconazol + 342569 30 20
308>702 40 20 16,72
tebuconazol + 308>125 28 22
ey . 409>206 35 15 18,22
trifloxistrobina + 409>1452 o5 40
atransicbes empregadas para a quantificagéo
6.2. Condicdes do sistema cromatografico LC-MS/MS para

determinacao de agrotoxicos e PPCPs em amostras de agua

As condi¢Bes do sistema cromatografico LC-MS/MS utilizadas neste
trabalho ja tinham sido otimizadas no trabalho de Barbosa, 2015 (BARBOSA,

2015).

Na tabela 7 é apresentado o gradiente de eluicdo utilizado.
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Tabela 7 - Condicfes de eluicdo empregadas no modo gradiente

Tempo Agua com Metanol Vazao
(min) 0,1% acido acético (v/v) (%) (mL mint)
0 80 20 0,2
20 10 90 0,4
23 10 90 0,4
23,5 80 20 0,2
30 80 20 0,2

Na Tabela 8, sdo apresentadas as condigbes cromatograficas resumidas
empregadas para determinacdo dos agrotoxicos e PPCPs avaliados neste

estudo.

Tabela 8 - Condic6es empregadas no sistema cromatografico LC-MS/MS

Parametros LC-MS/MS
Coluna analitica Kinetex C8 (50 x 3,0 mm, 2,6 pm)
Fase movel Agua 0,1% (v/v) acido acético (A) e metanol (B)
Volume de injecao 10 pL
Fonte de ionizacéo ESI
Detector Espectrometro de massas do tipo triplo quadrupolo

Na figura 11, podemos observar os cromatogramas de ions no modo
total (TIC) das funcdes monitoradas conforme condicdes descritas na Tabela 7.

Concentracédo da mistura de 1000 pg L.



Figura 11 - Sobreposi¢cao dos cromatogramas de ions no modo total (TIC)
funcdes monitoradas para eluicdo no modo gradiente conforme condicdes
descritas na Tabela 7. Concentrag¢do da mistura de 1000 pg L.
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6.3.DLLME-SFO

6.3.1. Escolha dos solventes extratores e dispersores
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Neste trabalho o 1-undecanol e o 1-dodecanol foram utilizados como

solventes extratores enquanto acetonitrila, metanol e acetona foram utilizados

como solventes dispersores. O primeiro teste foi verificar se ocorreria a

formacdo da gota organica e a solidificacdo com a combinacdo destes

solventes.

O teste foi realizado utilizando um volume de 100 pL de cada solvente

extrator (1-undecanol e o 1-dodecanol) e 2 mL de metanol como solvente

dispersor. Como pode ser observado na Figura 12, os diferentes alcoois néo

apresentaram muita diferenca na extracdo dos compostos. Em geral, esses

alcoois de cadeia longa apresentam afinidades similares na extracdo dos

compostos (ZHENG et al., 2011).
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Estes resultados foram submetidos ao teste de Tukey comparando-se as
areas dos picos obtidas em cada condicdo testada para verificar a diferenca
significativa entre os dados. O teste de Tukey permite comparar as diferencas
entre um conjunto de meédias resultantes de uma extracao, pois 0 mesmo leva
em consideragdo o RSD, o qual € muito dificil de ser avaliado visualmente.
Como podemos observar na Tabela 9, a metade dos compostos né&o
apresentaram diferenca significativa em relagcdo aos solventes utilizados com
excecdo nifepidino, atrazina, azoxistrobina, diclorana, diuron, epoxiconazol,
fenoxaprope-p-etilico, irgarol, propanil, propiconazol, tebuconazol, e
trifloxistrobina, que mostraram diferencas significativas entre os solventes
extratores e dispersores (p <0,05). O composto 2,4-D ndo recuperou em
nenhuma condicdo. Isso ocorreu porque estes testes foram realizados no pH
da amostra (6,6) e nessa faixa de pH este composto ndo é extraido devido ao
valor de seu pKa. Neste trabalho a mistura de 1-dodecanol e metanol foi
selecionada para experimentos subsequentes, em virtude, do 1-dodecanol
necessitar de um tempo menor para solidificacdo da gota organica flutuante do
que o l-undecanol uma vez que o ponto de fusdo do 1 —undecanol (15°C) é
menor do que o do dodecanol (24 °C). Além disso, o 1-dodecanol apresenta
um custo menor do que o 1-undecanol e proporcionou a formacao de uma gota
organica flutuante mais uniforme o que facilita a manipulacdo da mesma.

De maneira geral, a combinacdo 1-dodecanol e metanol apresentou o0s
melhores resultados, recuperacbes acima de 50% foram obtidas para 16
compostos com RSD menores que 14%. O 1-dodecanol apresentou 8 e 6
compostos com recuperacdes acima de 50% quando combinado com
acetonitrila e acetona, respectivamente com RSD menores que 15%.

A mistura 1-dodecanol e metanol tem sido empregada em diversos
trabalhos. Na DLLME-SFO, para extracao de agrotoxicos organofosforados em
amostras de aguas foram utilizados 15 pL de dodecanol e 200 yL de metanol
foram obtidas recuperacbes entre 82 e 104% com RSDs menores que 6,3%
(WU et al., 2010)

Fungicidas triazois também foram extraidos com sucesso utilizando a
mistura 1-dodecanol e metanol. Os quatros triazois miclobutanil, tebuconazol,

triadimenol e hexaconazol foram extraidos empregando a DLLME-SFO com 12
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pL de dodecanol e 200 pL de metanol, atingindo recuperacgdes entre 84 e 110%
com RSDs menores que 5,7% (WANG, C. et al., 2011). Também, na extracéo
por DLLME-SFO foi empregada a mistura de 60 uL do dodecanol e 440 uL de
metanol para extracdo de farmacos em urina e os valores de recuperacdes
foram de aproximadamente 100% com RSD menores que 12% (JIA et al.,
2013).



Recuperacao(%)
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Figura 12 - Efeito do tipo do solvente extrator e dispersor na DLLME -SFO na recuperacao de agrotoxicos e PPCPs em agua
potavel. Condicbes de extracdo: 10 mL de amostra fortificada com 5 pg L?; pH da amostra: 6,6; volume do solvente extrator: 100
ML; solvente dispersor: 2 mL; centrifugacéo: 4000 rpm por 5 min. As barras de erros indicam valores de RSD.
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Tabela 9 - Resultados em area apos extracdo por DLLME-SFO com diferente combinacdes de solvente extratores e dispersores
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analitos undecanol- undecanol- undecanol- 1-dodecanol- 1-dodecanol - 1-dodecanol -
metanol acetonitrila acetona metanol acetonitrila acetona
PPCPs
bisfenol-A 2261092 2558272 1943172 2413192 1618862 2101872
diclofenco sodico 12727902 20279912 12173012 16005922 13178782 15777482
genfibrozila 56023932 94617072 49272342 45317102 38263992 40040682
furosemida 727302 458592 482872 779442 398182 460542
glibenclamida 38756892 59887912 35992324 42374652 31098082 37282362
nifepidino 11304952 12031872 481109 10725012 383092° 7944262
nimesulida 47446312 48047742 41382262 46444452 30642962 45053802
propilparabeno 1049854 @ 7861392 8586022 11100712 7861392 11423802
triclocarban 6081587 @ 118378462 69698832 80364612 59447382 64850692
agrotoéxicos
2,4-D n.e. n.e. n.e. n.e. n.e. n.e.
atrazina 6517392 6004402 47536520 5541402 278960° 4201022b
azoxistrobina 86267290 8992934¢ 58426242.> 79961453b.c 53357752 67284672bc
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analitos undecanol- undecanol- undecanol- 1-dodecanol- 1-dodecanol - 1-dodecanol -
metanol acetonitrila acetona metanol acetonitrila acetona
ciproconazole 71789342 64426732 58784882 70780152 48997122 68420802
clomazona 127559072 130733752 85714552 102754152 77633652 115701082
diclorana 4164535 51107° 42045ab 73068¢ 236192 396022
difenoconazol 250185282 433227422 184781742 263528212 211992872 1977771662
diuron 10323892 11465882 9518212 819207ab 423764° 9280032
epoxiconazol 143761242bc 17802324b¢ 123443792 18478374¢ 118555592 13567411ab¢
fenoxaprop-p- 46761162 5100827¢ 51008272 56867042 49864082 46625142
etilico
fipronil 139031902 196403772 126619622 190496572 149133922 152640782
iprodiona 24869252 21953492 25728012 29748042 21510342 24906372
irgarol 740998912 106091664 639554142 893740372 695954482 669505562
propanil 45465302 49106132 39239672 5506148° 43422872 38488552
propiconazol 92050092 14080577 78071922 1291713620 96739012P 91357492.b
tebuconazol 101384182 14274356¢ 84594342 13348279b¢ 89603222 102096020
trifloxistrobina 164413442 204260882b 156471312 24553602° 23419356° 18380051aP

Médias seguidas por letras iguais, na mesma linha, ndo apresentam diferenca estatistica significativa (p=0,05) pelo teste de Tukey com significAncia de 95%.

*n.e. — nao extraido
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6.3.2. Escolha do volume de solvente extrator

Geralmente na DLLME-SFO, os volumes de solventes extratores
utilizados variam de 8 a 140 pL (XU et al., 2009; REZAEE et al., 2016).

Neste estudo, para avaliar o efeito do volume do solvente extrator,
diferentes volumes de 1-dodecanol (70, 90, 100 e 110 pL) foram testados e
submetidos ao procedimento DLLME-SFO, enquanto o volume de solvente
dispersor (metanol) utilizado foi de 2 mL.

Como pode ser observado na Figura 13, com o aumento do volume do
solvente extrator de 70 para 100 pL, ocorre um aumento na recuperacao para
todos os compostos. Porém, quando se aumenta o volume de 100 para 110 pL
ocorre uma diminuicdo na recuperacao para a maioria dos compostos, devido
ao efeito da diluicdo. Esse comportamento também foi observado em outros
estudos para determinacdo de HPAs em amostras de aguas (XU et al., 2009),
na determinacéo de farmacos em amostras de agua (PENG et al., 2015) e na
determinacao de carotendides em sucos de frutas (SRICHAROEN et al., 2016).

Volumes maiores de solvente extrator diminuem a polaridade da
amostra aquosa devido a dissolucdo do solvente na fase aquosa o que leva a
uma diminuicdo do coeficiente de particdo podendo levar a decréscimos na
eficiéncia de extracdo dos analitos (TOLCHA et al., 2013)

Os volumes de 90 e 100 pL de 1- dodecanol apresentaram as melhores
respostas em termos de recuperacdo para os analitos. De maneira geral, o
volume de 100 pL de 1-dodecanol foi 0 que apresentou os melhores resultados.
Recuperacdes acima de 50% foram obtidas para 17 analitos quando utilizado o
volume de 100 pL de 1- dodecanol com RSD menores que 13% e quando
utilizado 90 pL de 1-dodecanol 14 analitos obtiveram recuperacdes maiores
gue 50% com RSD menores que 18%.

Além disso, quando se utiliza um volume de 100 pL de solvente extrator,
ocorre a formagdo de uma gota organica flutuante mais uniforme apos a
solidificagéo.

Além disso, foi realizado um teste de Tukey para todos os resultados
obtidos (Tabela 10). Para os valores entre 90 e 100 pL foi encontrada diferenca

significativa (p<0,05) para bisfenol-A, diclofecanco sdédico, genfibrozila,
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furosemida, glibenclamida, nifedipino, propilparabeno, clomazona, diclorana,
diuron, fipronil e propanil. Estes analitos apresentaram maiores valores de area
com 100 pL do solvente extrator. Baseado nestes resultados, o valor de 100 L
foi escolhido. Este volume tem sido utilizado para extracdo de HPAs em
amostras de agua (PENG et al.,, 2016) e na determinacdo de agrotéxicos

benzoiluréia em amostras de solo e lodo de esgoto.
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Figura 13 - Efeito do volume do solvente extrator na DLLME-SFO na recuperacdo de agrotoxicos e PPCPs em agua potavel.
CondicGes de extracdo: 10 mL de amostra fortificada com 5 pg L'; pH da amostra: 6,6; solvente dispersor: 2 mL; centrifugacéo:
4000 rpm por 5 min. As barras de erros indicam valores de RSD
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Tabela 10 - Resultados em area ap0s extracdo por DLLME-SFO com diferentes volumes de solvente extrator
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Volume solvente extrator

analitos 70 pL 90 pL 100 pL 110 pL
PPCPs
bisfenol — A 40118° 92200° 250313% 35803¢
diclofenaco sédico 32363° 44098° 21692852 31602
genfibrozila 1536090 ° 4376603° 67406642 4371838°
furosamida 0c 35973ab 528362 17861b¢
glibenclamida 1869502° 2243587 49190112 2020533°
nifedipino 727687¢ 1704541° 24184432 22016322
nimesulida 5212158 81168432 83104232 816279972
propilparabeno 31879¢ 546682 699292 621572b
triclocarban 193155022 229642782 179412102 212713662
Agrotoxicos
2,4-D n.e n.e n.e n.e
atrazina 1666597° 30453552 32005862 29804702
azoxistrobina 6244439°b 116221032 108942082 135393202
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Volume solvente extrator

analitos 70 pL 90 pL 100 pL 110 pL
ciproconazol 94399692 127017062 106328542 95670212
clomazona 12633231°¢ 186586452 181025542ab 180763732P
diclorana 128281° 1984832 16846020 111531
difeconazol 187875312 248953122 225209202 257669477
diuron 1764626°¢ 25330102 2221523°%b 2147454b
epoxiconazol 162112112 177442222 175704322 132252352
fenoxoprop-p-etilico 51404302 68600932 64309962 52696842
fipronil 5518987 4743605 187948592 3803777¢
iprodiona 1440467¢ 25140212 25454343 2020783P
irgarol 3709702 3300862 348908,32 243053
propanil 5427512¢ 73860862 6385523P 67952982
propiconazol 103024192 132447762 128590022 131679532
tebuconazol 103024192 132447762 128590022 131619532
trifloxistrobina 135452882 179248842 176038202 176242362

Médias seguidas por letras iguais, na mesma linha, ndo apresentam diferenga estatistica significativa (p=0,05) pelo teste de Tukey com significancia de 95%.

*n.e. — nao extraido
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6.3.2.1. Escolha do volume de solvente dispersor

Para avaliar o efeito do volume do solvente dispersor na extracao,
foram avaliados os volumes de 250, 500, 1500 e 2000 yuL de metanol
contendo 100 pL de 1-dodecanol (Figura 14).

Empregando um volume de 250 pL de solvente dispersor a
maioria dos analitos ndo foram extraidos. Com um volume de 500 L,
houve um aumento na recuperacdo para todos os analitos, porém
gquando se passa de 500 para 1500 pL ocorre a diminuicdo na
recuperacdo para todos os compostos. Menores volumes de solvente
dispersor podem nado ser adequados para a dispersdo do solvente
extrator na amostra aquosa, resultando numa menor area de contato
entre o solvente extrator e a amostra. No entanto, volumes maiores
podem acarretar no aumento da solubilidade de alguns analitos,
dificultando a particdo dos analitos para o solvente organico, e
consequentemente acarretando em uma menor eficiéncia de extracao
(LEONG et al., 2009; TOLCHA et al., 2013; SEEBUNRUENG et al.,
2014).

