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RESUMO

O trabalho desenvolvido valida uma metodologia analitica
de determinacgdo de esterdis provenientes de contaminagfes fecais em
amostras de sedimentos a partir do uso de extracdo assistida por
ultrassom (UAE) seguida por uma extracdo em ponteira descartavel
(DPX). Como analitos foram utilizados o biomarcador fecal coprostanol
e o0s esteréis  colesterol, colestanol e estigmasterol. A técnica,
juntamente com a cromatografia a gas acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS), foi utilizada para a pré-concentracdo, separacdo e
deteccdo dos analitos. A partir de experimentos multivariados foram
otimizados os parametros das extra¢des. Para UAE o diclorometano foi
selecionado como solvente de extragdo. Os pardmetros da DPX
otimizados foram 5 ciclos de extracdo com 700 pL de amostra, de 10 s
cada, e 2 ciclos de dessorcdo de 200 pL, de 20 s cada. O solvente de
dessorcao otimizado foi uma mistura composta por acetato de etila e
acetonitrila 60/40 (v/v). Os limites de quantificacdo foram de 25 ug kg
para o colesterol e 250 pg kg™ para os demais analitos. Os limites de
detecgdo foram de 7,6 pg kg para o colesterol e 75,8 ug kg*para os
outros analitos determinados. Os coeficientes de determinagdo variaram
de 0,9908 a 0,9983. A exatiddo do método foi avaliada por meio da
recuperacdo em 3 niveis de concentracdo e variou de 78 a 114% e a
precisdo foi medida pelo desvio padréo relativo alcangando valores entre
0,5 e 10% e de 2 a 16% para as precis@es intradia (n=3) e interdia (n=9),
respectivamente.

Palavras-chave: Esterdis. Ultrassom. DPX. Sedimento.






ABSTRACT

The work developed validates an analytical methodology for the
determination of fecal sterols in sediment samples using ultrasonic
assisted extraction (UAE) followed by pre-concentration with the
disposable tip extraction (DPX) technique. The fecal biomarker
coprostanol and the sterols cholesterol, cholestanol and stigmasterol
were the targeted analytes. Gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS) was used for the separation and detection of the
previously extracted compounds. From the multivariate experiments the
extraction parameters were optimized. For UAE dichloromethane was
selected as extracting solvent. The optimized DPX parameters were 5
cycles of extraction with 700 puL of sample, of 10 s each, and 2 cycles of
desorption of 200 pL, of 20 s each. The optimized desorption solvent
was a mixture composed of ethyl acetate:acetonitrile (60:40 v/v). The
limits of quantification were 25 ug kg™ for cholesterol and 250 pg kg™
for the other analytes. The detection limits were 7.6 pg kgt for
cholesterol and 75.8 pg kg for the other determined analytes. The
determination coefficient ranged from 0.9908 to 0.9983. The accuracy
of the method was evaluated by means of recovery at 3 levels of
concentration and ranged from 78 to 114% and accuracy was measured
by relative standard deviation reaching values between 0.5 and 10% and
from 2 to 16% for intraday (n = 3) and interday (n = 9), respectively.

Keywords: Sterols. Ultrasound. DPX. Sediment.






LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Estrutura bésica de um esterol..........ccccecevevvvvrernne. 29

Figura 2. Esquematizacdo da biotransformacdo do colesterol no
INEESEINO. ... e 30

Figura 3.Estrutura de uma ponteira DPX. ......cccccoocevivviviiennnnnns 36

Figura 4. (a) Etapas envolvidas no processo da extracdo por
ponteiras descartaveis; (b) processo de aspiracdo e liberagdo na ponteira.
............................................................................................................... 37

Figura 5. Esquema de fortificacdo do sedimento. (a) escolha da
quantidade a ser fortificada; (b) adicdo do padréo e solvente necessario
para a cobertura e agitagio; (c) frasco mantido fechado para a interacdo
dos analitos com o sedimento; (d) abertura do frasco para evaporacgao do
solvente; (e) acondicionamento do sedimento fortificado..................... 43

Figura 6. Amostragem concéntrica ao redor do emissario
realizada na Praia do Mar Grosso em Laguna- SC.........cccocvvevvvenennnnn 49

Figura 7. Cromatograma obtido para o branco e para fortificacdo
da matriz pela injecdo de 1uL na concentracdo de 1000 ng g*. Analitos:
(1) coprostanol; (2) colesterol; (3) colestanol; (4) estigmasterol........... 51

Figura 8. Superficie ternaria para o solvente de extracdo da UAE
(fortificacdo 1ug g*; condices da DPX: 40 mg de silica, 3 ciclos de
extracdo de 30 s, 1 ciclo de dessorcdo de 30 s e solugdo Ac. Etila :
MeOH 3:1 (V/v) usada na deSSOrGaA0), ....ccvvvrereervererreseeriesieseesreeseeseees 53

Figura 9. Superficies de respostas: (a) ciclos x massa, (b) tempo
X massa e (c)tempo x ciclos (Fortificacdo 1ug g, solvente de dessorgéo
Ac Etila:ACN 3:2(v/v), 1 ciclo de dessorcéo de 30 segundos), ............ 54

Figura 10. Superficie gerada na otimizacdo de ndmero de ciclos
e tempo de dessorcdo. (fortificacdo 1ug g*;50 mg de silica; 5 ciclos de
extracdo de 10 s, solvente de dessorgdo Ac Etila:ACN 3:2[v/v]). ........ 58



Figura 11. Superficie terniria dos solventes de
dessorcéo.(fortificacdo 1ug g;40 mg de silica; 3 ciclos de extracdo de

30 s, 1 ciclo de dessorgao de 30 SeguNAOS) ......ccvveververieeeerierieseeereeseees 59
Figura 12. Gréafico de Lenth ... 63
Figura 13. Gréfico de Daniel..........ccccoceviriniiiiiicc e 64

Figura 14.Cromatograma obtido por GC-MS para as amostras
ANALISAAAS. ... e 65



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Critérios utilizados para a avaliacdo de contaminacédo
FECAL . oo s 31

Tabela 2. Alguns ester6is comumente utilizados para a
determinacdo de contaminacdo e presentes no meio ambiente e que
serdo objetos de estudos no presente trabalho.........ccccccoevviviivininninnne. 31

Tabela 3. Publicagdes com desenvolvimento e/ou aplicacdo de
metodologias de determinacdes de esterdis , especificando método de
EXLrAGAOD € AEIECGAD. .. .eu vttt 33

Tabela 4.Planejamento da superficie ternaria para a avaliacdo do
melhor solvente para a extracdo assistida por ultrassom............cc.cceue.... 44

Tabela 5. Planejamento composto central para a avaliacdo da de

etapa de extracio da DPX.........cccceveieienn s 45
Tabela 6. Planejamento Doehlert para a dessorgao.................... 46
Tabela 7. Planejamento do solvente de dessorgao............c......... 46

Tabela 8. VariacGes dos parametros utilizados no teste de
FODUSEEZ. ..ottt ere s 48

Tabela 9. Planejamento dos experimentos de robustez segundo

Placket @ BUIMAaN.........coiiiieite e 48
Tabela 10. Pardmetros analiticos de MErito............cccooevevrernnne. 61
Tabela 11. Ensaios de Exatidao e Precisdo.........ccccoervevrieneennnee 62
Tabela 12. Analitos presentes nas amostras coletadas................ 65

Tabela 13. Comparacdo entre trabalhos publicados o trabalho
AESENVOIVITO. ... e 66






LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACN — Acetonitrila.

Ac. Etila — Acetato de etila.

CASAN — Companhia Catarinense de Aguas e Saneamento.

GC-MS — Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de Massas,
do inglés Gas Chromatography Mass Spectrometry.

DCM - Diclorometano.

