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RESUMO

Um método analitico sensivel foi desenvolvido para extracédo e determinacao
simultanea de cinco ésteres de ftalatos, dimetilftalato (DMP), dibutilftalato
(DBP), butilbenzilftalato (BBP), dietilexilftalato (DEHP) e dnoctilftalato (DNOP)
em amostras de lodo de esgoto. Foram otimizados os critérios de execu¢éo do
método: volume de agua, fase extratora, tempo de congelamento, modo de
agitacdo e clean up adicional, para extracao utilizando a técnica ESL-PBT. O
método otimizado consistiu em 4 mL de agua, fase extratora composta de
ACN/ACT, 90 minutos de congelamento, 30 seg de agitacdo em vortexe sem
clean up adicional. Os resultados experimentais demonstraram porcentagens
de extracéo de 102,64+4,56 a 139,08+10,8 para todos os ftalatos. A condi¢cao
cromatografica e a selecdo de ions para cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-EM), também foram avaliadas para
determinacdo simultdnea dos analitos em uma Unica inje¢do. A quantificacéo
da concentracdo dos ftalatos DBP e DEHP presentes na amostra inicial foi
realizada pelo método da adicdo de padrdo. O LQ para os compostos DMP,
BBP e DNOP foi de 40 ug Kgt. O método foi aplicado com sucesso para
detectar os cinco ftalatos e quantificar a ocorréncia de trés ftalatos em lodo de

esgoto de seis cidades de Minas Gerais.

Palavras-chave: Ftalatos. Lodo de esgoto. ESL-PBT. CG-EM.



ABSTRACT

A sensitive analytical method was optimized for simultaneous extraction and
determination of five phthalate esters, dimethylphthalate (DMP),
dibutylphthalate (DBP), butylbenzylphthalate (BBP), diethylylphthalate (DEHP)
and dnoctylphthalate (DNOP) in sewage sludge samples. Were optimized the
criteria of method execution: water volume, extractive phase, freezing time,
agitation mode and additional clean up for extraction using the SLE-LTP
technigue. The optimized method consisted of 4 mL of water, extractive phase
composed of ACN / ACT, 90 min of freezing, 30 sec of vortexing and without
additional clean up. The experimental results demonstrated extraction
percentages of 102.64 + 4.56 to 139.08 + 10.8 for all phthalates. The
chromatographic condition and the selection of ions for gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC-MS) were also evaluated for simultaneous
determination of the analytes in a single injection. The quantification of the
concentration of the phthalates DBP and DEHP present in the initial sample
was performed by the standard addition method. The LQ for the DMP, BBP and
DNOP compounds was 40 ug kgt. The method was successfully applied to
detect the five phthalates and to quantify the occurrence of three phthalates in

sewage sludge from six cities of Minas Gerais.

Keywords: Phthalates. Sewage sludge. SLE-LTP. GC-MS.
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1. INTRODUCAO

O lodo de esgoto € um subproduto produzido pelas estacBes de
tratamento de esgoto (ETE’s) em grande quantidade. A elevada produgao
desse residuo tem gerado problemas com relagdo a sua destinacdo, pois as
formas de manejo mais comuns, como destinacdo em aterros sanitarios e
incineracdo, podem causar danos ambientais e a saude publica (KRUGER et
al., 2014).

Outras formas de manejo do lodo de esgoto vém sendo estudadas de
modo a minimizar o impacto ambiental causado pelas praticas usuais. Dentre
elas, a destinacdo agricola tem sido apontada como uma alternativa viavel
tanto economicamente quanto no ambito ambiental. O lodo de esgoto
apresenta quantidades de matéria organica e elementos essenciais as plantas
que podem reduzir os custos de producdo reduzindo a quantidade de
fertilizantes minerais a serem utilizados (LEMAINSKI et al., 2006). Entretanto,
essa prética pode ser perigosa se ndo forem tomadas medidas de precaugéo
com relacdo a presenca de patdgenos, metais pesados e contaminantes
organicos que pode haver nesse residuo (BENJAMIN et al., 2015; CIESLIK et
al., 2015).

No Brasil, a resolugdo CONAMA n.° 375 de 2006, define critérios e
procedimentos para o0 uso agricola do lodo de esgoto e dispbe a respeito das
substancias a serem determinadas antes da sua aplicacdo no solo, dentre elas
estdo os ésteres de ftalato que séo as substancias de interesse deste trabalho.
A resolucdo estabelece concentracdes maximas dessas substancias que
podem estar contidas no lodo de esgoto antes de sua aplicacdo. Dos cinco
ftalatos estudados neste trabalho, apenas trés possuem limites méximos
estabelecidos pela resolucéo, sdo estes: Dimetilftalato (DMP), Dibutilftalato
(DBP) e o Dietilexilftalato (DEHP).

Ftalatos séo substancias quimicas comumente utilizadas na industria de
bens de consumo, na forma de plastificantes. Essas substancias podem estar
presentes em cosmeéticos, produtos infantis, utensilios médicos, embalagens
de alimentos, dentre outros (BENJAMIN et al., 2015).
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Existem diversas técnicas para determinagdo de substancias organicas,
como soxhlet, ultrassom, micro-ondas, dispersdo da matriz em fase sélida,
dentre outros, sendo estas utilizadas em matrizes ambientais, alimentares e
biolégicas. Entretanto elas sdo consideradas dispendiosas, pois demandam
um elevado consumo de solventes, maiores tempos de analises ou séo
consideradas de alto custo (CITULSKI E FARAHBAKHSH, 2010). Portanto, ha
necessidade de se desenvolver o estudo de técnicas analiticas que permitam
andlises confiaveis na determinagéo de riscos associados a aplicagdo do lodo
de esgoto e consequentemente, oferecendo maior subsidio para uma
regulamentac&@o nacional. A proposta deste estudo é otimizar e validar uma
técnica de extracdo de ftalatos em lodo de esgoto, de baixo custo e menor
tempo de analise, para quantificacdo de ftalatos na matriz lodo de esgoto
proveniente de ETE’s de diferentes cidades utilizando a técnica de extragéo
sélido-liquido com purificacdo em baixa temperatura (ESL-PBT) e andlise por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Lodo de esgoto e uso agricola

O lodo de esgoto é um residuo proveniente do tratamento de aguas
residuais, altamente complexo quanto & composi¢éo. A sua producéo mundial
tende a aumentar e por consequéncia cresce a preocupacdo a respeito da
destinacdo correta desse residuo (KRUGER et al., 2014). Segundo esse
mesmo autor, a producdo mundial anual de lodo excede 30 milhdes de
toneladas (massa seca).

Diante desse quadro, cresce também a preocupac¢do relacionada a
destinacéo desse residuo para que o lodo de esgoto ndo se torne um problema
ambiental. As destinagbes mais comuns sdo a disposicdo em aterro e a
incineracdo, porém ndo sdo as mais adequadas ambientalmente. Outras
destinac¢des tém sido estudadas, como o reuso industrial (fabricagdo de tijolos,
cerAmica e cimento), producdo de combustivel (KWON et al., 2013),
recuperacao de solos, uso agricola e florestal (BETTIOL E CAMARGO, 2006),
matéria-prima para producgéo de clinquer (LIU et al., 2015), dentre outras. De
forma que o uso agricola tem sido apontado como uma das alternativas mais
sustentaveis (OLOFSSON et al., 2012) e, por isso, sendo bastante utilizada
(STASINAKIS, 2012).

Kelessidis e Stasinakis (2012) compararam os diferentes tipos de
disposicéo do lodo de esgoto em paises europeus e relataram que 41% sao
utiizados na agricultura e 12% em compostagem, o0 que também é
considerado utilizacdo agricola, totalizando 53% de reuso do lodo na
agricultura. Nos Estados Unidos e no Canadad mais de 40% do residuo
produzido séo utilizados na agricultura (CITULSKI E FARAHBAKHSH, 2010).

O uso agricola do lodo de esgoto esta baseado na levada quantidade de
matéria organica presente em sua composicdo, com alto teor de nutrientes
para as plantas, auxiliando no condicionamento e fertilizacdo do solo
(OLOFSSON et al, 2012), além de ser uma alternativa viavel
economicamente, pois, se utilizado da maneira correta, pode substituir a

utilizacé@o de fertilizantes industriais.
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Entretanto, sua utilizacdo como suplementacéo no solo tem gerado uma
grande preocupacdo, devido a presenca de metais pesados, contaminantes
organicos e patégenos que podem estar presentes nesta matriz (LANGDON et
al.,, 2011; KRUGER et al., 2014), podendo acarretar danos ambientais as

plantas, animais e a saide humana.

2.2. Contaminantes organicos em lodo de esgoto

Diversos contaminantes orgénicos estdo presentes em bens de
consumo, hospitais e indUstrias e, consequentemente, estdo presentes no
esgoto tratado pelas estacdes de tratamento municipais. Alguns desses
compostos sdo removidos durante o tratamento, por degradacdo ou
evaporacao, mas outros sao altamente lipofilicos e/ou tém alta afinidade com
0 lodo e podem permanecer nesse residuo em altas concentracbes
(LANGDON et al., 2011; PETRIE et al., 2015).

A resolucdo CONAMA n.° 375 de 2009 lista as principais substancias
organicas a serem determinadas em lodo de esgoto ou produto derivado e
define concentracdes maximas que podem estar presentes nesses residuos,
como o0s benzenos clorados, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos,
poluentes organicos persistentes, fendis clorados e ndo clorados e ftalatos.
Grande parte desses contaminantes ja foi quantificada em lodo de esgoto
(ELSGAARD, 2010; LANGDON et al., 2011). Apesar disso, de acordo com
Petrie et al. (2015) a maior parte do lodo utilizado na agricultura é aplicada
diretamente no solo sem uma avaliacdo da presenca de contaminantes
organicos, o que pode acarretar severas consequéncias prejudiciais ao meio
ambiente e & salde humana.

A quantidade de lodo que vem sendo produzida, aliada a sua utilizacéo
na agricultura, demanda uma necessidade de obter métodos de determinagéo
de compostos organicos, que auxiliem na identificacéo e quantificagcdo desses
compostos, oferecendo embasamento cientifico a legislacdo (KRYSELL et al.,
2008).
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2.3. Ftalatos

O uso de ftalatos em bens de consumo vai de materiais de construcéo,
garrafas plasticas, embalagens de alimentos, aparelhos médicos, produtos
infantis, produtos de higiene pessoal, dentre outros, conferindo maior
flexibilidade e processabilidade a esses produtos (KRAUSKOPF, 2003; VIEIRA
etal., 2011).

