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RESUMO

Uma vez que a concentracdo de nicotina e pesticidas organoclorados sao parametros
gue refletem a qualidade do tabaco utilizado na produgcdo de cigarros, se faz
necessario métodos simples para esta determinacdo e que produzam quantidade
reduzidas de residuos, o que se torna ambientalmente e industrialmente
interessantes. Diante do exposto, o0 objetivo deste trabalho foi otimizar duas
metodologias analiticas para extracdo de nicotina e pesticidas organoclorados de
tabaco de cigarro contrabandeado para o Brasil, visto que esse estudo é de suma
relevancia devido ao aumento do consumo de cigarros contrabandeados. A
concentragao de nicotina no tabaco de cigarro contrabandeado foi determinada pelo
método QUEChERS, necessitando de algumas modifica¢des, tais como, a diminuicao
do volume do solvente extrator, alteracdo do pH e retirada da etapa de hidratacdo da
amostra e a quantificacao foi realizada por cromatografia a gas, usando um detector
de ionizacdo de chama. O planejamento de experimentos matriz de Doehlert foi usado
para otimizar o método. As recuperacfes de extracdo variaram de 97,5% a 99,6%,
com desvio padrao relativo (RSD) < 2,5% e limites de detecgéo e quantificacéo de 0,6
mg Lt e 2,5 mg L%, respectivamente. O método foi sensivel e preciso para a detec¢do
e quantificacdo da nicotina, sendo a concentragcdo menor do que a observada nos
cigarros legais. A quantificagdo de pesticidas organoclorados foi utilizada a
combinacdo das metodologias de ultrassom e extracdo a baixa temperatura. A
abordagem combinada dos métodos foi otimizada e validada para 20 pesticidas
organoclorados, alcancando recuperacdes entre 73% e 116% e um desvio padrao
relativo inferior a 20%. O método minimizou o efeito de matriz de 65% dos pesticidas
organoclorados estudados. Os limites de deteccéo e quantificacéo variaram de 2 a 60
ng g* e 120 a 190 ng g, respectivamente. O método foi aplicado a andlise de 18
marcas de cigarros contrabandeados. Os pesticidas organoclorados encontrados nas
amostras foram cis clordano em 89% das marcas, p,p-diclorodifenildicloroetileno
(DDD) e metoxicloro em 78%, endosulfan sulfato em 67%, heptacloro epoxido e
endosulfan I em 61%. As concentracdes dos pesticidas organoclorados neste estudo
foram maiores do que as encontradas em uma pesquisa semelhante sobre cigarros
comercializados na China. A aplicacao de ultrassom e extracdo em baixa temperatura
pode ser uma alternativa eficiente para analise de amostras de tabaco, pois utiliza
apenas um solvente de extracao, requer equipamentos de baixo custo, hdo necessita
de uma etapa adicional de limpeza, reduz o impacto ambiental por meio da geragao
minima de residuos e pode detectar baixas concentracfes de analitos. Os métodos
foram aplicados com sucesso em amostras reais de cigarros contrabandeados para o
Brasil, fornecendo uma alternativa promissora para analises de rotina e demostrando
a necessidade de mais estudos sobre este assunto.

Palavras-chave: cigarro contrabandeado, pesticidas organoclorados, nicotina,
extracdo a baixa temperatura, QUEChERS.



ABSTRACT

Since the concentration of nicotine and organochlorine pesticides are important
parameter that reflects the quality of the tobacco used in the production of cigarettes,
simple methods are necessary for this determination, which produce reduced amounts
of waste, which becomes environmentally and industrially interesting. In view of the
above, the objective of this work was to optimize two analytical methodologies for
extracting nicotine and organochlorine pesticides in tobacco from cigarettes smuggled
into Brazil were optimized since this study is of paramount relevance due to the
increased consumption of smuggled cigarettes. In this work, the nicotine concentration
of smuggled cigarette tobacco was determined by the QUEChERS method, requiring
some modifications, such as decreasing the volume of the extractor solvent, changes
in pH, and removal of the sample hydration step and the quantification was performed
by gas chromatography using a flame ionization detector. The Doehlert matrix design
was used to optimize the method. The extraction recoveries ranged from 97.5% to
99.6%, with relative standard deviation (RSD) < 2.5% and limits of detection and
guantification of 0.6 mg L** and 2.5 mg L, respectively. The method was sensitive and
accurate for the detection and quantification of nicotine being the the nicotine
concentration was lower than in legal cigarettes. To quantify organochlorine pesticides
using ultrasound application and low-temperature extraction. The combined approach
was validated for 20 organochlorine pesticides, achieving recoveries ranging from 73
% to 116 % and a relative standard deviation of less than 20 %. The method minimized
the matrix effect in 65 % of the organochlorine pesticides. The limits of detection and
guantification varied from 2 to 60 ng g** and 120 to 190 ng g™, respectively. The method
was applied to the analysis of 18 brands of smuggled cigarettes. The organochlorine
pesticides found in the samples were cis chlordane (89 %), p,p-
dichlorodiphenyldichloroethylene (DDD), methoxychlor (78 %), endosulfan sulfate (67
%), heptachlor epoxide, and endosulfan Il (61 %). The concentrations of the
organochlorine pesticides in this study were higher than those in a similar survey on
cigarettes marketed in China. The ultrasound application and low-temperature
extraction may be an efficient alternative to analyzing tobacco samples since it uses
only one extraction solvent, requires low-cost equipment, does not require an
additional clean-up step, reduce environmental impact through minimal waste
generation, and can detect low analyte concentrations. The methods were successfully
applied to real samples of smuggled cigarettes, demonstrating an alternative for
routine analysis and proving the need for more studies on this subject.

Keywords: smuggled cigarettes, organochlorine pesticides, nicotine, low-temperature
extraction, QUEChERS.
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1 INTRODUCAO

O tabagismo j& € considerado como uma epidemia e uma das maiores causas
de mortes evitaveis. No mundo, h4d mais de um bilh&o de fumantes e no Brasil esse
namero chega a 22 milhdes. O tabagismo esta diretamente relacionado a varios tipos
de cancer e problemas respiratorios. Estima-se que os custos com o tratamento de
brasileiros que adoecem devido ao uso do tabaco sdo maiores do que o0s valores
arrecadados na venda desse produto.

Além dos gastos em tratamento, 0 pais ainda enfrenta a problematica do uso
de cigarros provenientes de contrabando, isso corresponde, hoje, a metade do
comércio deste produto, resultando ainda mais no impacto financeiro e preocupacéo
sobre a qualidade do que se esta consumindo, uma vez que esse produto ndo passa
por critérios de qualidade. Além dos problemas em saude publica e financeiros, o
cigarro contrabandeado tem afetado também o meio ambiente, pois devido ao niumero
crescente de apreensdes, tornou-se um residuo solido preocupante, que atualmente
é incinerado.

Nos ultimos anos, as pesquisas sobre a determinacdo de pesticidas em
tabaco tém destacado a presenca residual de varias classes destas substancias
sendo alguns inclusive proibidas pela Convencédo de Estocolmo. A maior parte dos
estudos utilizam o tabaco em folha, ja nos manufaturados ainda ha poucos resultados.
Para cigarros contrabandeados, os estudos sao focados nos impactos do
contrabando, ndo apresentando informacdes sobre pesticidas. Para a nicotina, 0s
estudos sdo direcionados para cigarros comerciais, ndo trazendo informacfes sobre
cigarros contrabandeados. Os estudos relacionam a quantidade de nicotina presente
no tabaco com a qualidade e controle para o sistema de producado. Para o tabaco, nédo
h& um valor referéncia ou minimo de nicotina na folha e, no Brasil, a ANVISA preconiza
a concentracado de 1 mg apenas para a fumaca primaria.

Em todos os estudos para a determinacdo de nicotina e pesticidas,
modificacdes de métodos para extracdo foram observados. O desenvolvimento ou a
otimizacdo de métodos para determinacdo de analitos € uma area de grande
importancia da quimica analitica, em razao de que a diminuicdo de custos e tempo
sdo fatores determinantes para um método poder ser aplicado em varias amostras.
Métodos analiticos de extracdo também devem visar o impacto gerado ao ambiente,

visto que o uso de reagentes e solventes organicos sdo necessarios.



19

Assim, estudos sobre cigarros contrabandeados, que visam a determinacao
de pesticidas e também nicotina, sdo de suma importancia para contribuir com
resultados que possam ser utilizados na determinagédo de valores residuais e/ou
guantidades minimas nesse produto, uma vez que estudos mostram que
consumidores fazem uso de mais de um cigarro por dia. Além de fornecer dados as
politicas publicas para o combate do uso proveniente de contrabando, uma vez que
ele aumenta o risco a saude de usuarios e ndo usuarios, em relacdo ao cigarro
legalizado. Para isso, o desenvolvimento ou otimizacao de métodos de extracao para
o tabaco se faz necessario, pois métodos simples, eficientes, econdmicos e

ambientalmente favoraveis sao interessantes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 TABAGISMO

O tabagismo se tornou lider de mortes evitaveis no mundo (CDC, 2021). A
Organizacao mundial da saude (WHO) estima que 80% dos usuarios de tabaco no
mundo vivem em paises de baixa e média renda (LAMPREIA; COSTA; BIZ, 2015;
WHO, 2021).

No Brasil, had 9,8% de fumantes o que equivale a 22 milhdes de pessoas
(BRASIL. Ministério da Saude, 2022). Mesmo com as praticas contra o tabagismo
como campanhas, pre¢co minimo de venda, aumento em impostos, o impacto ainda é
grande.

O tabagismo estéa diretamente relacionado ao desenvolvimento de cancer de
bexiga, pancreas, figado, colo do utero, esofago, rins, laringe, pulméo, boca, faringe
e estdbmago, além de outras enfermidades nos sistemas respiratorios e
cardiovasculares. Considerando o percentual de mortes ocorridas no Brasil, 13% sao
atribuiveis ao tabagismo, sendo considerado uma epidemia atualmente. Estima-se
gue o custo direto e indireto dos efeitos na saude publica em decorréncia do tabagismo
foi de 1,8% do PIB em 2020, o que representa 23% do que o pais gastou no
enfrentamento da pandemia Covid-19, totalizando 8% de todos 0s gastos anuais em
salde (INCA, 2021a; PALACIOS A, et. al, 2020).

Uma matriz de importancia mundial que merece atencao por afetar diversas
areas como meio ambiente, saude publica e setor financeiro € o0 cigarro
contrabandeado. O principal tipo de comércio ilegal € o contrabando de cigarro, a cada
dez cigarros consumidos, um é proveniente do contrabando (JOOSSENS; RAW,
2012; WHO, 2021).

No Brasil, o cigarro contrabandeado corresponde a 37% das apreensdes
ilegais, 0 que representa praticamente a metade entre todos os produtos ilegais no
pais. De 2015 a 2019 o aumento na comercializacdo foi de 39 a 57%,
respectivamente. Observou-se uma queda em 2020 para 49%, sendo justificada por
fatores pontuais como a pandemia da covid-19 e a alta do dolar. Os impactos
financeiros gerados pelo contrabando séo de extrema significancia, pois as perdas em
arrecadacao sao da ordem de bilhdes de reais (ETCO, 2021; BRASIL. Ministério da

Economia. Receita Federal, 2021).
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O impacto ambiental é dado pela geracdo de residuos sélidos (Fig. 1), que
em 2021 teve mais de 9 mil toneladas descartadas, tendo como destino final a
incineragao (ZITTEL et al., 2018).