Esse mesmo comportamento também foi observado no estudo de
Hou e colaboradores (2013) na determinacdo dos compostos fendlicos
em agua. Volumes de metanol menores que 500 pL apresentaram
decréscimo na recuperacdo dos compostos, devido ao fato destes
volumes serem insuficientes para a formacdo da solucdo turva. No
entanto, volumes de metanol superiores a 500 pL apresentaram
descrescimo na recuperacdo dos analitos por aumentar a solubilidade
dos analitos em agua (HOU et al., 2013).

Foi realizado um teste de Tukey para todos os resultados obtidos
(Tabela 11), para verificar se havia diferenca significativa no volume do
solvente dispersor e foi encontrada diferenca significativa (p<0,05) para
todos os analitos. Estes analitos apresentaram maiores valores de area

com 500 pL. Baseado nestes resultados, o valor de 500 pL foi escolhido.
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Figura 14 - Efeito do volume do solvente dispersor na DLLME-SFO na recuperacdo de agrotdoxicos e PPCPs em agua
potavel. Condicdes de extracdo: 10 mL de amostra fortificada com 5 pug L?; pH da amostra: 6,6; solvente extrator: 100 pL;
centrifugacéo: 4000 rpm por 5 min. As barras de erros indicam valores de RSD
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Tabela 11 - Resultados em area apos extracdo por DLLME-SFO com diferentes volumes de solvente dispersor
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Volume do solvente dispersor

analitos 250 pL 500 pL 1500 pL 2000 pL
PPCPs

bisfenol — A 61249¢ 50271532 2496998° 2531900°

diclofenaco sédico n.e 2398912 116983% 1847522
genfibrozila 211450¢ 51367722 229754QP 3433256P

furosamida n.e 528362 n.e n.e

glibenclamida 505746b 37133592 25971952 25241362
nifedipino 2387795¢ 103115572 7235925b 7218917°
nimesulida 2387795¢ 103115572 7003950 7218917

propilparabeno 106853 1483852 88995 877600
triclocarban 8231894° 201687992 144359462 158638022
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Volume do solvente dispersor

analitos 250 pL 500 pL 1500 pL 2000 pL
Agrotoxicos
24-D n.e. n.e. n.e. n.e.
atrazina 161284¢ 46275032 3626086° 3574708°
azoxistrobina 2335015¢ 45562782 3484452°b 3574708
ciproconazol 3147003¢ 168802952 11111915° 11304731
clomazona 3618833¢ 216158262 13811629° 13853424°
diclorana 0c 1030242 56376 49020b
difeconazol 7476966° 278619762 18000473b 20663452
diuron 214899¢ 24040392 2010071° 1835783
epoxiconazol 6313935¢ 307823832 18913922b 19609826°
fenoxoprope-p-etilico 19476924 54123312 3511850¢ 4331038°
13692881° 302536702 20274399 220539023

fipronil
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Volume do solvente dispersor

analitos 250 pL 500 pL 1500 pL 2000 pL
iprodiona 850815¢ 42659232 32457843 3092614
irgarol 562111¢ 56085582 3567469° 3454139b
propanil 1371979¢ 87925822 4671919°b 4984647"
propiconazol 2944131¢ 158399072 10935828 10604745°b
tebuconazole 10325085¢ 274279702 16661255 16676986°
6804769¢ 220305512 15675315P 15285838

trifloxistrobina

Médias seguidas por letras iguais, na mesma linha, nao apresentam diferencga estatistica significativa (p=0,05) pelo teste de Tukey com significAncia de 95%.

*n.e — nao extraido
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6.3.3. Efeito do pH

O pH da amostra desempenha um papel importante na extracao dos agrotoxicos
e PPCPs e mostrou ser um parametro com influéncia significativa nos valores de
recuperacdo (Tabela 12). O pH da amostra determina a forma como os analitos
estardo presente na amostra (como ions ou forma neutra), que, posteriormente, pode
afetar a recuperagdo dos analitos (ZHANG et al., 2010). Como a maioria dos
agrotoxicos e PPCPs apresentam grupos funcionais ionizaveis, o pH da amostra
aquosa influéncia na recuperacao dos analitos, porque espécies carregadas tendem a
evitar o solvente organico (HENDRIKS et al., 2007).

O efeito do pH para avaliar a recuperacao dos analitos foi estudado nos valores
de pH 2 pela adicdo de uma solucéo de acido fosférico; 6,3 (o pH da agua da torneira),
e 12 pela adi¢céo hidroxido de sodio.

Como pode ser observado na Figura 15, o composto 2,4-D recuperou apenas na
amostra que o pH foi ajustado para 2, devido ao seu carater acido (pKa 2,8). Com a
acidificacdo da amostra, o composto prevalece na forma molecular, favorecendo a
particdo para a fase organica. Este comportamento também foi relatado no estudo de
(FARHADI et al., 2009) e (SHAMSIPUR et al., 2012) na extracdo do 2,4-D utilizando
DLLME. Para a maioria dos agrotéxicos, o aumento do pH de 2,0 para 6,3 resultou na
diminuicao significativa de recuperacédo. Quando o pH da amostra foi aumentado de 6,3
para 12, houve uma diminuicdo na recuperacdo dos compostos. O analito bisfenol — A
(pKa 9,59; 10,2) apresentou aumento na recuperacao com o aumento do pH.

Entretanto, em pH 12, a recuperacdo diminui para a maioria dos compostos,
comportamento observado também para compostos basicos que deveriam ter um
aumento na recuperacdo nessa condicdo. De acordo com (ZHENG et al.,, 2011),
quando se utiliza 2-dodecanol em condi¢Bes extremamente alcalinas, as microgoticulas
formadas na extracdo podem ndo aderir completamente na gota organica flutuante
final, mesmo depois da centrifugacdo. Em virtude disso, podem ocorrer perdas na
recuperacgédo, o que pode ter ocorrido neste trabalho com a utilizagdo do 1-dodecanol,
visto que os solventes sdo semelhantes. As melhores recuperac¢des foram obtidos com
pH 2.

Cabe salientar, que a amostra em pH 2 foi que apresentou os melhores

resultados. Recuperacdes acima de 50% foram obtidas para 18 compostos quando
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utilizado pH da amostra em 2 com RSD menores que 11%, 15 compostos obtiveram
recuperagdes maiores que 50% com RSD menores que 12 quando utilizado o pH da
amostra em 6,3, amostra em pH 12 recuperacdes acima de 50% foram obtidas para 2
compostos.

Foi realizado um teste de Tukey para todos os resultados obtidos (Tabela 12),
para verificar se havia diferenca significativa no volume do solvente dispersor e foi
encontrada diferenga significativa (p<0,05) para todos os analitos. Estes analitos
apresentaram maiores valores de area com pH da amostra ajustado para 2. Baseado
nestes resultados e com o objetivo de extrair agrotoxicos e PPCPs juntos em apenas

uma extragao, foi selecionado trabalhar em pH 2.
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Figura 15 - Efeito do pH da amostra na DLLME-SFO na recuperacédo de agrotoxicos e PPCPs em agua potavel. Condicdes de
extracdo 10 mL de amostra fortificada com 5 pg L1; solvente extrator: 100 pL; solvente dispersor: 500 pL; centrifugacéo: 4000 rpm
por 5 min. As barras de erros indicam valores de RSD
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Tabela 12 - Resultados em &rea apos extragdo por DLLME-SFO em diferentes valores de pH

107

pH
analitos 2 6,3 12
PPCPs
Bisfenol — A 679322 492682 441267
Diclofenaco sodico 79963¢ 2398912 119945k
Genfibrozila 86768° 24764212 0c
Furosamida 16511° 528362 0°
Glibenclamida 489636 24268562 0c
Nifedipino 22268132 24965982 1342825P
Nimesulida 107153782 7110985° 61533¢
Propilparabeno 19430542 39544° op
Triclocarban 185987272 9780162 2747795°
Agrotoxicos
24-D 8082232 o° o°
Atrazina 683302° 33853482 1867461°
Azoxistrobina 4565952¢ 131164632 10666463°
133601022 126503762 8178856°

Ciproconazol
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pH
analitos 2 6,3 12
Clomazona 218286422 18296809 12090032¢
Diclorana 831112 52674°P 36009°
Difeconazol 290719412 253612402 11658259°
Diuron 30092282 29343092 1683809
Epoxiconazol 339879782 26365851 16501496¢
Fenoxoprop-p-Etilico 4449311b 52666052 0
Fipronil 174267162 8907818P 1729136¢
Iprodiona 61133162 5473503 3451028¢
Irgarol 1069655P 1367252 584499774
Propanil 93806312 7500854° 2586201°¢
Propiconazol 182466542 14907777 8996261°
Tebuconazole 171821252 157912332 6219999b
Trifloxistrobina 156004282 150669652 419790

Médias seguidas por letras iguais, na mesma linha, ndo apresentam diferenca estatistica significativa (p=0,05) pelo teste de Tukey com significancia de 95%.

*n.e — nao extraido
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6.3.4. Adicao de sal

Geralmente na técnica de DLLME, a adicdo de sal € avaliada empregando-se
NaCl em concentragbes que variam de 0,5 a 30%. O uso de outros sais é pouco
explorado, fosfato dissodico (NazHPOa4) e cloreto de sédio (NaCl) foram avaliados na
extracdo de carotendides em sucos de frutas utilizando DLLME-SFO, o NaCl foi o que
apresentou melhores recuperacdes (SRICHAROEN et al., 2016).

A adicdo de sal geralmente diminui a solubilidade dos analitos na amostra
aquosa e aumenta a sua particdo na fase organica (LIU et al., 2009). Quando o sal é
adicionado a solucédo, as moléculas de agua formam uma esfera de hidratacdo ao redor
da molécula iénica de sal. As esferas de hidratacdo reduzem a quantidade de &gua
disponivel para dissolver os analitos favorecendo a extracdo do analito para a fase
organica. Esse efeito é principalmente observado para analitos com alta polaridade
(BEHBAHANI et al., 2014).

Neste trabalho, foram testados o sulfato de magnésio (MgSOa), cloreto de sédio
(NaCl) e o sulfato de amdnio (NH4)2SO4 na concentracao de 1% (m/v). Apés a adi¢cao do
sal na amostra aquosa, o pH foi ajustado para 2. E os resultados sdo mostrados na
Figura 16.

A adicdo dos diferentes sais ndo produziu nenhuma diferenca significativa (p>
0,05) na recuperacdo para bisfenol-A, glibenclamida, nimesulida, propilparabeno,
triclocarban, azoxistrobina, ciproconazol, clomazona e epoxiconazol (Tabela 13).

Para os outros compostos, a presenca de sais resultou na diminuicdo significativa
da recuperacdo, possivelmente porque sais dissolvidos na solu¢cdo aquosa podem
alterar as propriedades fisicas da difusdo de Nernst e diminuir a taxa de difusdo dos
analitos na fase organica (WANG et al., 2012). Por isso, o sal ndo foi adicionado nos

experimentos subsequentes.
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Figura 16 - Efeito da forca ibnica na DLLME-SFO na recuperag¢do de agrotoxicos e PPCPs em agua potavel. Condi¢bes de
extracdo: 10 mL de amostra fortificada com 5 ug Lt pH 2; solvente extrator: 100 pL; solvente dispersor: 500 pL; centrifugacéao:
4000 rpm por 5 min. As barras de erros indicam valores de RSD
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Tabela 13 - Area dos picos empregando diferente tipos de sais na DLLME-SFO
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Tipo de sal
analitos MgSOa4 NaCl (NH4)2S04 SEM SAL
PPCPs
bisfenol — A 5461272 5735782 5704622 5902242
diclofenaco sédico 5372881° 4472823¢ 62528532 56335212
genfibrozila 2404517¢ 33333133, 321600723,° 41530422
furosemida 1442333b 1273213 16851472b 20209222
glibenclamida 59051082 64137792 65791972 57214062
nifedipino 1442333b 1273213 16851472b 20209222
nimesulida 110374532 125847172 121146612 115615832
propilparabeno 24494802 31811962 30151132 31286722
triclocarban 204790892 226758012 204312942 224339477
Agrotoxicos
2,4-D 769275b 12009762 11039692 11895402
atrazina 557187¢ 72626920 645898P¢ 7637622
azoxistrobina 231608212 251974072 241051852 221438307
ciproconazol 193886712 206230372 196603692 212901332
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Tipo de sal

analitos MgSOa4 NaCl (NH4)2S04 SEM SAL
clomazona 255246932 300983082 310467602 309889522

diclorana 111996° 1260262 1503352 117171k
difeconazol 31038343 403084652 371137202 370558422
diuron 1036509 15882562 13832712 16534962
epoxiconazol 313408912 381934294 313788332 330426672
fenoxoprop-p-etilico 5053189° 7655966¢ 64663002 79423062
fipronil 27905009 365621642 349391932 320842103,
iprodiona 4371538 4732960 4594460 63352212
irgarol 70542491° 75725875 1043193702 75912651°
propanil 3278526° 44325562 43823782 40483062
propiconazol 16569306°¢ 245711452 20177087° 20642129
tebuconazol 245822962 279973712 246452962 269024892
trifloxistrobina 27206603 342016642 342119592 363090562

Médias seguidas por letras iguais, na mesma linha, ndo apresentam diferenca estatistica significativa (p=0,05) pelo teste de Tukey com significancia de 95%.

*n.e — nao extraido
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6.4.Procedimento experimental desenvolvido para a extracdo dos
agrotéxicos e PPCPS por DLLME-SFO

O procedimento desenvolvido baseou-se na injecdo da mistura de 100
uL de 1-dodecanol como solvente extrator e 500 uL de metanol como solvente
dispersor em 10 mL de amostra aquosa com pH 2. No momento da mistura,
uma solucdo turva é formada e as microgotas do solvente extrator s&o
dispersas na fase aquosa. Posteriormente a solugdo é centrifugada por 5
minutos a 4000 rpm e em seguida € colocada em banho de gelo por 5 minutos.
Apods, a gota organica flutuante congelada € removida com o auxilio de uma
espatula. A gota é colocada em tubo eppendorf de 2 mL e o volume ajustado
para 500 pL com metanol. Logo apds, o extrato € transferido para inserts de

vidro e injetado no sistema LC-MS/MS para a sua determinacao.

6.4.1. Validacdo do método empregando DLLME-SFO e LC-MS/MS
6.4.1.1. Limite de deteccao e quantificacéo

A partir das injecBes de padrdes preparados no extrato da matriz, foram
avaliadas as razdes sinal/ruido, sendo considerado o valor de s/n 10 como
LOQ e s/n 3 de LOD. Na Tabela 14 sédo apresentados os limites de deteccao
(LODi) e de quantificagdo (LOQi) do instrumento, em pg L, bem como os
limites de deteccdo (LODm) e de quantifcacdo (LOQm) do método, em g L,
para 0os compostos em estudo.