DPX — Extracdo em ponteira descartavel, do inglés Disposable Pipette
Extraction.

DPX — RP - Extracdo em ponteira descartavel com fase reversa, do
inglés Reverse Phase Disposable Pipette Extraction.

El — lonizag@o por elétrons, do inglés Electronionization.

FID — Detector por lonizagdo em Chama, do inglés Flame lonization
Detector.

PAH — Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos, do inglés Polycyclic
Aromatic Hydrocarbons .

HPLC — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, do inglés High
Performance Liquid Chromatography.

LOD — Limite de Deteccéo, do inglés Limit of detection.

LOQ - Limite de Quantificacéo, do inglés Limit of quantification.

ME — Erro marginal, do inglés Marginal error.

MeOH — Metanol.

PCC — Planejamento do composto central

PLE - Extracdo liquida pressurizada, do inglés Pressurized liquid
extraction.

QAYV — Quimica Analitica Verde

QUEChERS - Rapido, facil, barato, eficaz, robusto e simples, do inglés
Quick, easy, cheap, efetive, rugged and simple.

SIM — Monitoramento seletivo de ions, do inglés Selective lon
Monitoring.

SME - Erro marginal simultdneo, do inglés Simultaneos Marginal
Error.

SNIS — Sistema Nacional de Informacdes sobre Saneamento.

UAE - Extracdo Assistida por Ultrassom, do inglés Ultrasound Assisted
Extraction.






SUMARIO

1
11

1.2
1.3
131
1.4
141
1.4.2

2.1
2.2

3.1
3.2

3.3
3.3.1
3.3.2
3321
3.3.2.2
3.33
3331
3.3.3.2
3.34

4.1
4.2

INTRODUGAO.....rrrrvviiissssnnessviisssssssesssssissssseeesnn 27
CONSIDERACOES GERAIS ......cooii e 27
BIOMARCADORES ..ot 28
ESTEROIS ..o 29
Determinagdo de ESterois.........covvvvvrerieivveseseesesesieens 32
QUIMICA ANALITICA VERDE .....cccovvvnrvinniineieninniinees 34
Extragdo Assistida por Ultrassom (UAE) ........cccccvvnenee 35
Extracdo em Ponteiras Descartaveis (DPX)..........ccoceovenene 36
OBJIETIVOS......coiieee et 39
OBJETIVOS GERAIS ......oooiieeeeeeceecee e 39
OBJETIVOS ESPECIFICOS.......viiieniineieeieiseissieeene, 39
METODOLOGIA; .............................................................. 41
INSTRUMENTAGAOD. ..ottt 41
MATERIAIS E REAGENTES ..ot 42
PROCEDIMENTOS .....ooiiiiiieeee e 42
Limpeza, Fortificagdo e EXtragao .........c.cccoovevvrvennieninnes 42
Etapas de OtimizZagao .........cccoceverreiineeniensce e 43
Solvente de Extragdo da UAE.........cccccoocvvivvivniene e 43
Otimizagdo da DPX ......cccooiviieieie e 44
Validacao da Metodologia..........ccceveeereveieeieinsnseeseniens 47
Curva ANalitiCa ........ecvveiiieiecc e 47
ROBUSTEZ ...ttt 47
Aplicacao do MELodo..........ccoeviriienicinine e 49
RESULTADOS.................: ................................................. 51
SOLVENTE DE EXTRACAO DA UAE .......cccoovviiiiiiies 52

VARIAVEIS DE EXTRACAO DA DPX ..o, 53



4.3
44
45
4.6

VARIAVEIS DE DESSORGAO.........vvveereeeeeeecreeseeercrsenn 57

PARAMETROS ANALITICOS DE MERITO..........cc......... 60
ROBUSTEZ......ooveeeeieieeeeeeee s tessssesseese s 63
APLICACAO DO METODO.......cccoveeereieeseeeessenierisnesnes 65
CONCLUSAO .......oeeeeeeeeeeeeee et 66

REFERENCIAS. ... 69



27

1 INTRODUCAO

1.1  CONSIDERAGOES GERAIS

O saneamento bésico engloba acdes do governo que gerem
melhores condicGes de vida a populacdo. Inseridos nessas acdes estdo a
acessibilidade a agua potéavel, ao tratamento de esgoto e a coleta de
residuos. Segundo o Sistema Nacional de Informagbes sobre
Saneamento (SNIS), no ano de 2016, apenas 44,9% do esgoto gerado no
pais e 74,9% do esgoto coletado pela rede foram tratados (“Sistema
Nacional de InformacBes sobre Saneamento: Diagnéstico dos Servigos
de Agua e Esgotos”, 2016). Em termos de volume significa que foram
tratados 4,6 bilhdes de m® de esgoto em 2016, o que indica que 1,54
bilhdes de m® de esgoto foram langados no ambiente sem tratamento
prévio.

Esgoto ndo tratado é o principal responsavel pela degradacéo de
ambientes aquéticos como por exemplo, dguas subterrdneas. Langado
em regides costeiras, 0 esgoto pode causar diversos problemas
ecoldgicos incluindo o sufocamento de organismos bentonicos,
eutrofizacdo e deplecdo de oxigénio, desregulacdo enddcrina, além de
ocasionar a bioacumulagdo de substancias persistentes e potencialmente
toxicas como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA)(Saeed
etal., 2015).

A utilizacdo de microrganismos (por exemplo, Escherichia
coli) para estudar e confirmar a contaminacdo de esgoto doméstico em
amostras de agua e de sedimentos é limitada por falta de especificidade,
sensibilidade a luz, vida curta e pouca resisténcia a temperatura,
tornando-se impossivel estudar as contaminagBes ocorridas no
passado(Machado et al., 2014). Além disso, 0 uso de bactérias tem sido
guestionado em alguns trabalhos, principalmente devido ao aumento do
volume de residuos industriais toxicos, & cloracdo das aguas residuais e
a concentracdo de oxigénio dissolvido, que restringe a existéncia de
bactérias coliformes. (Bachtiar et al., 2004)

Uma alternativa é a determinacdo quimica que utiliza
biomarcadores geoquimicos, como o0s esterdis fecais, que sdo
incorporados aos sedimentos de uma certa regido durante o periodo de
descarte de aguas ndo tratadas. Sedimentos provaram ser eficientes
ferramentas para identificar impactos ambientais, pois, refletem a
gualidade da agua por conseguirem acumular metais e compostos
organicos e por isso podem ser usados para detectar a presenca de
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contaminantes que ndo sdo sollveis apds a sua descarga em Aaguas
superficiais (Froehner, Maceno e Martins, 2010).

Os questionamentos levantados para metodologias tradicionais
tanto da &rea ambiental quanto quimica, faz com que seja necessario o
desenvolvimento de novas metodologias que se adaptem as novas
realidades do meio ambiente e que ao mesmo tempo sejam
ambientalmente amigaveis, reduzindo o impacto causado com residuos.

1.2 BIOMARCADORES

Biomarcadores geoquimicos moleculares sdo compostos
organicos de origem bioldgica preservados em artefatos encontrados em
sitios arqueoldgicos assim como na matéria organica encontrada em
rochas, solos, sedimentos e no petrleo. A analise de biomarcadores
pode fornecer informagdes sobre condi¢fes ambientais tanto em
contextos naturais ou mais antropizados como uso e composi¢do de
sitios arqueoldgicos, areas urbanas ou regides de captacdo (Zocatelli et
al., 2017).

Os marcadores moleculares, no ramo da polui¢cdo ambiental, sdo
determinados marcadores moleculares antropogénicos pois séo
compostos introduzidos no ambiente por fontes antropogénicas. Para
serem classificados com marcadores moleculares precisam apresentar
caracteristicas como: alta especificidade em relacdo a fonte, boa
resisténcia a destruicdo pela atividade bacteriana e ampla distribuicédo na
agua e/ou no sedimento (Carreira et al., 2011). Os biomarcadores fecais
produzidos no trato digestivo de grandes mamiferos sdo comumente
usados para rastrear entradas fecais no meio ambiente. Destacam-se 0s
esterois e os cidos biliares (Zocatelli et al., 2017).