De acordo com Brown et al. (1996), 88% dos plastificantes usados em
PVC (Policloreto de vinila) s&o do grupo dos ftalatos. O DMP e o DBP (FIGURA
2, PAG. 22) sdo geralmente encontrados em produtos repelentes para insetos,
aplicados diretamente sobre a pele, caracterizando-se 0 acesso a esses
contaminantes por via cutanea, sendo o DBP mais resistente a a4gua que o
DMP (GU et al., 2009). O DBP, além de plastificante, também ¢é utilizado como
aditivo em adesivos, tintas para impressoras e cosméticos, sendo proibido em
cosmeéticos na Unido Europeia (KANECO et al., 2006). Os ftalatos ndo estédo
guimicamente ligados a seus polimeros, portanto, tendem a transferir-se da
matriz ao meio ambiente (WU et al., 2013).

Os ftalatos sao derivados do acido benzenodicarboxilico. Consistem
basicamente de um anel benzénico ligado a dois grupos ésteres e, geralmente,
possuem aspecto de 6leo vegetal, sdo incolores e inodoros. Comercialmente,
séo produzidos a partir do anidrido ftalico, obtido pela oxida¢do no naftaleno,
através do processo de esterificagdo em que um &cido carboxilico reage com
um &lcool produzindo éster e &gua, utilizando um acido mineral como
catalisador, como o Acido sulfurico (H2SO4) e o &cido cloridrico (HCI)
(LOUREIRO, 2002). O processo de preparacdo desses compostos esta

demonstrado na Figura 1.
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Figura 1. Processo de esterificacdo do anidrido ftalico
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Fonte: Elaborada pela autora, 2016.
Neste estudo, seréo avaliados cinco tipos de ftalatos: DMP, DBP, BBP,
DEHP e DNOP. Suas respectivas propriedades quimicas estdo descritas na

Tabela 1.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas dos ftalatos avaliados neste trabalho

Ftalato Ponto de Solubilidade em agua Log K
ebulicéo (°C) oct/agua
—log Cip** (w) Hg mL*

DMP 284 1,646 4,5x104 1,53/1,83
DBP 340 4,402 1,01 4,57/ 4,37
BBP 370 5,18 <100 4,91/ 4,59
DEHP 384 6,374 4,1x102 9,64/ 7,06

DNOP 220 6,137 <100 6,99

Fonte: Adaptado de Loureiro (2002).

—log Cj* (w): Solubilidade em agua;
pg mL1: Solubilidade e agua;

Log K ocvagua: Coeficiente de particdo octanol/agua.
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Na Tabela 1, observa-se que os ftalatos apresentam baixa solubilidade
em agua e baixa volatilidade em condi¢des normais de temperatura e pressao
(TABELA 1). Aqueles nos quais se predomina estrutura lipofilica séo os mais
aplicados na indudstria, como o DEHP. A solubilidade em agua pode ser medida
em —log Cw$® ou pg mL-1. O primeiro parAmetro mede a saturagdo do composto
na agua sob a forma logaritmica, enquanto o segundo demonstra de forma
mais direta essa solubilidade. O coeficiente de particdo octanol/agua (Log K
octiagua) Mede a tendéncia do analito de permanecer na fase orgénica ou na
aquosa, também refletindo o carater lipofilico do composto. As estruturas
guimicas dos compostos avaliados neste estudo estédo apresentadas na Figura
2.
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Figura 2. Estruturas quimicas dos ftalatos avaliados neste trabalho. DMP:
Dimetilftalato, DBP: Dibutilftalato, BBP: Benzilbutilftalato, DEHP:
Dietilexilftalato, DNOP: Dinoctilftalato.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2016.
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2.4. Ftalatos e riscos associados

Ftalatos sdo considerados contaminantes e estdo presentes em
produtos de higiene pessoal, hormbnios e subprodutos industriais. Sao
considerados compostos de desregulacdo enddécrina, carcinogénicos e de
toxicidade reprodutiva (PETROVIC et al., 2002; PETRIE et al., 2015), além de
serem classificados entre os de maior nivel no ambiente em relacdo a outros
compostos de desregulacdo endécrina (SANCHEZ-AVILA et al., 2012).

As vias de contaminacdo por ftalatos podem ser inalatéria, pela
utilizacdo de ftalatos para prolongar a fragrancia; oral, através do contato dos
alimentos com plasticos filme e PVC ou objetos diretamente levados a boca,
como produtos infantis; cutanea, pela aplicagdo direta na pele de produtos de
higiene pessoal que contenham ftalatos e parenteral, esta Ultima podendo
ocorrer devido a utilizagdo de materiais médicos em PVC.

Duas classes de substancias sdo consideradas desreguladoras
enddcrinas, podendo ser naturais e artificais. De forma natural ha algumas
substancias no corpo humano e de outros animais além de fitoestrogénios em
plantas.

A Agéncia de protecdo ambiental americana (EPA) estabeleceu um
limite maximo de ftalatos em agua em 6 pg L%, e o uso de plastificantes em
produtos infantis que podem ser levados a boca foi proibido (CHEN et al.,
2004). A OSHA (Occupational Safety and Health Administration) admite 850
pug gt para o DBP e 5x102 ug glpara o DEHP como niveis aceitaveis de
exposicdo em ambiente de trabalho. No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) denota que plastificantes ndo devem conter mais
que 1% em peso de ftalato de dibenzila, e para embalagens de alimentos que
contenham mais de 5% de gordura, o uso é permitido até o limite de 3% da
matéria plastica.

Saillenfait et al. (2008) realizaram um estudo para determinar se a
exposi¢ao intrauterina ao DBP acarretaria alterages no sistema reprodutivo
masculino de ratos. Foram verificados, hispospadias (malformacdo congénita
do meato urinério no sexo masculino), prepucio fendido (pénis cuja pele néo

cobre a cabega), criptorquidia (ndo descida dos testiculos) e lesdes
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histopatolégicas nos testiculos. Transandeet al. (2013) relacionaram o
aumento da resisténcia a insulina em adolescentes com concentragdes de
DEHP na urina. DEHP é o ftalato mais utilizado na industria para embalagem
de alimentos. Clarke e Smith (2011) relataram ameacas a saude humana e ao
meio ambiente devido ao uso de lodo de esgoto no solo contendo compostos
desreguladores enddcrinos.

Elizalde et al. (2012) identificaram a presenca de ftalatos em sabonetes,
cremes e desodorantes, com efeitos adversos durante a gravidez. Foi
verificada diminuigdo do tempo gestacional, diminui¢gdo do perimetro cefalico,
térax, abddmen e peso dos recém-nascidos. A exposicao a ftalatos durante o
pré-natal também foi associada a anemia em bebés e menor distancia ano
genital, caracteristica de feminizacdo (SWAN et al., 2005). Também foram
relatados baixos niveis de testosterona em homens adultos, associados ao
aumento da prevaléncia da obesidade, resisténcia a insulina e diabetes
(STAHLHUT et al., 2007).

Ha pesquisas a respeito da presenca de ftalatos em matrizes ambientais
como 4guas residuais, solo, planta, atmosfera, identificando seu destino no
ambiente. O estudo desses compostos em lodo de esgoto tem sido realizado
de forma lenta devido a composicdo complexa dessa matriz e das
interferéncias associadas que dificultam a determinacéo, por isso uma eficiente
etapa de clean up requer atencdo especial nesses trabalhos (PETROVIC et
al., 2002; CITULSKI E FARAHBAKHSH, 2010, BENJAMIN et al., 2015).

2.5. Ftalatos em lodo de esgoto

Dentre os compostos originarios de aplicages industriais, os ftalatos,
principalmente o DEHP sdo encontrados em altos niveis no lodo de esgoto
(STASINAKIS, 2012). De acordo com esse mesmo autor, a maioria dos
compostos desreguladores endocrinos acabam sendo adsorvidos pelos
sélidos em suspenséo, logo sdo encontrados no lodo de esgoto proveniente
do tratamento primario e secundario, e a presenca destes, depende do seu

destino durante o tratamento.



25

Estudos sobre a presenc¢a de contaminantes orgéanicos em lodo de
esgoto apontam dois ftalatos, DEHP e DNOP, como os mais resistentes a
degradacédo microbioldgica (ROGERS, 1996; CIFCI et al., 2013). Alteracbes na
temperatura € no tempo de duracdo do tratamento anaerobio podem
influenciar na biodegradac¢éo do DEHP (BENABDALLAH et al., 2006). Shelton
et al. (1984) relataram que DMP, DEP e DBP foram degradados em uma
semana em digestdo aerdbia. O BBP diminuiu 75% em duas semanas, porém
o DNOP e DEHP persistiram. Uma menor remogao de DEHP também foi
observada por Gavalaet al. (2003). Outros autores relataram altos niveis de
DEHP no lodo de esgoto acima do recomendado para o0 uso agricola,
entretanto, apds compostagem e secagem térmica, a concentragado diminuiu
para niveis aceitaveis (BAGO et al., 2005).

Os ftalatos com cadeias laterais curtas tendem a serem mineralizados e
degradados durante a digestdo anaerébia, como o DMP (ROGERS, 1996;
JIANLONG et al., 2000). Ftalatos sdo manufaturados em quantidades muito
elevadas, cerca de 0,6x10° tolenadas/ano, sendo encontrados no lodo em
niveis de 12-1250 mg Kg! de peso seco, principalmente o DEHP e o DNOP,
pois sdo os mais resistentes a degradacdo, como pode ser observado na
Tabela 2, devido aos maiores tempos de degradagdo (WAMS, 1987;
ROGERS, 1996; JIANLONG et al., 2000).

Tabela 2. Tempo de degradacado em diferentes tipos de digestdo dos cinco

ftalatos
Ftalato Degradacdo Anaerébica Degradacdo Aerbbica
DMP 21h 239h
DBP 45,6 h 32,1h
DNOP 498,6 h 513,4h
DEHP > 100 anos > 100 anos

Fonte: Adaptado de Wams, (1987) e Jianlong et al., (2000).
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No Brasil, a resolucdo CONAMA n.° 375 de 2006 estabelece valores
maximos a serem determinados desses compostos em lodo de esgoto, produto
derivado ou solo apenas para os compostos DMP, DBP e DEHP. Os valores

estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Limites maximos de residuos para lodo de esgoto, produto derivado

ou solo, estabelecidos pela resolugdo CONAMA n.° 375 de 2006 para os cinco

ftalatos.
Ftalatos LMR
(mg kg™)

DMP 0,25
DBP 0,7
BBP -
DEHP 1
DNOP -

Fonte: Adaptado da Resolugcdo CONAMA n.° 375 de 2006

2.6. Métodos de extracdo e determinacdo de compostos orgénicos

Para a determinacdo de contaminantes organicos, os compostos de
interesse devem ser seletivamente removidos da matriz, havendo também
uma remocao de interferentes (clean up ou isolamento) para posterior anélise
cromatografica que pode ser por cromatografia gasosa (CG) ou cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE), ocorrendo entdo a identificacdo e
quantificacdo dos compostos (WISE et al., 2006).