Tabela 14 - Limite de deteccao instrumental (LODi), Limite de Quantificagéo

instrumental (LOQI), limite de detec¢do do método (LODm) e limite de
guantificacdo do método (LOQmM)

. LOD; LOQ; LODn LOQnm
Analitos
(Mg LY (g LY (Mg L (Mg L
PPCPs
bisfenol- A 16 50 0,8 2,5
diclofenaco sédico 3 10 0,1 0,5

glibenclamida 1,6 5 0,08 0,25




114

. LOD; LOQ; LOD LO
Analitos (ug LY @) (ol gth
genfibrozila 16 50 0,8 25
furosemida 1,3 4 0,8 25
nifedipino 16 50 0,8 25
nimesulida 16 50 0,8 25
propilparabeno 3 10 0,1 0,5
triclocarban 16 50 0,8 25
Agrotéxicos
2,4-D 16 50 0,8 2,5
atrazina 16 50 0,8 2,5
azoxistrobina 16 50 0,8 2,5
ciproconazol 3 10 0,1 0,5
clomazona 3 10 0,1 0,5
diclorana 16 50 0,8 25
difenoconazol 3 10 0,1 0,5
diuron 3 10 0,1 0,5
epoxiconazol 3 10 0,1 0,5
Fenoxaprop-p-etilico 3 10 0,1 0,5
fipronil 3 10 0,1 0,5
iprodiona 16 50 0,8 25
irgarol 16 50 0,8 2,5
propanil 3 10 0,1 0,5
propiconazol 3 10 0,1 0,5
tebuconazol 3 10 0,1 0,5
trifloxistrobina 16 50 0,8 2,5
atrazina — d5 16 50 0,8 2,5

Os valores de LOQi para todos os analitos variaram entre 4 e 50 ug L™
(Tabela 14). Uma vez definidos os LOQi, amostras de agua foram fortificadas
em concentracdo equivalente para verificar a eficiéncia de extracdo nestes
niveis. Uma vez alcancados valores de recuperacdes (%) entre 70 e 120% com
RSDs inferiores a 20%, os valores de LOQm ficaram entre 0,25 e 2,5 pug L™

A legislacdo que regulamenta a potabilidade de agua no Brasil é a
Portaria MS n° 2914, de 12 de dezembro de 2011. Nesta portaria apenas 0s
compostos 2,4-D, atrazina, diuron e tebuconazol dentre os 17 agrotOxicos

selecionados para este estudo estdo registrados. Os limites maximos de
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residuos (LMR) para esses agrotoxicos variam de 2 a 180 ug L* (BRASIL,
2011). Os valores de LOQs encontrados para 0s agrotoxicos nesse estudo sao
inferiores aos LMR permitidos pela legislacédo brasileira.

No Estado do Rio Grande do Sul, a Portaria Estadual 320/2014
contempla o monitoramento de residuos de 46 agrotdxicos, além das
substancias que sdo monitoradas na Portaria MS n°® 2914. Nesta portaria 0s
agrotoxicos difenoconazol, epoxiconazol, fenoxaprop-p-etilico e fipronil
selecionados neste estudo estdo registrados. Os LMR para esses agrotoxicos
variam de 1,2 a 60 pug L (RS, 2014). Os valores de LOQs encontrados para 0s
agrotoxicos nesse estudo sdo inferiores aos LMR permitidos pela portaria
estadual.

Em relacdo a legislacdo europeia os LMR para a soma total de
agrotéxicos em amostras de agua é de 0,5 ug L (EU, 1998), estando os LOQs
desse trabalho dentro desse valor, exceto para os compostos 2,4-D, atrazina,
azoxistrobina, diclorana, iprodiona, irgarol e trifloxistrobina os quais os LOQs
foram de 2,5 ug L.

Na Tabela 15, é apresentada uma comparacdo entre os LOQm dos
agrotoxicos com os LMR estabelecidos pelas Portaria MS n° 2914, Portaria
RS/SES N° 320 e legislacdo da Unido Europeia.

Tabela 15 - Comparacéao entre os LOQm dos agrotéxicos na DLLME-SFO com
os limites regulamentados pela Portaria RS/SES n° 320, Portaria MS n°2914 e
a legislacéo da Unido Europeia

LMR (ug L?)
LOQm (ug L) Portaria Portaria MS Legislagdo Unido
. RS/SES n° 320 n® 2914/ Europeia
Analitos DLLME-SFO | 40 24/04/2014 Brasil
Soma total de
agrotoxicos

24-D 2,5 n.c 30

atrazina 2,5 n.c 2

diuron 0,5 n.c 90

tebuconazol 0,5 n.c 180 0,5
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LMR (ug L)
LOQm (ug L) Portaria Portaria MS Legislacdo Unido
) RS/SES n° 320 n® 2914/ Europeia
Analitos DLLME-SFO | 4e 24/04/2014 Brasi
Soma total de
agrotoxicos

difenoconazol 0,5 60 n.c
epoxiconazol 0,5 18 n.c
fenoxaprop-etilico 0,5 15 n.c
fipronil 0,5 1,2 n.c

*n.c — ndo contempla

Por outro lado, ainda ndo existem LMRs nas legislacbes nacionais e
internacionais para os PPCPs,. Além disso, os valores apresentados na Tabela
14 foram semelhantes ou menores do que os valores obtidos para outras
aplicacdes de DLLME-SFO (HOU et al., 2013; HASHEMI et al., 2015; MARTIN
et al.,, 2015). Portanto, a técnica DLLME-SFO desenvolvida neste estudo é
adequada para o monitoramento de residuos de agrotoxicos e PPCPs em
amostras de aguas, pois 0s niveis de quantificacdo obtidos estdo de acordo

com os limites estabelecidos pela legislacao brasileira e a legislacao europeia.

6.4.1.2. Curva analitica e linearidade

A faixa linear de todas as curvas analiticas (curva no solvente e curva na
matriz) foram construidas a partir do LOQ instrumental de cada composto e
como Ultimo ponto a concentracdo de 1000 pg L*?, sempre garantindo que
todas as curvas tivessem no minimo 5 niveis de concentracdo. Entretanto, as
curvas analiticas responderam em diferentes faixas de concentragéo, levando
em conta a caracteristica de cada analito.

A curva trabalho, devido ao fato de passar por todo processo de

extragcdo e levando em consideragao o fator de concentracao de 20 vezes, teve
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como primeiro ponto a concentragdo equivalente ao LOQ do método de cada
analito até 50 pg L.

Os resultados para as curvas analiticas preparadas no solvente e no
extrato podem ser observados na Tabela 16. Os coeficientes de correlacéo (r)
variaram entre 0,9913 e 0,9998, estando de acordo com os valores
recomendados segundo as orientagées da ANVISA (r=0,99) e INMETRO (=
0,90) para todos os analitos na faixa entre o LOQi e 1000 pug L.



Tabela 16 - Resultados obtidos para as curvas analiticas
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Analitos Faixa Curva analitica no r Curva analitica r
linear solvente no extrato da
(g L) matriz
PPCPs
bisfenol — A y = 1040,2x - 0,9987 y = 942,06x - 0,9989
50-1000 191 545 6,3327
diclofenaco sédico 10 - 1000 y = 3E+07x — 0,9987 y = 3E+07X — 0,9956
832860 763623
genfibrozila 5 - 1000 y = 2E+07x — 0,9968 y = 1E+07Xx — 0,9913
123600 128692
furosemida y = 4E+07x — 0,9992 y = 3E+07x — 0,9981
50-1000 | 751481 840562
glibenclamida 4-1000 | V7 6E+07x — 0,9984 y = 5E+07x — 0,9941
751650 720680
nifedipino y = 4E+07x + 0,9983 y = 4E+07x + 0,9998
50-1000 | 4p 106 3E+06
nimesulida y = 1E+08x + 0,9990 y = 1E+08x + 0,9915
50-1000 | 3¢ 106 516794
propilparabeno 10 - 1000 y = 3E+07x — 0,9991 y = 3E+07x — 0,9953
390224 390224
triclocarban 50-1000 | y=3E+08x - 1IE+06 0,9946 y = 3E+08x - 0,9994
5E+06
agrotoxicos
2,4-D y = 8E+06x — 0,9985 y = 7TE+06x — 0,9976
50-1000 | 5490 127162
atrazina 50-1000 | V= 9E+07x - 2E+06 0,9994 y = 9E+07x - 0,9961
2E+06
azoxistrobina 50 - 1000 y = 5E+08x + 0,9993 y = 6E+08x + 0,9916
636423 889913
ciproconazol 10 - 1000 y = 3E+08x - 2E+06 0,9994 y = 2E+08x - 0,9971
2E+06
clomazona 10 - 1000 y =4E+08x - 5E+06 0,9994 y = 3E+08x - 0,9980
4E+06
diclorana y = 774294x + 0,9955 y = 690427x — 0,9976
50-1000 131637 17789
difeconazol 10 - 1000 y = 3E+08x - 3E+06 0,9983 y = 3E+08x - 0,9977
4E+06
diuron y = BE+07x — 0,9984 y = 4E+07x — 0,9985
10-1000 | 34794 357514
epoxiconazol 10 - 1000 y = 3E+08x - 3E+06 00,9993 y = 3E+08x - 0,9971
AE+06
fenoxaprop-p- 10 - 1000 y = 5E+07x — 0,9997 y = BE+07x - 0,9985
etilico 431418 1E+06
fipronil 10 - 1000 y = 5E+08x - 1E+07 0,9992 y = 4E+08x - 0,9969
1E+07
iprodiona 50 - 1000 y =4E+07x - 1IE+06 0,9988 y = 4E+07x - 0,9991
1E+06
irgarol 50 - 1000 y = 2E+09x - 3E+07 00,9992 y = 2E+09x - 0,9953

5E+07
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Analitos Faixa Curva analitica no r Curva analitica
linear solvente no extrato da
(ug LY matriz
propanil y = TE+07X — 0,9981 y = 6E+07x + 0,9995
10 - 1000 658815 138326
propiconazol 10 - 1000 y = 2E+08x - 2E+06 0,9995 y = 1E+08x - 0,9970
2E+06
tebuconazol y = 2E+08x - 1IE+06 0,9992 y = 1E+08x — 0,9977
10 - 1000 661744
trifloxistrobina 50 - 1000 y = 8E+07x - 1IE+06 0,9981 32/E:+%I(:;+O7x - 0,9973

As amostras fortificadas (curva trabalho) apresentaram valores de r
variando entre 0,9942 e 0,9997 na faixa entre o LOQm e 50 pug L. A curva
trabalho foi construida com a finalidade de verificar a linearidade de todo o
método analitico, abrangendo desde a etapa de preparo de amostra até as
analises no LC-MS/MS, e verificou-se boa linearidade para todos os compostos
estudados, uma vez que os valores de coeficiente de correlacdo proximo de 1
INMETRO, ANVISA e SANTE séo
considerados adequados. Os resultados para as curvas trabalho podem ser

foram obtidos, o que, segundo o

observadas na Tabela 17.

Tabela 17 - Resultados obtidos para as curvas trabalho

Analitos Faixa linear Curva trabalho R
(hg L)
PPCPs
bisfenol — A 2,5-50 y = 1059,8x + 1,9453 0,9997
Diclofenaco sédico 0,5-50 y =17158x + 343,79 0,9963
glibenclamida 0,25 - 50 y = 25958x + 103,63 0,9987
genfibrozila 2,5-50 y = 16388x + 153,14 0,9988
furosemida 2,5-50 y =53994x + 40,197 0,9996
nifedipino 2,5-50 y = 87540x + 5608,5 0,9964
nimesulida 2,5-50 y = 17165x - 33,278 0,9982
propilparabeno 0,5-50 y =116477x + 1600,8 0,9942
triclocarban 2,5-50 y =1059,8x + 1,9453 0,9997
Agrotoxicos
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Analitos Faixa linear Curva trabalho R
(Mg L™

2,4-D 2,5-50 y =6741,1x + 115,33 0,9971
atrazina 2,5-50 y = 48535x - 493,61 0,9970
azoxistrobina 2,5-50 y = 133116x + 751,69 0,9995
ciproconazol 0,5-50 y = 174554x - 710,21 0,9995
clomazona 0,5-50 y = 243943x + 3238,2 0,9988
Diclorana 2,5-50 y =675,16x + 12,921 0,9996
difeconazol 0,5-50 y =168181x - 393,64 0,9955
Diuron 0,5-50 y = 4E+07x — 357514 0,9994
Epoxiconazol 0,5-50 y = 191535x - 1205,4 0,9972
Fenoxaprop-p-etilico 0,5-50 y = 20245x + 70,19 0,9976
fipronil 0,5-50 y = 284159x - 2507,9 0,9988
Iprodiona 2,5-50 y =22215x - 319,76 0,9993
Irgarol 2,5-50 y = 268599x + 3747,1 0,9984
Propanil 0,5-50 y = 45531x - 532,98 0,9988
Propiconazol 0,5-50 y = 95501x + 16,74 0,9985
Tebuconazol 0,5-50 y =105381x + 244,87 0,9985
Trifloxistrobina 2,5-50 y = 92651x + 2447,5 0,9983

6.4.1.3. Exatidao e precisao

Para a avaliar a eficiencia da extracdo pela DLLME-SFO, foram

realizados ensaios de recuperacdo em trés niveis,
correspondentes a 1 LOQ, 5 LOQ e 10 LOQ. A repetibilidade foi avaliada em

nas conce ntrac;ﬁes

trés niveis de fortificacdo para cada analito ao nivel do LOQ, 5 e 10 vezes

maior que o LOQ e a preciséo intermediaria foi avaliada ao nivel do LOQ e 10

vezes maior que o LOQ.