Quando o material fecal é introduzido em ambientes aquaticos,
esterois fecais lipofilicos, como o coprostanol, se ligam fortemente a
materiais particulados. Na coluna de agua, em condicdes aerdbicas, 0s
ester6is fecais podem degradar em até duas semanas. Porém, a
degradacdo de esterdis fecais se torna limitada uma vez que eles séo
incorporados aos sedimentos, fazendo com que se tornem bons
biomarcadores (Leeming e Nichols, 1996).
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1.3 ESTEROIS

Os esterois sdo tipicos exemplos de biomarcadores fecais; sdo
considerados impressdes digitais de poluicdo fecal devido a sua
distribuicdo em fezes humana e animal. Além de sua natureza
hidrofobica, esterois sdo facilmente associados a materiais particulados
e sedimentos (Machado et al., 2014).

Esterois, lipidios estruturais, sdo esteroides com uma cadeia
lateral alifatica de 8-10 atomos de carbono e um grupo hidroxila no
carbono 3. Todas estas substancias ttm um ndcleo contendo o esqueleto
(Figura 1) de carbono de quatro anéis do ciclopentenofenantreno
(Yeagle e Yeagle, 2016).

Figura 1. Estrutura bésica de um esterol.

Fonte: Autoria propria.

Dentre os esterdis, os derivados do colesterol sdo os esterdis
mais utilizados como biomarcadores. Foram relatados em fezes
humanas as seguintes proporcoes de esterdis: 65% - coprostanol, 20% -
colesterol, 10%- coprostanona e 0s 5% restantes sdo divididos entre
outros derivados minoritarios como colestanona, colestanol e
epicoprostanol (Choi, Kwan e Wong, 1996).

A formacédo do coprostanol ainda é desconhecida , porém uma
das teorias mais aceitas € que ela ocorra por hidrogenagdo bacteriana
estereoespecifica do colesterol no carbono C-5. Essa transformagéo do
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colesterol em coprostanol ocorre exclusivamente no intestino de
humanos e mamiferos superiores (Figura 2).

Figura 2. Esquematizacdo da biotransformacao do colesterol no
intestino.

colesterol

L
‘»ﬂ ‘ .~
o’btﬁ -

Fonte: Autoria Propria '

Ao contrario do colesterol, o coprostanol ndo ocorre
naturalmente em ambientes aquaticos, assim sua presenca nesses
ambientes indica fortemente contaminacdo por esgoto (Matysik et al.,
2016).

Existe uma grande divergéncia sobre os limites de concentracéo
de coprostanol considerada como contaminacdo por esgoto. Ja foram
reportados na literatura trabalhos mais antigos considerando limites de 9
pg gt e 0,5 pg g (Martins, Fillmann e Montone, 2007). No trabalho
publicado por Martins et al. 2008, é sugerido que uma concentracdo de
1000 ng g* juntamente com uma potencial fonte de contaminacéo ja
pode ser considerado uma contaminagao.

Em baixas concentracles, a concentracdo do coprostanol, por si
s0, ndo &€ um bom indicativo, por isso sdo utilizadas razbes de
coprostanol com outros esterdis, como por exemplo, o colesterol
(Gonzélez-Oreja e Saiz-Salinas, 1998).Com essas razdes é possivel
distinguir o que provém de fontes fecais e o que provém de fontes
biogénicas e diagénicas.(Tolosa, Mesa e Alonso-Hernandez, 2014) A
Tabela 1 traz as razdes mais comumente utilizadas para avaliacdo da
contaminacdo por esgoto utilizando esterois.
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Tabela 1. Critérios utilizados para a avaliagdo de contaminag&o fecal .

Parametros Critério
Concentragéo de >0,5 pgg-1— contaminado
Coprostanol
Coprostanol / Colesterol > | — contaminado
0,00- 0,30 — né&o contaminado
Coprostanol / 0,3- 0,7— moderadamente
(Coprostanol + Colestanol) contaminado

> (0,7 — contaminado
Fonte: Adaptado de Martins et al. (2008)

Para o presente trabalho os seguintes esterois foram escolhidos
de acordo com a sua disponibilidade: colesterol, coprostanol, colestanol
e estigmasterol. A Tabela 2 traz algumas informagdes quanto a estes
compostos.

Tabela 2. Alguns ester6is comumente utilizados para a determinacéo de
contaminacdo e presentes no meio ambiente e que serdo objetos de
estudos no presente trabalho.

Massa
NOME Formula Estrutura Molar
Molecular (9
mol?)
Colesterol
5-Cholesten-3p-ol | Co7Ha60 386.65
Coprostanol
5B-Cholestan-3p- | Cz7H4s0 388.67
ol
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Colestanol
5a-Cholestan-3p3-
ol Co7H480

Estigmasterol
3B-Hydroxy-
24-ethyl-5,22-

cholestadiene
C29H4s0

O coprostanol, como citado anteriormente, é apenas produzido no
intestino de mamiferos superiores, o que faz dele um excelente
biomarcador, pois apresenta uma origem bioldgica inequivoca. Os
demais esterois escolhidos podem vir de diferentes fontes. O colesterol
além de ser oriundo de animais também pode ser encontrado em plantas;
0 colestanol pode se originar da reducdo de esterdis insaturados sob
condicbes anaer6bicas ou também vir diretamente de algas. O
estigmasterol é considerado um fitoesterol, ocorre naturalmente, sendo
encontrado diretamente em diversas espécies de plantas (KILLOPS;
KILLOPS, 2005).

1.3.1 Determinacao de Esterois

Gorduras e 6leos sdo tradicionalmente extraidos de sua matriz
usando extracdo por Soxhlet. O método envolve uma percolacdo

388.67

412.69
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interativa de vapores condensados de um solvente em ebulicdo. A
extracdo com Soxhlet, apesar de simples, é demorada (longas horas de
extracdo), utiliza grandes volumes de solventes organicos e séo
necessarias etapas de evaporacdo e concentracdo apds a extracdo
(Chemat et al., 2017).

Dos métodos descritos na literatura, grande parte inclui
extracOes de no minimo 24 horas em Soxhlet seguido de uma coluna de
fracionamento para o clean up do extrato orgénico e posterior
derivatizagdo (Birk et al., 2012; Carreira et al., 2015; Cordeiro, Carreira
e Wagener, 2008; Hughes e Thompson, 2004). Outros métodos ainda
incluem uma etapa de saponificacdo (Chan et al., 1998; Hudson, Parrish
e Helleur, 2001). Um método por sonicacdo seguido de uma coluna de
fracionamento foi proposto por Dachs et al. (1999). Em trabalhos mais
recentes diversos pesquisadores ja descreveram métodos de extragdo
com liquido pressurizado, (Battistel et al., 2015; Beck, Totsche e Kogel-
Knabner, 2008; Li et al., 2007; Osman e Saim, 2013). Um método que
utilizou um sistema de micro-ondas foi descrito por Bataglion et al.
2016.

Os métodos descritos na literatura, em grande parte utilizam
expressivas quantidades de solvente e tempos de extracdo extremamente
longos. Tais procedimentos vdo em sentido oposto aos métodos
analiticos atuais que procuram diminuir o tempo do preparo de amostra
e reduzir ou eliminar por completo o uso de solventes organicos. A
tabela 3 traz um compilado de desenvolvimento e aplicacdo de métodos
para a determinacéo de esterdis em sedimentos.