Geralmente, os processos de extracdo desses compostos utilizam
solventes organicos como acetona, acetato de etila e tolueno que solubilizam
seletivamente esses compostos da matriz de interesse. Para tal processo ha
uma variedade de métodos que podem ser utilizados (CITULSKI E
FARAHBAKHSH, 2010), dentre os quais destacam-se soxhlet, ultrassom e

agitacao mecanica. Entretanto estas técnicas podem ser pouco viaveis devido
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ao consumo elevado de solventes e elevado tempo de analise (CAVALCANTE
et al., 2008).

Ha também técnicas de extracdo de compostos organicos que utilizam
menor quantidade de solventes organicos e tém um menor tempo de extracao,
como o fluido supercritico (FSC) (HUANG et al., 2012), solvente pressurizado
(ALVAREZ-CASAS et al., 2014), QUEChERS (PRESTES et al., 2009),
extracdo por micro-ondas (VIAN et al., 2011). No entanto essas técnicas sao
consideradas de alto custo (CAVALCANTE et al., 2008).

A etapa de clean up é geralmente realizada com adsorventes como,
silica, florisil, alumina ou combinacbes destes, retendo espécies altamente
polares na fase estacionaria permitindo que compostos moderadamente
polares sejam carreados pela fase mével (FERNANDEZ et al., 2009). Essa
etapa é de extrema importancia, pois, juntamente com o analito de interesse,
podem ser extraidos também interferentes que dificultardo a analise
cromatografica. Tem-se relatado também que a utilizagcdo de amostras em
quantidades menores tem permitido uma maior porcentagem de recuperacao
(CHIU et al., 2009), ja que quanto maior a massa da amostra, maior sera a
quantidade de interferentes que poderdo ser extraidos, diminuindo a
sensibilidade do detector.

O método analitico mais utilizado para determinagdo de compostos
desruptores enddcrinos, em especial os ftalatos, é a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (PETROVIC et al., 2002; BAGO et al.,
2005). A CG-EM tem sido identificada como uma técnica bastante sensivel
para a quantificacdo de contaminantes em amostras ambientais.

A determinagdo de ftalatos em matrizes ambientais é verificada

recentemente na literatura (TABELA 4).
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Tabela 4. Métodos citados na literatura para extracéo e analise de ftalatos

Referéncia Matriz Extracao Anélise

Zakharkiv et Agua Microextracéo Cromatografia gasosa

al. (2015) dispersiva em acoplada ao detector de

fase-liquida ionizacdo em chama
Khosravi e Solo e Solvente Cromatografia gasosa
Price, (2015) lodo de pressurizado acoplada a
esgoto espectrometria de

massas

Pirogov etal. Solo Extracéo solido- Cromatografia gasosa

(2014) liquido acoplada a
espectrometria de massa
em tandem

Mohammed Agua Extracao liquido- Cromatografia gasosa

et al. (2013) liquido acoplada a

espectrometria de

massas

2.7. Extracao sélido-liquido com purificacdo em baixa temperatura

A ESL-PBT foi introduzida a partir do principio descrito por Mccully e
Mckinley (1964), que utilizaram a purificacdo em baixa temperatura para
determinac@o de organoclorados em 6leo, mas somente décadas depois,
Goulart (2004) adaptou a técnica iniciada por Mcculley e Mckinley com a
utilizagdo da extragdo liquido-liguido anterior ao congelamento para
determinacéo de deltametrina em leite. A técnica permitiu a determinacao dos
compostos por cromatografia sem a necessidade de uma etapa adicional de
clean up. A partir de entéo, varias modificagBes foram testadas e validadas
para extracdo de clorobenzenos em lodo de esgoto (PINHO et al., 2014), HPAs
em lodo de esgoto (BARBOSA et al., 2014), herbicidas em solo (COSTA et al.,
2015a), pesticidas em alface (COSTA et al., 2015b), pesticidas em abacaxi
(MORAIS et al., 2014) dentre outros.
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A ESL-PBT consiste no agrupamento das etapas de extracéo e clean up
€ uma técnica simples, com baixo consumo de solventes e de execu¢do mais
rapida. A técnica parte do principio da solubilidade do composto em solvente
organico e da diferenca de densidade e temperatura de fusdo entre o solvente
e a agua. Nessa técnica, a amostra é colocada em contato com agua e um
solvente menos denso do que a agua, com ponto de fusao abaixo de -20 °C, o
sistema é agitado e levado em congelador por um determinado periodo de
tempo. Durante o congelamento, ocorre a separacao das fases por diferenca
de densidade, entdo, a matriz sélida com os interferentes fica retida na fase
aquosa congelada enquanto o analito de interesse permanece na fase
orgéanica liquida. O extrato obtido é entdo transferido para um vial de injecédo

para posterior analise cromatografica (FIGURA 3).

Figura 3. Representacdo da ESL-PBT. A) Amostra, agua e solvente; B)
Agitacdo; C) Congelamento; D) Separacdo entre as fases; E) Vial de injecéo

para analise cromatografica

Fonte: Elaborada pela autora, 2016.
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2.8. Fontes de contaminacao de ftalatos em laboratério

O maior desafio na determinacéo de ftalatos é a contaminacédo durante
0s processos de extracdo, limpeza e analise no laboratério, através dos
materiais e solventes que podem conter ftalatos. Em estudo realizado por
Lopez-Avila e Beckert (1989), pelo menos seis ftalatos foram encontrados em
quase todos os solventes organicos geralmente utilizados. Apenas no cloreto
de metileno foi encontrado um Unico ftalato (TABELA 5).

Também foram encontrados significativos niveis de ftalatos em
substancias comumente utilizadas na etapa de clean up, como florisil, alumina

e silica gel, bem como em filtros e dedais de papel (TABELA 6).



Tabela 5. Contaminacéo por ftalatos em solventes comuns (ug mL™1)

Ftalato Acetona Hexano Acetato de Etila Isoctano Cloreto
de Metileno
Dimetilftalato <0,1 <0,1 <0,2-3,45 <10 <6
Dietilftalato <0,1-0/4 <0,1 <0,2 <10 <6
Diisobutilftalato <0,1-10,35 <0,1-10,35 <0,2 <10 <6
Dibutilftalato <0,1-0,5 <0,1 <0,2-29 <10-103 <6
Diamilftalato <0,1 <0,1 <0,2 <10 <6
Diexilftalato <0,1-0,45 <0,1-10,87 <0,2-0,75 <10-42 <6
Benzilbutilftalato <0,1-0,46 <0,1 <0,2 <10 <6
Dietilexilftalato <0,1-0,45 <0,1-04 <0,2-2,2 <10-69 <6
Diciclohexilftalato <0,1 <0,1 <0,2 <10 <6
Di-n-octilftalato <0,1 <0,1 <0,2 <10 8.8
Dinonilftalato <0,1 <0,1 <0,2 <10 <6

Fonte: Adaptado de Lopez-Avila e Beckert, (1989).



Tabela 6. Contaminacéo por ftalatos em materiais de laboratério (ug g1)
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Ftalato Florisil Alumina Silica Sulfato de Fibra de Filtro de Dedais de
Gel sddio Vidro papel Papel
Dimetilftalato 6,2 129 - 0,7 27,4 67,5 35
Dietilftalato 53 28 15 1,8 2,2 <1,0 2,3
Diisobutilftalato 0,9 29 0,6 0,8 3 115 2,3
Dibutilftalato <0,5 14 0,8 3,5 <2,0 6,5 <2,0
Diamilftalato <0,5 5,8 <0,5 0,5 <2,0 <1,0 <2,0
Dihexilftalato 0.8 1,2 3,8 3,3 13 15,5 17
Benzilbutilftalato <0,5 0,6 18 4,7 4 3,3 3,0
Dietilexilftalato 2,3 4.8 1,3 1,0 4.4 11 2,8
Diciclohexilftalato <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <2,0 <1,0 <2,0
Di-n-octilftalato 15 <0,5 0,7 <0,5 5 <1,0 <2,0
Dinonilftalato 2,3 <0,5 <0,5 <0,5 <2,0 <1,0 <2,0

Fonte: Adaptado de Lopez-Avila e Beckert, (1989).
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Para minimizar o risco de contaminacdo por ftalatos, algumas
precaucdes devem ser adotadas: qualquer contato com material plastico deve
ser evitado, todas as vidrarias devem ser devidamente limpas, com detergente,
seguido por 4gua em abundéancia, agua destilada trés vezes e secagem em
estufa a 60 °C. Para cada série de amostras, deve ser feita uma amostra em
branco, uma injecdo da amostra no CG deve ser feita a partir do mesmo frasco
(LOPEZ-AVILA E BECKERT, 1989).

2.9. Validacdo de métodos analiticos

A validacéo de métodos analiticos objetiva demonstrar com estudos
experimentais que o procedimento analitico avaliado é adequado a utilizagéo
de interesse, assegurando a confiabilidade dos resultados (RUMEL, 2000;
THOMPSON et al., 2002; PEREIRA E MAGALHAES, 2011; SANCO, 2013).

No Brasil, agéncias credenciadas, como o Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO) e a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), disponibilizam roteiros para
validacdo de métodos. No &mbito internacional, ha a Unido Internacional de
Quimica pura e Aplicada (IUPAC) e a Comissdo Europeia que também
estabelecem parametros de validacdo a serem seguidos. Em geral, todos
esses guias definem como as figuras de mérito a serem analisadas; a
seletividade, exatiddo e precisdo, limite de deteccéo, limite de quantificacéo,
linearidade e robustez.

A seletividade é a capacidade do método em identificar os analitos de
interesse sem a interferéncia de outros componentes de comportamento
semelhante em uma amostra complexa, que ndo sejam os préprios analitos de
interesse (RUMEL, 2000; PEREIRA E MAGALHAES, 2011).

O limite de detecc¢éo (LD) representa a menor concentracdo do analito
gue pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada. Ja o limite de
quantificacdo (LQ) constitui a menor concentracdo do analito capaz de ser
guantificada com um nivel aceitavel de precisdo e exatiddo, definindo a
capacidade do método de quantificar de forma adequada a substancia
(THOMPSON et al., 2002; SANCO, 2013).
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A linearidade é a capacidade do método de produzir resultados
proporcionais a concentracdo do analito na amostra dentro de uma faixa de
concentracdo estabelecida, ou seja, a linearidade demonstra que as curvas de
calibracdo produzidas pelo procedimento analitico podem ser ajustadas pela
equac&o de uma reta (PEREIRA E MAGALHAES, 2011; SANCO, 2013).

A exatidao representa o grau de concordancia entre um valor medido e
um valor verdadeiro de um mensuramento. A exatiddo é sempre considerada
dentro de certos limites, a um dado nivel de confiangca, ou seja, aparece
sempre associada a valores de precisdo. Os limites podem ser estreitos em
niveis de concentracdo elevados e mais amplos em niveis de tragcos. A
precisdo representa a dispersédo de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob
condicbes definidas e pode ser representada de trés maneiras; pela
repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade (PEREIRA E
MAGALHAES, 2011; SANCO, 2013).