Recuperagdes na faixa de 70 a 120% para a repetibilidade foram obtidos

para a maioria dos analitos (Tabela 18). Apenas os compostos bisfenol — A
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(nivel 10LOQ) e propanil (nivel do LOQ ) apresentaram valores fora da faixa
entre 70 e 120%. Para a precisdo intermediaria, a maioria dos compostos
apresentou valores dentro da faixa aceitavel, ficando fora da faixa entre 70 e
120% apenas genfibrozila, nimesulida, azoxistrobina ( nivel do LOQ) e diuron
(nivel 10LOQ)

O padrédo de recuperacdo (atrazina — d5) também foi avaliado, na
concentracédo correspondente ao LOQ. Recuperacdes entre 70 e 120% com
RSD (%) inferiores a 20% foram obtidos.
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Tabela 18 - Recuperacdes e desvio padréo relativo (RSD) para as amostras de agua fortificadas em diferentes niveis

REPETIBILIDADE

PRECISAO INTERMEDIARIA

LOQ 5L0Q 10LOQ LOQ 10LOQ

analitos R RSD R RSD R RSD R RSD R RSD

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
PPCPs
bisfenol- A 120 6 119 3 122 1 108 14 120 26
diclofenaco sodico 80 5 110 4 117 0,5 96 9 117 5
glibenclamida 110 3 112 11 120 7 127 6 124 10
genfibrozila 120 8 120 9 120 6 160 9 120 10
furosemida 120 9 108 7 80 9 88 8 98 12
nifedipino 120 9 72 3 100 1 87 7 78 4
nimesulida 100 3 112 5 116 4 63 4 104 9
propilparabeno 100 9 110 11 100 5 96 15 71 14
triclocarban 100 3 112 10 86 4 106 12 90 9

Agrotoxicos
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REPETIBILIDADE

PRECISAO INTERMEDIARIA

LOQ 5LOQ 10LOQ LOQ 10LOQ
analitos R RSD R RSD R RSD R RSD R RSD
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
2,4-D 120 8 120 8 120 9 100 9 97 5
atrazina 100 10 80 6 9 10 103 6 87 5
azoxistrobina 100 2 120 3 110 2 140 5 120 2
ciproconazol 100 7 120 3 100 12 75 10 60 6
clomazona 90 3 100 5 90 9 103 11 70 7
diclorana 100 14 120 7 102 10 117 6 101 10
difeconazol 100 8 110 9 110 11 75 9 80 10
diuron 100 12 100 7 105 8 119 4 64 8
epoxiconazol 100 4 110 100 13 119 15 83 2
fenoxaprop-p-etilico 100 14 80 5 100 11 111 13 115 14
fipronil 100 11 100 13 110 7 120 5 75 1
iprodiona 110 5 120 6 100 13 100 2 120 6
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REPETIBILIDADE

PRECISAO INTERMEDIARIA

LOQ 5LOQ 10LOQ LOQ 10LOQ

analitos R RSD R RSD R RSD R RSD R RSD
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

irgarol 120 6 120 5 100 14 101 14 113 16
propanil 128 6 110 5 100 13 120 9 104 6
propiconazol 100 5 110 9 100 8 120 1 84 4
tebuconazol 100 12 120 5 80 13 72 12 76 5
trifloxistrobina 100 11 84 8 120 12 70 9 98 4
atrazina — d5 80 12
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Cromatogramas no modo TIC do branco e da amostra fortificada em uma

concentracéo de 500 pg L podem ser observados na Figura 17.

Figura 17 - Cromatograma no modo TIC para as cincos fungdes monitoradas da

matriz (dgua potavel) fortificada na concentracéo de 5 pg L
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A precisdo do método foi avaliada em termos de repetibilidade e
precisao intermediaria. O método demonstrou boa precisdo uma vez que 0s
valores de RSD ficaram entre 1 e 14% para a repetibilidade e entre 1 e 26%
para a precisao intermediaria.

Estes parametros seguiram as recomendac¢fes da validacdo de métodos
cromatograficos, no qual as recuperacfes devem ser entre 70 e 120% e, para a
faixa de trabalho avaliada, a precisdo deve apresentar RSD <20% (ANVISA,
2003; INMETRO, 2011). Os resultados obtidos foram considerados
satisfatorios. Apenas 5 analitos em alguns niveis de fortificacdo realizados
apresentaram recuperagoes fora dessa faixa. Com relacdo a precisao, valores
acima de 20% foi encontrado apenas para um analito em um nivel de
fortificacao.

Pode-se verificar que os resultados obtidos para a repetibilidade e a
precisdo intermediaria sdo adequados para as determinacdes analiticas em
estudo, o método esta de acordo com o0s parametros cromatograficos

sugeridos pelas agéncias reguladoras.

6.4.1.4. Efeito matriz

O efeito matriz foi avaliado pela comparacdo da inclinacdo das curvas
analiticas no extrato da matriz e no solvente. Os compostos genfibrozila,
furosemida, ciproconazol, clomazona, propiconazol e tebuconazol foram
influenciados negativamente pela matriz (supressao de sinal durante a
ionizagao), entretanto os demais analitos ndo sofreram efeito matriz (Figura
18). Em outros trabalhos que avaliaram o efeito de matriz em DLLME
(SALGUEIRO-GONZALEZ et al., 2012; CALDAS et al., 2016) também

observou-se o efeito de supressao para alguns analitos
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Figura 18 - Efeito matriz (dgua potavel) para os analitos em estudo , calculado pela inclinacdo das curvas analiticas preparadas no

solvente e no extrato da matriz
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6.4.1.5. Aplicabilidade

Para avaliar a aplicabilidade do método, amostras de agua de superficie
de trés locais da cidade de Rio Grande, RS, Brasil foram analisadas para
verificar a ocorréncia dos 26 PPCPs e agrotoxicos. A quantificacdo foi realizada
empregando a adi¢do de padrdo, com minimo 5 niveis de concentracdo, para
compensar qualquer efeito de matriz. Atrazina-d5 foi adicionada nas amostras
como padrao de recuperacao para avaliar a eficiéncia de extracdo durante o
preparo das amostras. Na Tabela 19, sdo apresentados os dados de pH e

turbidez de cada amostra coletada.

Tabela 19 - Dados de pH e turbidez para as amostras coletadas para verificar a
aplicabilidade do método

Turbidez
Local da coleta Més da coleta pH
(NTU)
Poco artesiano (Quitéria) Setembro 2014 51 0,3
Arroio Vieira Agosto 2014 6,5 11,5
Sao Goncalo Outubro 2014 6,3 34,3

Uma amostra de cada ponto foi coletada conforme o0s meses
especificados na Tabela 19. Estas fontes de agua estdo localizadas em zonas
urbana e rural da cidade do Rio Grande.

O ponto de coleta (Pogo artesanal) € situado na Quitéria um subdistrito
da Cidade do Rio Grande, onde se pratica atividade agricola. Ciproconazol e
clomazona foram detectados em concentracdes menores que o LOQ. Ja o
composto epoxiconazol foi detectado na concentracéo de 0,5 pg Lt. Também
foi detectado em concentragbes < LOQ o composto antibacteriano triclocarban
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(que pode ser encontrado em sabonetes, desodorantes, cremes faciais e
cremes dentais) evidenciando também a presenca de residuos de efluentes
domeésticos nessa regido. Os resultados demonstram influéncia da agricultura
nesta regido, e também influéncia causada pela atividade antrépica, uma vez
que foram detectados agrotéxicos e um produto de cuidado pessoal. Amostras
coletadas no ano de 2009, na mesma regido, indicaram a presenca de
carbofurano, clomazona e tebuconazol (CALDAS, 2009).

O ponto de coleta Arroio Viera, cruza a zona urbana do municipio do Rio
Grande, esta localizado entre os Bairros Parque Sao Pedro, Parque Marinha e
Jardim do Sol. Vale salientar que essa arroio atravessa o Bairro da Vila da
Quinta, no qual também existe atividade agricola. Neste arroio sdo descartados
efluentes domésticos e de escoamento pluvial.

Nesse ponto de coleta, difenoconazol, propiconazol e propilparabeno
foram detectados na concentracdo de 0,5 pg L demonstrando a influéncia de
efluentes domésticos na agua e atividade agricola. Propilparabeno & um
conservante antimicrobiano que é amplamente utilizado em cosméticos,
produtos de higiene pessoal, produtos farmacéuticos e alimenticios e é
frequentemente detectado em aguas de superficie em concentracdes elevadas
(CELANO et al., 2014). Este composto tem sido detectado em amostras de
agua, inclusive no Brasil, em diferentes trabalhos e em concentracdes que
variam de ng Lt a ug L** (CALDAS et al., 2013; CELANO et al., 2014) .

O ponto de coleta (Canal Sdo Gongalo) esta proximo de uma regido de
intensa atividade agricola, e esta agua € captada para abastecimento publico
apos tratamento. Neste ponto foram detectados em concentracdes abaixo do
limite de quantificacdo nimesulida, propilparabeno, azoxistrobina, ciproconazol,
clomazona, difenoconazol, epoxiconazol, irgarol, propiconazol, tebuconazol e
trifloxistrobina. Os agrotoxicos séo indicados para a cultura do arroz, atividade
agricola predominante na regido. Estes compostos tém sido detectados nessa
regido com frequéncia (DEMOLINER et al., 2010; CALDAS et al.,, 2013;
CALDAS et al., 2016). Em outro estudo, também realizado neste mesmo local,
foram detectados alguns PPCPs dentre eles haloperidol, metilparabeno e
nimesulida (SILVEIRA et al., 2013).
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O padrdo de recuperacdo (atrazina-d5) foi adicionado em todos os
processos de extracdes das amostras de adgua e obteve recuperacdes entre 70
e 120% com RSD (%) inferiores a 20. Esse resultado demonstra que o método
proposto € adequado para aplicacdo em amostras de agua, uma vez que
valores de exatiddo e precisdo do padrao de recuperacdo nas diferentes
amostras de 4gua esta dentro da faixa aceitavel. Com relagdo ao EM, esse nédo
foi estudado nas diferentes amostras de agua, mas cabe salientar que cada
analito apresenta um comportamento diferente nas diferentes amostras de
agua, entretanto, para minimizar qualquer efeito matriz que possa existir a
quantificacdo foi realizada empregando-se o método de adicdo padréo, para
correcéo do efeito matriz.

6.5.Comparacdo da DLLME-SFO proposta com outros métodos
empregados para extracdo de agrotoxicos e PPCPs de amostras de

dgua com determinacao por LC-MS/MS

O método proposto para determinacdo de agrotéxicos e PPCPs em
amostras de agua é comparado com outros métodos publicados na literatura
para determinacdo desses compostos (Tabela 20).

As vantagens do método proposto em relagdo aos outros séo; rapidez,
exatidao, preciséo e efeito matriz semelhante ao que vem sendo encontrado
qguando se utiliza outras técnicas. Além disso, algumas destas outras técnicas
tém no final da extracdo uma etapa de evaporacdo (ndo é apresentado na
tabela) introduzindo mais uma etapa no processo de extragcdo podendo
acarretar erros e a contaminacdo do extrato final, enquanto a técnica proposta
tem no final de sua extracdo apenas a solubilizagcdo da gota de dodecanol em
500 pL de metanol.

O principal destaque deste método em relacdo aos outros métodos
referidos na literatura € que esta técnica nunca foi aplicada para a analise
simultanea de agrotoxicos e PPCPs em amostras de agua. Porém, a DLLME-

SFO se mostrou uma técnica simples, rapida e ambientalmente correta. A
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DLLME-SFO foi eficaz para a pré-concentracdo de agrotdxicos e PPCPs em
amostras de agua.
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Tabela 20 - Comparacéao da DLLME-SFO proposta com outros métodos empregados para extracao de agrotoxicos e PPCPs de
amostras de agua com determinacéo por LC-MS/MS

Solvente

Faixa de

Tecnlca~de Analitos Volume de extrator TempoNde Exatiddo Precisao (%) LOQ %M Referéncias
extragao amostra extragcdo (%) < (%)
(volume) (Mg L)
4 1-octanol
5 mL agua da 20 min — 300 (ZHANG, H. et al
HF-LPME Farmacos torneira e 15puL 93-101 <17 2-5 <10 P v
. rpm 2013)
refrigerantes
51 metanol
250 mL agua de
PPCPs e - . . 0,0008 — (Caldas et al.,
SPE agrotoxicos superficie e agua 2mL 30 — 50 min 70 - 120 2-20 008 2013)
tratada
10 500 mL agua metanol 5 mL
potavel na SPE
800 pL
. 250 mL agua de diclorometano na . 0,0003- -48a .
SPE-DLLME farmacos superficie DLLME 94 min 64 - 99 <8,4 0,006 110 (Liang et al., 2016)
(evaporacéo)
27 t6xi 1-dodecanol 50 (Mar;(t))is(;t al.,
DLLME-SFO :%rg(‘:’;fos 10 mL pH 2 12 min 70 — 120* <20* 025-25 20a
100 pL Método proposto

* faixa de recuperacao para 80% dos analitos
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6.6.IL - DLLME
6.6.1. Escolha dos solventes extratores e dispersores

Para obter as melhores condi¢cGes de extracdo na IL-DLLME, varios parametros
foram avaliados, incluindo o tipo do liquido iénico utilizado como solvente extrator, tipo
de solvente dispersor, volume do solvente extrator e dispersor, pH da amostra e efeito
do sal.

A selecao do liquido ibnico extrator € determinada por varios requisitos: deve ser
imiscivel na amostra aquosa, ter elevada capacidade de extrair compostos organicos,
ter maior densidade que a 4gua e ser compativel com o método de deteccdo que neste
caso foi cromatografia liquida. Em virtude disso, os liquidos ibnicos imidazoélio contendo
[PFe] com uma cadeia alquil hidrofobica lateral ([CnMIM] [PFs], n = 4, 6 e 8) sdo 0s
predominantes entre solventes extratores em microextragfes liquido-liquido (ZHANG,
J. etal., 2012).

Para este experimento, foram avaliados [CsMIM][PFe] e [CeMIM][PFs] como
solventes extratores enquanto metanol, acetonitrila e acetona foram avaliados por
serem misciveis na amostra aquosa e no solvente extrator. Foram testadas todas as
combinagcfes dos solventes extratores e dispersores para avaliar a eficiéncia da
extracdo. Entretanto nas combinac¢des do [C4sMIM][PFes] com os solventes dispersores
ocorreu pouca formacéo da solugéo turva acarretando pouca ou nenhuma formacéo da
fase organica sedimentada apos a centrifugacéo, dada a sua elevada solubilidade em
agua. Esse mesmo comportamento foi observado no trabalho de Zhang et al (2012)
na determinacao de agrotoxicos em amostras de agua utilizando liquidos ibnicos como
solventes extratores (ZHANG, J. et al., 2012) e no trabalho de Suérez et al (2016) na
determinac&o de filtros UV por IL-DLLME (SUAREZ et al., 2016).

Como podemos observar na Figura 19, quando se utiliza o IL [CsMIM][PFs]
combinado com acetona e acetonitrila como solventes dispersores, as recuperagcoes
diminuem para a maioria dos analitos. Com acetonitrila como solvente dispersor
mesmo apoés centrifugacdo, a solugcdo permaneceu turva e pouco volume de fase
sedimentada foi observada na parte inferior do tubo o que acarretou em menores
recuperagoes. I1sso se deve ao fato da acetonitrila deixar o [CsMIM][PFs] muito miscivel
em agua. Portanto, acetonitrila ndo se mostrou o solvente adequado para extragdo dos

analitos. Na determinacéo de agrotdxicos em amostras de aguas usando IL-DLLME Liu
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et al., 2009 (LIU et al., 2009) observaram o mesmo comportamento. O metanol, como
podemos observar, exibe melhores recuperacdes para todos os analitos.

De maneira geral, a combinagcdo [CsMIM][PFs] e metanol apresentou o0s
melhores resultados, recuperacdes acima de 50% foram obtidas para 25 compostos
com RSD menores que 14%. O [CsMIM]|[PFe] apresentou 19 e 10 compostos com
recuperacbes acima de 50% quando combinado com acetona e acetonitrila,
respectivamente com RSD menores que 15%.