Figura 1 — Residuos gerados de cigarro contrabandeado de 2016 — 2021

Destruicao de Cigarros (Toneladas por ano)
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Fonte: BRASIL. Ministério da Economia. Receita Federal. Balanco Aduaneiro 2020, mar. 2021.
Disponivel em; https://www.gov.br/receitafederal/pt-br/centrais-de-
conteudo/publicacoes/relatorios/aduana/balanco-aduaneiro-2018/view Acesso em: 20 jun. 2021.

O impacto na saude publica esta relacionado com o aumento de usuarios de
tabaco atraidos pelo preco de venda, pois o cigarro contrabandeado é vendido com
preco menor do que o minimo estipulado para os cigarros legalizados. Além de ser
acessivel a toda faixa etaria, incluindo menores de idade.

Consumidores, ou ndo, sdo expostos a mais de 4.700 substancias
encontradas na fumaca do tabaco (DANE; HAVEY; VOORHEES, 2006; INCA, 2021b;
SILVA; PIRAS; MOREIRA, 2019) e outros contaminantes, como metais
potencialmente toxicos (Cd, Ni, Pb) (SILVA; VOIGT; CAMPOS, 2014).

No Brasil, foi realizado um estudo no Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Campo
Grande, Jodo Pessoa e Belo Horizonte que mostrou a relacdo entre o perfil dos
consumidores de cigarros contrabandeados e a classe econdmica média-baixa. As
cidades com mais consumidores foram Campo Grande (70,1%), regido de fronteira
com o Paraguai, e Jodo Pessoa, cidade localizada em regido economicamente mais
pobre do pais (SZKLO et al., 2022; SZKLO; IGLESIAS, 2020).


https://www.gov.br/receitafederal/pt-br/centrais-de-conteudo/publicacoes/relatorios/aduana/balanco-aduaneiro-2018/view
https://www.gov.br/receitafederal/pt-br/centrais-de-conteudo/publicacoes/relatorios/aduana/balanco-aduaneiro-2018/view
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Considerando o apresentado, novamente ressalta-se a importancia de estudos em
torno desta matriz, uma vez que a matriz tabaco é desafiadora devido a sua

composicao.

2.1.1 Composigéo do Tabaco

A folha de tabaco, utilizada na producdo de cigarros, possui mais de 4700
substancias quimicas, sendo 0,3-5% correspondente a nicotina que compde 95% de
todos os alcaloides presentes no tabaco (RODGMAN; PERFETTI, 2013).

A nicotina é uma droga psicoativa, um alcaloide nitrogenado que atua
diretamente no sistema nervoso central ligando-se aos receptores neurais nicotinicos
de acetilcolina, favorecendo a liberagdo de neurotransmissores como dopamina,
serotonina, noradrenalina e, portanto, responsavel pelo vicio do tabaco (KARBALAIE
et al., 2009).

A nicotina apresenta em sua molécula dois nitrogénios com carater basico.
Dependendo do pH do meio ela pode se apresentar de trés formas como mostra a

figura 2.

Figura 2 - Férmulas estruturais da nicotina
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Fonte: Adaptado de EL-HELLANI, A. et al. Free-Base and Protonated Nicotine in Electronic Cigarette
Liguids and Aerosols. Chemical Research in Toxicology, v. 28, n. 8, p. 1532-1537, 17 ago. 2015.

A forma em que a nicotina se apresenta (protonada ou base livre) influencia
diretamente na sua absorcdo pelo organismo. Na forma protonada as moléculas de
nicotina ndo sao absorvidas facilmente pelas mucosas oral, nasal, pele e epitélio
pulmonar, pois ndo passam pelas membranas lipoproteicas. Na forma de base livre,
a passagem é mais rapida (INSTITUTE OF MEDICINE, 2001; ROSEMBERG, 2003),

devido as interacdes intermoleculares envolvidas.
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Com base nisso, no processo de produc¢édo do tabaco, a aménia é adicionada
a mistura para aumentar o pH e, consequentemente, a quantidade de nicotina
biodisponivel (EL-HELLANI et al., 2015; ROSEMBERG, 2003; STANFILL etal., 2021).

Os niveis de nicotina no tabaco dependem diretamente de fatores como
praticas de producéo, clima, fertilidade do solo e espécie da planta. Como a nicotina
€ sintetizada nas raizes e transportada para as folhas, sua concentracédo influencia o
desenvolvimento da planta. Para cigarros com quantidades intencionalmente
reduzidas de nicotina é necessario que as plantas sejam geneticamente modificadas;
0 que leva de 8 a 12 anos de pesquisa para que uma determinada variedade seja
comercializada (LEWIS et al., 2020; TAUJENIS; OLSAUSKAITE; PADARAUSKAS,
2015). Portanto, a determinacdo do teor de nicotina € um parametro importante para
a avaliagédo do tabaco nos cigarros.

A matriz tabaco é composta de varias substancias incluindo carboidratos,
acidos carboxilicos, ceras e resinas, compostos fendlicos, proteinas, aminoacidos,
alcaloides, compostos de enxofre, compostos halogenados e metais, além de misturas
liquidas aplicadas no processamento para melhorar o sensoraial do produtofinal
(RODGMAN; PERFETTI, 2013).

Estes compostos podem influenciar diretamente no sistema de analise
comprometendo os resultados. Nesse sentido, precisam ser eliminados pelo processo
de extracdo e limpeza. No entanto, ao considerar o tabaco a partir de cigarros, o
numero de compostos é ainda maior, pois outras substancias sao adicionadas durante
a producédo (ROSEMBERG, 2003).

2.1.2 Pesticidas Organoclorados (OCPs) em Tabaco

Outros compostos de grande importancia para avaliacdo do cigarro
contrabandeado séo os pesticidas. Durante todo o processo de producéo do tabaco,
sdo utilizados diversos tipos de pesticidas como herbicidas, inseticidas, entre outros.
Pesticidas organoclorados (OCPs) como aldrin, clordano, clordecone, dicofol, dieldrin,
endrin, heptacloro e metabdlito, HCHs, endosulfan e  isémeros,
diclorodifeniltricloroetano (DDT) e metabdlitos sdo compostos proibidos pela
Convencao de Estocolmo (UNEP, 2019).

No entanto, mesmo sendo proibidos, alguns estudos mostram a presenca
destes compostos em tabaco. No trabalho de Rahman, e colaboradores (2012), OCPs

como hexaclorociclohexano (alfa-HCH, beta-HCH, gama-HCH e delta-HCH), aldrin,
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dieldrin, endrin, endrin cetona, endrin aldeido, heptacloro, heptacloro epoxido, alfa-
clordano, beta-clordano, alfa-endosulfan, beta-endosulfan, diclorodifeniltricloroetano
(DDT), diclodifenildicloroetileno (DDE), diclorodifenildicloroetano (DDD) e metoxicloro
foram encontrados em folhas de vérias regi6es como Bangladesh.

Na China, varios trabalhos demonstram também a presenca de OCPs (CHEN
et al., 2013, 2018; HAO; LI; LIN, 2017; LUO et al., 2015), assim como na india
(GHOSH et al., 2014; KHAN et al., 2014). No Brasil, segundo maior produtor de tabaco
(DERAL, 2020), esses estudos ainda séo limitados.

A matriz tabaco é um bom indicador para contaminacao por OCPs e, embora
ndo seja considerado um produto alimenticio, € a cultura agricola mais difundida
globalmente e segunda substancia psicoativa mais consumida em todo o mundo
(JEFFREY DROPE ED.; NEIL W SCHLUGER ED., 2018; LE FOLL et al., 2022;
TASSEW; CHANDRAVANSHI, 2015).

Os OCPs sao compostos sintetizados e classificados como hidrocarbonetos
clorados, onde sua estrutura quimica Ihe confere carater lipofilico implicando na
permanéncia por muitos anos no ambiente (DE SOUZA et al., 2022; RIAZ; MALIK; DE
WIT, 2021; ZHANG et al., 2011).

Muitos OCPs ja tiveram seu uso cessado ha 20 anos, mas devido a sua
persisténcia e facilidade de transporte a longas distancias, ainda podem ser
detectados, geralmente em niveis tracos.

Com base nisso, a preparacao da amostra precisa minimizar a quantidade de
substancias que possam ser extraidas juntamente com os analitos, como pigmentos,
compostos lipidicos, acucares e outros compostos, pois podem causar danos ao
sistema de identificacdo e/ou apresentar comportamento semelhante ao analito,
produzindo resultados ndo confiaveis.

Os limites para residuos de OCPs séo estabelecidos para alimentos e ragdes.
Entretanto, ndo ha consenso para o tabaco, pois se trata de um produto alimentar
(CORESTA, 2021). Por isso, o Centro de Cooperacdo para Pesquisa Cientifica
Relativa ao Tabaco (CORESTA) desenvolveu orientacbes de niveis de residuos
(GRLs) para auxiliar no monitoramento dessa cultura. A tabela 1 apresenta os niveis

propostos baseados nas boas praticas agricolas.
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Tabela 1 - Niveis de Residuos de Orientagdo (GRLs) CORESTA

OCPS GRL (ppb)

Aldrin+Dieldrin 20
Clordano () cis e trans) 100
DDT (3 metabdlitos) 200

Endosulfan (3> metabdlitos) 1000
Endrin 50
Heptachlor (3 metabdlitos) 20
Metoxicloro 50

Fonte: CORESTA. CORESTA GUIDE N° 1 The Concept and Implementation of CPA Guidance
Residue Levels Cooperation. Centre for Scientific Research Relative to Tobacco, out. 2021.
Disponivel em: https://www.coresta.org/sites/default/files/technical_documents/main/Guide-No01-
GRLs7th-Issue-Oct21.pdf Acesso em: 22 dez. 2021.

2.2 PROCESSO ANALITICO

O sucesso de uma analise quimica € condicionado ao desenvolvimento
adequado do processo analitico. A composi¢cao da matriz deve ser bem conhecida,
assim como as propriedades fisico-quimicas dos analitos de interesse, pois

influenciam diretamente nas etapas apresentadas na figura 3.

Figura 3 - Etapas processo analitico

PRESERVACAO DA
AMOSTRA

PREPARO DA ANALISE

AMOSTA

AMOSTRAGEM

Fonte: A Autora.

As duas primeiras etapas sao cruciais para um bom desempenho do
processo. A obtencdo de amostras deve representar significativamente o problema
em questdo, uma vez que amostragem se nao for realizada de acordo com um padrao
uniforme resultard em erros de amostragem que inferirdo nos resultados finais. Assim
como a amostragem, a preservacdo deve garantir que os analitos de interesse néo
sofram varia¢cBes entre o periodo de amostragem e preparo.

O preparo da amostra € a etapa mais desafiadora, pois consome maior parte
do tempo e recursos dedicados ao processo analitico e onde grande parte dos erros
estdo vinculados (ARMENTA et al., 2019), desta forma deve ser suficientemente

eficiente adequada para analise pelo sistema de determinagéo escolhido.


https://www.coresta.org/sites/default/files/technical_documents/main/Guide-No01-GRLs7th-Issue-Oct21.pdf
https://www.coresta.org/sites/default/files/technical_documents/main/Guide-No01-GRLs7th-Issue-Oct21.pdf
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A Ultima etapa do processo € a analise do extrato da amostra, quando poderéo
ser identificados e/ou quantificados os analitos de interesse. Apesar da variedade de
técnicas analiticas disponiveis, deve-se levar em consideracdo a necessidade de
modificacdo ou ndo do método escolhido, como também a seguranca e os critérios da

quimica verde.