O efeito de matriz € um estudo de seletividade que verifica possiveis
interferéncias que podem ser causadas por coextrativos da matriz analisada,
podendo gerar superestimacdo ou subestimacdo da resposta instrumental
(PEREIRA E MAGALHAES, 2011). Na anélise de solucdes padrdo em solvente
puro por cromatografia, os sitios ativos do liner estédo disponiveis para interagir
com os analitos. Ja& quando se utilizam extratos na matriz fortificados, os
analitos competem com 0s coextrativos da matriz pelos sitios ativos do liner,
com isso, mais analitos séo introduzidos na coluna cromatogréafica, sendo
detectados e obtendo uma maior resposta em relacdo ao padrdo no solvente
(HAJSLOVA E ZROSTLIKOVA, 2003). A intensidade do efeito de matriz pode
variar de uma amostra para outra de acordo com a concentracao do analito na

matriz ou mesmo pelo sistema cromatografico (PINHO, 2007).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Limpeza e preparo de vidrarias

Devido ao possivel risco de contaminacdo das amostras por ftalatos
provenientes de materiais plasticos e outros, foram utilizados apenas materiais
de vidro e aluminio. Além disso, para limpeza dos materiais durante os
procedimentos, foram seguidos os critérios sugeridos por Lopez-Avila e
Beckert (1989). Todo o material utilizado foi lavado com detergente,
enxaguado com agua em abundancia, lavado trés vezes com agua destilada,

lavado com acetona e seco em estufa a 60 °C.

3.2. Instrumentacéo

Os instrumentos utilizados durante todo o procedimento foram: balanca
analitica da Shimadzu (Sao Paulo, Brasil) para pesagem de amostras, padrdes
e reagentes; estufa da Ethik Technology (S&o Paulo, Brasil) para manipulacio
de amostras e solventes; vortex da Phoenix (Sdo Paulo, Brasil) e banho
ultrassom da Unique (S&o Paulo, Brasil) para agitacdo das amostras,
centrifuga da Kindly (Sao Paulo, Brasil) para separacédo de fases e seringa

manual da Agilent Technologies para fortificacao.

3.3. Produtos quimicos e reagentes

Os analitos alvo estudados neste trabalho foram os cinco ftalatos,
Dimetilftalato, Dibutilftalato, Benzilbutilftalato, Dietilexilftalato e Di-n-octilftalato.
Todos os padrdes analiticos utilizados neste estudo sdo de grau de pureza
superior a 99% e foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Loiuis, USA). Além
disso, outros reagentes quimicos e solventes como hexano grau HPLC (HEX),
acetonitrila (ACN), acetato de etila (ACT), acetona (ACE) e sulfato de sédio
anidro (Na2S04) séo de alto grau de pureza e foram adquiridos da Vetec (Rio

de Janeiro, Brasil).
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As solucdes estoque individuais foram preparadas em ACN na
concentracdo de 500 mg L. Uma solucdo intermediaria contendo os cinco
ftalatos na concentragdo de 20 mg L1 foi preparada a partir da diluigdo das
solucdes estoque individuais. As demais solucdes foram preparadas a partir
da diluicdo da solucdo intermediaria. Todas as solucdes foram armazenadas
em frascos &mbar a 4 °C na geladeira com as tampas plasticas revestidas com

papel aluminio.

3.4. Analises cromatograficas

A medicdo dos analitos alvo foi realizada utilizando cromatdgrafo a gas
(Agilent Technologies - GC 7890A) acoplado ao espectrdmetro de massas
(Agilent Technologies - MS 5975C). Foi utilizada a coluna cromatografica
capilar DB-5 MS (Agilent Technologies) com fase estacionaria 5% difenil e 95%
dimetilpolisiloxano (30m comprimento x 0,32mm didmetro interno x 0,25um
espessura do filme interno) para separacao e quantificacdo dos analitos. Neste
estudo, foi utilizada uma Unica condigdo de analise cromatogréfica capaz de
identificar e quantificar os cinco ftalatos em uma Unica inje¢&@o. Para tanto, foi
utilizado o gas Hélio (99,9999% de pureza) como gas de arraste a uma taxa
de 1,0 mL min-l. A temperatura do injetor split/splitless foi mantida a 280 °C e
o volume de amostra injetado foi de 1 pL no modo de injecdo sem divisdo de
fluxo (splitless) utilizando autoinjetor Combi PAL. A programacdo de
temperatura do forno iniciou-se em 70 °C, com taxa de aquecimento 26 °C min-
1 até a temperatura de 208 °C, seguida por nova taxa de aquecimento de 5 °C
min -1 até a temperatura de 300 °C, totalizando 19 minutos de analise. O
espectrdbmetro de massas foi operado no modo de ionizacdo por impacto de
elétrons a 70 eV. A interface foi mantida a 280 °C e a fonte de ions a 230 °C.
O controle do instrumento e aquisigdo de dados foram feitos com auxilio do
software ChemStation (E.02.02.1431 copyright © 1989-2011) da Agilent
Technology.
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3.4.1. Selecéao de ions

A identificacdo dos compostos foi realizada através do monitoramento
de ions seletivos (MIS), que permite a selecdo de um ou mais fragmentos que
caracterizam as moléculas, favorecendo melhores resultados quantitativos.
Para cada composto foi selecionado um grupo de trés ions.

Foram avaliadas trés situagdes de escolha de ions, e foi selecionada
aquela que favoreceu uma melhor identificacdo dos sinais e sensibilidade do
equipamento aos ftalatos. Foram examinados os grupos constituidos pelos
ions mais abundantes de cada composto, verificados no cromatograma de ions
totais (CIT) obtido a partir de inje¢des de padréo de ftalatos em solvente puro.
Além disso, foram estudados grupos de ions descritos em duas literaturas
(GIBSON et al., 2005; SABLAYROLLES et al., 2005). Os diferentes grupos de

ions avaliados para cada composto estdo descritos na Tabela 7.

Tabela 7. Grupos de ions estudados para cada ftalato

Ftalato fons mais GIBSON et al., SABLAYROLLES

abundantes do (2005) et al. (2005)
Padréo (CIT)

DMP 77,163, 164 77,163, 194 104, 135, 163
DBP 149, 150, 223 149, 150, 223 104, 149, 150
BBP 91, 149, 281 91, 149, 260 91, 149, 206
DEHP 57, 149, 167 149, 150, 279 43,149, 167
DNOP 149, 150, 279 135, 163, 194 149, 167, 279

Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

3.5. Coleta e pré-tratamento de amostras de lodo de esgoto

Para a otimizacgéo e validacdo do método, amostras de lodo de esgoto
foram coletadas no leito de secagem da ETE da cidade de Juramento (MG,
Brasil) em abril de 2014. As amostras foram armazenadas em frasco de vidro
com tampa plastica revestida por papel aluminio e conservadas em geladeira

a 4 °C. Para a etapa de aplicacdo do método, foram coletadas amostras de
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lodo de esgoto das cidades de Belo Horizonte (MG, Brasil), Claro dos Po¢des
(MG, Brasil), Corinto (MG, Brasil), Curvelo (MG, Brasil), Juramento (MG, Brasil)
e Montes Claros (MG, Brasil), para avaliagdo do grau de contaminacéo do lodo.
Antes de cada teste, as amostras de lodo de esgoto foram deixadas a
temperatura ambiente, homogeneizadas e peneiradas em peneira de inox de
1 mm.

Antes de iniciar a ESL-PBT, 4,000 g de amostras de lodo de esgoto
foram pesadas em vials de 22 mL e fortificadas com 100 pL de solucéo padréo
contendo os cinco ftalatos na concentragdo de 8 mg L* com auxilio de seringa
de inox. Os vials foram mantidos durante trés horas em capela, cobertos com
papel aluminio com furos para evaporacdo do solvente e interagdo dos

compostos com a matriz.

3.6. Extracéo sdlido-liquido com purificagdo em baixa temperatura (ESL-
PBT)

Para avaliar a eficiéncia de extracdo da técnica para ftalatos em
amostras de lodo de esgoto, uma série de experimentos foi realizada adotando
a otimizacgdo univariada do método. Em todos os experimentos foram avaliadas
as porcentagens de recuperacdo dos ftalatos, volume e limpeza do extrato
obtido ap6s a ESL-PBT. Foram avaliados cinco parametros em niveis
diferentes (TABELA 8).
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Tabela 8. Parametros avaliados na otimizacdo da ESL-PBT de ftalatos em lodo

de esgoto
Parametros Niveis
Volume de agua (mL) 1,2,3e4
Fase extratora (8 mL) ACN (8 mL)
ACN/ACT (6,5 mL/1,5 mL)
HEX/ACE (6,5 mL/ 1,5 mL)
Tempo de congelamento (min) 30, 60, 90, 120 e 180
Modo de homogeneizagéo Vortex (30 s, 1 min)
Ultrassom (15, 30 min)
Adsorventes para clean up (25 Sem adsorvente, florisil, C18, PSA,
mgQ) alumina

Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

O procedimento de extracao otimizado consistiu em adicionar aos vials
contendo 4,000 g de amostra de lodo de esgoto fortificadas; 4 mL de agua
destilada e 8 mL da mistura extratora composta por ACN/ACT na propor¢éo de
6,50/ 1,50 mL, em seguida, o sistema foi homogeneizado em vortex por 30 seg
e levado ao freezer a -20 °C por 90 min. Apés o congelamento da fase aquosa
com o lodo de esgoto, um volume de 2,5 mL da fase extratora recuperada foi
transferido para tubos de ensaio de vidro de 15 mL contendo 350 mg de
Na2S04. Os tubos foram agitados em vortex por 1 min e centrifugados a 4000
rpm durante 10 min. Apés a secagem, cerca de 1 mL do extrato centrifugado
foi transferido para vial de injecdo e armazenado em freezer a -20 °C até o

momento da analise cromatografica (FIGURA 4).
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Figura 4. Fotografias de cada etapa da ESL-PBT seguida por centrifugacéo

com NaxSO0a4

Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

As porcentagens de recuperacdo foram calculadas comparando as
areas obtidas nos cromatogramas de amostras de lodo de esgoto fortificadas
com padrdo de ftalatos em concentracdo conhecida e submetida a ESL-PBT
com a é&rea dos sinais de ftalatos nos cromatogramas de solugdo padrédo

preparada no extrato da matriz na mesma concentracdo (EQUACAO 1).

Equacédo 1

A tra fortificad
Recuperagdo (%)= ——oTa Pa® x 100
Apadréo na matriz

Onde:

A = Area cromatografica

3.7. Valida¢cao do método analitico

Para validacéo do método proposto, seguiram-se as diretrizes sugeridas
por (SANCO, 2013) para o controle de qualidade de métodos de analises de

residuos de pesticidas em alimentagdo humana e animal na Unido Europeia.