Além da avaliacdo da recuperacdo dos analitos, foi realizado também um teste
de Tukey comparando-se as areas dos picos obtidas em cada condicdo testada
(Tabela 21). Genfibrozila, propilparabeno, triclosan e diclorana n&o apresentaram
diferenca significativa (p > 0.05) nas condi¢des testadas. Quando [CeMIM][PFe] foi
usado como solvente extrator e metanol como solvente dispersor, propiciou um maior
namero de analitos com maior resposta significativamente (p<0,05). Considerando os
resultados, [CsMIM][PFs] e metanol foram escolhidos.

A mistura [CeMIM][PFs] e metanol tem sido empregada em diversos trabalhos
para extracdo de compostos organicos em diferentes matrizes . Na IL-DLLME, para a
extracdo de agrotoxicos em amostras de agua, foram utilizados 40 pL [CeMIM][PFg]
como solvente extrator e 500 UL de metanol, e as recuperacdes ficaram entre 79 e
110% com desvios menores que 11% (LIU et al., 2009).

Farmacos também tém sido extraidos com sucesso empregando a mistura
[CsMIM][PFe] e metanol. Medicamentos herbais chinéses conhecidos como Radix et
Rhizoma Rhei (aloe-emodina, rhein, emodina e crisofanol) foram extraidos empregando
a IL-DLLME com 55 pL de [CsMIM][PFs] e 400 pL de metanol; atingindo recuperagcdes
entre 95 e 109% (ZHANG et al., 2010). Essa mistura também tem sido utilizada com
sucesso na extracdo de 8 agrotéxicos em banana. Os autores utilizaram 150 pyL de
[CeMIM|[PFe] e 714 pL de metanol e as recuperacdes ficaram entre 69 — 97% com
desvios menores que 9% (RAVELO-PEREZ et al., 2009).

Tabela 21 - Resultados em area ap0s extracéo por IL-DLLME do solvente extrator com
diferentes dispersores

Analitos [CeMIM][PFg]/metanol [CsMIM][PFs]/acetona [CsMIM][PFe]/acetonitrila

PPCPs



Analitos [CeMIM][PFg]/metanol [CsMIM][PFs]/acetona [CsMIM][PFe]/acetonitrila
amitriptilina 167262 8026¢ 1056620
albendazol 128672 8002° 7244b
bisfenol - A 42ab 30¢ 572
carbamazepina 72902 400° 4515¢
cloridrato de 20742 1425p 1192b
ditialzem

furosemida 2390832 58343¢ 895002
genfibrozila 4382 3422 5492
glibenclamida 32282 1628 1601°
haloperidol 452642 35842b 27276¢
mebendazol 4111a 3043ab 2555b
nitrato de 28792 17370 18140
nifedipino 103822 2154¢ 7835P
nimesulida 120842 4742¢ 7846°
propilparabeno 4902 6862 4902
triclocarban 71532 36330 72422
triclosan 6072 6862 4902
Agrotoxicos

azoxistrobina 272032 7834 15406°
carbofurano 69332 1893° 2599°p
ciproconazol 107862 77732b 7007b
clomazona 133192 1172620 8710°
diclorana 54a 462 712
difenoconazol 147582 5719b 9609¢
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Analitos [CeMIM][PFg]/metanol [CsMIM][PFs]/acetona [CsMIM][PFe]/acetonitrila
diuron 54762 42902b 3167ab
epoxiconazole 233352 12567ab 11314ab
;etl,rl‘i%’éapmp'p' 28632 14490 183340
fipronil 326162 154562 18931°
iprodiona 17772 1126° 1166°
irgarol 817532 399162k 4611720
malationa 49472 1859a.b 3202ab
penoxsulam 2882 163k 143b
piraclostrobina 69532 5326° 2397¢
propanil 29442 1752b 1546°
propiconazol 61962 4069P 2462¢
tebuconazol 217112 17683 17198
trifloxistrobina 64332 2414b 1582¢
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Médias seguidas por letras iguais, na mesma linha, ndo apresentam diferenga estatistica

significativa (p=0,05) pelo teste de Tukey com significancia de 95%. *n.e — néo extraido
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Figura 19 - Efeito do tipo do solvente extrator e dispersor na IL-DLLME na recuperacao de agrotoxicos e PPCPs em agua potavel.
CondicGes de extracdo: 10 mL de amostra fortificada com 5 pg L%; pH da amostra: 6,3; volume do solvente extrator: 100 pL;
solvente dispersor: 0,5 mL; centrifugacéo: 5000 rpm por 10 min. As barras de erros indicam valores de RSD

u [C6MIM]IPF6)/metanol = [C6MIM][PF6)/acetona [C6MIM][PF6)/acetonitrila
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6.6.2. Escolha do volume de solvente extrator

Em técnicas de microextracdo que utilizam liquidos ibnicos como
solventes extratores, os volumes de extratores entre 40 a 280 pL normalmente
sédo utilizados (TRUJILLO-RODRIGUEZ et al., 2013). Neste estudo, foram
estudados os volumes de 75,100 e 150 pL. Como solvente extrator, foi utilizado

0 [CsMIM] [PFs] € como dispersor metanol com um volume de 500 pL.

Como podemos observar na Figura 20, quando se utilizou o volume de
75 pL de [CeMIM][PFs], a recuperacédo foi baixa para a maioria dos analitos e
para alguns analitos ndo se obteve recuperacdes, isso se deve ao fato de que
volumes menores de solvente extrator acarreta numa dispersdo incompleta
deste na amostra aquosa. Com o aumento do volume do [CeMIM][PFs] de 75
para 100 pyL, aumentou a recuperacdo para todos os analitos. Entretanto
qguando se passa de 100 para 150 pL ocorre uma diminuicdo na recuperacao
de todos os analitos. Uma provavel explicacdo para esse fato seria que
volumes maiores de solvente extrator diminuem a polaridade da amostra
aguosa devido a dissolucdo do solvente extrator na fase aquosa o que leva a
diminuicdo do coeficiente de particdo dos analitos o que pode levar ao
decréscimo nas recuperacdes (TOLCHA et al., 2013).

De maneira geral, o volume de 100 pL de [CeMIM][PFs] foi o que
apresentou os melhores resultados. Recuperacfes acima de 50% foram
obtidas para 32 analitos quando utilizado o volume de 100 pL de [CsMIM][PFs]
com RSD menores que 12% e quando utilizado 150 pL de [CsMIM][PFs] 24
analitos obtiveram recuperacbes maiores que 50% com RSD menores que
11%. Entranto quando se utiliza um volume de 75 pL de [CsMIM][PFs] nenhum
composto obteve recuperagdes maiores que 50%.

Foi realizado um teste de Tukey para todos os resultados obtidos
(Tabela 22), e todos compostos apresentaram diferenca significativa em suas
areas com os diferentes volumes de solvente extrator. Entretanto estes analitos
apresentaram maiores valores de éarea com 100 pL. Baseado nestes

resultados, o valor de 100 pL foi escolhido.
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Figura 20 - Efeito do volume do liquido iénico na IL-DLLME na recuperacéo de agrotoxicos e PPCPs em agua potavel. Condi¢des
de extracdo: 10 mL de amostra fortificada com 5 pg L1; pH da amostra: 6,4; solvente dispersor: 0,5 mL; centrifugacédo: 5000 rpm
por 10 min. As barras de erros indicam valores de RSD
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Tabela 22 - Resultados em area ap0s extracéo por IL-DLLME com diferentes volumes de
solvente extrator

Volume do solvente extrator

Analitos 75 pL 100 pL 150 pL
PPCPs

amitriptilina n.e 80262 686"
albendazol 20922 285 406"
bisfenol - A n.e 182 2620
carbamazepina 1073b 3243a 26112
cloridrato de ditialzem 36210° 2390832 679°
furosemida 152b 5572 154b
genfibrozila 118 4382 119
glibenclamida 521¢ 32282 1253b
haloperidol 67452 1350P 1481°
mebendazol 1133° 41112 1871°b
nitrato de miconazol 69692 47092 2315°
nifedipino 1138¢ 36822 1952b
nimesulida 1138¢ 36822 1952°b
propilparabeno n.e 6072 164b
triclocarban 1708¢ 55162 4421°
triclosan n.e 6072 400

Volume do solvente extrator

Analitos 75 pL 100 pL 150 pL
agrotoxicos
azoxistrobina 3556¢ 185172 16109
carbofurano 913° 21412 30252

ciproconazol 867 7485b 219212



clomazona
diclorana
difenoconazol
diuron

epoxiconazol

fenoxaprop-p-etilico

fipronil
iprodiona
irgarol
malationa
penoxsulam
piraclostrobina
propanil
propiconazol
tebuconazol

trifloxistrobina

2590¢°

n.e

2197¢

467¢

1500¢

908¢

17962

341b

5308

2421°

44c

1673°

29442

2581°

1270.22¢

2326°¢

77722

33¢

172932

21072

175082

40902

547

6332

817532

49472

2882

69532

1931°

47842

10225.552

7208°

141

6726°

44D

12766°P

1313°

13951°

14545

632°

366°

16171°

2535°

178°

2397°

200¢

891¢

6528

337502

Médias seguidas por letras iguais, na mesma linha, ndo apresentam diferencga estatistica significativa (p=0,05) pelo teste de Tukey

com significAncia de 95%. *n.e. — ndo extraido
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6.6.3. Escolha do volume de solvente dispersor

Os volumes entre 100 e 1500 pL de solvente dispersor tém sido os mais
empregados na IL-DLLME (TRUJILLO-RODRIGUEZ et al., 2013). Durante a
avaliacdo do volume de solvente dispersor, foram utilizados os volumes de 250,
500 e 1500 pL (Figura 21).

O volume de solvente dispersor afeta diretamente a solubilidade do IL na
amostra aquosa e o volume da fase sedimentada. Como pode ser observado
na Figura 21, quando se altera o volume do dispersor de 250 para 500 pL a
recuperacdo aumenta para todos os analitos. Entretanto quando o volume
passa de 500 para 1500 pL acontece uma diminuicdo na recuperacdo para
todos os analitos. Isso se deve ao fato que menores volumes de solvente
dispersor sdo insuficientes para a dispersdo do solvente extrator na amostra
aquosa, resultando numa menor area de contato entre a amostra aquosa e 0s
solventes, acarretando menores recuperacdes. No entanto, maiores volumes
de solvente dispersor podem aumentar a solubilidade dos analitos na amostra
aguosa, dificultando o particionamento dos analitos para o solvente de extrator
(WU et al.,, 2013). O mesmo comportamento foi observado no trabalho de
(GURE et al., 2015) na determinacéo de agrotéxicos em vinho utilizando a IL-
DLLME.

De maneira geral, o volume de 500 pL de metanol foi o que apresentou
os melhores resultados. Recuperacfes acima de 50% foram obtidas para 32
analitos quando utilizado o volume de 500 uL de metanol com RSD menores
que 11%, quando utilizado 1500 pL de metanol 7 analitos obtiveram
recuperaces maiores que 50% com RSD menores que 12 e o volume de 250
puL de metanol 23 analitos obtiveram recuperacdes maiores que 50% com RSD
menores que 12%.

Além disso, foi realizado um teste de Tukey para todos os resultados
obtidos (Tabela 23). Todos os analitos apresentaram diferenca significativa
(p<0,05) com a mudanca no volume do solvente dispersor, sendo que no
volume de 500 pL, todos os analitos apresentaram maiores valores de area.

Baseado nestes resultados, o valor de 500 pL foi escolhido.
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Figura 21 - Efeito do volume do solvente dispersor na IL-DLLME na recuperacgéo de agrotoxicos e PPCPs em agua potavel.

CondicGes de extracdo:10 mL de amostra fortificada com 5 pg L; pH da amostra: 6,4; solvente extrator: 100 uL; centrifugacéo:
5000 rpm por 10 min. As barras de erros indicam valores de RSD
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Tabela 23 - Resultados em area ap0s extracéo por IL-DLLME com diferentes volumes de solvente dispersor

Volume do solvente dispersor

Analitos 250 pL 500 pL 1500 pl
PPCPs

amitriptilina 878 80262 259p
albendazol n.ed 35632 1476°¢
bisfenol - A 15b 302 21b
carbamazepina 2512b 31142 1269¢
cloridrato de ditialzem 53457b 789672 30011¢
furosemida 342ab 4372 251b
genfibrozila 2442 2832 172
glibenclamida 2030° 24782 1639¢
haloperidol 12749b 168342 4869¢
mebendazol 1431P 27052 1223b
nitrato de miconazol 57092 55652 3262
nifedipino 816¢ 32702 1689b
nimesulida 1708P 23462 1697°
propilparabeno 451b 5402 215¢
triclocarban 2761° 45792 1354¢
triclosan 57b 1082 4Qb
Agrotoxicos

azoxistrobina 5886° 122582 6287°
carbofurano 2236° 27772 1050¢
ciproconazol 2285P 32462 847¢
clomazona 5518b 66362 2750¢
diclorana 19¢ 362 362b
difenoconazol 3303P 48392 2543b
diuron 11592 11302 306°
epoxiconazol 3170b 58032 2590P

fenoxaprop-p-etilico 1424b 23552 1227°b
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Volume do solvente dispersor

Analitos 250 pL 500 pL 1500 pi
fipronil 37842 45142 2386°
iprodiona 347b 5262 355¢b
irgarol 136542 133452 7706"
malationa 65932 70902 2700°
penoxsulam 1382 1702 71°
piraclostrobina 39872 38162 2391°
propanil 2710 4092 171¢
propiconazol 1821° 32762 1053¢
tebuconazol 31392 34472 12140
4601P 54332 2703¢

l\t;ifloxistrobina

I

médias seguidas por letras iguais,
de 95%.

*n.e. — ndo extraido

na mesma linha, ndo apresentam diferenca estatistica significativa (p=0,05) pelo teste de Tukey com significancia
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6.6.4. Efeito do pH

O efeito do pH na extracdo dos analitos €é dependente das
caracteristicas dos analitos em estudo. Maiores recuperacdes sao obtidas
guando o analito esta presente na forma nao ionizada (YAO et al., 2011).

O efeito do pH foi estudado nos valores de pH 2, 4 e 6.3 (0 pH da agua
da torneira). Nao foram testados pHs maiores, porque durante a otimizacao da
DLLME-SFO observou-se que em maiores valores de pH ja ocorre uma
diminuicao da recuperacao desses compostos.

Na Figura 22, podemos observar que para os analitos albendazol (pKa
4,27), carbamazepina (pKa 3,8) e nifedipino (pKa 5,33) um aumento do pH de
2,0 para 4,0 acarreta na recuperacao desses compostos.

Se observarmos os agrotéxicos de um modo geral, também podemos
observar que o aumento de pH de 2 para 4, levou a um aumento na
recuperacao para todos os compostos, porém quando se passa de pH 4 para 6
ocorre uma diminuicdo na recuperacao para todos 0os compostos.