Tabela 3. Publica¢fes com desenvolvimento e/ou aplicacdo de
metodologias de determinagdes de esterois , especificando método de
extracdo e deteccdo.

Autor/ Ano Extracdo  Deteccéo
Sherwin et al.1993 Soxhlet GC-MS
Choi et al. 1996 Soxhlet GC- MS
Chan et al. 1997 Soxhlet GC-FID
Dachs et al. 1999 UAE GC- MS

Hudson et al. 2001 Soxhlet GC- MS
Carreira et al. 2004 Soxhlet GC-MS
Hughes et al. 2004 Soxhlet GC-MS
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Li et al. 2007 PLE GC- MS
Beck et al. 2008 PLE GC- MS
Cordeiro et al. 2008 Soxhlet GC- MS
Birk et al. 2012 Soxhlet GC-MS
Matic et al. 2014 UAE GC-MS
Battistel et al. 2015 PLE GC- MS

Carreira et al. 2015 Soxhlet GC- MS

1.4 QUIMICA ANALITICA VERDE

Devido ao fato de a analise de amostras ambientais , em certos
casos, gerarem grande quantidade de residuos e causarem impactos no
meio ambiente e as vezes, até mesmo, gerarem residuos mais tdxicos
gue as espécies que estdo sendo determinadas, as metodologias
analiticas comegaram a ser questionadas em certos aspectos como a
seguranca do operador e o impacto que a andlise poderiam trazer ao
meio ambiente. Com isso surge a Quimica Analitica Verde (QAV) que
aparece em busca de tratamento e diminuicéo dos residuos gerados e a
substituicdo de metodologias poluentes por mais limpas (Armenta,
Garrigues e la Guardia, de, 2008; Gron, 2009).Tobiszewski et al. 2010
dissertaram sob os pilares da QAV e em que etapas da marcha analitica
elas podem ser aplicadas, como por exemplo na amostragem, no preparo
de amostra e no tipo de analise a ser realizada. Em uma publicacdo de
Galuszkaet al. 2013 sugeriram o que seriam 0s 12 principios da QAV:

1. Técnicas analiticas diretas devem ser aplicadas para evitar o
tratamento da amostra;

2. Menor quantidade e nimero de amostras;

3. Medicdes in situ devem ser realizadas;

4. A integracdo de processos analiticos e operagfes que
economizem energia e reduzam o uso de reagentes;

5. Meétodos automatizados e miniaturizados devem ser
selecionados;

6. Derivatizacdo deve ser evitada;

7. A geracdo de um grande volume de residuos deve ser evitada
e a gestdo adequada dos residuos deve ser fornecida;
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8. Métodos multi-analitos ou multi-parametros sdo preferidos
versus métodos que analisem um analito de cada vez;

9. O uso de energia deve ser minimizado;

10. Os reagentes obtidos a partir de fontes renovaveis devem ser
preferidos;

11. Os reagentes toxicos devem ser eliminados ou substituidos;

12. A seguranga do operador deve ser aumentada.

Apesar de ndo se aplicarem a todas as metodologias esses
principios, sempre que possivel, devem ser utilizados para diminuir o
impacto no meio ambiente.

1.4.1 Extracdo Assistida por Ultrassom (UAE)

O ultrassom é uma tecnologia chave para atingir o objetivo da
qguimica verde de realizar uma extragdo sustentavel. A técnica de
ultrassom é bem conhecida por ter um efeito significativo no tempo de
varios processos na industria quimica e de alimentos. No geral, varios
mecanismos tém sido identificados como atuantes na extragéo assistida
por ultrassom: cavitagdo, fragmentagdo, erosdo, efeito sonoro-capilar,
sonoporacdo, estresse de cisalhamento local e destruicdo-
detexturagdo(Chemat et al., 2017).

O banho ultrassénico é o tipo de dispositivo ultrassdnico mais
conhecido que consiste geralmente num tanque de ago inoxidavel com
um ou mais transdutores ultrassdnicos. Banhos geralmente operam a
uma frequéncia de cerca de 40 kHz e podem ser equipados com controle
de temperatura(Chemat et al., 2017). A aplicacdo de ultrassom em
amostras de sedimento ja foi descrita em diversos estudos tais como
Dachs et al. (1999) e em trabalhos do grupo como Frena et al. (2016).

A UAE é uma técnica limpa que evita o uso de grandes
guantidades de solventes. As vantagens da UAE sdo claras em termos de
energia e tempo gastos. Sendo assim, ela se tornadtil em laboratorio
quando é aplicada a métodos de extracdo ambientalmente amigaveis
(Chemat et al., 2017).
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1.4.2 Extracdo em Ponteiras Descartaveis (DPX)

A técnica DPX (extracdo em ponteiras descartaveis) surgiu
como uma técnica de extracdo mais limpa em relacdo as classicas de
andlise. Pode ser incluida entre as técnicas de preparo de amostras
consideradas ambientalmente amigaveis devido a sua reduzida
guantidade de solvente utilizado (Figura 3). Ela é considerada uma
extracdo em fase solida dispersiva, pois consiste de uma ponteira com
dois filtros, um inferior e outro superior, recheada com um material
sorvente (fase extratora). A técnica consiste na aspiracdo da amostra e
uma quantidade de ar. A aspiragdo do ar faz com que ocorra dispersdo
do material sorvente favorecendo um répido equilibrio de sorcdo dos
analitos (Pinto e Queiroz, 2015).

Figura 3.Estrutura de uma ponteira DPX.

U0

Filtro Superior

Ponteira DPX ————

Fase Extratora

Filtro Inferior

Fonte: Autoria Propria.

Diversos materiais podem ser empregados na constituicdo do
material sorvente. Alguns exemplos de ponteiras comercialmente
disponiveis sdo DPX-RP, que possui estireno divinil benzeno como
material sorvente, e a DPX-WAX, que apresenta grupos poliaminos.
Também estdo comercialmente disponiveis ponteiras vazias, sendo
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possivel sintetizar materiais que favorecam a interacdo com o analito de
interesse(Pinto e Queiroz, 2015).

O uso das ponteiras descartaveis constitui de varios ciclos de
aspiracdo e dessorcdo, onde diferentes solucdes sdo aspiradas e depois
expelidas. Normalmente a primeira etapa realizada é o condicionamento
do material sorvente, na qual sdo usados solventes organicos ou até
agua. A necessidade de uma etapa de condicionamento e 0 nimero de
ciclos (aspirar e expelir) ird depender do material sorvente utilizado na
ponteira.

Em seguida é realizada a etapa de extracdo, na qual a amostra
gue contem os analitos de interesse é aspirada e expelida . Nessa etapa
ocorre a dispersdo do material sorvente na amostra, ocorrendo entdo a
extracdo dos analitos que ficardo adsorvidos no material sorvente. O
nimero de ciclos pode ser otimizado até se encontrar a saturacdo do
material sorvente.

ApoOs a extracdo, pode ser realizada uma etapa de limpeza, com
solventes especificos, para retirar os analitos que ficaram adsorvidos,
mas que ndo sdo de interesse, ou poderiam atrapalhar a analise. Em
alguns casos logo apds a etapa de extracdo é realizada a dessorcédo dos
analitos de interesse. Um solvente ou uma mistura de solventes com o
gual os analitos tem mais afinidade do que com a fase extratora, €
aspirado e expelido para que ocorra a dessor¢do do material. O nimero
de ciclos e o tempo desses ciclos sdo parametros a serem otimizados. Na
Figura 4 é apresentado um esquema do processo da DPX com uma etapa
de condicionamento e cinco ciclos de extracao.

Figura 4. (a) Etapas envolvidas no processo da extracdo por ponteiras
descartaveis; (b) processo de aspiracéo e liberacdo na ponteira.