2.3 TECNICAS DE PREPARACAO DE AMOSTRA

O desenvolvimento de processos e ferramentas tem sido destaque no ambito
da quimica analitica nos ultimos anos, principalmente no que diz respeito aos
seguintes objetivos (GALUSZKA; MIGASZEWSKI; NAMIES'NIK, 2013):

(1) eliminacdo ou reducdo do uso de substancias quimicas (solventes, reagentes,
conservantes, aditivos para ajuste de pH e outros);

(2) minimizagéo do consumo de energia;

(3) gestao adequada dos residuos analiticos; e,

(4) maior segurancga para o operador.

A ciéncia das medicfes tem auxiliado diversas areas no desenvolvimento e/ou
otimizacao de processos para analise de substancias quimicas em diversas matrizes,
pois o preparo de amostra € o gargalo dos procedimentos analiticos.

A remocdo efetiva de interferentes é dependente da escolha do tipo de
preparo de amostra, devendo ser compativel com as propriedades fisico-quimicas e
ao sistema de determinacao.

Equipamentos de analise que apresentam alta sensibilidade necessitam de
amostras sem interferentes e o analito em uma faixa mensuravel. Um exemplo
especifico é a analise cromatografica, na qual a presenca de interferentes da matriz
podem afetar diretamente a separacdo e suprimir ou aumentar o sinal do composto
dificultando o processo de quantificacao.

A anadlise desses compostos torna-se um desafio, uma vez que sao
encontrados em niveis tracos em matrizes como plantas, agua, solo, sedimento,
alimentos e fluidos biol6gicos. Orgédos como a Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (USEPA), a Associacao Oficial de Quimicos Analiticos (AOAC) e o
Comité de Padronizacédo Europeu (CEN) regulamentam metodologias para extracao
de OCPs em matrizes sdlidas e liquidas.

Os meétodos preconizados por esses Orgaos sdo: extracdo por funil de

separacédo, extracdo liquido-liquido, extragdo em fase sélida em cartucho ou disco,
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soxhlet, extracdo por fluido pressurizado, extracdo por microndas, extracdo por
ultrassom, extracao por fluido supercritico, permeacao em gel, micro extracdo em fase
sélida, e o mais recente QUEChERS.

O método de extracdo por soxhlet garante o contato da amostra com o
solvente extrator, uma vez que utiliza o processo de refluxo por determinado tempo
gue pode chegar até 16h, utilizando volumes de solvente entre 100 e 300 mL por
amostra, sendo utilizado apenas para sélidos (USEPA, 1996a; WIRNKOR et al.,
2021). Essa metodologia apresenta certa simplicidade, porém demanda de
guantidades de solventes relativamente altas, demasiado tempo e grandes
guantidades de amostra.

A extracgédo liquido-liquido tem como base o particionamento dos compostos
da fase aquosa para a fase organica, utilizando agitacéo e repeticdo do procedimento,
a fase organica, composta por 60 mL do solvente (USEPA, 1996b). Assim como o
soxhlet, trata-se de uma metodologia simples, no entanto, as etapas de repeticdo com
novas porcoes de solvente aumentam o custo e também a quantidade de residuos
gerados.

Extracdo em fase soélida (SPE), um meétodo para matrizes aquosas,
desenvolvido para substituir a extracao liquido-liquido, pode ser encontrado na forma
de discos ou cartuchos que contém material sorvente como silica, florisil, alumina,
C18. Os analitos sdo adsorvidos no material do disco ou da coluna e eluidos
posteriormente usando um liquido ou fluido, ou por dessorcdo térmica. O processo
ocorre pela filtracdo a vacuo da amostra (POOLE; POOLE, 2012; SCHENCK;
LEHOTAY, 2000; USEPA, 2007b).

A extracdo liquida pressurizada (PLE), também conhecida por extracdo
acelerada por solvente (ASE) ou ainda, extracdo por fluido pressurizado, utiliza
solvente organico em temperatura elevada (100 a 180°C) e sob pressao de 1500-2000
psi, fornecido por um dispositivo. A solubilidade dos analitos € facilitada pela alta
temperatura e a pressao € necessaria para manter o solvente liquido (KIM et al., 2020;
SANDER et al., 2017; USEPA, 2007c).

Extracdo por fluido supercritico (SFE) semelhante ao PLE, mas ao invés de
utilizar um solvente, se utiliza um fluido (por exemplo, CO2, devido a seu ponto critico
baixo: 73 atm e 31°C) para fazer a extracdo. Contudo, em ambas as técnicas, 0s
analitos precisam ser termicamente estaveis (KIM et al., 2020; SCHENCK; LEHOTAY,
2000; USEPA, 1996c¢).
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Extracdo por microndas é um procedimento para compostos insolliveis ou
ligeiramente sollveis em 4gua. A energia das microndas produz temperatura em torno
de 100 a 115°C e presséo entre 50 — 175 psi, em frasco fechado contendo a amostra
e o solvente. O aumento de pressédo e temperatura faz com que os analitos sejam
separados dos sitios ativos da matriz da amostra, particionados para o solvente. A
eficiéncia do método se da pelas propriedades do solvente e a estrutura da matriz,
podendo ser realizadas varias extracbes ao mesmo tempo (LLOMPART et al., 2018;
REHMAN et al., 2020; USEPA, 2007d).

Sonicacdo também pode ser utilizada como técnica de extracdo. A radiacdo
ultrassénica produz cavitacdo no solvente, pequenas bolhas de vacuo que sofrem
implosao resultando em alta temperatura e pressao. A radiacdo ultrassom é fornecida
por sonda, banho ou microplacas (ALBERO; TADEO; PEREZ, 2019a; KIM et al., 2020;
USEPA, 2007e).

Método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) acontece
em sistema fechado, onde o analista ndo fica exposto durante o procedimento de
extracdo. O método requer pouca quantidade de amostra, quando comparado a outras
metodologias. Tem como principio de extracao, a particao via salting-out que promove
um equilibrio entre a fase organica e a fase aquosa da amostra hidratada na presenca
de cloreto de sédio. Sdo necessarias etapas de agitacdo em vortex para promover o
contato entre 0s reagentes e a amostra, seguido de centrifugacdo. O solvente
organico utilizado requer volume menores (10 mL). Variacdes no pH de extracéo
foram aplicados por meio da adicdo de sais citrato, para extracdo de pesticidas. A
simplicidade e dinamicidade, atraiu a atencdo da comunidade cientifica para seu uso
em diferentes matrizes. Contudo, a efetividade desse método depende das
propriedades do analito e composi¢cao da matriz, necessitando de modificacoes.

Extracdo por particdo a baixa temperatura (PBT), essa técnica vem ganhando
espaco dentre os processos de preparo de amostras na extracdo de compostos
organicos. Primeiros relatos de seu uso foram para remocdo de compostos
gordurosos do extrato da amostra (JUHLER, 1997). Outros trabalhos utilizaram a
precipitacdo a baixa temperatura (PBT) para separacao entre a fase aquosa e fase
organica de uma extracao liquido-liquido (GOULART et al., 2010a; MAGALHAES et
al., 2012; VIEIRA; NEVES; QUEIROZ, 2007).
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2.3.1 Técnicas para Limpeza do Extrato da Amostra

O objetivo do processo de extracdo € a obtencdo dos analitos em uma fase
compativel com o sistema de quantificacdo, chamado de extrato da amostra. Em todos
0s métodos apresentados, analitos de interesse e interferentes da matriz estdo
presentes no extrato final, o que dificulta a analise dos compostos alvos diretamente
ocasionando erros na quantificacdo, além de possiveis problemas instrumentais.
Nesse caso, uma etapa de limpeza se faz necessaria.

A técnica SPE, além de ser utilizada para extracao, também é comumente
aplicada nas etapas de limpeza dos extratos. Uma variacao dessa técnica € a extracao
em fase sélida dispersiva (d-spe). Ambas utilizam sorventes como, alumina, silica nua
(sem ligantes), silicato de magnésio ativado (florisil®), etilenodiamino-n-propilsilano
(PSA), negro de carbono grafitado (GBC), silica octadecilsilano (C18), zirconia ligada
a silica (Z-Sep®) e sorventes polares poliméricos (FONTANALS et al.,, 2021;
SCHENCK; LEHOTAY, 2000; SCHENCK; LEHOTAY; VEGA, 2002).

Na d-spe, os sorventes sdo adicionados no extrato da amostra, a disperséao
favorece seu contato com os interferentes, ndo sendo necessario o uso de cartuchos
ou discos como na SPE.

A centrifugacdo em baixa temperatura, particionamento liquido-liquido e
cromatografia de permeacdo em gel sdo também procedimentos para limpeza de
extrato, aplicadas principalmente para amostras com teor de lipideos elevado
(MARTINS et al., 2013).

Contudo, devido a especificidade, complexidade das matrizes e o impacto
ambiental, os métodos originais necessitam de modificacdo ou otimizacdo. Além
disso, fatores como quantidade de reagentes, geracdo de residuos, custo e esfor¢o
do operador tém sido levados em consideracdo nesse processo, pois impactam

diretamente no custo da analise, bem como no potencial verde.

2.3.2 Método de Extracéo por Ultrassom

Uma técnica em destaque, do ponto de vista da quimica analitica verde, € a
extracdo por ultrassom. Essa técnica apresenta simplicidade e baixo custo, ndo
necessita de varios reagentes para o0 processo de extracdo, pois o contato entre o
solvente e a matriz € intensificado pela cavitacdo gerada pelas ondas sonoras
(ARMENTA et al., 2019).
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As ondas sonoras sdo divididas em trés faixas de frequéncia: as ondas
audiveis (10 Hz-20 kHz), ondas infrass6nicas (<16 Hz) e ultrassbnicas (>20 kHz até
10 MHz), sendo que os efeitos fisicos e quimicos dependem da frequéncia. De 20-
100 kHz, a frequéncia € considerada baixa, resultando em efeitos fisicos. De 200-500
kHz, as frequéncias sdo consideradas altas e geram efeitos quimicos (PICO, 2013;
TIWARI, 2015).

A sonicacéo é eficiente para aumentar o contato entre o solido e o solvente
extrator devido aos fenémenos fisicos decorrentes como a agitacdo, vibracao,
pressao, ondas de choque, forcas de cisalhamento, micro jatos, compressédo e
rarefacdo, transmissdo acustica, cavitacdo e formacao de radicais, o que resulta em
recuperacdo aceitavel do analito (TIWARI, 2015).

Ondas longitudinais sdo geradas por um transdutor, resultando em ciclos nos
guais ha momentos de pressdao maxima e minima formando bolhas que sofrem

expansao e compressao durante o ciclo da onda, como representado na figura 4.

Figura 4 - Representacéo da cavitagdo acustica

Compresséo Compresséo Compresséo Compresséo

Rarefacao Rarefacao Rarefacao Rarefacao Rarefacao

e OQQQQQ

Fonte: adaptado de PICO, Y. Ultrasound-assisted extraction for food and environmental samples. TrAC
Trends in Analytical Chemistry, v. 43, p. 84-99, fev. 2013.