Cabe salientar, que a amostra em pH 4 foi que apresentou os melhores
resultados. Recuperacbes acima de 50% foram obtidas para 34 compostos
quando utilizado pH da amostra em 4 com RSD menores que 9%, 8
compostos obtiveram recuperacdes maiores que 50% com RSD menores que 7
qguando utilizado o pH da amostra em 2, amostra em pH 6 recuperacfes acima
de 50% foram obtidas para 18 compostos.

Foi realizado um teste estatistico para avaliar a presenca de diferencas
significativas entre os valores de area com a variacdo do pH da amostra. A
maioria dos compostos apresentaram diferenca significativa (p > 0.05) com
excec¢do da iprodiona e propanil. Entretanto em pH 4, um elevado nimero de
compostos com maiores areas significativas (p > 0.05) foram encontrados.
Como o objeto do trabalho é escolher uma condicdo Otima para extrair

agrotoxicos e PPCPs simultaneamente, o pH 4 foi selecionado.
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Figura 22 - Efeito do pH da amostra na IL-DLLME na recuperacao de agrotoxicos e PPCPs em agua potavel. Condicdes de
extracdo: 10 mL de amostra fortificada com 5 pg L1; solvente extrator: 100 pL; solvente dispersor: 500 uL; centrifugagédo: 5000 rpm
por 10 min. As barras de erro indicam valores de RSD
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Tabela 24 - Resultados em area ap0s extracdo por IL-DLLME em diferentes
valores de pH

pH
analito pH 2 pH 4 pH 6
PPCPs
amitriptilina 3283 66042 2809°
albendazol 3283ab 80262 259
bisfenol - A 51° 1212 55ab
carbamazepina 640° 76802 6552°
cloridrato de ditialzem 1510° 327307 2350P
furosemida 34p 11392 325b
genfibrozila 65°¢ 12622 486P
glibenclamida 1762 28262 1428¢
haloperidol 299882 275772 22978
mebendazol 2392¢ 103782 8480°
nitrato de miconazol 152182 3902° 11146¢
nifedipino 1708° 2346 1697°
nimesulida 77002 743620 67300
propilparabeno 12872 14262 143P
triclocarban 552 47° 24¢
triclosan 73922 6094° 6107°
agrotoxicos
azoxistrobina 6148¢° 106872 91350
carbofurano 3316° 4913 44212
ciproconazol 5265¢ 5821° 67522
clomazona 180852 160272 87712
diclorana 442 46° 42¢
difenoconazol 155012 155432 7122°b
diuron 1547v 20302 1417b
epoxiconazol 184222 177382 15464°
fenoxaprop-p-etilico 1212¢ 2527° 28622
fipronil 10111° 115922 9682°
iprodiona 25632 21412 22002
irgarol 38190 100272 1132°
malationa 340.¢ 12582 701°
penoxsulam 7482 7482 292b
piraclostrobina 444¢ 34312 2778P
propanil 25612 33342 24282
propiconazol 71752 75792 5100
tebuconazol 108202 104152 7554
trifloxistrobina 65002 5868P 1276¢

Médias seguidas por letras iguais, ha mesma linha, ndo apresentam diferenca estatistica
significativa (p=0,05) pelo teste de Tukey com significancia de 95%.
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6.6.5. Adicéo de sal

Na microextracdo liquido-liquido convencional, a adicdo de sal pode facilitar
na particdo dos analitos para a fase organica. No entanto, a adicdo do sal pode
ter diferentes efeitos quando os liquidos idnicos séo utilizados como solventes
extratores (LIU et al., 2009).

Neste estudo, foram testados os sais sulfato de magnésio (MgSOa) e
sulfato de amoénio (NH4)2S0Oa4, todos na concentracéo de 1% (m/v), para avaliar
o efeito da forca ibnica de diferentes sais na recuperacdo dos compostos
(Figura 23). Apés a adicao do sal na amostra aquosa, o pH foi ajustado para 4.

A adicdo do MgSOs e (NH4)2SOs4 nao produziu nenhuma diferenga
significativa (p> 0,05) (tabela 25) para o0s compostos azoxistrobina,
carbofurano, ciproconazol, difeconazol, piraclostrobina e propanil. No entanto,
para o0s compostos albendazol, cloridrato de ditialzem, furasemida,
mebendazol, irgarol, diuron e trifloxistrobina, a presenca de sais resultou em
uma diminuicdo significativa na recuperacdo. Para os demais compostos, a
auséncia de sal apresentou recuperacfes maiores ou similares quando na

presenca de sal. Portanto, a utlizacdo de sal foi preterida.
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Figura 23 - Efeito do sal na amostra na IL-DLLME na recuperacéo de agrotéxicos e PPCPs em agua potavel. Condic¢des de

extracdo: 10 mL de amostra fortificada com 5 ug L1; pH da amostra:4; solvente extrator: 100 pL; solvente dispersor: 500 pL;
centrifugacéo: 5000 rpm por 10 min. As barras de erros indicam valores de RSD
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Tabela 25 - Resultados em area ap0s extracéo por IL-DLLME com diferentes

sais
Tipo de sal

Analitos Sem sal (MgSO.) [(NH4)2S04]
PPCPs

amitriptilina 3283°P 66042 2809°
albendazol 6175°¢ 88992 13022
bisfenol - A 892 1142 1072
carbamazepina 118922 113692 6588P
cloridrato de ditialzem 189437° 197578° 2192172
furosemida 22662 24312 1810°
genfibrozila 15742 14762 1384b
glibenclamida 36872 33122 2290°
haloperidol 44931b 554562 544262
mebendazol 10147° 114902 10330°
nitrato de miconazol 12399°P 179082 186692
nifedipino 1758° 1331°b 26452
nimesulida 109732 5988¢ 8326P
propilparabeno 1636° 1473¢ 18222
triclocarban 9440° 106832 7184¢

triclosan 92b 1252 1262
agrotoxicos

azoxistrobina 117632 121162 128892
carbofurano 63422 56822 57872
ciproconazol 94392 95462 99392
clomazona 17636° 202472 190473
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Tipo de sal
Analitos Sem sal (MgSO.) [(NH4)2S04]
diclorana 3178p 43582 38622
difenoconazol 229802 214562 210852
diuron 25712 1869° 25312
epoxiconazol 220712 15926° 216992
fenoxaprop-p-etilico 41292 3348P 2767¢
fipronil 140572 11198 150322
iprodiona 2737b 3194ab 37222
irgarol 434152 425822 38390
malationa 2474¢ 42952 3625
penoxsulam 11262 11452 880°P
piraclostrobina 61432 64322 72692
propanil 45112 45802 41502
propiconazol 130952 8731b 125492
tebuconazol 5838P 123622 133632
trifloxistrobina 6040° 6282° 94822

6.7.Procedimento experimental desenvolvido para a extracdo dos
agrotoxicos e PPCPS por IL-DLLME

O procedimento otimizado baseou-se na injecdo da mistura de 100 uL

de [CeMIM][PFs] como solvente extrator e 500 pL de metanol como solvente

dispersor em 10 mL de amostra aquosa com pH 4. No momento da mistura,

uma solucdo turva é formada e as microgotas do solvente extrator séo

dispersas na fase aquosa. Apos, a solucdo é centrifugada por 10 minutos a

4000 rpm. Posteriormente, a gota sedimentada foi retirada com o auxilio de
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uma seringa e transferida para um tubo eppendorf de 2 mL e o volume ajustado
para 500 pL com metanol. Esse procedimento foi executado para diminuir a
viscosidade do solvente antes da injecdo no sistema cromatografico. Logo
apos, o extrato foi transferido para inserts de vidro e injetado no sistema

cromatografico.

6.7.1. Validacdo do método empregando IL-DLLME e LC-MS/MS
6.7.1.1. Limite de deteccao e quantificacéo

Os limites de deteccéo e quantificagdo foram estimados conforme
descrito na validacdo para DLLME-SFO (item 5.4.1).

Tabela 26 - Limite de deteccao instrumental (LOD:i), Limite de Quantificacao
instrumental (LOQI), limite de detec¢cdo do método (LODm) e limite de
quantificacdo do método (LOQm)

LOD; LOQ; LODm  LOQm

analitos MgLY) (gL (uglh) (ugL?
PPCPs

amitriptilina 16 50 0,8 2,5
albendazol 16 50 0,8 25
bisfenol - A 16 50 0,8 2,5
carbamazepina 3 10 0,1 0,5
cloridrato de ditialzem 16 50 0,8 25
furosemida 16 50 0,8 25
genfibrozila 16 50 0,8 25
glibenclamida 16 50 0,8 2,5
haloperidol 16 50 0,8 25
mebendazol 3 10 0,1 0,5

nitrato de miconazol 3 10 0,1 0,5
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LOD; LOQi LODn  LOQm

analitos
(ML) (ugLl?h) (ugLh) (gL
nifedipino 16 50 0,8 25
nimesulida 16 50 0,8 2,5
propilparabeno 3 10 0,1 0,5
triclocarban 16 50 0,8 2,5
triclosan 16 50 0,8 2,5

Agrotoxicos

azoxistrobina 3 10 0,1 0,5
carbofurano 3 10 0,1 0,5
ciproconazol 3 10 0,1 0,5
clomazona 3 10 0,1 0,5
diclorana 16 50 0,8 2,5
difenoconazol 16 50 0,8 2,5
diuron 3 10 0,1 0,5
epoxiconazol 3 10 0,1 0,5
fenoxaprop-p-etilico 16 50 0,8 2,5
fipronil 3 10 0,1 0,5
iprodiona 3 10 0,1 0,5
irgarol 16 50 0,8 2,5
malationa 16 50 0,8 2,5
penoxsulam 16 50 0,8 2,5
piraclostrobina 16 50 0,8 2,5
propanil 16 50 0,8 2,5
propiconazol 16 50 0,8 2,5
tebuconazol 16 50 0,8 2,5
trifloxistrobina 16 50 0,8 2,5
diuron-d6 3 10 0,1 0,5
carbofurano-d3 3 10 0,1 0.5

Os valores de LOQi para todos os analitos variaram entre 10 e 50 pg L™t

(Tabela 26). Definidos os LOQs instrumentais, as amostras de agua foram



155

fortificadas em concentragdo equivalente para verificar a eficiéncia de extragéo
nestes niveis. Uma vez alcancados valores de R (%) entre 70 e 120% com
RSDs inferiores a 20%, os valores de LOQm ficaram entre 0,5 e 2,5 pug L™.

Com relacdo aos agrotoxicos, os valores de LOQ sao inferiores aos
limites maximos de residuos (LMR) permitidos pela legislacao brasileira que é
de 7 pg L? para o carbofurano, 90 pg L* para o diuron e 180 pug L*? para o
tebuconazol (BRASIL, 2011), nesta portaria apenas 0s agrotoxicos citados
dentre os 19 agrotoxicos selecionados para este estudo estao registrados.

No que se refere a Portaria Estadual 320/2014 os agrotéxicos
difenoconazol, epoxiconazol, fenoxaprop-p-etilico e fipronil selecionados neste
estudo estéo registrados. Os LMR para esses agrotoxicos variam de 1,2 a 60
ug Lt (RS, 2014). Os valores de LOQs encontrados para 0s agrotoxicos nesse
estudo séo inferiores aos LMR permitidos pela portaria estadual.

Em relacdo a legislagdo europeia os LMRs para a soma total de
agrotéxicos em amostras de agua é de 0,5 ug L* (EU, 1998), estando os LOQs
desse trabalho dentro desse valor, exceto para os compostos diclorana,
difeconazol, fenaxaprop-p-etilico, irgarol, malationa, penoxsulam,
piraclostribina, propanil, propiconazol, tebuconazol e trifloxistrobina o0s quais 0s
LOQs foram de 2,5 pg L.

Na Tabela 27, é apresentada uma comparacdo entre os LOQm dos
agrotoxicos com os LMR estabelecidos pelas Portaria MS n°® 2914, Portaria
RS/SES N° 320 e legislacao da Unido Europeia.
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Tabela 27 - Comparacéao entre os LOQm dos agrotoxicos na IL — DLLME com
os limites regulamentados pela Portaria RS/SES n° 320, Portaria MS n°2914 e
a legislacédo da Unido Europeia

LMR (ug L)
Analitos LOQm (ug L) Portaria Portaria MS Unido Europeia
RS/SES N° 320 n° 2914/
IL-DLLME 1 e 24/04/2014 Brasil Soma total de
agrotoxicos
carbofurano 0,5 n.c 7
diuron 0,5 n.c 90
tebuconazol 2,5 n.c 180
difenoconazol 2,5 60 n.c 0,5

epoxiconazol 0,5 18 n.c
fenoxaprop-etilico 2,5 15 n.c
fipronil 0,5 1,2 n.c

*n.c — ndo contempla

Cabe salientar, que ainda nédo existem legislacbes nacionais e
internacionais para PPCPs em amostras de agua. Além disso, os LOQs
apresentados na Tabela 24 foram semelhantes ou inferiores aos obtidos em

outras aplicacdes de IL-DLLME (ZHANG, Y. et al., 2012; GE et al., 2013)

6.7.1.2. Curva analitica e linearidade

A faixa linear de todas as curvas analiticas (curva no solvente, curva na
matriz e curva trabalho) foi realizada conforme descrito na DLLME-SFO (item
5.4.1).