Condicionamento Dessorcio

Extracio

Fonte: Autoria propria.
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O uso de DPX em amostras de sedimento e ou solo foi descrito
por Fernandes et al. (2012) para a determinagdo de pesticidas. Porém,
naquele trabalho, ela foi aplicada no extrato apds a extra¢do pelo método
QUEChERS, sendo utilizada nos processos de pré-concentracdo e
limpeza do extrato.

Tendo em vista que a fracdo organica é rica em lipidios e que
podem interferir na determinacdo dos esterdis, no presente trabalho a
ponteira foi recheada com silica e utilizada com o extrato dos
sedimentos no processo de limpeza e pré-concentragdo dos analitos.
Esse processo foi visto como uma possivel miniaturizacdo da etapa da
coluna de fracionamento comumente utilizadas em analises ambientais
para separacdo de diferentes fracGes de interesse.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolvimento de uma metodologia analitica para a
determinacdo de contaminantes fecais em amostras de sedimentos
utilizando extracdo assistida por ultrassom (UAE) e em ponteiras
descartaveis (DPX) recheadas com silica com detec¢éo por GC-MS.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizacdo da composi¢do da mistura de solventes
utilizada na etapa da UAE.

e Otimizac6es da massa de silica; do tempo e nimero de
ciclos de extracdo; do tipo de solvente, tempo e nimero
de ciclos de dessorcdo da DPX.

e Obter os parametros analiticos de mérito (linearidade,
precisdo, limite de detecgdo, limite de quantificacéo,
exatiddo e robustez) para validar a metodologia
proposta.

o Aplicacdo da metodologia em amostras reais de

sedimentos.
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3 METODOLOGIA
3.1 INSTRUMENTACAO

Um banho ultrassbnico Eco-Sonics (modelo Q3.0/40 de
frequéncia 40kHz) foi utilizado para a UAE. Para o processo de
otimizacdo foi utilizado um cromatégrafo a gas modelo GC 2014
(Shimadzu, Kyoto, Japdo), equipado com detector FID e injetor
split/splitless, utilizando o software GC Solution para aquisicdo e
tratamento dos dados. Para a separacdo foi usado uma coluna capilar
DB-5MS (30m x 0,25 mm x 0,25 um) composta de 95% de
polidimetilsiloxano e 5% de fenila (Agilent J&W GC Columns, Santa
Clara, CA, USA). Como gas de arraste empregou-se gas hidrogénio
ultra puro (99,995%) em fluxo de 1 mL min* Para a realizacdo das
curvas de quantificacdo e analise de amostras reais foi usado um
cromatdgrafo a gas acoplado a um espectrometro de massas modelo GC-
MS-QP 2010 Plus (Shimadzu, Kyoto, Japdo). A separacdo foi feita
numa coluna capilar (Torrance, CA, USA) modelo Rtx®-5MS (30 m x
0.25 mm x 0.25 um de espessura de filme de fase estaciondria). Hélio
ultrapuro foi usado como gas de arraste numa vazao constante 1mL min
1

A separacdo foi feita com a inje¢do de um 1uL no modo splitless,
com a temperatura do injetor em 290°C. A temperatura inicial da coluna
foi de 180 °C, (mantido por 1 min) aumentando a uma taxa de 40
°C/min até 280 ° C (mantida por 2 min) e por fim aquecida a uma taxa
de 1°C/min até 300 ° C (mantida por 2 min).

A temperatura do detector no GC- FID , utilizado nas otimizagdes,
foi de 300°C . No GC-MS temperatura da fonte de ions foi de 250 °C, e
a da linha de transferéncia 290 © C. O espectrdmetro de massa foi
operado no modo de ionizacdo por elétrons( El) a 70 eV. A andlise foi
realizada em modo de monitoramento seletivo de ions (SIM) em duas
janelas, a primeira de 10 a 14,10 min em que os ions selecionados foram
m/z: 43, 55, 57, 81, 95, 107, 215, 233. Para a segunda janela entre 14,10
a 19 min os ifons selecionados foram m/z: 55, 69, 81, 83, 412. Para a
quantificacdo foram escolhidos para o coprostanol e para o colestanol o
fragmento m/z 215, para o colesterol o fragmento m/z 107 e para o
estigmasterol o fragmento m/z 55.
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3.2 MATERIAIS E REAGENTES

Foram preparadas solugdes estoque (2500 pug mlt)  dos padroes
analiticos (colesterol, coprostanol, colestanol e estigmasterol) obtidos da
Sigma-Aldrich. Os solventes organicos hexano, diclorometano,
acetonitrila e acetato de etila utilizados na extracdo e no preparo de
padrdes foram de grau HPLC adquiridos da Tedia (Rio de Janeiro, RJ,
Brasil). As ponteiras DPX foram adquiridas da DPX Technologies ®
sem nenhum material sorvente no interior.

A vidraria utilizada foi deixada de molho em Extran (Merck, Rio de
Janeiro, Brasil) 5% e calcinada a 400°C por 4 horas antes de ser
utilizada. A silica utilizada foi a gel 60 para cromatografia em coluna
0,063-0,2 mm / 70-230 mesh ASTM da marca Macherey- Nagel,
ativada em mufla a 240°C durante 2 horas e mantida em estufa a 70°C.

3.3 PROCEDIMENTOS
3.3.1 Limpeza, Fortificagdo e Extracéo

Os sedimentos usados como matriz foram oriundos de amostras
coletadas por empresas de industria petrolifera e passaram por processos
de limpeza . Os sedimentos eram colocados em banho ultrassénico com
uma solucdo diclorometano:metanol (2:1) durante 30 minutos, o
sobrenadante era descartado e o procedimento realizado quatro vezes.

Para o processo de fortificacdo dos sedimentos, diferentes
quantidades de padrdo de 1 pg ml* dos compostos foram adicionados ao
sedimento ja limpo. O mesmo foi coberto por solvente e mantido sob
agitacdo magnética por duas horas. Apds a agitacdo o frasco foi mantido
fechado por 24 horas para a melhor interacdo dos analitos com o
sedimento e em seguida o frasco foi aberto até a evaporacdo total do
solvente.

Para as extragdes realizadas no ultrassom foram pesados 1 g de
sedimento em um frasco de 20 mL e adicionados 3 mL de solvente
organico (a ser otimizado). O frasco ficou em banho ultrassénico por 30
min e em seguida centrifugado para a decantagdo do sedimento. O
sobrenadante foi retirado e o procedimento realizado em triplicata. O
extrato total foi evaporado e ressuspendido em hexano de acordo com o
volume necessario decorrente dos ciclos de extra¢do da DPX.
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O extrato foi dividido em aliquotas (de acordo com o nimero de
ciclos de extracdo da DPX) de 700 pL. A pipeta era avolumada para 1,0
mL e a ponteira recheada com silica (massa a ser otimizada), passava
por uma etapa de condicionamento com 700 pL hexano e em seguida
pelos ciclos de extracdo (nUmero e tempo dos ciclos a serem
otimizados). Em sequéncia a pipeta era colocada em 400 uL, e 200 pL
do solvente otimizado eram utilizados na etapa de dessorcdo (ciclos e
tempo foram otimizados). A diferenca de volume entre a pipeta e o
volume aspirado serve para garantir que ocorra a entrada de ar e a fase
extratora se disperse no extrato/ solvente de dessorcao.