41

As figuras de mérito avaliadas neste trabalho foram: seletividade, limite de

quantificacdo, linearidade, exatiddo, precisdo e efeito de matriz.

3.7.1. Seletividade

Para avaliar a seletividade do método, foi realizada uma investigacdo a
respeito da possibilidade de deteccao de coextrativos no mesmo tempo de
retencdo dos ftalatos. Também foram analisadas as possiveis fontes de
contaminagdo provenientes da ESL-PBT. Para avaliacdo da presenca de
coextrativos na matriz, foi realizada uma comparagéo entre os cromatogramas
obtidos pela injecdo de padrdo de ftalatos em solvente e os cromatogramas
obtidos pela injecao de extrato recuperado apos o0 processo de extracdo sem
fortificacdo das amostras (amostras branco). Para avaliagdo da contaminagéo
proveniente do processo de extracdo, foram analisados cromatogramas
obtidos pelo start do CG, que é uma simulacdo da analise sem injecdo de
amostra; pela inje¢cdo de ACN; da mistura ACN/ACT e do extrato branco do
meétodo (BM). O BM € o extrato obtido pelo processo de extracdo otimizado
sem a presenga de lodo de esgoto. Todos os procedimentos foram realizados

em triplicata.

3.7.2. Limite de quantificagéo

Para determinar o limite de quantificagdo (LQ) instrumental dos
compostos foi analisada a relagdo sinal/ruido de cromatogramas em solvente
puro pelo método visual. A partir desta avaliacdo, foi proposta a menor
concentracdo com a qual seria possivel quantificar os compostos com
seguranca, obtendo uma relacdo sinal ruido de 10. Apds definido o limite de
quantificacdo instrumental, foi determinado o limite de quantificacdo do
método, em que, amostras de lodo de esgoto foram fortificadas e submetidas
a ESL-PBT nas condi¢des otimizadas e foi realizada andlise por CG-EM para

confirmagéo.
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3.7.3. Linearidade

A linearidade de resposta do método foi verificada pela curva analitica
preparada em extrato da matriz (EM) em sete niveis de concentracdo, sendo
obtida na faixa de concentracdo de 20 a 140 pg L para DMP, BBP e DNOP,
de 40 a 160 pug L1 para o DBP e 0,5 a 6 mg L* para o DEHP em trés replicatas
independentes para cada nivel. Aplicou-se o método dos minimos quadrados
aos dados experimentais para estimar os parametros de regresséo. Os valores
dispersos foram tratados e confirmados pelo teste de Jacknife com excluséo
maxima de 22,2% dos dados. A avaliacdo da regressao seguiu os parametros
de normalidade, avaliado pelo teste de Ryan & Joiner, homocedasticidade,
avaliado pelo teste de Levene e independéncia de residuos avaliada pelo teste
de Durbin & Watson.

3.7.4. Exatid&o e preciséo

A exatid@o foi avaliada utilizando ensaios de recuperagéo em trés niveis
de concentragéo, 20, 40 e 200 pg L para os compostos DMP, BBP e DNOP.
Amostras em triplicata foram submetidas a ESL-PBT e analisadas por CG-EM.
Para cada nivel de concentragdo, os valores de recuperacao foram
confrontados com o intervalo sugerido por Sanco (2013) de 70 a 120%. Para
o DBP e DEHP a exatidéo foi verificada por adi¢cdo padréo, a partir da curva
analitica preparada em extrato da matriz em sete niveis de concentra¢éo, na
faixa de concentragdo de 40 a 160 pug L-*parao DBP e 0,5a 6 mg L para o
composto DEHP em trés replicatas independentes para cada nivel. O ponto
onde a reta cortou o eixo das ordenadas correspondeu a area do pico da
substancia a ser determinada, sem qualquer adicdo de padrdo. A extrapolacio
da reta definiu, no eixo das abcissas, a concentragdo da substancia na
amostra.

A precisdo do método foi avaliada conforme condicdo reiterativa,
demonstrada através dos valores de DPR obtidos em experimento de
recuperacao dos ftalatos em amostras de lodo de esgoto, conforme orientado

por Sanco (2013), que sugere valores menores que 20%. Foi executado o
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processo de extracdo dos contaminantes em sete replicatas de forma idéntica
na concentracdo de 40 ug L para os compostos DMP, BBP e DNOP. N&o foi

possivel determinar para os ftalatos DBP e DEHP.

3.7.5. Efeito de matriz

O efeito dos componentes da matriz sobre a variacdo de resposta do
detector foi avaliado em trés niveis de concentracéo (20, 40 e 60 ug L) para
0s compostos DMP, BBP e DNOP. Para tanto, foram preparadas solu¢des
padrdo dos ftalatos preparados em ACN e em extrato da matriz. O experimento
foi realizado em triplicata e o efeito de matriz confirmado pela comparacédo de

areas.

3.8. Aplicac&do do método em amostras reais

O método validado foi aplicado em amostras de lodo de esgoto de seis
diferentes cidades de Minas Gerais, para identificacdo dos cinco ftalatos e
quantificacdo da concentracdo de trés ftalatos (DMP, BBP e DNOP). A
quantificacdo foi feita pelo método da padronizacdo externa, no qual as areas
das substancias encontradas na amostra foram comparadas com as &reas
obtidas com soluc¢des padrdo em concentracao conhecida. As concentracdes
foram verificadas pela equacgéo da reta resultante da curva analitica preparada
em solvente. Para os compostos que estavam presentes nas amostras na
etapa de otimizacdo do método, néo foi possivel quantificar pois, 0 método a
ser utilizado seria a adicdo de padrdo, o que se tornou inviavel
economicamente devido & elevada quantidade de analises que seriam

necessarias.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analises cromatograficas

Para identificac@o e separacéo dos cinco compostos, foram otimizadas
as condicdes cromatograficas através da injecdo de solucao padrdo contendo
0s cinco ftalatos. O cromatograma de ions totais (CIT) esta apresentado na

Figura 5.

Figura 5. Cromatograma de ions totais dos cinco ftalatos em ACN na

concentracao de 500 pg L+?
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Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

A figura 5 mostra os tempos de retencéo (TR) de cada ftalato bem como
seus respectivos ions mais abundantes. Na Figura 6, sdo apresentados os
espectros de massas obtidos nas analises por CG-EM e o0s espectros

fornecidos pela biblioteca NIST para cada ftalato.
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Figura 6. Primeira coluna: Espectros de massa dos ftalatos identificados com

ions mais abundantes. Segunda coluna: Espectros registrados pela biblioteca
NIST. A) DMP; B) DBP; C) BBP; D) DEHP; E) DNOP
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4.1.1. Selecéao de ions

As condi¢cdes para monitoramento de ions seletivos (MIS) foram
otimizadas visando melhorar a sensibilidade do espectrdbmetro de massas para
os ftalatos e obter cromatogramas de melhor qualidade. De acordo com os
critérios sugeridos por Sanco (2013) para identificacdo de compostos devem-
se utilizar grupos de trés ions para cada ftalato avaliado.

Neste trabalho, foram avaliadas trés condigBes: ions mais abundantes
do padréao de ftalatos, ions empregados pela Literatura 1 (GIBSON et al., 2005)
e ions empregados pela Literatura 2 (SABLAYROLLES et al., 2005) (TABELA
7, PAG 37).

A tomada de decisdo baseou-se na sele¢do de ions que resultou em
melhores perfis cromatogréaficos, avaliando se houve a detec¢éo de todos os
compostos e aspectos que demonstrem a qualidade dos cromatogramas,
como por exemplo, alteracdes nas linhas de base, presenca de muitos ruidos,
definicdo de picos e etc.

No cromatograma obtido utilizando os grupos de ions mais abundantes
do padrdo, foi observada a deteccdo dos cinco compostos, entretanto ha
alteracdes na linha de base que desfavorecem a qualidade do cromatograma
(FIGURA 7 A). No cromatograma obtido com os grupos de ions da Literatura
1, o DNOP néo foi detectado conforme mostrado pela seta (FIGURA 7 B).
Enquanto no cromatograma obtido com os grupos de ions da Literatura 2
verificou-se a presenca dos cinco compostos e um bom perfil cromatogréfico
(FIGURA 7 C).
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Figura 7. Cromatogramas obtidos com diferentes grupos de ions na
concentracdo de 500 pug L. A) ions mais abundantes do padrao de ftalatos; B)

ions da literatura 1; C) ions da literatura 2
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Diante desses resultados, os grupos de ions selecionados para a
quantificacdo dos ftalatos DMP, DBP e DEHP foram os obtidos da selecdo de
ions mais abundantes, e para os ftalatos BBP e DNOP foram selecionados os
grupos descritos pela literatura 2 (SABLAYROLLES et al., 2005). A aquisi¢do

de dados foi dividida conforme a Tabela 9.

Tabela 9. Tempos de retencdo dos cinco ftalatos e ions selecionados para

analise no CG-EM no modo MIS

Ftalato Tempo de retencéo fons Selecionados
(min) (m/z)
DMP 5,35 77,163,164
DBP 8,64 149,150,223
BBP 12,95 91,149,206
DEHP 15,33 57,149,167
DNOP 17,94 149,167,279

Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

O cromatograma obtido pela inje¢do do padrdo de ftalatos em ACN
utilizando os grupos de ions selecionados estd demonstrado na Figura 8, a
partir dessa avaliacdo, foi confirmado que as varidveis de analise empregadas
foram adequadas para que houvesse uma boa identificacdo dos compostos.
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Figura 8. Cromatograma obtido com padrédo de ftalatos em solvente utilizando

os grupos de ions selecionados (500 pug L)
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Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

A fragmentacdo das moléculas demonstrada por Yin et al. (2014)
confirma os picos base utilizados neste estudo. O pico base dos compostos
com cadeias laterais alquila (DMP, DBP, DEHP, DNOP) é o m/z 149, indicando
semelhanca no perfil de fragmentacéo, exceto para o DMP, cujo pico base é o
m/z 163, gerado pela clivagem do seu ion molecular. O pico base do composto
BBP também é m/z 149, entretanto a presenca do grupo benzil na cadeia
lateral indica um perfil de fragmentacé&o diferente dos demais compostos com

cadeia lateral alquila.

4.2. Otimizagéo univariada da ESL-PBT

A eficiéncia da ESL-PBT pode ser influenciada por fatores como o
volume de &gua adicionado, a escolha da fase extratora, o tempo de

congelamento, o modo de agitagcdo e a utilizacdo de adsorventes para clean
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up adicional (LIU et al., 2015), sendo entdo necesséario um estudo detalhado
desses parametros analiticos a fim de maximizar as porcentagens de
recuperacdo da extragdo. As melhores condigBes foram selecionadas de
acordo com as porcentagens de recuperacdo dos ftalatos, qualidade dos
cromatogramas obtidos e volume de extrato obtido ap6s a ESL-PBT. Os
experimentos foram realizados em triplicata, e os resultados submetidos a
analise estatistica pelo teste t a nivel de 5% de probabilidade.