Micréjatos

Um ponto critico na compressdo da bolha gera a colisdo das moléculas,
aumentando a temperatura (em torno de 5500 °C) e pressao (493,5 atm), o que faz
com gue a bolha sofra um colapso, resultando em uma implosdo. Esse processo de

expansdo, compressdo e implosdo € chamado de cavitacdo acustica (ALBERO;
TADEO; PEREZ, 2019b; PICO, 2013; SORIA; VILLAMIEL, 2010; TIWARI, 2015).
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A intensidade alta do colapso gera micro jatos na superficie da amostra
fazendo com que acontegca um rompimento na parede celular, aumentando o contato
do solvente com a matriz da amostra e consequentemente, a transferéncia de massa
dos constituintes soluveis ao solvente, como observado em amostras de tecidos
vegetais (PICO, 2013; TOMA et al., 2001).

O uso do ultrassom na extragéo requer tempo longo ou repeticdo de ciclos,
como mostram estudos em que os tempos de extracdo de 10 minutos, 15 min. e 20
min., foram utilizados em dois ciclos, ou um ciclo, mas por 30 minutos. Esses trabalhos
relataram que o aumento do numero de ciclos também levou a um aumento no
consumo do solvente extrator, uma vez que cada ciclo requer uma nova quantidade
(JUMEPAENG et al.,, 2020; KUNENE; MAHLAMBI, 2020; LEE et al., 2020;
MARTINEZ-PARRENO; LLORCA-PORCEL; VALOR, 2008; VAGI et al., 2007).

2.3.3 Modificacbes no Método de Ultrassom

Alguns estudos utilizaram a extrac&o por ultrassom adaptada para analise de
OCPs em matrizes sélidas, tais como, sedimentos marinhos (VAGI et al., 2007), solo
(CUI et al., 2011; JUMEPAENG et al., 2020; MARTINEZ-PARRENO; LLORCA-
PORCEL; VALOR, 2008; TOMAZINI et al., 2020), tabaco (QI et al., 2014), mexilh&o
(LEE et al., 2020) e ch& (SAJID; ALHOOSHANI, 2020).

Nos trabalhos de Cui et al. (2011) e Tomazini et al. (2020), para amostras de
solo, a etapa de sonicacdo foi de 2 ciclos de 10 min e 2 ciclos de 15 min
respectivamente. Seguidos de centrifugacéo e limpeza do extrato por SPE florisil. As
recuperacdes alcancadas nesses estudos foram respectivamente de 70 a 117% para
HCHs e DDTs, 81 a 108% para fipronil e seus metabolitos.

Outros trabalhos apresentaram modificacfes na etapa de limpeza do extrato
apos sonicacao.

Martinez-Parrefio; Llorca-Porcel; Valor (2008) propuseram um meétodo de
extracdo para 51 poluentes organicos persistentes, dentre eles OCPs, bifenilas
policloradas (PCBs), hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHS) e difeniléteres
polibromados (PBDESs) em amostras de materiais de referéncia certificados de solo.
Os autores relatam a extracdo multiresiduo utilizando 15 mL de metanol e sonicagéo
por 30 min. ApOs o processo de sonicacao, foi adicionado agua ao extrato, seguido
de agitacdo utilizando barra magnética coberta com polidimetilsiloxano (PDMS) por

14h a 900 rpm em temperatura ambiente. As barras de agitacdo foram analisadas por
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espectrometria de massa de dessorcao térmica em 280°C por 6 min. Os analitos foram
transferidos para uma coluna cromatogréfica para andlise, obtendo recuperacdes de
62 a 87% para OCPs.

Sajid; Alhooshani (2020) realizaram extragcdo de OCPs em amostras de cha
utilizando ultrassom. A amostra foi acondicionada em uma membrana de
polipropileno, imerso em 1,25 mL de hexano dentro de um frasco de vidro, sonicado
por 60 min. ApoOs a sonicagao, o extrato foi seco e reconstituido em 0,1 mL de hexano,
seguido de andlise cromatografica. O método obteve recuperacdes de 86 a 100%.

Apesar do ultrassom ser uma tecnologia verde para extracdo de OCPs, e ja
existirem algumas modificacbes, verifica-se que um ponto importante a ser
considerado é o tempo de extracdo, pois dependendo da matriz pode chegar até a
uma hora (TIWARI, 2015).

Outro ponto que precisa de atencéo € a etapa de limpeza apds a extragéo por
ultrassom. Além dos compostos de interesse, ha também a extracdo de compostos
da matriz que interferirdo na andlise e precisam ser removidos antes da analise do

extrato.

2.3.4 Método de Extracao por Particdo em Baixa Temperatura (PBT)

A PBT, quando utilizada em matrizes aquosas, consiste da adicdo de um
solvente organico miscivel e posterior repouso em temperatura de aproximadamente
-20°C.

E comum a adicéo de agua além de um solvente extrator miscivel e menos
denso que a agua no caso de matrizes solidas. Estudos mostram que a proporcao
volume de agua adicionada e volume do solvente extrator para uma boa eficiéncia na
separacao de fases é relatada na literatura como sendo de 1:2 para diferentes analitos
e matrizes e que a ACN é o solvente mais utilizado (DE SOUZA SANTOS CHEIBUB,;
SILVA BAHIENSE DE LYRA; PEREIRA NETTO, 2019; FREITAS et al., 2014;
GOULART et al., 2010b).O contato entre a fase liquida e a fase sdlida é favorecida
por meio de agitacdo sendo por vortex, mesa agitadora, centrifugacéo e/ou ultrassom
e, posteriormente, submetida a baixa temperatura (-20°C) por aproximadamente 12h.
Nesta etapa, ha congelamento da fase aguosa com a amostra e a migracdo dos
analitos para a fase organica, a qual serd retirada e posteriormente analisada
(FREITAS et al., 2014).
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Ha também estudos que apresentam boas recuperagbes sem a adicao de
agua na amostra, como, por exemplo, na extracdo de herbicidas em amostras de
cenoura alcancando recuperacdes de 90 a 110% (ARAUJO et al., 2016), pesticidas
em o6leo de algoddo e amendoim com 53 a 89% de recuperacdo (CHAWLA et al.,
2016), fungicidas em pimentédo com 97 a 108 % de recuperagdes para azoxistrobina,
clorotalonil e difenoconazol (HELENO et al., 2019), drogas veterinarias com 67,3% a
106,9% de recuperacédo (XIE et al., 2015) e desruptores enddcrinos com 73,5-119,2
% de recuperacao em laticinios (SHI et al., 2017). Nesses casos, na amostra foi
adicionado o solvente extrator, submetido a agitacdo e seguido de repouso a baixa

temperatura.
2.3.5 AplicacOes da Precipitacdo a Baixa Temperatura

Devido a sua simplicidade, muitos estudos tém utilizado essa técnica como
etapa de limpeza ou como extracdo em diversas matrizes e diferentes analitos. Por
exemplo, na determinacao de piretroides em amostras de leite, Goulart et al. (2008)
utilizaram 8 mL de acetonitrila seguidos de 20 minutos de agitacéo a 175 rpm seguido
de 12h a -20 °C e, posteriormente, filtracdo com sulfato de sodio. As recuperacdes
foram de 93 % para cipermetrina e 84 % para deltametrina.

Inseticidas (clorpirifés, cialotrina, cipermetrina e deltametrina) em amostras de
tomate foram extraidas utilizando 8 mL de ACN e 1,5 mL de acetato de etila, 1 min de
ultrassom e 6 h a— 20 °C, por fim filtrado com sulfato de sodio anidro. As recuperacdes
foram de 79 a 97 % (PINHO et al., 2010).

Rigueira et al. (2013) extrairam clorpirifos e tiametoxam de amostras de
batata, com 4 mL de agua, 6,5 mL de ACN e 1,5 mL de acetato de etila, por 45 min
de agitacdo e 12 h em -20 °C filtrado com sulfato de sédio anidro. As recuperagfes
foram de 93 % e 105 %.

Amostras de milho foram submetidas por 3 h a -20 °C, apo0s agitacdo em
vortex durante 1 min com 4,0 mL de agua e 8,0 mL de ACN seguido de filtracdo com
sulfato de sédio anidro. As recuperacdes foram de 104 % para bifentrina (FREITAS et
al., 2014).

Morais et al. (2014) determinaram tiametoxam, triadimenol e deltametrina em
abacaxi. A amostra com 7 mL de ACN, 1,5 mL de acetato de etila e 1,5 mL de agua
foi agitado por 10 min seguido de 12 h em — 20 °C, filtrado com sulfato de sodio anidro

e florisil. As recuperagdes foram de 92,3 a 105,5 %.
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Inseticidas fosforados e endosulfan foram extraidos de amostras de alface
com ACN: acetato de etila: 4gua (6,5:1,5:1,0), agitado por 10 min a 200 rpm, 3 min de
centrifugacdo, 3h a —-20 °C e filtrado com sulfato de sodio anidro. Obtiveram
recuperacgdes de 72,3 — 103,2 % (COSTA et al., 2015).

Santana et al. (2018) determinaram chlorpyrifos, thiabendazole, carboxin, and
difenoconazole em amostras de manga, utilizando dgua:ACN (4:6), agitagdo de 1 min
em vortex, 5 min em temperatura ambiente e 1h30 a -4 °C. A etapa de limpeza foi
realizada com Si(PDAS), C18 e PSA. As recuperacdes alcancaram faixas de 75,3—
129,3 %.

Ambrosio et al. (2022) determinaram fipronil em cascas de ovo de tartaruga,
com 0,5 mL de agua e 2,15 mL de ACN, 1 min em vortex, mantido por 4,5 h a -20 °C.
As recuperacOes foram de 71.4 —104.2 %.

Guedes et al. (2014) utilizaram PBT em amostras de morango, com 4 mL de
ACN, 15 min de agitacdo em 200 rpm, 4 min de centrifugacédo e 9h a -20 °C. As
recuperacdes foram de 79-111 % para os 11 pesticidas (azoxistrobina, bifentrina,
cipermetrina, clorotalonil, clorpirifos, difenoconazol, endosulfan, iprodiona, A-cialotrina
e permetrina).

Ovos de jacaré foram utilizados na determinacéo de PCB e OCPs (DDT, DDE,
DDD, endosulfan e seus metabdlitos). Os autores utilizaram 4 mL de agua e 12 mL de
ACN, 5 min de vortex, 5 min de centrifugacdo e 12 h a -20 °C. Obtendo 61 % de
recuperacao para os analitos (SOUSA et al., 2014).

Araujo et al. (2016) determinaram em cenoura, Haloxyfop-Metil, Linuron e
Procimidona, com 4 mL de ACN, 10 min em vortex, 10 min de centrifugacdo e 4 h a -
20 °C. Obtendo 90 a 110 % de recuperacao.

Bernardi et al. (2016), validaram um método para 55 pesticidas sendo o OCP
heptachloro endo/exo e endrin cetona, utilizando o método QUEChERS com 3 h a -18
°C e limpeza por d-spe (PSA/C18/MgS0O4/GBC), com recuperagdes de 63 a 161 %.

Oleo de algodio e amendoim foram tratados com 10 mL de ACN, agitados por
1 min e centrifugadas por 5 min, 1h30 a — 30 °C. A limpeza foi realizada com d-spe e
concentrada em fluxo de nitrogénio. As recuperacdes foram de 77 a 89 % para 87
pesticidas (CHAWLA et al., 2016).

Outros analitos como os farmacos benzodiazepinicos e antibidticos também
foram extraidos utilizando PBT em amostras de urina, com a propor¢ao urina:ACN
(1:1) com NaCl e 1 h a -20°C, com recuperacdes de 72,3 % a 117 % (MAGALHAES
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et al.,, 2012). Em amostras de &gua, Barros et al. (2018) determinaram ativos
farmacéuticos utilizando 4 mL de amostra com 3 mL de ACN, 30 s de vortexe 3 h a -
20 °C, o processo foi repetido por 3 vezes. O extrato final foi evaporado e
ressuspendido. As recuperacdes foram de 46 a 135 %.