Figura 5. Esquema de fortificacdo do sedimento. (a) escolha da
guantidade a ser fortificada; (b) adicdo do padréo e solvente necessario
para a cobertura e agitacdo; (c) frasco mantido fechado para a interacdo
dos analitos com o sedimento; (d) abertura do frasco para evaporagéo do

solvente; (e) acondicionamento do sedimento fortificado.
A C E
B
Os solventes selecionados foram acetato de etila (Ac.Etila),

Fonte: Autoria Propria
acetonitrila(ACN) e diclorometano (DCM). O planejamento foi
realizado com 6 experimentos com um ponto central realizado em
triplicata, gerando um total de 9 experimentos. Com os resultados
foi elaborada a construcdo de uma superficie terndria simplex
lattice em funcdo das propor¢des dos solventes e a média
geométrica das areas correspondentes as respostas dos padrdes. As

3.3.2 Etapas de Otimizacao

3.3.2.1 Solvente de Extracdo da UAE
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propor¢fes dos solventes em cada experimento se encontram
resumidas na Tabela 3.

Tabela 4. Planejamento da superficie ternaria para a avaliacdo do
melhor solvente para a extracdo assistida por ultrassom.

Experimentos\ Ac. ACN DCM
Solventes Etila

1 1 0 0

2 0 1 0

3 0 0 1

4 0,5 0,5 0

5 0,5 0 0,5

6 0 0,5 0,5

7 0,33333 0,33333 0,33333
8 0,33333 0,33333 0,33333
9 0,33333 0,33333 0,33333

Para esta otimizacdo 1 g de sedimento foi adicionado a um
frasco juntamente com 3 mL de solvente. O frasco foi submetido a
30 min de banho ultrassénico e depois centrifugado. O
sobrenadante foi retirado com uma pipeta de Pasteur. O
procedimento foi realizado em triplicada. O extrato foi evaporado e
ressuspendido com 3,5 mL de hexano e depois aplicado ao método
DPX com a ponteir recheada com 40 mg de silica , o procedimento
foi realizado com 5 ciclos de extracdo de 30 s e 3 ciclos de
dessorcao de 30 s. Uma solugdo de DCM:MeOH (3:1) foi usada
como solvente de dessorcao.

3.3.2.2 Otimizacdo da DPX

Foi preparada uma solucdo com a mistura dos padrbes
analiticos de coprostanol, colesterol, colestanol e estigmasterol na
concentracdo de 1ug ml2. Essa solucédo foi utilizada em todos os
procedimentos de otimizacéo da DPX.

O planejamento composto central (PCC) foi utilizado para a
otimizacdo das variaveis de extracdo. A massa de silica foi variada
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entre 20 e 60 mg, o numero de ciclos entre 1 e 5 e 0 tempo de cada
ciclo de 10 a 50 s. Utilizando o programa STATISTICA 8 gerou-se
0s experimentos conforme apresentados na Tabela 4. Foram
fixadas as variaveis de dessorcdo em 3 ciclos de dessor¢do de 30 s
e o solvente de dessorgéo foi uma solugdo de DCM:MeOH (3:1).

Tabela 5. Planejamento composto central para a avaliacdo da de etapa
de extracdo da DPX.

Exp.\Variaveis Massa (mg) Ciclos Tempo(s)

1 30 2 20
2 30 4 40
3 50 2 40
4 50 4 20
5 40 3 30
6 30 2 40
7 30 4 20
8 50 2 20
9 50 4 40
10 40 3 30
11 20 3 30
12 60 3 30
13 40 1 30
14 40 5 30
15 40 3 10
16 40 3 50
17 40 3 30

Para a dessorcdo foi utilizado o planejamento Doehlert de duas
variaveis. Nos experimentos foram variados o tempo (10 — 30
segundos) e o numero de ciclos de dessorcdo (1 — 5). O
planejamento se encontra na Tabela 5. Os pardmetros de extracdo
foram utilizados de acordo com os resultados obtidos no PCC.
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Tabela 6. Planejamento Doehlert para a dessorgéo.

Exp.\Variaveis TEMPO (s) CICLOS

1 30
30
20
20
10
10
20
20
20

© 00 N o o A WDN
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O solvente usado para a dessorcdo tambeém foi avaliado por
meio de uma superficie ternaria simplex lattice, onde os
experimentos foram realizados com diferentes proporgdes de
solvente (Tabela 6). Os solventes utilizados foram Ac. Etila,
MeOH e ACN. As condicOes de extracdo e dessorgdo foram de
acordo com as otimizacGes anteriores.

Tabela 7. Planejamento do solvente de dessorgao.

Experimentos\ Solventes Ac. ACN MeOH
Etila
1 1 0 0
2 0 1 0
3 0 0 1
4 0,5 0,5 0
5 0,5 0 0,5
6 0 0,5 0,5
7 0,33333 0,33333 0,33333
8 0,33333 0,33333 0,33333
9 0,33333 0,33333 0,33333
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3.3.3 Validacao da Metodologia
3.3.3.1 Curva Analitica

Segundo o procedimento de fortificacdo descrito, foram
fortificados sedimentos nas concentractes de 10 ng g2, 25 ng g%, 50 ng
g, 100 ng g, 200 ng g%, 250 ng g, 500 ng g%, 625 ng g%, 750 ng g,
1000 ng g* e 1250 ng g*. Esses foram extraidos em quadruplicata
segundo as condicdes previamente otimizadas e analisados por GC-MS.

As figuras analiticas de mérito foram obtidas através da curva de
calibracdo na matriz. Os limites de quantificacdo (LOQ) foram definidos
como o primeiro ponto da faixa linear da curva e 0s limites de deteccdo
(LOD) foram definidos como o LOQ dividido por 3,3.

Os mesmos sedimentos utilizados para a curva analitica, extraidos
de maneira otimizada, foram utilizados nos ensaios de precisdo e
exatiddo por meio da recuperacdo das amostras fortificadas com as
concentracBes de 250, 750 e 1000 ng g*. Os valores das areas obtidos a
partir dos cromatogramas foram aplicados nas respectivas equacfes da
reta para cada analito. Valores de recuperagdo entre 60 e 115% foram
considerados aceitaveis seguindo as recomendagdes da AOAC (AOAC,
2012).

Para a precisdo foram realizados ensaios intradia e interdia, todos
eles em triplicata. Os valores foram considerados aceitaveis para desvio
padrdo relativo de até 20%.

3.3.3.2 ROBUSTEZ

Para a determinacdo da robustez foi realizado o teste de
Youden. Sete parametros (Tabela 7) foram analisados em dois niveis,
alto (+) e baixo (-). Foram tomados como normais os fatores
previamente otimizados e usados no método. O planejamento foi feito
de acordo com Placket e Burman que gerou um total de 8 experimentos
apresentados na Tabela 8 . O método de Lenth foi aplicado para avaliar
0s principais efeitos das variaveis.
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Tabela 8. Variacdes dos parametros utilizados no teste de robustez.

Parametro Método ) (+)

Massa de Silica (mg) 50 48 52
Massa de Solo (g) 1 09 11
Tempo de Extracdo(s) 10 9 11
Tempo de Dessorcao (s) 20 18 22
Temperatura do Injetor (°C) 290 288 292
Tempo de Ultrassom (min) 30 28 32
Volume de Injecdo (uL) 1 09 11

Tabela 9. Planejamento dos experimentos de robustez segundo
Placket e Burman.

Parametro/ 1 2 3 4 5 6 7 8
Experimento

Massa de 52 52 52 52 48 48 48 48
Silica (mg)

Massa de 11 11 09 09 11 11 09 09
Solo (g)

Tempo de 11 9 11 9 11 9 11 9
Extracdo

DPX (s)

Tempo de 22 22 18 18 18 18 22 22
Dessorcao (s)
Temperatura 292 288 292 288 288 292 288 292
do Injetor

(°C)

Tempo de 32 28 28 32 32 28 28 32
Ultrassom

(min)

Volume de 117 09 09 11 09 11 11 09
Injecdo (pL)
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3.3.4 Aplicacdo do Método

O método foi aplicado a amostras coletadas em Laguna, Santa
Catarina, na Praia do Mar Grosso proximo ao emissario submarino da
CASAN. A amostragem de 32 pontos foi realizada em marco de 2018.
O objetivo da determinacdo dos esterois € avaliar a resposta das
associacOes bénticas, meiofauna e macrofauna, a disposi¢do oceanica de
esgoto sanitario pelo emissario submarino. Dentre os pontos recebidos
seis foram escolhidos ao acaso para a aplicacdo do método: pontos 2,
10,14,15,16 e 17. A Figura 6 mostra a localizag¢do dos pontos de coleta
das amostras.