4.2.1. Volume de agua

Visando obter uma técnica universal para extracao de ftalatos em lodo
de esgoto, foi avaliado inicialmente o volume de 4gua necessario para alcangar
0 congelamento da amostra e a separacao entre a fase aquosa e o solvente.
Diferentes volumes de agua foram adicionados a 4,000 g de lodo de esgoto
fortificado e 8 mL de ACN. Essa mistura foi agitada em vértex por um minuto e
depois levada ao freezer a aproximadamente -20 °C por trés horas.

As melhores porcentagens de recuperacdo foram obtidas para os
volumes de 2 e 4 mL, enquanto, para o volume de 1 mL, as porcentagens de
recuperacao de quatro dos cinco compostos ndo foram satisfatérias (FIGURA
9). Para o volume de 2 mL, foi observado possivel efeito de matriz
(porcentagens superiores a 100%) e elevado DPR, principalmente para o
Gltimo composto, DNOP. Outro parametro considerado foi o volume de fase
extratora recuperado apés o congelamento, que foi maior, utilizando-se 4 mL
de &gua, sendo recuperados cerca de 5 mL de extrato.

A partir dos resultados obtidos, foi escolhido o volume de 4 mL para dar
continuidade a otimizacdo do método proposto. Entretanto ha trabalhos que,
apesar de ndo terem otimizado o volume de &gua, apresentaram bons
resultados utilizando a propor¢éo 2:1 de fase extratora e fase aquosa (VIEIRA
et al,, 2007; PINHO et al., 2010b; COSTA et al.,, 2015; DASENAKI E
THOMAIDIS, 2015) e a proporcdo 1:1 de peso da amostra e fase aquosa
(COSTA etal., 2015). Um maior volume de agua adicionado a amostra permitiu

um congelamento homogéneo dos componentes da matriz, como proteinas,
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lipideos e matéria orgénica, fazendo com que os compostos de interesse

migrem mais facilmente para a fase extratora com a qual tém afinidade.

Figura 9. Gréfico representativo das porcentagens de recuperacgéao utilizando

diferentes volumes de agua.
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* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo

teste t a nivel de 5% de probabilidade.

4.2.2. Fase extratora

Para que haja a extragdo dos compostos da matriz estudada é
necessario que se utilize um solvente organico miscivel a temperatura
ambiente, com temperatura de congelamento inferior a da agua e com

polaridade compativel com o analito de interesse. Neste trabalho, foram
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testados trés diferentes fases extratoras: ACN (8 mL), ACN/ACT (6,5/1,5 mL)
e HEX/ACE (6,5/1,5 mL).

As diferentes fases extratoras foram adicionadas a amostra fortificada e
hidratada com 4 mL de 4gua. A mistura foi agitada em vortex por 1 min e depois
levada ao freezer a aproximadamente -20 °C por trés horas. A fase extratora
composta por HEX/ ACE se mostrou inviavel para a técnica ESL-PBT, pois ndo
houve separacdo das fases apds o congelamento (FIGURA 11), ja que a
diminuicdo da polaridade da mistura dificulta o congelamento da fase aquosa.
Essa caracteristica de ndo separagao entre fases também foi citada por outros
trabalhos que testaram HEX como fase extratora (HUANG et al., 2014; LIU et
al., 2015; LIU et al., 2016).

Figura 10. Fotografia dos Vials contendo a fase extratora Hexano/ Acetona

apos congelamento a - 20 °C por trés horas

Fonte: Da autora, 2016.

Ja com a utilizacao das fases extratoras ACN e ACN/ ACT observou-se
facil congelamento e recuperagdes que nao diferem estatisticamente (> 60%).
Entretanto, a fase extratora ACN/ ACT apresentou menor DPR, (<10) (FIGURA
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11). Diante destes resultados, foi escolhida a fase extratora constituida por
ACN/ ACT na proporg¢do de 6,5/ 1,5 mL para dar continuidade ao processo de

otimizagdo do método.

Figura 11. Gréfico representativo das porcentagens de recuperagao utilizando

diferentes fases extratoras.
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* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste t a nivel de 5% de probabilidade.

Estudos anteriores empregaram essa mesma fase extratora com
sucesso para extracdo de agrotdxicos em tomate (PINHO et al., 2010c),
hidrocarbonetos policiclicos arométicos em lodo de esgoto (Barbosa et al.,
2014), herbicidas em solo (COSTA et al.,, 2015a), agrotéxicos em alface
(COSTA et al., 2015), agrotéxicos em abacaxi (MORAIS et al., 2014) entre

outros. A diminuicao da polaridade da fase extratora pela adicdo de ACT eleva
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a extracdo dos compostos menos polares como o DNOP, entretanto, o volume
maximo que pode ser adicionado é de 1,5 mL para evitar a separacao de fases
antes do congelamento (VIEIRA et al., 2007; MAGALHAES et al., 2013;
MORAIS et al., 2014; PINHO et al., 2014).

4.2.3. Tempo de congelamento

A etapa de congelamento, além de ser imprescindivel para o processo
de extragdo dos analitos, pelo favorecimento de separacdo entre as fases,
realiza também a limpeza dos extratos, precipitando lipideos e proteinas
resultantes da amostra (ZHAN et al., 2013). Neste trabalho, foram testados os
seguintes tempos de congelamento: 30, 60, 90, 120, 150 e 180 min. Apés
fortificagdo, adicdo de 4gua, adicdo da fase extratora e agitagdo das amostras,
estas foram colocadas em freezer a -20 °C durante os diferentes tempos de
congelamento testados.

Foi observado o congelamento de todas as amostras apos 30 min no
freezer. Outros trabalhos observaram o congelamento apenas apds 2 a 3 h
(COSTA et al., 2015), isso pode estar relacionado a caracteristicas especificas
da matriz utilizada.

Foram avaliadas as porcentagens de recuperacdo dos compostos em
diferentes tempos de congelamento (FIGURA 12). Porém, nao foi observada
diferenca estatistica significativa para BBP, DEHP e DNOP entre os tempos de
congelamento. Trabalhos anteriores também nado verificaram diferenca
significativa na recuperacdo de compostos entre diferentes tempos de
congelamento (SOUSA et al., 2014; COSTA et al., 2015; FRANCA et al., 2016).
Isso se deve ao fato de que a extracdo ocorre efetivamente antes da etapa de
congelamento, ndo havendo necessidade de maiores tempos de
congelamento para ocorrer aumento significativo na extracdo dos compostos.
Para o DMP, ocorreu variacdo significativa apenas com 150 min de
congelamento, e para o DBP houve oscilacdo da extracdo em funcdo do tempo
de congelamento, variando entre 66 e 172%. Para o DBP, a diferenca entre os
resultados podem ser atribuidos ao elevado DPR. Diante dos resultados

obtidos até entdo, foi escolhido o tempo de congelamento de 90 min para
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prosseguir o processo de otimizagdo do método, pois este tempo apresentou
porcentagens de recuperacéo entre 80 e 100% e menores valores de DPR (<
16%).

Figura 12. Grafico representativo das porcentagens de recuperagdo em

diferentes tempos de congelamento.
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* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo

teste t a nivel de 5% de probabilidade.

A Figura 13 mostra os cromatogramas obtidos apés analise dos extratos
de lodo de esgoto néo fortificados (branco) nos seis tempos de congelamento
estudados. No intervalo de 30 a 90 min, observou-se uma reducdo na
intensidade dos sinais dos componentes da matriz, comprovando o clean up
dos extratos durante a etapa de congelamento. Tempos superiores a 90 min

ndo proporcionaram um incremento na limpeza dos extratos.
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Figura 13. Cromatogramas dos extratos de amostras nao fortificadas (branco)

em diferentes tempos de congelamento
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Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

4.2.4. Modo de agitacéo

A etapa de agitacdo do sistema é de extrema importancia, pois
promove uma maior interacdo entre a amostra e o solvente, podendo ter
influéncia significativa sobre a eficiéncia de extracdo dos compostos (COSTA
et al., 2015). Foram testados os seguintes modos e tempos de agitacao: vortex
por 30 seg e 1 min e banho ultrassom por 15 e 30 min. Apos fortificagdo,
hidratacéo e adicdo da fase extratora, o sistema foi agitado sob diferentes
condicbes e em seguida, levado a freezer a -20 °C por 90 minutos. Os

resultados estdo apresentados na Figura 14.
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Figura 14. Gréfico representativo das porcentagens de recuperacdo em

diferentes modos de agitacao.
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* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste t a nivel de 5% de probabilidade.

Comparando-se os diferentes modos de agitagdo, o vortex mostrou-se
superior a agitacdo por banho ultrassom para todos os compostos (FIGURA
14). Os resultados mostraram que o tempo de homogeneiza¢do em voértex por
30 seg propiciou melhor recuperacdo dos ftalatos DBP e DEHP, portanto
escolheu-se esse tempo para prosseguir a otimizacao do método.

Esse resultado ocorreu devido ao fato de que a agitacdo em banho
ultrass6nico ndo promoveu um contato eficiente entre as fases resultando em
baixas porcentagens de recuperacado e maiores valores de DPR nas analises

(GOULART et al., 2012). Trabalhos anteriores relataram resultados similares
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utilizando a agitacdo em vortex (GOULART et al., 2012; MAGALHAES et al.,
2012; MAGALHAES et al., 2013; HUANG et al., 2014).

4.2.5. Clean up

Embora a maior parte dos componentes da matriz sejam removidos
pelo congelamento, alguns acidos orgéanicos, pigmentos, lipideos e outros
ainda podem persistir no extrato, resultando em cromatogramas com picos de
interferentes que podem atrapalhar a deteccdo e quantificacdo dos compostos
de interesse. Portanto, em determinadas situacdes é necessaria uma etapa de
clean up adicional para limpeza dos extratos antes da injec&o (LIU et al., 2016).
Neste trabalho, foram avaliados quatro adsorventes (florisil, C18, PSA e
alumina) e se compararam as porcentagens de recuperacdo obtidas e a
qualidade dos cromatogramas, pela presenca ou ndo de interferentes.

Antes de se realizar o procedimento de extragdo, os adsorventes
avaliados foram lavados com ACN para minimizar possiveis contaminagdes.
ApoOs a ESL-PBT, 2,5 mL do extrato obtido, foi misturado com 350 mg de
Na2S04 e 25 mg de adsorvente. O sistema foi homogeneizado e centrifugado.