Os resultados para as curvas analiticas preparadas no solvente e no
extrato podem ser observadas na Tabela 28. Os coeficientes de correlagao (r)
variaram entre 0,9914 e 0,9999, estando de acordo com os valores
recomendados segundo as orientagbes da ANVISA (r=0,99) e INMETRO (=
0,90) para todos os analitos na faixa entre o LOQi e 1000 pg L.
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. . Curva
FaExa Illplt)aar analitica Cyrva
Analitos Mg no solvente " analitica no ;
extrato da
matriz
PPCPs
amitriptilina 50-1000 Y, 4(1505517" 0.9996 31’0388?525" © 0.9997
albendazol 50-1000 Y >332 0.9981 Y a0 0.9993
. y = 1448.3x y = 1315.4x

bisfenol - A 50-1000 ¥ oo 0.9939 ) 77 058 0.9988
carbamazepina 10-1000 Y gzzfﬁ%x 0.9993 Y o 42023100" 0.9991
cloridrato de y = 217669x y = 155905x
Gitalzem 10-1000 Y L0 0.9984 Y 15579 0.9951
furosemida 50 - 1000 31’;9311920" T 0.9997 3(;1:1 27‘;058" © 0.9953
genfibrozila 50-1000 ¥ 209 0.9088 Y o ST 0.9096
glibenclamida 50-1000 Y4709 0.9996 Y 35230 0.9903
haloperidol 50-1000 7 fggg‘wx 0.9944 y 2;24132016)‘ 0.9965
mebendazol 10-1000 ¥ 3295%20% 0,999 Y 359X 0,995
nitrato de miconazol 10 — 1000 }’7:61153057 ©8X " 0.9994 y 2161045611)‘ 0.9989
nifedipino 50 — 1000 g;5325f5lx " 0.9965 31’ 4:55’57’768)‘ " 0.9917
nimesulida 50-1000 =921 * 09904 Y~ o387 0,901
propilparabeno 10 — 1000 31’3:5272044’( T 0.9931 35’0253;303325)‘ T 0.9971
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Analitos Faéﬁg Ilirlgzar ar?:lri':/iga r an eEI:il:ir(\:/:no r
no solvente extratq da
matriz

triclocarban 50-1000 Y7 0°HX 09081 Y s X 0.998
triclosan 50 - 1000 Zgé‘gé‘;gx 0.9946 31’3: 2170285'4X ©0.9997
agrotoxicos
azoxistrobina 10-1000 ¥ 739999 09905 Y ™™ 0.9967
Carbofurana 10 — 1000 Xzzzgéc;wx 0.9986 y 1 _12629818" 0.9999
ciproconazol 10-1000 Y7 35829 0,908 ) e om 2% 0.9997
clomazona 10-1000 ¥ 520535 0.9986 Y ora38TX 0.9994
diclorana 50 — 1000 35’5: 315%17 ™+ 0.9087 31’6: 012296'8" ~ 0.9995
difenoconazol 50-1000 Y 00209 09995 Y - po2085% 0,999
diuron 10 -1000 54%;4133" T 0.9972 I 53836791X T 0.9997
epoxiconazole 10 -1000 552;91_274)‘ 0.9992 }/2=1129(.)é343x 0.9992
fenoxaprop-p-etilico 50 —1000 32/;02?3721)( * 0.9994 )1/3:857 ilOGx " 0.9979
fipronil 10 -1000 {Zéf;i“x 0.9954 Y o6 41_89456" 0.9996
iprodiona 10-1000 Y7474 09986 Y o 12X 0.9993
irgarol 50-1000 Y ZIET 09087 Y M 0.9079
malationa 50-1000 ), jgf_gmx 0.9972 y 2}?1”” 0.9914
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Curva
. Faixa linear Cur,v_a analitica no
Analitos 1 analitica r r
(kg L) no solvente extrato da
matriz
penoxsulam 50-1000 Y1058 T 0.9901 Y T2 0.9999
piraclostrobina 50 1000 31:1513101279x 0.9996 31’ 4:8???57" © 0.9975
_ y =
propanil 50-1000 Y ST 0904 72974x - 0.9958
: 1866
propiconazol 50-1000 Y 7a>9%°% 0.9999 Y o eoa400X. 0,999
tebuconazol 50 -1000 1251325’?7)‘ 0.9989 }’2;11%851" 0.9989
trifloxistrobina 50 —1000 {;51??31?55)‘ 0.9989 }’2371242828" 0.9964

A linearidade do método foi avaliada usando uma curva trabalho em que

as amostras eram fortificadas com um mistura padrdo contendo todos os

analitos em cinco concentracdes variando desde o limite de quantificagéo a 50

ug L. Depois da fortificacdo, as amostras foram extraidas e injetada em

triplicata, e todas as curvas apresentaram valores de r> 0,99, indicando uma

excelente linearidade do método. Os resultados para as curvas trabalho podem

ser observadas na Tabela 29.
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Tabela 29 - Resultados obtidos para as curvas trabalho

Analitos Faixa Iihear Curva trabalho '
(ug L)

PPCPs

amitriptilina 2,5-50 y = 19290x + 962,7 0,9908
albendazol 2,5-50 y =702,18x + 31,256 0,9946
bisfenol - A 2,5-50 y = 384,56x + 47,21 0,9933
carbamazepina 0,5-50 y =23236x + 811,5 0,9930
cloridrato de ditialzem 2,5-50 y = 33179x - 987,04 0,9995
furosemida 2,5-50 y =31920x + 159,1 0,9997
genfibrozila 2,5-50 y =6974,7x + 113,94  0,9991
glibenclamida 2,5-50 y =10981x - 342,38 0,9935
haloperidol 2,5-50 y = 114856x + 4614 0,9974
mebendazol 0,5-50 y = 13829x + 56,71 0,9935
nitrato de miconazol 0,5-50 y=16477x + 111,99 0,9994
nifedipino 2,5-50 y = 1630x - 81,85 0,9966
nimesulida 2,5-50 y =19942x + 679,89 0,9996
propilparabeno 0,5-50 y =1632.9x + 9,6161 0,9931
triclocarban 2,5-50 y =10914x — 142,72 0,9981
triclosan 2,5-50 y =1288,3x - 15,125 0,9994
agrotoxicos

azoxistrobina 0,5-50 y = 78900x + 706,78 0,9995
Carbofurano 0,5-50 y = 284094x + 4283,7 0,9986
ciproconazol 0,5-50 y = 14461x + 23,126 0,9985
clomazona 0,5-50 y =48144x - 97,705 0,9998
diclorana 2,5-50 y = 298,62x + 9,4099 0,9987
difenoconazol 2,5-50 y = 35367x - 450,79 0,9981
diuron 0,5-50 y = 3453,6x + 390,21  0,9913
epoxiconazol 0,5-50 y = 32789x - 719,46 0,9915
fenoxaprop-p-etilico 2,5-50 y =11007x - 435,77 0,9957
fipronil 0,5-50 y = 20857x + 573,24 0,9975
iprodiona 0,5-50 y =2388,9x - 13,167 0,9978

irgarol 2,5-50 y =631,24x - 11,94 0,9969
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Analitos Faixa Iihear Curva trabalho '
(ug L)
malationa 2,5-50 y = 281,22x - 5,7583 0,9993
penoxsulam 2,5-50 y =670,54x - 0,3937 0,9997
piraclostrobina 2,5-50 y =11163x - 165,2 0,9973
propanil 2,5-50 y =1119,4x + 4,769 0,9992
propiconazol 2,5-50 y = 6247,2x + 66,069 0,9995
tebuconazol 2,5-50 y = 10554x - 211,6 0,9932
trifloxistrobina 2,5-50 y = 39899x - 1950,2 0,9964

6.7.1.3.

Exatid&o e preciséo

A exatidao e a precisao foram realizadas conforme descrito na DLLME-

SFO (5.4.1). Conforme apresentados na Tabela 30, as recuperacfes ficaram

na faixa de 70 a 120% para a repetibilidade, para todos os compostos. Para a

precisdo intermediaria, 0 mesmo comportamento foi realizado.

Os padrdes de recuperacdes diuron-d6 e carbofurano-d3 também foram

avaliados, na concentracdo correspondente ao LOQ. Recuperacfes ficaram

entre 70 e 100% com RSD (%) inferiores a 10% foram obtidos.
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Tabela 30 - Recuperacdes e desvio padrédo relativo (RSD) para as amostras de agua fortificadas em diferentes niveis

REPETIBILIDADE PRECISAO INTERMEDIARIA
LOQ 5LOQ 10LOQ LOQ 5LOQ 10LOQ
analitos R RSD R RSD R RSD R RSD R RSD R RSD

%) (%) () () () (%) (%) () (%) (%) (%) (%)

PPCPs

amitriptilina 95 6 70 10 75 5 81 8 73 7 71 4
albendazol 80 5 116 7 120 1 75 8 80 6 76 5
bisfenol - A 98 7 75 8 72 9 76 10 70 6 72 9
carbamazepina 115 2 113 11 70 7 102 5 95 3 80 9
cloridrato de ditialzem 80 7 76 4 85 15 72 13 82 9 76 6
furosemida 120 7 109 6 113 8 82 7 75 9 98 11
genfibrozila 100 8 80 1 97 2 76 3 79 6 74 7
glibenclamida 84 2 80 5 70 8 120 2 87 7 74 8
haloperidol 120 3 100 6 120 10 95 4 80 6 75 9
mebendazol 120 7 100 8 100 5 120 9 105 5 105 7
nitrato de miconazol 100 15 120 5 100 13 100 9 120 5 100 9

nifedipino 120 9 110 8 80 5 110 6 120 9 110 6




REPETIBILIDADE

PRECISAO INTERMEDIARIA

LOQ 5LOQ 10LOQ LOQ 5L0Q 10LOQ
analitos R RSD R RSD R RSD R RSD R RSD R RSD
(%) (%) (%) () (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
nimesulida 100 7 105 9 80 9 80 7 85 6 90 4
propilparabeno 105 14 73 10 80 7 110 10 105 5 80 7
triclocarban 80 2 120 6 97 5 90 8 110 9 85 5
triclosan 118 2 120 8 100 2 120 10 105 9 107 15
agrotoxicos
azoxistrobina 100 9 120 8 100 3 70 11 80 8 70 6
carbofurano 80 6 75 9 90 8 120 10 85 3 80 9
ciproconazol 80 6 75 9 90 8 120 10 85 4 80 11
clomazona 97 8 120 4 100 3 90 6 98 3 76 5
diclorana 100 7 80 5 72 3 100 4 80 8 120 9
difenoconazol 100 10 120 15 80 16 99 15 120 8 100 16
diuron 80 14 85 10 70 9 82 17 90 5 92 9
epoxiconazol 100 13 120 12 100 18 90 13 95 8 85 9
fenoxaprop-p-etilico 100 8 90 11 91 5 95 10 90 6 80 7
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REPETIBILIDADE

PRECISAO INTERMEDIARIA

LOQ 5LOQ 10LOQ LOQ 5L0Q 10LOQ
analitos R RSD R RSD R RSD R RSD R RSD R RSD
(%) (%) (%) () (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
fipronil 70 14 70 5 90 10 85 5 70 5 100 6
iprodiona 100 2 120 6 97 8 100 4 120 10 98 8
irgarol 70 16 80 10 93 4 70 3 90 6 100 10
malationa 120 10 104 15 120 9 90 12 75 10 80 9
penoxsulam 70 3 110 5 120 15 76 18 113 15 120 10
piraclostrobina 100 7 120 10 95 6 120 10 85 15 100 12
propanil 120 13 80 7 79 10 118 10 88 9 78 10
propiconazol 120 16 116 12 110 9 116 14 108 7 96 10
tebuconazole 106 12 72 14 74 10 110 12 90 9 84 12
trifloxistrobina 82 8 100 11 105 5 80 10 107 8 85 7
diuron-d6 70 4
Carbofurano-d3 100 3
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A precisdo do método foi avaliada em termos de repetibilidade e
preciséo intermediéria, sendo expressada por RSD. O método demonstrou boa
precisdo uma vez que os valores de RSD ficaram entre 1 e 16% para a
repetibilidade e entre 3 e 17% para a precisao intermediaria.

As recuperacdes ficaram entre 70 e 122%, seguindo as recomendacdes
dos guias de validacdo (ANVISA, 2003; INMETRO, 2011). Portanto, os
resultados obtidos para a repetibilidade e a precisdo intermediaria séo

adequados para as determinacfes analiticas em estudo.

6.7.1.4. Efeito matriz

Foi avaliado conforme descrito pela DLLME-SFO (item 5.4.1.4).
Albendazol, cloridrato de ditialzem, triclosan, carbofurano, azoxistrobina,
clomazona, diclorana, diuron e penoxsulam mostraram supressao de sinal

durante a ionizacao, os outros analitos ndo apresentaram efeito de matriz.
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Figura 24 - Efeito matriz (agua potavel) para os analitos em estudo , calculado pela inclinagédo das curvas analiticas preparadas no

solvente e no extrato da matriz.
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6.7.1.5. Aplicabilidade

Para avaliar a aplicabilidade do método, foi coletada amostra de agua do
Arroio Vieira (pH 6,6; turbidez 12 NTU), no més de abril de 2016. A
quantificacdo foi realizada empregando a quantificacdo por adigcdo de padrao,
com minimo 5 niveis de concentracdo, para compensar qualquer efeito de
matriz. Carbofurano-d3 e diuron-d6 foram adicionados nas amostras como
padrdes de recuperacao para avaliar a eficiéncia de extracao durante o preparo
das amostras.

Foram detectados em concentracdes abaixo do limite de quantificacéo,

0s compostos fipronil, propilparabeno e azoxistrobina.

6.8.Comparacdo da IL-DLLME proposta com outros métodos
empregados para extracdo de agrotéxicos e PPCPs de amostras de

agua com determinacao por LC-MS/MS

Na Tabela 31, o método proposto € comparado com outros publicados
na literatura que fizeram uso da IL-DLLME para a extragdo de compostos
organicos em amostras de agua. As vantagens do método descrito neste
trabalho sobre os outros incluem menor tempo de extracdo e o menor gasto
energético. Além disso, 0 método mostrou precisdo e exatiddo semelhante aos
que tem sido proposto em outros estudos. Cabe salientar que todos os outros
métodos referidos na literatura aplicam a IL-DLLME para compostos da mesma
classe quimica, sendo que este método nunca foi aplicado para a analise

simultinea de agrotoxicos e PPCPs em amostras de agua.
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Tabela 31 - Comparacéao da IL-DLLME proposta com outros trabalhos empregados para extracdo de agrotoxicos e PPCPs em

amostras de agua

Técnicade . Volume de Solvente extrator Tempo de Exatiddo Preciséo Faixa de LOQ a
extracao Analitos amostra (volume) extracdo (%) Referéncias
(%) (Mg L)
10 mL agua da
T 2 chuva, agua [CsMIM][PFe] Aquecimento a 80 B B (ZHOU et al.,
IL-TC-DLLME agrotéxicos subterranea e 50 pL °C por 30 minutos 88 - 103 <3 02-03 2008)
agua de rio
1 agrotoxico e 3 10 mL de CsMIM][PFs] Aquecimento a 75
IL-TC-DLLME 9 ; amostra de agua 6 e -~ . 97 — 106 <7 0,2-04 (BAI et al., 2009)
metabolitos . 50 pL C por 30 minutos
superficia
16 10 mL de agua [CsMIM][PFe]

IL-DLLME HPAS do rio, agua S0 uL 90 - 103 <6 00001-0006 (TENAetal,
engarrafada e 2009)
agua da chuva

17 min tempo total
4 ((HMIM][FAP]) da extracdo
: 10 mL 4gua da .
IL-USA- Filtros solares piscina, torneira e 20 pL 7 min 71-118 <63 06— 15 (Zhang e Lee,
DLLME , " 2012)
ro Utilizou banho de
ultrassom e
metanol
50 min tempo total
10 mL agua da total da extracé@o
IL-TC-DLLME 3 chuva e [CeMIM][PFe] 30 minutos sobre 83 - 118 <11 0,0015—2,64 (£hou, Q. e Gao,
agrotoxicos o 55 uL : Y., 2014)
subterranéa aquecimento a 90
°C
o [CeMIM][PFe¢] .
IL-DLLME 35 agrotoxicos e 10 mL amostra 12 min tempo total 70 — 120 <18 05-25 Metodo proposto

PPCPs superficial pH 4

100 pL

da extracéo
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6.9.Comparacao entre os métodos da DLLME-SFO e IL- DLLME

Na Tabela 32, relaciona-se as principais diferencas dos meétodos
desenvolvidos utilizando DLLME-SFO e IL-DLLME.