As amostras foram liofilizadas e passaram pelo processo de
extracdo em ultrassom e DPX ja validados.

Figura 6. Amostragem concéntrica ao redor do emissario realizada na
Praia do Mar Grosso em Laguna- SC.

Fonte: Cedida por Thabata Fernandes Candido
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4 RESULTADOS.

A fim de verificar a presenca de interferentes na matriz
(sedimento) foi realizado o processo de extracdo descrito no item 3.3.1
. Néo foram detectados interferentes que poderiam atrapalhar na analise
dos esterois, entdo, o0 mesmo foi utilizado para os demais processos.

A fortificacdo do sedimento foi avaliada pelo procedimento de
fortificagdo na concentracdo de 1000 ng g' e em seguida pelo
procedimento de extracdo. Verificou-se também a separacdo dos
analitos no programa de temperatura realizado. Na Figura 7 encontra-se
o cromatograma do branco (linha vermelha) e da fortificacdo ( linha
preta) com a identificacdo de cada analito.

Figura 7. Cromatograma obtido para o branco e para fortificacdo da
matriz pela injecdo de 1uL na concentracdo de 1000 ng g*. Analitos: (1)
coprostanol; (2) colesterol; (3) colestanol; (4) estigmasterol
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O processo de fortificacdo de sedimentos ja foi questionado quanto
a sua veracidade perante ao processo que realmente ocorre em
ambientes aquaticos. Zhou e Liu(2000) demonstraram que o equilibrio
entre a fase aquosa e as particulas de sedimentos para o dietilhexilftalato
ocorre entre 6-16 horas , mostrando que o processo de adsorcdo das
moléculas organicas hidrofobicas ja estaria completo nesse periodo.
Portanto o periodo de 24 horas usado para a fortificagdo demonstra-se o
suficiente para que as interages ocorram.

4.1 SOLVENTE DE EXTRAGCAO DA UAE

A escolha dos solventes se deu de acordo com os solventes
normalmente utilizados em extracdes dos esterdis. Havendo a limitacdo
da impossibilidade da utilizagdo de solventes préticos devido ao fato
deles desativarem a silica previamente ativada. Nesse caso utilizaram-se
solventes que possuiam forcas cromatogréficas semelhantes.

A superficie ternédria correspondente & otimizacdo realizada
mostrou que a melhor resposta foi obtida com o diclorometano puro
(Figura 8 ). A superficie que seguiu 0 modelo quadratico gerou um
coeficiente de determinagéo (R?) de 0,9086.

O DCM, o solvente menos polar, que apareceu como melhor
solvente de extracdo, pode ser justificado pela baixa polaridade dos
esterdis, que, devido as grandes cadeias hidrocarbbnicas presentes
diminuem a polaridade da molécula.
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Figura 8. Superficie ternaria para o solvente de extragdo da UAE
(fortificacdo 1pg g*; condicbes da DPX: 40 mg de silica, 3 ciclos de
extracdo de 30 s, 1 ciclo de dessorcdo de 30 s e solugdo Ac. Etila :
MeOH 3:1 (v/v) usada na dessorgao),

DCM

M > 7E5
M < 7E5
I < 6E5
[ <5E5
[ < 4E5

-~ 9 o I < 355
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 B < 255

Ac. Etila ACN

4.2 VARIAVEIS DE EXTRACAO DA DPX

As respostas obtidas no planejamento do composto central, que
levou em consideracdo o tempo, o nimero de ciclos e a massa de silica,
gerou as superficies de respostas mostradas na Figura 9. Obteve-se um
R2 de 0,95626 para as superficies.



54

Figura 9. Superficies de respostas: (a) ciclos x massa, (b) tempo x massa e (c)tempo x ciclos (Fortificacdo 1ug g*,
solvente de dessorcdo Ac Etila:ACN 3:2(v/v), 1 ciclo de dessorcédo de 30 segundos),

-1
-1
il -os
] <06
<04
Bl <02
Bl <0
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O melhor resultado obtido para a massa foi de 50 mg de silica. Na
superficie apresentada na Figura 6a 0 valor de 60 mg apresentou bons
resultados, porém, ao ser adicionado volume de solvente utilizado para
a dessorcdo (200 pL) percebeu-se que o recobrimento da silica ndo se
completava e ndo ocorria uma dispersdo da silica no solvente, sendo
assim a massa de 50 mg se mostrou mais adequada.

Os ciclos de extragdo mostraram-se numa razdo crescente de
acordo com o nimero de ciclos. Cinco ciclos foram escolhidos por uma
melhor frequéncia analitica e foram obtidas respostas satisfatorias.

A resposta analitica ndo foi afetada pelos diferentes tempos de
extracdo, como visto na Figura 6, principalmente no diagrama C, no
qual é possivel observar que a variagdo do tempo ndo afetou na resposta.
Escolheu-se entdo o tempo de 10 s, que se mostrou o tempo necessario
para a dispersdo da solucdo na silica e a extragdo dos compostos. Outros
trabalhos ja publicados mostram que o tempo de extracdo ndo afeta a
resposta analitica. Em alguns casos como descrito por Mafra et al. 2018
e Scheidweiler et al. 2016 um valor minimo de tempo foi fixado,
enquanto em outros casos como Chaves et al. 2015 e Guan et al. 2010 o
tempo nem foi levado em consideracdo e apenas foram contados o
namero de ciclos.

A etapa mais importante possivelmente € a dispersdo da silica na
amostra, onde o ar entra e faz com que ocorra essa mistura, 0 que acaba
fazendo com que o tempo de contato da silica e da amostra ndo seja
determinante.

4.3 VARIAVEIS DE DESSORCAO

A otimizacdo do nimero de ciclos e tempo de dessorcdo obtidos por
meio do planejamento Dohlert gerou uma superficie com um R2 de
0,81568 (Figura 7).
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Figura 10. Superficie gerada na otimizacéo de nimero de ciclos e tempo de dessorcéo. (fortificacdo 1ug g*;50 mg
de silica; 5 ciclos de extracdo de 10 s, solvente de dessor¢do Ac Etila:ACN 3:2[v/v]).
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Como visto na superficie as melhores respostas foram obtidas no
tempo de 20 s e com 2 ciclos de dessor¢do. Quanto maior o nimero de
ciclos era foi possivel observar que ocorria um maior espalhamento da
silica na ponteira, que permanecia aderida a superficie da ponteira onde
0 solvente ndo recobria, causando assim, uma perda na resposta obtida.

O solvente de dessorcdo otimizado obtido por meio da superficie
ternaria (Figura 11), foi uma mistura com 60% de acetato de etila e 40%
de acetonitrila. O R2 obtido para a superficie foi de 0,9887.

Figura 11. Superficie ternaria dos solventes de dessorcao.(fortificacdo
1ug g1;40 mg de silica; 3 ciclos de extragdo de 30 s, 1 ciclo de
dessorcao de 30 segundos)
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A combinacdo de solventes Ac.etila e ACN, se mostrou forte o
suficiente para desfazer as interagdes dos compostos com a silica, e
fazer com que eles fossem liberados no solvente de dessorgdo.
Utilizando uma tabela de forca cromatografica dos solventes em relacdo
a silica, é possivel verificar que a forca da mistura se aproxima muito do
valor da mistura de solvente que normalmente é usada em colunas de
separacao (Ac. etila: MeOH (3:1)) para separar a fracdo dos esterdis.