As porcentagens de recuperacdo obtidas estdo apresentadas na Figura 15.
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Figura 15. Gréfico representativo das porcentagens de recuperagéo utilizando

diferentes adsorventes para clean up
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A utilizacdo de todos os adsorventes aumentou as porcentagens de
recuperacdo de todos os compostos (FIGURA 15). Avaliando os
cromatogramas obtidos apés injecdo dos extratos, ndo é observada melhora
significativa na qualidade dos cromatogramas com ou sem utilizacdo de
adsorventes (FIGURA 13). As elevadas porcentagens de recuperacdo em
conjunto com a ndo alteracdo da qualidade dos cromatogramas, indicam
contaminacdo das amostras pelos adsorventes. Informacdo suportada por
Lopez-Avila e Beckert, (1989), que em documento da EPA, avaliou a presenca

de ftalatos em materiais de laboratério e constatou a presenca destes na maior
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parte dos adsorventes utilizados para clean up (TABELA 6, PAG. 32). Diante
desse fato, optou-se por nado realizar clean up adicional no processo de

extragdo otimizado.

Figura 16. Cromatogramas obtidos apos injecdo dos extratos utilizando

diferentes adsorventes para clean up adicional dos extratos
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Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

4.3. Validacéo

4.3.1. Seletividade

A seletividade € a capacidade do método de garantir que o pico de
resposta do analito seja exclusivamente do composto de interesse, néo
havendo no mesmo tempo de retengcdo outros componentes da matriz
(SANCO, 2013). Neste caso, para avaliar a seletividade do método, foi
investigada a presenca de coextrativos na matriz, comparando o
cromatograma de extrato de lodo de esgoto sem fortificacdo (branco da matriz)
com o padréo de ftalato sem ACN. Foi realizado também um estudo a respeito
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das fontes de contaminacdo provenientes do método (branco do método)
(FIGURA 17).

Figura 17. Cromatogramas obtidos para avaliagdo da seletividade da ESL-
PBT de ftalatos em lodo de esgoto. A) Padrao de ftalatos em ACN; B) Start do
CG; C) ACN pura; D) Mistura ACN/ACT; E) Branco do método; D) Branco da

matriz
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Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

Apesar da complexidade da matriz, foi observado que ndo ha
componentes da matriz lodo de esgoto nos tempos de retencdo dos
compostos, entretanto, ha a presenga dos proéprios ftalatos DBP e DEHP,
indicados pelas setas vermelhas (FIGURA 17 F). O que é comprovado pelos
perfis de fragmentacdo apresentados nas Figuras 18 e 19, respectivamente
para o DBP e o DEHP. Ha um interferente pr6ximo ao composto DMP no tempo
de retencdo 5,32 min que esta presente no branco da matriz, ele néo interfere

na quantificacdo do DMP e esta indicado pela seta preta na Figura 14 F.
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Figura 18. DBP. A) Cromatograma e espectro de massas do padréo de ftalatos
em ACN a 100 pg L1; B) Cromatograma e espectro de massas do extrato de

lodo de esgoto nédo fortificado (branco)
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Figura 19. DEHP. A) Cromatograma e espectro de massas do padrdo de
ftalatos em ACN a 100 ug L1; B) Cromatograma e espectro de massas do

extrato de lodo de esgoto néo fortificado (branco)
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Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

Apesar de todos os cuidados necessarios para determinacéo de ftalatos,
ainda ha fontes de contaminagdo provenientes do processo de extracao e
andlise como: o “Start do CG”, que é uma simulagao da analise cromatografica,
mas sem injecao da amostra; os solventes utilizados no preparo de amostras,
no caso, a ACN e 0 ACT e o branco do método, que é o extrato resultante do
processo sem a presenc¢a da amostra. Em todos os casos, ha a presenca dos
compostos DBP e DEHP nos cromatogramas, exceto a ACN que apresentou
quantidades irrelevantes dos compostos. (FIGURA 17 B, C, D e E)

A avaliag&o dos extratos denominados branco do método, que é a ESL-
PBT sem a utilizacao do lodo de esgoto, apresentou concentracdes estimadas
de 4 ug Lt e 120 pg L* dos contaminantes DBP e DEHP respectivamente.
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4.3.2. Limite de quantificacéo

O limite de quantificacdo é a menor concentracao do analito que pode
ser gquantificada com exatiddo e precisdo (SANCO, 2013). O limite de
quantificacdo instrumental foi estimado inicialmente pelo método visual,
injetando solugBes padréo de ftalatos em ACN nas concentracdes de 10 e 20
pg L (FIGURA 20).

Figura 20. Cromatogramas obtidos pela injecdo de padréo de ftalatos em ACN
nas concentragdes de 10 e 20 pg L*
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Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

No cromatograma obtido na concentracdo de 20 pg L1, todos os
compostos foram quantificados com precisdo. Ja no cromatograma obtido na
concentracao de 10 pg L1, somente os ftalatos DBP e DEHP apresentaram
picos bem definidos, sendo possivel identificar e quantificar (FIGURA 20).
Dessa forma, estabeleceu-se o LQ para o DMP, BBP e DNOP como 20 pg L+
e para DBP e DEHP 10 pg L* em ACN.
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O limite de quantificacdo do método foi determinado fortificando
amostras de lodo de esgoto na concentracdo de 40 ug kg, correspondendo a
20 g L no extrato, em triplicata. Para os compostos DMP, BBP e DNOP,
foram verificadas porcentagens de recuperagéo entre 70 e 120%, DPR < 20%
e relacdo sinal ruido maior ou igual a 10, o que corrobora com os critérios

sugeridos por SANCO (2013), como se observa na Tabela 10.

Tabela 10. Precisdo e exatiddo dos compostos nos limites de quantificacdo

estudados
Ftalatos % de DPR LQ (mg LMR (mg
recuperacéo Kg?) Kg?)
DMP 108,42 2,25 0,04 0,25
BBP 107,17 3,91 0,04 -
DNOP 97,98 10,18 0,04 -

Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

Entretanto, para o ftalatos DBP e DEHP néo foi possivel determinar o
LQ, uma vez que nao foi encontrada amostra de lodo de esgoto isenta desses
compostos.

SANCO (2013) especifica ainda que os valores estabelecidos como LQ
devem ser menores do que o LMR dos compostos, que de acordo com a
resolugdo CONAMA, n.° 375 de 2009; sdo de 250, 700 e 1000ug kg para os
compostos DMP, DBP e DEHP, respectivamente. Para os demais ftalatos, ndo
sao estabelecidos valores limite (TABELA 3, PAG. 26).

4.3.3. Linearidade de resposta do método

A linearidade é a capacidade do método de fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do analito de interesse, dentro de
uma determinada faixa de aplicacdo. Neste trabalho, a linearidade foi avaliada
utilizando-se sete niveis de concentragdo, sendo equidistantes e avaliados em

triplicata.
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Para os compostos DMP, BBP e DNOP, a faixa de concentracdo variou
entre 20 e 140 pg L. Os dados de calibracdo para os trés ftalatos foram
obtidos aplicando o modelo de regressdo linear, e os coeficientes de
determinacdo (R?) para as curvas analiticas preparadas em extrato da matriz
foram superiores a 0,99 (FIGURA 21).

Para avaliacdo da linearidade, foi utilizado o Método dos Minimos
Quadrados Ordinarios (MMQO). Os valores dispersos foram confirmados pelo
teste de residuos de Jacknife, com nimero méximo de valores extremos
removidos correspondente ao limite de 22,2% dentre as 21 replicatas. Através
do reconhecimento dos pontos que afetavam o ajuste do modelo, foi possivel
trata-los (FIGURA 22).

A distribuicdo normal dos residuos foi verificada pelo teste de Ryan-
Joiner. Os coeficientes de correlacdo calculados (R) foram superiores aos
coeficientes de correlagdo criticos (Reriico), indicando que o desvio de
normalidade néo foi significativo para as curvas de trés ftalatos (FIGURA 23).
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Figura 21. Curvas de calibracdo obtidas na avaliacdo da linearidade de trés

ftalatos estudados em extrato de lodo de esgoto fortificado, com respectivas

equag0es e coeficientes de determinagéo (R?). A) DMP; B) BBP; C) DNOP
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Figura 22. Graficos exploratérios dos residuos da regressédo das curvas de
trés ftalatos em extrato de lodo de esgoto fortificado apés excluséo dos valores
dispersos diagnosticados pelo teste de residuos de Jacknife. A) DMP; B) BBP;
C) DNOP
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Figura 23. Graficos de probabilidade normal das curvas de trés ftalatos em

extrato de lodo de esgoto fortificado. A) DMP; B) BBP; C) DNOP
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A homocedasticidade dos residuos foi confirmada pela estatistica t de
Levene, os valores em todas as curvas avaliadas apresentaram t. inferior ao
teriico. INferindo que os residuos da regressédo apresentaram variabilidade
constante ao longo dos niveis de concentracédo, demonstrando a distribuicdo
homogénea dos residuos (TABELA 11).

Tabela 11. Valores de T. e Teritico das varidncias dos residuos da regressao

das curvas analiticas de trés ftalatos pela estatistica t de Levene.

Ftalatos Estatistica
L teritico
DMP 0,819 0,99
BBP 0,390 0,99
DNOP -0,214 0,99

Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

A independéncia dos residuos foi demonstrada pelo teste de Durbin-
Watson, apresentando os limite inferiores (d.)e superiores (dy) menores que a
estatistica d, ao nivel de significancia de a = 0,05, manifestando a nao

autocorrelagdo entre os valores (TABELA 12).

Tabela 12. Valores dos limites inferiores da independéncia dos residuos de

regressdo das curvas analiticas de trés ftalatos pelo teste de Durbin-Watson

(a=0,05)
Ftalatos Estatistica
d dv du
DMP 1,63163 1,20049 1,41037
BBP 1,49571 1,15667 1,39072
DNOP 1,87334 1,20049 1,41037

Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

A independéncia também pbde ser comprovada visualmente. A

distribuicdo aleatoria dos pontos nos quatro quadrantes dos graficos
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demonstra homogeneidade, sem tendéncias positivas ou negativas para trés

ftalatos (FIGURA 24).

Figura 24. Graficos de independéncia dos residuos de regressdo com

distribuicao dos pontos para trés ftalatos. A) DMP; B) BBP; C) DNOP
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Pela confirmacdo das trés premissas relativas ao MMQO
(normalidade, homocedasticidade e independéncia), a linearidade foi
confirmada para trés ftalatos, na faixa de concentragdo estudada, sem

ponderacdes.

4.3.3. Exatidao e preciséo

A exatiddo representa o grau de concordancia entre o resultado
analitico e o verdadeiro, ou a aceitacdo do valor de referéncia (SANCO, 2013).
A exatiddo foi avaliada através de ensaios de recuperacdo em trés
concentracbes distantes para os ftalatos DMP, BBP e DNOP, conforme
apresentado na Tabela 12. As médias de recuperagéo encontraram-se dentro
dos valores de aceitabilidade de exatiddo (70% a 120%) para todos os
compostos (SANCO, 2013). A precisdo foi avaliada sob condicbes de
repetitividade na concentragdo de 20 ug L para os compostos DMP, BBP e
DNOP. Os valores de DPR foram inferiores a 20%, demonstrando

concordancia entre os resultados (TABELA 13).