Cunha et al. (2021) também utilizaram PBT para extracdo de antibiéticos em
efluente, usando 7 mL de amostra e 3 mL de ACN, 30 s de vortex, 30 min de
centrifugacéo e 5 h a -20 °C. O sobrenadante foi seco e resuspenso em metanol. As
recuperacbes foram de 13,9 % (sulfadiazina), 48,9 % (eritromicina), 19,1 %
(sulfadiazina) e 57,2 % (ciprofloxacina).

A versatilidade da técnica de PBT permite modificagbes, como, por exemplo, o
tempo de exposicdo da amostra a baixa temperatura, a variagdo de temperatura, tipo
de agitacéo e também, da possibilidade de exclusédo da etapa de limpeza.

2.4 PARAMETROS DE DESEMPENHO ANALITICO

Toda metodologia analitica, para ser considerada confiavel, precisa passar
pelo processo de validagdo analitica para o propdésito a que se destina. Sabe-se que
toda analise é acompanhada de incertezas advindas de erros aleatérios que precisam
ser determinadas e explicadas.

A validacdo de uma metodologia é a demonstracdo experimental da
adequacao de um método analitico, o que garante que as medi¢cdes em analises de
rotina sejam proximas o suficiente do valor verdadeiro, porém desconhecido, de um
analito em determinada amostra, a validacdo € indispensavel para obtencdo de
resultados confidveis (KRUVE et al., 2015a, 2015b; RAPOSO; IBELLI-BIANCO,
2020).

No Brasil, os 6rgados reguladores que apresentam guias para validacao de
métodos analiticos com base em documentos internacionais, séo:

(1) Coordenacéao Geral de Acreditacdo do Inmetro (CGCRE)
(2) Agéncia Brasileira de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(3) Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)

No ambito internacional, os guias em destaque séo:

(1) Associacao Oficial de Quimicos Analiticos (AOAC)
(2) Sociedade Americana de Testes e Materiais (ASTM)
(3) Comité Europeu de Normalizacdo (CEN)
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(4) Quimica Analitica na Europa (EURACHEM).

(5) Conselho Internacional para Harmonizacéao (ICH)

(6) Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC)

(7) Associacao Nacional de Autoridades de Teste — Australia (NATA)

(8) Organizacdo de Cooperacéao e Desenvolvimento Econémico (OCDE)
(9) Direcao Geral da Saude e Seguranca Alimentar (SANTE)

(10) Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA)

(11) Farmacopeia dos Estados Unidos (USP)

(12) Organizagédo mundial da saude (OMS).

Como nao ha um guia universal, a escolha dependera de requisitos analiticos,
como, por exemplo, a matriz e a area em que o método sera aplicado (RAPOSO;
IBELLI-BIANCO, 2020; TAVERNIERS; DE LOOSE; VAN BOCKSTAELE, 2004).

Os métodos que devem passar pelo processo de validacdo sdo: métodos nao
normalizados, métodos desenvolvidos, métodos normalizados usados fora do escopo
e modificagbes/otimizagdes de métodos normalizados (INMETRO, 2020).

Para validacdo de metodologia, alguns parametros de desempenho sédo
avaliados, como efeito matriz, precisdo, exatidao, linearidade, faixa de operacéo,
recuperacao, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), sensibilidade e

robustez.
2.4.1 Efeito Matriz (EM)

No processo de extracdo do analito da amostra, outros compostos também
sdo extraidos da matriz, fazendo parte do extrato final. A etapa de limpeza do extrato
€ de extrema importancia na remocao desses compostos que podem atuar como 0
analito no sistema de determinacéo, fazendo com que o sinal do analito possa ser
intensificado ou reduzido, esse processo é chamado de efeito matriz e pode
comprometer o resultado final, se ndo for levado em consideracédo (DE SOUSA et al.,
2012; ERNEY et al., 1993; RAPOSO; BARCELO, 2021).

Por mais eficiente que a etapa de limpeza seja, ainda ndo ha relatos de
eliminacado total do EM, no entanto € preciso estratégias para minimizar esse efeito
(RAHMAN; ABD EL-ATY; SHIM, 2013; RAPOSO; BARCELO, 2021). As estratégias
usadas para minimizacdo do EM sao: procedimento de extracdo seletivo, etapa de

limpeza da amostra mais extenso, evitar concentragdo dos componentes pois
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aumenta o EM e diluicdo da amostra (DE SOUSA et al., 2012; FERRER et al., 2011,
KRUVE et al., 2015a, 2015b).

A tética para minimizacdo do EM mais utilizada é o processo de elaboragéo
da curva analitica de analito combinado com a matriz da amostra. Esse processo faz
com que sitios ativos do sistema de cromatografia sejam ocupados por compostos da
matriz, fazendo que ndo estejam disponiveis para os analitos em foco (KRUVE;
LEITO, 2013; RAHMAN; ABD EL-ATY; SHIM, 2013; SCHENCK; LEHOTAY, 2000).

A determinagdo do efeito matriz em um método é realizada comparando a
inclinacdo da curva analitica de pelo menos um analito em solucéo de solvente puro
com ainclinacdo do mesmo analito da curva analitica em solucéo do extrato da matriz.
O efeito da matriz é expresso em porcentagem que pode ser obtido pela equacgéo 1
(SANTE, 2021).

EM (%) — (inclinagéo na matriz " 100) — 100 (1)

inclinagao no solvente

O efeito matriz € considerado significativo se o valor obtido pela eq. 1 exceder
+ 20%, pois se considera que essa variacao € proxima dos valores de repetibilidade.
Nesse caso, o EM pode apresentar um valor negativo, o que indica que houve
supressao do sinal, se um efeito positivo seja apresentado, uma intensificacdo no sinal
do analito é presenciada. (FERRER et al., 2011; RAPOSO; BARCELO, 2021; SANTE,
2021).

2.4.2 Linearidade

Curvas de calibracao, linearidade, sensibilidade e faixa de trabalho, séo
termos utilizados para se referir a faixa de concentracdo e resposta do analito
produzido pelo instrumento de analise.

A faixa de trabalho deve ser escolhida de acordo com as concentracdes alvo,
cobrindo uma faixa de interesse (IUPAC, 2002).

E gerada por meio de solucées do analito padrdo em solvente ou no extrato
da matriz, se confirmado a interferéncia dos componentes da matriz no sinal gerado
pelo analito. A resposta do analito deve ser proporcional a sua concentracdo onde

gerard uma curva analitica que pode ser ajustada pela equacédo da reta, sendo a
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concentragdo do analito representada no eixo x e a resposta do sinal do analito no
eixo y. A sensibilidade do método pode ser definida pela inclinagdo da reta gerada.

Os guias orientam que a faixa de trabalho seja composta de no minimo 6
concentracdes igualmente espacadas, analisadas de maneira aleatéria em no minimo
em duplicata ou triplicata, sendo preparadas independentemente, ndo apenas
subaliquotas (EURACHEM, 2014; IUPAC, 2002; MAPA, 2011).

A avaliacao da linearidade de um método, pode ser realizada visualmente pela
observacdo da faixa gerada, contudo se ndo houver certeza, a analise deve ser
continuada via testes estatisticos, como a homocedasticidade e a analise da
aleatoriedade dos residuos. Os desvios-padréo obtidos nas réplicas da curva analitica
para cada concentracdo, devem ser estatisticamente iguais, sendo considerados
homocedasticos. A igualdade desses valores se da pelos testes de Cochran, Levene
ou Brown-Forsythe (INMETRO, 2020; KRUVE et al., 2015a, 2015b; MAPA, 2011,
SANTE, 2021).

Se a curva analitica apresentar homocedasticidade, a equacéo da regressao
linear pode ser calculada pelo método dos minimos quadrados ordinarios nao
ponderados. Os residuos obtidos devem ser representados graficamente, se
apresentarem aleatoriedade confirma-se a linearidade da curva analitica. Contudo, se
0s residuos apresentarem tendéncias sistematicas, a linearidade ndo pode ser
confirmada apenas pelos residuos. A figura 5 esboca formas da dispersao de

residuos.
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Figura 5 - Dispersao de residuos de ajuste das respostas instrumentais em fun¢ao da concentracgao.
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Fonte: MAPA. Manual de Garantia Analitica. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
2011. Disponivel em: https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/laboratorios/arquivos-publicacoes-
laboratorio/manual-de-garantia-analitica-ilovepdf-compressed-ilovepdf-compressed.pdf/ Acesso em:
24 jan. 2018.

Na representacéo (a), sdo apresentados residuos aleatorios indicando ajuste
satisfatorio e homocedasticidade. Na representacao (b), os residuos séo dispersos de
maneira crescente com a concentracdo, indicando heterocedasticidade. Na
representacao (c), observa-se uma tendéncia decrescente e em seguida crescente,
indicando falta de linearidade. Na representacdo (d), hd uma dispersdo aleatoria
satisfatoria, contudo, percebe-se a presenca de um valor duvidoso (outlier)
(EURACHEM, 2014; INMETRO, 2020; MAPA, 2011).

Os coeficientes de determinacgéo (R?) e correlacéo (r) do modelo da regressao
linear, geralmente séo utilizados como parametros para avaliar a linearidade, contudo,
podem nédo ser conclusivos quando utilizados sozinhos (INMETRO, 2020; KRUVE et
al., 2015a, 2015b; SANTE, 2021).

2.4.3 Limite de Deteccéao (LD)

E a menor quantidade do analito que pode ser distinguida de forma confiavel
do ruido da técnica instrumental, mas ndo necessariamente quantificada (AOAC,
2016; INMETRO, 2020; IUPAC, 2002; SANTE, 2021).


https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/laboratorios/arquivos-publicacoes-laboratorio/manual-de-garantia-analitica-ilovepdf-compressed-ilovepdf-compressed.pdf/
https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/laboratorios/arquivos-publicacoes-laboratorio/manual-de-garantia-analitica-ilovepdf-compressed-ilovepdf-compressed.pdf/
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A obtencdo do LD pode ser realizada de trés formas, método visual, razéo
sinal/ruido (s/n) e pelo coeficiente angular da curva analitica (INMETRO, 2020;
RIBEIRO et al., 2008).

O método visual consiste em sucessivas diluicbes de uma solucao até se
encontrar uma concentracdo que pode ser diferenciado do branco ou do ruido. Pela
razdo s/n, pode ser utilizado em técnicas analiticas que apresentem ruido na linha
base, nesse caso a relagdo 3:1 ou 2:1 é utilizada. Quando utilizado os parametros da
curva analitica, leva-se em consideracéo o intervalo de confianca da regresséo, como

mostra a equagao 2.

LD=3,3s/b (2)

O multiplicador 3,3 surge do valor de t de Student para infinitos graus de
liberdade. O “s” significa o desvio padrao da resposta de repeticbes do branco ou do
menor nivel da curva analitica quando n&do ha sinal no branco. O “b” é coeficiente
angular obtido pela equacéo da reta na linearidade (EURACHEM, 2014; INMETRO,
2020; RIBEIRO et al., 2008).

2.4.4 Limite de Quantificacdo (LQ)

E a menor concentracdo que pode ser quantificada com precisdo e exatidao
aceitaveis. Para valores abaixo do LQ significa que o método analitico ndo opera com
precisdo. A obtencdo do LQ pode ser realizada de trés formas, método visual, razéo
sinal/ruido (s/n) e pelos parametros da curva analitica (AOAC, 2016; INMETRO, 2020;
IUPAC, 2002; RIBEIRO et al., 2008; SANTE, 2021).