O uso de solventes ndo tdo polares pode favorecer a separacdo dos
esterdis de &cidos graxos, compostos que geralmente coeluem em
andlises cromatograficas de extratos organicos de sedimentos.
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4.4 PARAMETROS ANALITICOS DE MERITO

Com o método otimizado e aplicado para a construcdo da curva
analitica os pardmetros analiticos de mérito foram determinados e estdo
apresentados na Tabela 10. A faixa linear variou de 25pg kg™ a 1000 ug
kg™t com LOD entre 7,6 ug kg e 75,8 ug kg™ e LOQ de 25 a 250 pg kg
1. Os coeficientes de correlagdo variaram entre 0,9908 e 0,9983.

Os resultados de exatiddo e precisdo sdo apresentados na Tabela
11. Os ensaios de recuperagcdo mostraram resultados variando entre 78%
e 114%. Considerando que a calibracdo e a recuperacdo foram feitas
diretamente na matriz, os resultados obtidos foram satisfatérios e de
acordo com o0s encontrados na literatura. A precisdo intradia variou
entre 0,5 e 10% e a precisao intradia entre 2 e 16% .



Tabela 10. Parametros analiticos de mérito

oo Log el
Analitos kg kg - R2 Equacio da Reta
(hgkg™) (ngke™) (4 kgD quag
Coprostanol 75,8 250 250-1000 0,9938 y =104,18x — 25170
Colesterol 7,6 25 25-1000 0,9908 y = 164,25x + 12400
Colestanol 75,8 250 250-1000 0,9938 y =412,72x — 101868

Estigmasterol 75,8 250 250-1000 0,9983 y =201,1x — 38315
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Tabela 11. Ensaios de Exatidao e Precisao.

Analito Fortificacdo Recuperacéo Precisdo Precisédo
(ng kg?) Relativa (%) Intradia(%) Interdia(%o)
(n=3) (n=9)

Coprostanol 250 114 1 2
750 81 2 11

1000 101 10 7

Colesterol 250 78 2,5 2
750 105 1 16

1000 96 6 10

Colestanol 250 114 2 9
750 79 0,5 15

1000 100 9 16

Estigmasterol 250 108 4 2
750 95 4 5

1000 107 9 11
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Os valores de recuperagdo entre 78 e 114% estdo de acordo com
0s encontrados em trabalhos publicados mais recentemente nos quais 0s
percentuais de recuperacdo para sedimentos variaram de 45 a
130%(Gonzélez-Gaya et al., 2018; Santos, Santos e Andrade, 2018;
Wang et al., 2018; Zhao et al., 2018)

4.5 ROBUSTEZ

Os ensaios de robustez geraram os graficos de Lenth (Figura 12 )
e Daniel (Figura 13). Pelo grafico de Lenth é possivel ver que 0s
sete fatores analisados ficaram abaixo do erro marginal (ME) e do
erro marginal simultaneo (SME).

Figura 12. Gréfico de Lenth
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O erro marginal é levado em consideracdo quando s6 um fator
esta sendo analisado, se usado como parametro quando mais de um
estd em anélise, esse pode dar um resultado falso positivo. Como
foram realizados testes com sete fatores utilizou-se o erro marginal
simultdneo e o erro marginal juntos diminuindo a chance de
resultados falso positivos e falso negativos. O teste t aplicado
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mostrou que todos os valores calculados ficaram abaixo do t critico
comprovando que os resultados estdo dentro do intervalo de
confianga de 95% (Leonardi et al., 2015).

Figura 13. Gréfico de Daniel
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O gréafico de Daniel ¢ analisado através da linha imaginaria que
resulta dos valores obtidos dos sete fatores, quanto mais afastado
os fatores da linha imaginaria mais representativos eles sdo. A
analise de ambos os graficos demonstra que nenhum fator tem
muito impacto sobre a resposta analitica mostrando que o método
desenvolvido ndo apresenta variacBes significativas perante as
pequenas alteracbes no método.
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4.6 APLICACAO DO METODO

O método aplicado mostrou a presenca apenas de colesterol em
quatro das seis amostras coletadas na regido da Laguna. O tempo de
retencdo diferenciou um pouco do padrdo, porém todas os fragmentos
correspondentes ao colesterol se encontraram presentes (Figura 14).

Figura 14.Cromatograma obtido por GC-MS para as amostras
analisadas.
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A Tabela 11 traz os valores encontrados para cada amostra
quantificada com os fragmentos citados em 3.1 .

Tabela 12. Analitos presentes nas amostras coletadas.

Amostra\ Coprostanol Colesterol Colestanol Estigmasterol

Analito (ng kg?)
2 <LOD 46,5 <LOD <LOD
10 <LOD <LOQ <LOD <LOD
14 <LOD <LOD <LOD <LOD
15 <LOD <LOD <LOD <LOD
16 <LOD 30,3 <LOD <LOD

17 <LOD 38,3 <LOD <LOD
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4.7 COMPARACAO COM METODOS DA LITERATURA

A tabela 13 traz, metodologias descritas na literatura para a
determinacdo de esterois. E possivel verificar que essas metodologias
sdo laboriosas e envolvem vérias etapas. Destacam-se o tempo de
extracdo e o volume de solventes dessas metodologias e , alguns casos, a
presenca da etapa de derivatizacdo essas caracteristicas refletem
claramente as vantagens da metodologia desenvolvida.

Tabela 13. Comparacao entre trabalhos publicados o trabalho
desenvolvido.

Autor Extracdo Etapas Derivatizacdo Volume

de
Solvente
(mL)
Este UAE 2 NAO 13,1
Trabalho (1h30min)
Battistel PLE 3 SIM 90
etal.
2015
Birk et al. Soxhlet >5 SIM 150
2012 (36h)
Lietal. PLE (24h) 3 SIM 200
2007
Matic et UAE 3 NAO 30 +

al. 2014 HPLC
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5 CONCLUSAO

A metodologia sugerida para identificagdo de contaminagéo fecal
através da determinacdo do biomarcador fecal coprostanol, e os esterdis
colesterol, colestanol e estigamsterol, mostrou-se valida. Foram obtidos
limites de deteccdo e quantificacdo , que segundo a literatura existente,
seriam o suficiente para determinar uma contaminacdo. A metodologia
mostra que a analise de sedimentos, normalmente consumidora de muito
tempo e reagentes, pode ser feita de um a maneira mais “limpa”.
Enquanto trabalhos descritos na literatura utilizam centenas de mililitros
de solventes organicos e inimeras etapas de preparo de amostra para
cada andlise feita, o que inclui normalmente uma etapa de
derivatizagdo, este trabalho utiliza apenas 13,1 mL de solventes
organicos, num tempo de preparo de amostra de aproximadamente 1
hora e 30 minutos. Os valores de precisdo e exatiddo se mostraram
equiparaveis as metodologias mais classicas e 0 método, apesar de
simples, se mostrou robusto, ndo sendo influenciado por pequenas
alteragdes.

As caracteristicas da metodologia proposta fazem com que ela
esteja de acordo com a tendéncia das metodologias atuais na quimica
analitica: a miniaturizacdo dos processos. A pequena quantidade de
amostra necessaria, 0 pequeno volume de solvente utilizado (se
comparado a métodos de analise de sedimentos), 0 menor tempo do uso
dos instrumentos, 0 menor tempo de contato do analista com a amostra e
o fato de ndo existir uma etapa de derivatizacdo fazem com que a
metodologia se torne mais “verde”.

Sendo assim, um método com limites de deteccdo e quantificagdo
satisfatérios; boa precisdo e exatiddo; robusto e mais “limpo” foi
proposto como uma boa opcdo para a determinacdo de esterdis em
amostras de sedimentos.
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