Tabela 13. Exatiddo e precisao* do método para determinagéo de trés ftalatos

em extrato de lodo de esgoto fortificado

Concentragéo Recuperagdo média (%) £ DPR
(ng L) DMP BBP DNOP
20* 100,98+1,01 98,46+8,53 92,21+10,84
40 110,36+14,86 88,57+6,00 75,82+9,38
200 100,25+2,78 96,3148,11 79,72+8,96

Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

Para os compostos DBP e DEHP, a exatiddo foi demonstrada pelo
método de adi¢do de padrao. Para o DBP, como as amostras de lodo de esgoto
apresentaram um pequeno sinal desse ftalato, a curva analitica funcionou
como o método de adicdo de padrdo. O mesmo foi feito para o DEHP. A faixa

de concentracao para o DBP variou entre 40 e 160 pg L't pois o primeiro ponto
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da curva foi definido como a concentragao que obtivesse um sinal analitico trés
vezes maior do que o interferente, que neste trabalho é expresso pelo branco
do método, que é a contaminagdo proveniente de vidrarias, reagentes,
solventes e analise cromatografica. Para o DEHP, a faixa linear variou entre
500 e 6000 pg L1, seguindo o mesmo raciocinio utilizado para o DBP.

O sinal analitico obtido quando uma solugdo-padrdo a 360 pug Lt em
ACN ¢ analisada no CG-EM ¢ trés vezes maior que o sinal analitico obtido na
avaliagcdo do branco do método para os ftalatos DBP e DEHP. Portanto,
somente em concentracdes superiores a 40 e 360 ug L1, pode-se quantificar
estes ftalatos em extrato da matriz de lodo.

Os dados de calibragéo para ambos os ftalatos foram obtidos aplicando
o0 modelo de regresséo linear, e os coeficientes de determinagdo (R?) para as
curvas analiticas preparadas em extrato da matriz foram superiores a 0,99
(FIGURA 25).

As concentracfes dos ftalatos DBP e DEHP nas amostras de lodo foram
guantificadas por extrapolacdo da reta, que para o DBP foi de 25 pg L! e para

o0 DEHP foi de 391 pg L, conforme demonstrado na Figura 25.

Figura 25. Gréficos de extrapolacdo da reta para determinacdo da
concentracdo de DBP e DEHP em lodo de esgoto. A) DBP; B) DEHP
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Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

Para avaliacdo da linearidade, foi utilizado o Método dos Minimos

Quadrados Ordinérios (MMQO). Os valores dispersos foram confirmados pelo
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teste de residuos de Jacknife, com nimero maximo de valores extremos
removidos correspondente ao limite de 22,2% dentre as 21 replicatas. Através
do reconhecimento dos pontos que afetavam o ajuste do modelo, foi possivel
trata-los (FIGURA 26).

Figura 26. Graficos exploratorios dos residuos da regressao das curvas dos
ftalatos DBP e DEHP em extrato de lodo de esgoto fortificado ap6s exclusao
dos valores dispersos diagnosticados pelo teste de residuos de Jacknife. A)
DBP; B) DEHP
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Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

A distribuicdo normal dos residuos foi verificada pelo teste de Ryan-
Joiner. Os coeficientes de correlacdo calculados (R) foram superiores aos
coeficientes de correlagdo criticos (Reriico), indicando que o desvio de
normalidade nao foi significativo para as curvas de ambos os ftalatos (FIGURA
27).



75

Figura 27. Graficos de probabilidade normal das curvas dos ftalatos DBP e
DEHP em extrato de lodo de esgoto fortificado. A) DBP; B) DEHP

Realc = 0,96099 20] 0 Realc = 0,94902 204 9
R =0,94353 S - .
critico '5] . Reritico = 0.94353 isl
oS- " -
. L]
104 P 104 .
- .
05 - 05 . "
T - .
» .04 5 004. "
- uf
o .
" 05 - 05
Lo
A 1,0 - 1.0
' .
- 154 - 15
. 204 - 2.0+
T T T T T T T
2 1 0 1 2 3 80 80 40 -0 o 20 40 60 80
ei ei

Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

A homocedasticidade dos residuos foi confirmada pela estatistica t de
Levene, os valores em todas as curvas avaliadas apresentaram t. inferior ao
teriico. Inferindo que os residuos da regressédo apresentaram variabilidade
constante ao longo dos niveis de concentragdo, demonstrando a distribui¢céo
homogénea dos residuos (TABELA 14).

Tabela 14. Homogeneidade das variancias dos residuos da regressdo das

curvas analiticas de trés ftalatos pela estatistica t de Levene.

Ftalatos Estatistica
tL teritico
DBP -0,799 0,99
DEHP -4,402 0,99

Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

A independéncia dos residuos foi demonstrada pelo teste de Durbin-
Watson, apresentando os limite inferiores (d.) e superiores (du) menores que
a estatistica d, ao nivel de significancia de a = 0,05, manifestando a nao

autocorrelacéo entre os valores (TABELA 15).
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Tabela 15. Independéncia dos residuos de regressdo das curvas analiticas de

trés ftalatos pelo teste de Durbin-Watson

Ftalatos Estatistica
d do du
DBP 1,55873 1,20049 1,41037
DEHP 1,88358 1,17938 1,40070

Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

A independéncia também foi comprovada visualmente, a distribuicdo
aleatéria dos pontos nos quatro quadrantes dos gréficos demonstra
homogeneidade, sem tendéncias positivas ou negativas para dois ftalatos
(FIGURA 28).

Figura 28. Gréficos de independéncia dos residuos de regressdo com
distribuicdo dos pontos para os ftalatos DBP e DEHP. A) DBP; B) DEHP
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Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

Pela confirmacéo das trés premissas relativas ao MMQO, normalidade,
homocedasticidade e independéncia, a linearidade também foi confirmada
para os ftalatos DBP e DEHP, na faixa de concentracdo estudada, sem

ponderacdes.
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4.3.2. Efeito de matriz

O efeito de matriz € um estudo de seletividade que tem como objetivo
verificar se ha interferéncias causadas por diversas substancias que compdem
a matriz estudada, que podem gerar diminuicdo ou ampliacdo dos sinais dos
compostos (SANCO, 2013).

O efeito dos coextrativos na resposta cromatografica dos ftalatos foi
avaliado através da comparagéo entre as areas dos compostos preparados em
ACN e em extrato da matriz para DMP, BBP e DNOP. A porcentagem de
variagdo da resposta cromatografica foi calculada pela equagéo % = (Amatiz —

Asolvente) / Asoivente X100 e estad demonstrada na Figura 29.

Figura 29. Porcentagem de variacdo da resposta cromatografica dos ftalatos
DMP, BBP e DNOP preparados em extrato de lodo de esgoto em relacdo as

preparadas em solvente
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Fonte: Elaborada pela autora, 2016.
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De acordo com Hajslova et al., 2003, o efeito de matriz tende a
aumentar com a diminuicdo da concentracdo. No entanto, neste trabalho, para
os ftalatos BBP e DNOP observou-se um aumento do efeito de matriz com o
aumento da concentracdo. Esta caracteristica foi observada por Pinho et al.,
2010, na determinacdo de agrotdxicos em matrizes alimentares. Ja para o
ftalato DMP, foi observado maior efeito de matriz na menor e na maior
concentragcdo, essa variacdo pode estar relacionada a dificuldade de
integracdo do composto, devido a presenca de uma coeluicdo préxima ao
tempo de retengdo. N&o foi possivel determinar o efeito de matriz para os
ftalatos DBP e DEHP pois estes ja estdo presentes na amostra de lodo

utilizada.

4.4, Aplicacdo em amostras reais

Neste trabalho, foi utilizado o método da padronizacdo externa para
quantificacdo de ftalatos DMP, BBP e DNOP em amostras reais. Através da
equacao resultante da linearidade, item 4.3.3, foi possivel calcular a
concentracdo de cada composto na amostra a partir das areas obtidas nos
cromatogramas. Foram avaliadas amostras de lodo de esgoto coletadas em
seis cidades: Claros dos Pocdes, Corinto, Montes Claros, Belo Horizonte,
Juramento e Curvelo. Os cinco ftalatos analisados foram detectados nas
amostras avaliadas. Entretanto, foi possivel quantificar apenas o DMP, BBP e
DNOP, pois a determinacdo das concentracBes dos ftalatos DBP e DEHP,
poderia ser realizada apenas pelo método da adi¢cdo de padrdo, o que tornou
invidvel a analise, uma vez que, esse método demanda elevado tempo e

consumo de padrdes e solventes (TABELA 16).



Tabela 16. Concentracdes dos ftalatos analisados em lodo de esgoto de seis cidades e o LMR
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Ftalatos Concentragdo (mg.kg?)
LMR Belo Horizonte  Claros dos Corinto Curvelo Juramento Montes
Pocdes Claros
DMP 0,5 0,169 0,143 0,098 nd 0,055 nd
DBP 0'7 * * * * * *
BBP - nd nd nd nd nd nd
DEHP 1,2 * * * * * *
DNOP - nd nd nd nd nd nd

Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

*Detectado, mas ndo quantificado.
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A Resolugao CONAMA n.° 375 de 2006 estabelece limites maximos de
residuos em lodo de esgoto para utilizagdo agricola apenas para os compostos
DMP, DBP e DEHP (TABELA 3, PAG. 26), as concentra¢fes encontradas de
DMP nas amostras de lodo de esgoto de todas as cidades avaliadas
encontraram-se abaixo do LMR estabelecido pela legislacdo, enquanto para
os ftalatos BBP e DNOP foram encontradas quantidades abaixo do limite de

guantificacdo do método.
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5. CONCLUSAO

Um método sensivel foi otimizado para determinacdo simultanea de
cinco ftalatos em amostras de lodo de esgoto. Foram obtidas recuperacdes
satisfatérias (102 a 139%) ao final do experimento, e o método analitico
desenvolvido foi validado com sucesso. O valor do LQ do método foi de 40 ug
kg1 para os ftalatos DMP, BBP e DNOP, valores sensiveis o suficiente para
quantificar ftalatos em amostras de lodo de esgoto. Os parametros para
validacdo do método, seletividade, limite de quantificacdo, linearidade,
precisdo e exatiddo foram verificados com sucesso, 0 que credenciou o
meétodo a ser aplicado em amostras reais. Os cinco ftalatos foram detectados
nas seis cidades e foram encontradas concentracdes do ftalato DMP nas
amostras de lodo de esgoto de todas as cidades analisadas, entretanto esses

valores foram inferiores ao LMR estabelecido pela legislacao.
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