O método visual consiste em sucessivas diluicbes de uma solucdo até se
encontrar uma concentracdo que pode ser quantificada dentro dos limites de exatidao
e precisdo do método. Pela raz&o s/n, pode ser utilizado para procedimentos analiticos
gue apresentem ruido na linha base, nesse caso a relacdo 10:1 é considerada
aceitavel. Quando utilizado os parametros da curva analitica leva-se em consideracéo

o intervalo de confianca da regressao de acordo com a equacgao 3.

LQ=10s/b ()
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Assim como para o LD, o “s” significa o desvio padrdao da resposta de
repeticdes do branco ou do menor nivel da curva analitica quando n&o sinal no branco.
O “b” é coeficiente angular obtido pela equacéo da reta na linearidade. Utiliza-se um
multiplicador de 10, contudo os valores 5 ou 6 também podem ser utilizados, mas sédo
condicionados ao rigor analitico exigido. O valor de 10 definido arbitrariamente,
segundo a IUPAC, corresponde a uma precisao de 10% no sinal, ou ainda, trés vezes
o valor do LD (EURACHEM, 2014; GUSTAVO GONZALEZ; ANGELES HERRADOR,
2007; INMETRO, 2020; IUPAC, 2002; RIBEIRO et al., 2008).

2.4.5 Recuperacao

O resultado da razao entre valores médios obtidos e valor verdadeiro em uma
analise € considerado a recuperacdo do método em questdo, representado na

equacao 4.

valor médio obtido

Recuperacdo % = ( ) *100 (4)

valor médio de referéncia

O valor verdadeiro ou valor de referéncia é decorrente de um material de
referéncia certificado ou, na sua auséncia, se utiliza matriz branca fortificada com
concentracdo conhecida do analito em questdo. Nesse caso, o0 MRC ou a matriz
fortificada séo tratadas com o método em questéo e posteriormente analisadas pelo
sistema de determinacao (AOAC, 2016; IUPAC, 2002).

Se a matriz branca nao estiver disponivel devido a niveis naturais de fundo ou
contaminacdes ambientais, as recuperacdoes devem ser corrigidas e relatadas junto
com as recuperacdoes nao corrigidas (SANTE, 2021). Nessa situacédo, utiliza-se a
equacao 5 para a obtencado da recuperacdo. Recomenda-se a analise em sextuplicata
de trés niveis, alta, média e baixa concentracdo da faixa de uso do método (INMETRO,
2020; MAPA, 2011).

Ci-C2

X 0 —
Recupera(;ao L (Valor médio C3de referéncia

) *100 (5)
Onde:

C1: concentracdo do analito na amostra fortificada.

C2: concentracao do analito na amostra nao fortificada.

C3: concentracao do analito adicionado a amostra fortificada.
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Quando se estima a recuperacao por meio de amostras fortificadas, o uso de
um composto substituto é recomendado para avaliar o desempenho do método.
“Surrogate”, trata-se de uma substédncia que possua propriedades e estrutura
semelhante ao analito em questdo. Assim, ao invés de utilizar o padréo do analito,
utiliza-se o padrdo surrogate com concentracdo conhecida para a fortificagéo,
determinando a recuperacao do surrogate e ndo a do analito (RIBANI et al., 2004;
USEPA, 2007a).

Faixas de recuperacdes aceitaveis sdo utilizadas para avaliar a efetividade da
recuperacdo de determinado método, essas faixas dependem da concentracdo de
trabalho. A faixa de recuperacéo se expande ao passo que a concentracdo do analito
na amostra diminuiu (AOAC, 2016). Por exemplo, se 0 analito estiver em uma faixa
de concentracdo em torno de 1 ppb, a faixa de recuperacao aceitavel sera de 40 a
120% de recuperacédo, no entanto, se a concentracdo do analito estiver em torno de
100 ppb, a faixa de recuperacao sera de 80 a 110% de recuperacédo (AOAC, 2016;
SANTE, 2021). Geralmente se almejam recuperagcdes proximas a 100%, contudo
deve ser levada em consideracao a estrutura da matriz em que o analito se encontra
e também a sensibilidade do método, com base nisso se utiliza faixa de recuperacdes

aceitaveis.

2.4.6 Precisao

A precisdo de um método, geralmente é expressa em termo de desvio padrao
relativo (DPR) ou também chamado coeficiente de variacdo (CV), uma vez que a
precisdo é definida como a proximidade entre os resultados de testes utilizando o
método que esta sendo validado (AOAC, 2016; IUPAC, 2002).

Na avaliacdo da precisdo aceitavel de um método, ha valores considerados
como aceitaveis, os quais também séo condicionados a concentracdo de analito na
amostra, conforme essa concentracdo diminui a imprecisdo, ou seja, o DPR aceitavel
aumenta. Como por exemplo, se o analito estiver em uma faixa de concentracdo em
torno de 1 ppb, a precisdo aceitavel o DPR devera ser menor ou igual a 30%, no
entanto, se a concentracdo do analito estiver em torno de 100 ppb, a precisédo
aceitavel o DPR devera ser menor ou igual a 15% (AOAC, 2016; SANTE, 2021).

Orienta-se que a precisao seja calculada em uma faixa de 6 a 15 repeticoes,
sendo o minimo recomendado de 6, pois poucas repeticbes geram erros maiores,

comprometendo a avaliacdo da precisdo do método. Assim como a recuperagéo, a
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precisdo deve ser obtida em trés niveis de concentracdo, alto, médio e baixo

(EURACHEM, 2014). A preciséo pode ser determinada pela equacao 6.

Desvio padrao

DPR = ( ) * 100 (6)

média

A precisdo pode ser expressa de trés maneiras: repetitividade, obtida pela
precisdo intracorrida; precisdo intermediaria ou reprodutibilidade intralaboratorial,
obtida pela andlise da mesma amostra, método e laboratério, mas com alteracdo em
algumas condi¢des, como, por exemplo, o dia de analise, analistas, condi¢cdes
ambientais; e reprodutibilidade interlaboratorial (INMETRO, 2020; MAPA, 2011,
RAPOSO; IBELLI-BIANCO, 2020).

2.4.7 Robustez

E definida como a capacidade do método em resistir a variagdes, como, por
exemplo, mudancas de temperatura, composicao da fase mével (quando utiliza-se
cromatografia), comprimento de onda de deteccdo, pH, outro laboratério, novo
reagente (GUSTAVO GONZALEZ; ANGELES HERRADOR, 2007; KRUVE et al.,
2015a, 2015b; RAPOSO; IBELLI-BIANCO, 2020). Se o método resistir as alteracdes
a que foi exposto, este é considerado robusto e as alteracées podem ser incorporadas
ao procedimento (RIBANI et al., 2004).

2.4.8 Estudos de Determinagcdo de Nicotina e OCPs em Tabaco com Base em
Métodos Validados

Varios métodos de extracdo sdo utilizados na determinacdo de nicotina e
OCPs em tabaco, no entanto ndo ha relatos sobre uma quantidade minima
preconizada, assim, estudos sobre esses compostos podem fornecer informacdes
Uteis para Orgaos de interesse.

Salimikia et al. (2018) determinaram a concentracdo de nicotina em trés
marcas de cigarros comerciais utilizando o procedimento de micro extracdo em fase
sélida em headspace usando fibra nanocomposito de polianilina/6xido de grafeno. A
deteccéo foi realizada por cromatografia gasosa com detector de ioniza¢do de chama
(HS-SPME-GC-FID). A validacdo foi realizada pelos autores com base na

recuperacdo relativa de amostras de tabaco fortificadas com nicotina (70 ug g),
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obtendo 91,4 a 108,7%. A preciséo foi baseada no DPR sendo intra-dia (n=6) e inter-
dia (n = 5) 6,9 e 8,1%, respectivamente. A curva de calibracdo foi estabelecida
combinada com a matriz livre de nicotina, na faixa de 0,05—-700 ug g~* com coeficiente
de determinacéo de 0,996 indicando boa linearidade. Os valores para LD e LQ foram
de 0,01 e 0,05 ug g%, respectivamente.

Rahman e col. (2012) determinaram a presenca de residuos de cipermetrina,
diazinon, heptacloro, metoxicloro, difeniltricloroetano (DDT), diclorodifenildicloroetano
(DDD) e diclorodifenildicloroetileno (DDE) em folhas de tabaco seco, utilizando HPLC-
DAD. 5g de tabaco foram agitados por 12h em 150 rpm, com 100 mL de acetona, 0
extrato foi concentrado e dissolvido em ACN. A limpeza foi realizada em coluna de
florisil. Nesse estudo, foram relatados apenas os parametros de recuperacdo que
variaram entre 84,2 e 91% e os valores para LD e LQ para os OCPs na faixa de 0,01
a 0,30 ppm e 0,03 a 0,10 ppm, respectivamente. Os autores concluem que o método
€ adequado para analise de acordo com a diretriz da FDA (Guidance for industry:
bioanalytical method validation, 2001). DDT foi encontrado na concentracao de 4,0
ppm em uma amostra, os demais ocps nao foram detectados.

Badr et al. (2012) determinaram nicotina em tabaco de cigarro utilizando
solucdo de ambnia com diclorometano, sonicados por 4 min e agitados por 2 min,
deixado em repouso por 10 min para separacédo de fase. O procedimento foi repetido
duas vezes, os extratos foram unidos e evaporados e, posteriormente, redissolvidos
em metanol, os extratos foram analisados por um densitémetro de varredura (TLC
Scanner 4 Camag). A validacdo do método foi baseada nos estudos de linearidade
por meio da curva de calibracdo com nove pontos em triplicata na faixa de 0,1 a 1 mg
mL1, obtendo um R? igual a 0,9982. A seletividade foi avaliada pelo densitograma de
varredura obtido de uma amostra representativa. A precisdo do método foi avaliada
em termo de DPR da determinacdo de seis concentracdes diferentes em triplicata,
obtendo o valor de 2,02%. A recuperacéao foi validada utilizando amostras fortificadas
em duplicata, os valores obtidos foram de 97 — 98%. LD e LQ foram baseados na
razdo S/N de 3 e 10, tendo como valores 0,008 mg mL! e 0,02 mg mL 1,
respectivamente. A robustez foi determinada por variacées em parametros do sistema
de analise obtendo DPR de < 2% entre as variacoes.

Hossain; Salehuddin (2013) determinaram a concentracao de nicotina em trés
tipos diferentes de tabaco, utilizando 5 mL de metanol e 30 min de sonicacao,

repetindo esse processo 3 x. A quantidade total de extrato foi evaporada e
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ressuspendida. A limpeza foi realizada em uma coluna com algodao silica gel ativada
e sulfato de sddio anidro. A elui¢céo foi realizada com 6 mL de solvente evaporado e
reconcentrado com 2 mL. Os autores relatam boa linearidade na faixa de 5 — 1000 ng,
porém ndo apresentam o valor para R? ou outros parametros além da faixa de
concentragdo utilizada. A precisdo foi estudada com solugcbes de nicotina
determinadas seis vezes no mesmo dia e, depois de um periodo de seis dias, 0s
resultados apontaram boa precisdo na faixa de 5 a 100 ug mL, as porcentagens
referentes ao DPR também nao foram apresentadas. A recuperacao foi determinada
em trés concentragodes (5, 50 e 100 ng), os autores apresentam a faixa de recuperacéo
de 83 a 96%. O LD foi obtido pela razdo S/N igual a 3, sendo o valor de 2,5 ng. O valor
para LQ né&o foi apresentado. A andlise aconteceu em CG-MS detectando de 0,9 a
3,6% de nicotina em folha de tabaco.