Com relagdo aos LOD e LOQ, a DLLME- SFO e IL-DLLME
apresentaram limites semelhantes, entretanto a DLLME-SFO apresentou
limites mais baixos para alguns analitos. Quanto aos percentuais de
recuperacédo, a IL-DLLME apresentou melhores resultados com recuperacdes
variando de 70 a 120% em comparacdo a DLLME-SFO, cujos resultados
variaram de 63 a 160%.

Os valores de RSD variaram entre 0,5 e 26% para o método da DLLME-
SFO e entre 1 e 18% para o método da IL-DLLME. Os melhores resultados
obtidos para a IL-DLLME podem ser explicados devido ao 1-dodecanol n&o
apresentar um bom comportamento cromatografico, mesmo apés a diluicdo em
metanol ocasionando variacfes entre as injeces da amostra e resultando em
valores de RSD mais altos. Cabe resaltar que a IL-DLLME complementa a

DLLME-SFO, visto que consegue abranger um maior nimero de analitos.

Tabela 32 - Principais diferencas entre os métodos

Parametros DLLME - SFO IL - DLLME

LOQ (ug L) 0,25-2,5 05-25

LOD (ug L) 0,08-0,8 0,1-0,8
Recuperacéo (%) 63 - 160 70 - 120

RSD (%) 0,5-26 1-18

Efeito matriz -50a20 -70a-0,2
Numero de analitos 26 35
6.10. Comparacdo das técnicas propostas com o meétodo de

referéncia para extracao de analitos organicos de amostra de agua

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US-EPA) sugere
a SPE como técnica de referéncia para extragdo de agrotoxicos e PPCPs em
amostras de agua. A SPE é uma técnica de separacao liquido-soélido, baseada

nos mecanismos de separacao da cromatografia liquida classica, sendo esta a
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técnica mais utilizada para extracao, pré-concentracdo e limpeza na extracao
de compostos organicos em amostras ambientais. A SPE ganhou mais
popularidade do que a LLE devido ao menor uso de solvente organico, menor
tempo, sendo que a principal vantagem dessa técnica é a extracao de analitos
com polaridades totalmente diferentes (LANCAS, FERNANDO M., 2009;
ANDRADE-EIROA et al., 2015).

Conforme o que vem sendo publicado na literatura utilizando a SPE,
cabe salientar que, empregando DLLME-SFO, IL-DLLME e LC-MS/MS foi
possivel a determinacdo de agrotdoxicos e PPCPs em amostras de agua
atingindo a mesma eficiéncia e precisdo de extracdo quando comparado a
SPE.

No trabalho de Caldas e colaboradores (2013) 18 PPCPs e 33
agrotoxicos foram extraidos simultaneamente empregando SPE em agua
superficial e tratada, e as amostras foram dividas em duas aliquotas uma com
pH ajustado a 3 e outra sem ajuste do pH. O método proposto empregando
SPE e LC-MS/MS atingiu R (%) entre 40 e 129%. Analitos iguais aos
estudados neste trabalho também foram extraidos (carbamazepina, diclofenaco
sodico, genfibrozila, furosemida, glibenclamida, nimesulida, propilparabeno,
triclosan, triclocarban, 2,4 -D, atrazina, azoxistrobina, carbofurano,
ciproconazol, clomazona, difeconazol, duron, epoxiconazol, fipronil, iprodiona,
irgarol, malationa, penoxulam, propanil, propiconazol, tebuconazol e
trifloxistrobina) e os resultados obtidos ficaram entre 61 e 124%; valores estes
semelhantes ao obtidos empregando a DLLME-SFO e a IL-DLLME (CALDAS
et al., 2013).

Também no que se refere a determinacdo de compostos organicos em
amostras de agua, Hurtado-Sanchez et al (2013) utlizaram SPE com
determinacdo por LC-MS/MS para extracdo de 37 agrotoxicos em aguas de
superficie e obtiveram recuperacfes entre 92 e 130% para diuron e atrazina
(HURTADO-SANCHEZ et al., 2013). Valores semelhantes foram obtidos para
esses compostos quando se utilizou a DLLME-SFO e a IL-DLLME.

Em outro estudo, Shi e colaboradores (2014) na determinagdo de

agrotoxicos carbamatos em amostras de agua ambiental utlizando SPE,
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obtiveram recuperacdes entre 81 e 111% (SHI et al.,, 2014). No estudo de
Anumol e colaboradores (2015), o uso da técnica de SPE em conjunto com a
determinacao por LC-MS/MS foi proposta para determinacéo de 34 compostos
organicos incluindo farmacos, produtos de cuidados pessoais, agrotoxicos,
hormbnios e contaminantes industriais. Carbamazepina, diclofenco sdédico,
cloridrato de ditialzem, genfibrozila, triclocarban, triclosan, bisfenol - A e
atrazina foram extraidos com recuperacao (%) entre 73 e 128%. A faixa similar
ao que foi encontrado nesse trabalho, estes mesmos analitos apresentaram
recuperacéao (%) entre 70 e 160 (%) (ANUMOL et al., 2015).

O método oficial 1694 para extracdo de PPCPs proposto pela US-EPA
recomenda a utilizagdo de cartuchos SPE com adsorvente polimérico Oasis
HLB os quais sdo condicionados com 20 mL de metanol e 6 mL de agua e
também indica a separacdo da amostra em duas aliquotas, uma com pH de 2
acidificada com HCI (amostra acida) e outra com pH de 10 com NHsOH
(amostra basica). Depois, 1 L de amostra é percolado a 5-10 mL min
resultando num tempo de percolacdo da amostra de 100-200 min. Para a
fracdo acida a eluicdo é realizada com 12 mL de metanol, e se os analitos
triclosan e triclocarban fizerem parte do estudo, 6 mL de acetona:metanol (1:1,
v/v) também sao percolados no cartucho para eluicdo. Para a eluicdo da fracéo
basica, 6 mL de metanol seguidos de 9 mL de uma solucdo 2% de &cido
fébrmico em metanol:agua (75:25, v/v). Depois, as fracbes sao secas
separadamente com auxilio de nitrogénio e redissolvidas com 4 mL metanol
utilizando 0,1% &cido férmico. Uma aliquota de 1 mL de cada extrato é
colocada em um frasco do LC-MS/MS e estas sdo injetadas separadamente
(ENGLERT, 2007a)

No que diz respeito aos agrotoxicos, 0 método oficial para a extragédo é o
meétodo 1699 também proposto pela EPA. No qual indica a SPE em discos ou a
LLE em funil de separacdo. Para a SPE, os discos s&o condicionados com 20
mL de metanol e 20 mL de agua. A eluigéo é realizada com 4-5 mL de acetona,
seguido de 2 replicatas com 20 mL de diclorometano. Para a LLE, séo
empregadas 3 replicatas de 100 mL de diclorometano (ENGLERT, 2007b).
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Fazendo uma comparacdo entre os métodos de referéncia e os
propostos neste trabalho (Figura 25), verifica-se que é viavel com a aplicacéo
da DDLME-SFO e IL-DLLME a extracdo multiresiduo de analitos semelhantes
aos propostos pelos métodos de referéncia com as vantagens de utilizar um
menor volume de solvente, solventes menos toxicos, menor tempo de extragao,
menor custo e menor numero de etapas, mantendo a eficiéncia de extragdo

dentro dos valores aceitaveis.
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Figura 25 - Comparacao dos métodos propostos com o método de referéncia para extracdo de analitos organicos de amostra de agua

Método
1694

1000 mlL de amostra aquosa
(fitrar ou centnfugar)

| pH2 [ pH10 l

Condicionamento: 20 mL de |

metanol + 6 mL de dgua

eligdo fracdo dcida = 12 mL metanol
eluicdo frago bdsica - 6 mL de metanol e 9 mL MEOHH,0 (75:25, viv )

1000 mL de

amostra aquosa (filtrar ou centrifugar)
sem modificar o pH

[ Métedos proposios

i)

DLLME-SFO

IL-DLLME

|

|

10mL de amdstra pH 2

10mL deamosta pH 4

Evaporaciio do extrato e
reconstituicho com 3 mL MeQOH

[ TEMPO DE EXTRAGAO
3k

21 = 171% com desvios menores

| RECUPERAGCAD
que 38

100 pL de dodecancl

-

500 p de matanol

I

centrifugagito; <000 rpm por 5min

Banho de gelo por S minutos

Condicionamento: 20 mL de metanal LLE
metanol e 20 mL de dgua [
| Diclorometano 3x 100
N mL
Eluicdo: 5 mL acetona
20 mlL de diclorometano |
| evaporacio do extrato
evaparacho do extrato |
TEMPO DE EXTRAGAQ
L h
TEMPO DE EXTRACAO
1h
[
Recuperacdo
21-651%

com desvios menores que 260%

dissoluciio da gota afenindo alé 500l de
métanal

!

recuperacio entre 64 - 160% com desvios
mendres que 26%

100 L de [CMMIPF,

+

500 p de metansl

centnfugacio: S000 pm por 10 min

dissolucio da gola alenndo até 500 pl de
metanol

recupetaddo entre 70 - 120% com desvos
menores que 165

TEMPO DE EXTRAGAD
12 min

I

TEMPO DE EXTRACAD
12 min




174

7. CONCLUSOES

Os métodos demonstraram exatiddo (70-120%) e precisdo (RSD<20%)
aceitaveis e LOQs na faixa de ug L*?, adequados aos LMRs estipulados nas
legislacbes vigentes. Entretanto, o estudo do efeito matriz indicou a
necessidade da corre¢cdo do mesmo, que neste caso foi realizado pelo método
de adicdo padréo.

A DLLME-SFO e a IL-DLLME apresentadas nesse estudo, quando
comparadas a SPE (método oficial para extracdo de agrotoxicos e PPCPs em
amostras de agua), mostraram-se eficientes e menos poluentes, uma vez que
utilizam poucos volumes de solventes organicos verdes, pouca instrumentacao
e rapidez na extracao. Essas técnicas surgem como uma alternativa a SPE.

O trabalho desenvolvido apresenta carater inovador, uma vez que nao
foram relatados na literatura trabalhos que estudassem as técnicas de DLLME-
SFO e IL-DLLME para extracdo simultanea de agrotdéxicos e PPCPs em
nenhum tipo de matriz.

Entretanto a técnica que se mostrou mais promissora foi a IL-DLLME
uma vez que extraiu um numero maior de PPCPs e agrotoxicos. Técnicas que
contemplam uma ampla faixa de PPCPs conhecidos como contaminantes
emergentes sdo de extrema importancia, uma vez que ainda existem poucos
estudos sobre os impactos causados. O método desenvolvido pode ser
utilizado para o monitoramento de PPCPs em amostras de aguas gerando
dados que possam contribuir para que as agéncias reguladoras desenvolvam
uma legislacdo ambiental especifica estes compostos.

Cabe salientar, que a hip6tese do trabalho foi comprovada tendo em
vista que as técnicas de extracdo DLLME-SFO e IL-DLLME conseguiram
extrair simultaneamente agrotoxicos e PPCPs.

Deste modo, conclui-se que os métodos mostraram-se adequados e
inovadores para determinagcdo simultdnea de agrotéxicos e PPCPs em
amostras de agua. Além disso, os métodos foram aplicados com sucesso na
determinacdo dos analitos em estudo em amostras de agua de superficie.
Cabe resaltar, que trabalhos com esse propdésito contribuem com o avancgo da

guimica analitica.
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8. TRATAMENTO DOS RESIDUOS GERADOS

Os residuos gerados no desenvolvimento deste trabalho foram coletados,
separados em frascos devidamente rotulados de acordo com as normas
definidas pela comissédo de residuos da Escola de Quimica e Alimentos, e
armazenados para posterior recolhimento e tratamento por empresa contratada
pela Universidade. Além disso, estdo sendo desenvolvidos e otimizados, no
LACOM, trabalhos com o objetivo de degradacao dos residuos de agrotoxicos,

farmacos e PCPs gerados no laboratorio.
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9. SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Aplicar a DLLME-SFO e a IL-DLLME para extracdo desses analitos em
outras matrizes ambientais e realizar um monitoramento das aguas superficiais

da regido Sul aplicando essas técnicas de extracao;
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EXPERIENCIAS EM OUTROS PAISES

Em 2014, surgiu a oportunidade através do Professor doutor Ayrton
Figueiredo Martins, de participar do programa EXCEED/DAAD que é um
programa destinado para a gestdo sustentavel da agua nos paises em
desenvolvimento. O professor € um dos representes da UFSM no programa
EXCEED/DAAD e foi através dele que foi feita a ponte entre FURG-UFSM-
EXCEED-DAAD. Visto que, a proposta da tese estava dentro da proposta do

programa.

Entdo foi enviada a proposta de trabalho e foi aceita para ser desenvolvida
na Universidade Autonoma do México (UNAM) situada na Cidade do México-
México, no periodo de 7 de maio a 31 de julho de 2014, na qual seria
desenvolvida no laboratério de Tratamento e reuso de agua do Instituto de
Engenharia Hidraulica e Ambiental, chefiado pela professora doutora Blanca
Jimenez Cisneros, diretora do centro de ciéncias da agua da UNESCO. Porém
foi muito dificil & execucdo da proposta, em virtude do rigoso acesso a esse
laboratério, foi possivel realizar apenas alguns testes. Entretanto, esta
experiéncia foi muito valiosa profissionalmente, pois foi possivel o contato com
professores de exceléncia mundialmente e também a possibilidade de verificar
como trabalham outros grupos de pesquisas. Neste periodo participei de um
seminario sobre validagdo que estava ocorrendo na universidade, foi ministrado
um seminario, no qual apresentei a FURG e a proposta de trabalho para os
académicos da universidade. Foram realizadas algumas visitas técnicas, dentre
elas destaco a visita a planta de tratamento de agua de Atotonilco em Tula a
maior planta de tratamento de efluentes do mundo. Com esse intercambio foi
possivel o aperfeicoamento na formacéo pessoal e a interacdo dos grupos de
pesquisas. Em 2015, através da Professora doutora Gionara Tauchen surgiu a
oportunidade de executar o meu projeto de pesquisa em Cabo Verde, Africa,
de uma forma social através de palestras, wokshop e aulas mostrando a
importancia de preservar a agua e os métodos desenvolvidos para detectar os
contaminantes na agua em Cabo Verde, um Pais que sofre com o fornecimento
de &gua potavel. A execucdo desse projeto foi financiado pela Capes através

do programa de Pro-mobilidade internacional das Associacbes das
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Universidades de Lingua Portuguesa (AULP) e teve duracdo de um més.
Foram ministradas palestras em escolas na zona rural e urbana da Cidade da
Praia, um curso de seguranca no laboratorio, e aulas tedricas e praticas para
os alunos da universidade, alem da participagcdo da Semana internacional da
agua em Cabo Verde. Todas as atividades estdo descritas mais
detalhadamente em anexo. Cabe salientar, que com esse intercambio, se
obteve além de um crescimento profissional, a viabilidade de insercdo de

alunos da Universidade de Cabo Verde na FURG.
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ANEXO 1

PROGRAMA DE MOBILIDADE CAPES-AULP