Chen et al. (2013) utilizaram o método QUEChERS para determinar 159
pesticidas em 118 amostras de tabaco, dentre eles os OCPs: alfa-HCH, beta- HCH,
gama- HCH (Lindano), delta- HCH, heptacloro, aldrin, isbmero heptacloro epoxido,
endosulfan | (alfa), DDE, dieldrin, endrin, endosulfan 1l (beta), DDD, endosulfan
sulfato, DDT, Cis/trans clordano, e metoxicloro. 2g de tabaco pulverizado com 10 mL
de agua agitado por 30s em vortex e 10 min de repouso para hidratacdo, seguido da
adicdo de 10 mL de acetonitrila e 2 min em vortex, 10 min a -20°C. 4 g de MgSQOa, 1
g de NaCl, 1 g de NasCit-2H.O e 0,5 g de NaHCit-1,5H,O foram adicionados e
agitados por 30 s. Adicionou-se mais 5 mL de tolueno e o tubo foi agitado em vortex
por 2 min, a etapa de centrifugacao foi omitida, pois os autores relataram quantidade
de sobrenadante suficiente apds a agitacdo em vortex. 1 mL do extrato com 150 mg
de MgSOs4, 50 mg de PSA e 50 mg de C18 foi agitada em voértex por 2 min e
centrifugada por 5 min. Apds a centrifugacdo, o extrato foi analisado em GC-MS. A
validacéo foi definida pelos parametros de linearidade por meio da curva de calibracao
com sete pontos em uma faixa de 5 a 500 ug L-1, com coeficiente de determinacéo >
0,999. A recuperacao foi determinada por seis réplicas de amostra fortificadas em trés
niveis de concentracgdo (50, 250 e 500 ug kg™) alcancando valores de 73 a 111%. O
DPR também foi determinado nos trés niveis em seis réplicas obtendo valores de 3 a
15%. LD foi avaliado pela injecdo de solucédo padrdo de 0,5; 1;2 e 5 ng mL™%, sendo a
concentracdo que alcancou a razdo S/N igual a 3, os valores ficaram definidos em 5
— 10 ug kg?. O LQ foi definido como a concentracdo minima de analito quantificado

em recuperacdo e precisdo aceitavel, os valores nesse estudo foram de 50 ug kg
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para todos os OCPs. Os autores relatam o uso da diretriz SANCO/12495/2011 no
processo de validacdo. Endosulfan | foi detectado em uma amostra (0,19 mg kg),
Endosulfan Il (0,005 a 3,40 mg kg') e endosulfan sulfato (0,05 a 0,65 mg kg*) foram
detectados em 12 amostras.

Ghosh e col. (2014) avaliaram residuos de OCPs (a-HCH, B-HCH, y-HCH, &-
HCH, 2,4-DDT, 4,4-DDT, endrin, a-endosulfan, B-endosulfan e endosulfan sulfato) em
152 amostras de folhas de tabaco seco por combustéo utilizando CG-MS. As folhas
de tabaco foram pulverizadas e 19 foi utilizado com 20 mL de ACN:agua (1:1) agitado
por 45 min em shaker a 150 rpm e filtrado. O filtrado foi particionado com 40 mL de
hexano e a fragcéo colorida foi coletada para limpeza em coluna de florisil e Na>SOa,
os analitos foram eluidos com hexano, evaporado e dissolvidos em Hexano,
analisados por CG-MS. Para validacdo do método proposto, os autores utilizaram
curva de calibracdo em solvente e combinada com a matriz em seis niveis na faixa de
0,005 a 0,25 mg L™, obtendo o R?> 0,99, usando esse parametro para a conclusdo de
boa linearidade para o método. A sensibilidade foi avaliada em termos de limite de
guantificagdo. O LQ é a concentragao na qual o S/N é 210 no extrato da matriz, os
valores obtidos foram de 0.006 a 0.012 mg kg~. A recuperacéo foi estudada a 0,05
mg kg™ de nivel de fortificacdo com seis repeticdes, obtendo porcentagens de 72 a
108 com DPR menor que 15%. O efeito matriz foi avaliado a um nivel de fortificacéo
de 0,05 mg kg™. A area do pico dos OCPs em solvente foi comparada com a area no
extrato da matriz no mesmo nivel de concentracdo. Um valor negativo de ME (%)
indica supressdes de sinal induzidas pela matriz, enquanto um valor indica
aprimoramento no sinal. O EM apresentou valores positivos variando de 14,4 a 39,6%.
Os autores relatam o uso dos referenciais como EURACHEM/CITAC Guide CG4
(2000) para a etapa de validacdo. As concentracdes encontradas nesse estudo foram,
DDT 0,05 a 0,12 mg kg?, HCH 0,02 a 0,03 mg kg, 0,06 a 0,16 mg kg, endrin foi
detectado abaixo de limite de quantificacao.

Khan et al. (2014) modificaram o método QUEChERS para determinar 47
pesticidas em tabaco, dentre eles os OCPs alfa- HCH, beta- HCH, gama- HCH
(Lindano), delta- HCH, heptacloro, aldrin, isémero heptacloro epoxido, endosulfan |
(alfa), DDE, dieldrin, endrin, endosulfan Il (beta), DDD, endosulfan sulfato, DDT, Cis
clordano por CG-MS/MS. 2 g de tabaco foi homogeneizado com 18 mL de agua,
extraido com 10 mL acetato de etila e 10g de Na>SO4. A mistura foi homogeneizada

em 15000 rpm por 2 min, seguido de 5 min de centrifugagéo a 5000 rpm. 1 mL de
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tolueno foi adicionado a 3 mL do extrato, a limpeza seguiu com d-SPE (150 mg PSA
+ 150 mgC18 + 75 mg GCB + 300 mg MgSOs) e filtracdo em membrana PTFE. Os
autores validaram o método com base nas diretrizes da DG-SANCO. As curvas de
calibracdo combinadas com solvente e matriz dentro de 5-250 ng/mL, obtendo o valor
para R? > 0,99. LOD e LOQs foram determinados considerando uma relagéo sinal-
ruido (S/N) de 3 e 10, sendo os valores de 3 e 4 ng gt e 7,5 a 10 ng g},
respectivamente. A precisdo intra-dia (n = 6) e precisdo inter-dia (n = 6) foi
determinada em 100 ng/g sendo obtidos valores de DPR 2 a 13%. Os experimentos
de recuperacéo foram realizados fortificando a matriz em branco (n = 6) com a mistura
de pesticidas separadamente a 50, 70 e 100 ng/g, obtendo recuperacgdes na faixa de
71 a 113%. EM foi calculado considerando a &rea do pico em solvente e no extrato da
matriz, variando de 25 a 90% para a maioria dos pesticidas estudados, incluindo
aumentos de sinal induzidos pela matriz (>50% para 4% de pesticidas) e supressdes
(>50% para 34% de pesticidas). OCPs nao foram detectados nas amostras
analisadas, apenas os pesticidas captan e fluvalinato.

Luo et al. (2015) analisaram 26 pesticidas em trés amostras de tabaco
utilizando método QUEChERS modificado com grafeno magnético por cromatografia
de permeacdo em gel on-line-cromatografia gasosa/espectrometria de massa em
tandem (on-line GPC-GC-MS?). 10 mL de agua foi adicionado a 2g de tabaco agitado
por 30 s e repouso de 10 min. Sequencialmente, 10 mL de ACN foram adicionados
agitado por 2 min e levado ao freezer por 10 min a -20 °C. Foram adicionados a mistura
5 mL de tolueno e agitado por 2 min, centrifugado a 4000 rpm por 5 min. A limpeza de
0,5 mL de extrato foi realizada com 0,08 g de grafeno magnético, a mistura foi agitada
por 1 min. O sobrenadante foi fornecido ao GPC-GC-MS? on-line para andlise. A
validacdo foi realizada pelos autores de acordo com os parametros, linearidade foi
realizada por meio da andlise de regresséo linear obtendo um valor de R? igual 0,9999,
as faixas de concentragdes variaram para cada analito sendo a menor concentragao
de 5,1 e a maior 1950 ng g*. Os LDs e LQs foram calculados como a concentragéo
correspondente aos sinais de 3 e 10 vezes o desvio padréo do ruido de linha de base,
respectivamente, os valores obtidos foram de 0,057 a 3,150 ngg* parao LD e 0,19 a
10,5 ngg-1 para o LQ. As recuperacdes absolutas de analitos alvo foram calculados
comparando as areas do extrato fortificado para as obtidas da solucdo padrdo na
mesma concentragdo (10 vezes a menor ponto de concentracdo da faixa linear

individual), as porcentagens variaram de 43 a 85. A reprodutibilidade do método foi
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determinada por precisdes com base no DPR, sendo avaliado em intra (n=4) e inter-
dias (n = 3), foram calculados com os OCPs em trés diferentes niveis de concentracao
(2, 10 e 100 vezes do ponto de concentragdo mais baixo da faixa linear individual), os
DPR variaram de 0,1 a 11,1% no estudo intra-dia e 0,6 a 15 % inter-dia. Os autores
relatam que a curva de calibracdo foi combinada com a matriz, pois a determinagéao
dos OCPs foi influenciada por coextrativos da matriz, contudo néo citam efeito matriz
no estudo diretamente. Nas amostras analisadas, foram encontrados: DDE < LQ; DDD
= 24,00 ng g*; DDT = 315,8 ng g%; heptacloro = 50,25 ng g*; endosulfan sulfato =
1006 ng g2.

Hao, Li e Lin (2017) utlizaram extracdo assistida por microndas para
determinacgao de pesticidas organoclorados (a- HCH, - HCH, y- HCH, &- HCH, p,p-
DDE, endrin, p,p-DDD, p,p-DDT) e organofosforados em tabaco (folhas e cigarros) por
CG-MS. 10 mL de acetonitrila com 0,5 g NaCl foram adicionados a 1g de tabaco seco.
A extracdo em microndas foi realizada a 30°C por 10 min em 800 W. A limpeza do
extrato foi realizada em SPE cartucho NH.. A linearidade foi avaliada pelo valor de R?
gue apresentou valores de 0,999 na faixa de 0,02 a 2 ug mL'. A recuperacédo e
precisdo foram realizadas em trés niveis de concentracéo (0,5; 1 e 2 mg kg™*) obtendo
recuperacdes de 70,7 a 106,1 % e DPR de 2,63 a 9,10%. O LD foi avaliado pela razéao
S/N igual a 3, obtendo valores de 0,001 a 0,020 ug mL. Valores de LQ néo foram
descritos no trabalho. As concentragdes encontradas nas amostras foram de - HCH
= 0,49 mg kg para folhas de tabaco, 8- HCH = 0,03 mg kg para uma marca de
cigarro, DDE = 0,002 mg kg para folhas de tabaco e 0,0004 mg kg para cigarro,
endrin = 0,05 mg kg* para folhas e 0,001 mg kg™ para cigarro, DDT = 0,002 mg kg
em cigarro.

Davila e col. (2020) realizaram uma avaliacdo de risco sobre a presenca de
pesticidas na fumaca de tabaco. Os autores determinaram a concentracdo de
pesticidas em 14 tipos de folhas de tabaco seco, 3 marcas de cigarros e 1 marca de
charuto utilizando o método QUEChERS. 2 g de amostra foram acrescidos de 8 mL
de agua, a mistura foi agitada. 15 mL de ACN foi adicionado e agitado novamente.
Seguido da adigdo de 1,5 g NaCl, 1,5 g CeHsNasO72H20, 0,750 g CeHsNa2071/2H-0,
e 6,0 g de MgSOa4. As amostras foram agitadas por 5 min a 300 rpm e centrifugadas
por 5 min em 10.000 rpm. A limpeza foi realizada com 10 mL do sobrenadante e d-
spe (PSA, C18, GBC e MgS0O4). 5 mL do extrato foi seco e redissolvido em hexano

para andlise em CG-ECD. O OCP endosulfan foi detectado mas ficou abaixo do LQ
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nas amostras de charuto, dos dois cigarros nao foi detectado em uma marca; para as
folhas de tabaco em oito amostras foi detectado abaixo do LQ, em trés amostras nao
foi detectado e em outras trés amostras apresentou concentracao de 0,32 a 0,35 mg
kg .

Dos métodos utilizados para extracdo, tem-se como destaque o método
QUEChERS com modificagcdes para a matriz tabaco, no entanto, estudos utilizando
ultrassom e BT ainda sao poucos e, considerando tabaco em cigarros, a quantidade
de trabalhos é ainda mais reduzida.

Sheng e col. (2005) determinaram a quantidade de nicotina em tabaco e
cigarros utilizando 20 mL de solvente extrator (metanol:diclorometano 1:3) e 1 mL de
solugdo de amdnia, e 15 minutos de sonicagao, o extrato foi filtrado. Os autores n&o
trazem maiores informacdes sobre a etapa de limpeza. As determinacdes foram
realizadas em CG-FID. Nesse estudo, 0s autores utilizaram os seguintes parametros:
a linearidade foi avaliada com cinco diferentes concentra¢des (0,0042 — 0,042 g L'1)
de nicotina analisadas 6 vezes, as curvas foram criadas pelo método dos minimos
guadrados, obtendo a inclinacéo e o coeficiente de correlagdo com valor de 0,9999.
O limite de deteccéo foi de 0,01 ug de nicotina, sendo obtido por 3 x 0 desvio padrao.
As recuperacdes foram de 95,7% de nicotina em tabaco. A repetibilidade foi avaliada
em termos de DPR alcangcando um valor de 1,5%, n&o indicando o numero de
repeticdes realizado e para quais concentracdes. A concentracao total de nicotina em
porcentagem foi comparada com outro método automatizado, foram encontrados
1,51% para o estudo em questado e 1,43% para o0 método automatizado.

Taujenis, OlSauskaité e Padarauskas (2015) determinaram a concentracéo de
nicotina em seis marcas de cigarros, por cromatografia liquida de alta eficiéncia no
modo de cromatografia de interacdo hidrofilica acoplada com espectrometria de
massa. A extracao foi realizada em banho de ultrassom por 10 min com a mistura de
ACN: agua e acetato de amoénio. Os autores nédo relatam etapa de limpeza. Para a
validacéo, a linearidade foi estudada pela andlise de solucfes de padrdo em solvente
em triplicata e sete concentracdes (1 — 100 mg L?) considerando o coeficiente de
determinacdo (R?) para avaliacdo, o valor obtido foi de 0,9995. Os limites de
guantificacdo e deteccdo foram determinados pela razdo S/N de 10 e 3
respectivamente, obtendo os valores de 30 ug g* e 8,5 ug g*. A recuperagéo e a
precisao foram determinadas pela fortificagéo de cinco amostras de tabaco fortificadas

nas concentracdes de 2,5 a 25 mg g1, sendo realizadas de duas formas, intra-dias (n
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= 5) e entre-dias (n = 15), os valores alcancados foram de 94,8 a 98,5% de
recuperacéao e a precisdo em termo de DPR igual a 1,6 a 2,2% para a avaliacao intra-
dia. Para a avaliacéo inter-dia, as recuperacdes foram de 97,3 a 103,2 % e a preciséo
de 2,4-2,5%. O EM foi estudado pela supressao de sinal observada com cada analito
foi calculada como a diminui¢cdo percentual na intensidade do sinal em um extrato de
tabaco versus em solvente puro, para minimizar o EM os autores optaram pelo método
de diluicdo do extrato da amostra, encontrando o fator que 1:10 para eliminacao do
EM (2,8%). Nesse estudo, ndo ha detalhes sobre o processo de fortificagdo da
amostra. As concentracdes de nicotina encontradas foram de 14,5a21,1 mg g .

Shen et al. (2021) determinaram a concentragdo de nicotina em tabaco que
foi tratado com 1 mL de formiato de aménio em 2 mL ACN: 4gua (1:1), a amostra foi
agitada em vortex por 2 min e sonicado por 5 min, processo repetido por 2 x. O extrato
foi diluido para 10 mL e diluido novamente 10 x antes da analise. A determinagéo
aconteceu em HPLC-MS/MS. Foram determinados em trés tipos de folhas de tabaco
curadas frescas, incluindo uma regular e duas folhas de tabaco geneticamente
modificadas. Os autores utilizaram o guia da FDA (Docket Number: FDA-2013-D-
1020) para a validacdo do método em estudo. A linearidade da curva de calibragao foi
composta de sete pontos na faixa de 0,3 — 2000 ng mL?t, com coeficiente de
determinagdo igual a 0,9986, sendo utilizado o valor do R? para validacdo da
linearidade. Os limites de deteccdo e quantificacdo foram de 0,1 e 0,3 ng mL™. A
recuperacao e precisado (DPR) foram estudas em intra-dia (n=3) e inter dias, sendo de
92 a 102,5% com DPR de 2,0 a 6,9% para intra-dias. Inter-dia foram alcancadas
recuperacdes de 95,8 a 106,2% com DPR de 5,4 a 5,8%. A concentracéo de nicotina
nas folhas de tabaco regulares foi de 42,9 mg/g, enquanto as folhas de tabaco
geneticamente modificadas apresentaram um nivel de 6,1 e 15,2 mg/g.

Qi e col. (2014) em seu estudo para determinacdo de OCPs (alfa- HCH, beta-
HCH, delta- HCH, aldrin, dieldrin, endrin, heptacloro, isdbmero heptacloro epoxido,
Cis/trans clordano, endosulfan | (alfa), endosulfan Il (beta), DDE, DDD, DDT em folhas
de tabaco e cigarros, utilizaram 1g de amostra em 30 min de sonicacdo com 10 mL
de hexano:acetato de etila como solvente extrator, seguido de 5 min de centrifugacao
a 4500 rpm. Para a limpeza, foi utilizado SPE com florisil eluidos com hexano e GPC
para andlise em cromatografia liquida acoplada on-line totalmente automatizada-
cromatografia gasosa (LC-UV-GC-ECD). A validacdo do método foi baseada nos

parametros de linearidade com base no valor de R? obtido variando de 0,9991 a
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0,9999. Os limites de deteccao e quantificacdo foram baseados pelo método USEPA
(2000), alcancando para LD entre 1,5 a 3,2 ug kg e para LQ valores entre 4,5 a 10
ug kg?. A recuperacéo foi estudada em trés niveis (10; 30 e 100 ug kg™') obtendo
valores de 73 a 111%. A preciséo representada em termo de DPR 1,9 a 5,4%. Para
as folhas de tabaco em uma amostra, o OCP delta- HCH foi encontrado na
concentracdo de 11,2 ug kg e beta-endosulfan foi encontrado com 94,6 mg kg™.
Heptacloro e alfa-endosulfan foram detectados abaixo do limite de quantificagéo (3,3
e 1,9 ug kg respectivamente). Para os cigarros delta- HCH foi detectado abaixo do
limite de quantificacdo (3,4 ug kg™).

Bernardi e col. (2016), para amostras de folhas de tabaco, modificaram o
método QUEChERS acrescentando PBT e GBC no d-spe para extracdo de 55
pesticidas, dentre eles os OCPs heptacloro, heptacloro epoxido e endrin cetona. 29
de tabaco seco e pulverizado foram misturados com 10 mL de agua agitados por 1
min e deixado por 10 min em repouso para hidratacdo. 10 mL de ACN foram
adicionados e a mistura foi agitada em vortex por 1 min e acrescida de 4g de MgSOau,
1g de NaCl, 1g de CesHzNaz07.2H20 e 1g de CeHeNa207.5H,0, agitado por 1 min e
centrifugado por 8 min em 3500 rpm. Apds isso, 3 mL de sobrenadante foi submetido
a -18°C por 3h. A limpeza foi feita em 2 mL por d-spe (300 mg de MgSOa4, 100 mg de
PSA,100 mg de GCB e 100 mg de C18) 1 min de agitacdo em vortex e 8 min de
centrifugacdo em 3500 rpm. O sobrenadante foi submetido a analise em UHPLC-
MS/MS e GC-MS/MS. Para a validacdo do método modificado, os autores utilizaram
0s parametros, linearidade pela analise de curvas analiticas preparadas em solvente
e no extrato da matriz sendo na faixa de 15-500 mg L' para GC-MS/MS, obtendo
valores para o coeficiente de determinacédo de 0,995 para o endrin cetona, 0,997 e
0,999 para heptacloro endo e exo, considerando a linearidade por meio dos valores
de R? O LD e LQ foram determinados pela injecdo de 4x do branco da amostra
fortificados, obtendo valores de 23 ug kg ! e 75 ug kg!, respectivamente. Os testes
de recuperacao foram conduzidos em 4 niveis de concentracdes (75,125 e 250 mg
kg?) obtendo valores de 70 a 115% e a preciséo foi estudada com base no DPR sendo
de 2 a 15%, recuperacéo e precisao foram realizadas em 4 réplicas. O EM foi avaliado
pela diferenca na inclinacdo das curvas analiticas e apresentado em porcentagem de
22% para endrin cetona, 15% para heptacloro endo e 4% para heptacloro exo, 0s
valores positivos indicam aumento no sinal cromatografico, considerado significativo

apenas para o OCP endrin cetona, para minimizagdo do EM os autores optaram pelo
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método da curva de calibragdo combinada com a matriz. A avaliagdo dos parametros
seguiu o guia SANTE/11945/2015. Os OCPs em questao nao foram detectados nas
amostras estudadas.

Li e col. (2019) determinaram nicotina em amostras de folhas, cigarros e
charuto. Para isso, modificaram o método QUEChERS utilizando 0,5g de tabaco em
p6 e 5 mL de solucdo de ambnia 6% deixado em 10 min de repouso. Sendo adicionado
10 mL da mistura de metanol:diclorometano (1:4), a mistura foi agitada por 20 min em
ultrassom. O extrato foi eluido com 0,5 g de MgSO4, 0,125 g de PSA e 0,25g de
carbono agitado 60s manualmente e submetido a centrifugacdo em 5000 rpm por 5
min, filtrado em membrana de 0,22 um e analisado em CG-MS. Para a validacéo do
método, foram utilizados os parametros de efeito matriz, obtendo porcentagens de 88
— 105%. LD foi de 0,0065 — 0,1509 pug g e LQ de 0,0217 — 0,5031 pg g+, a
recuperacdo alcancou a porcentagem de 89%. Os autores apresentam o coeficiente
de determinacdo de 0,9983. Para os cigarros de origem chinesa, as concentracoes
foram de 21,06 a 22,11 mg g**; para os cigarros americanos, as concentragées foram
de 1710 a 18,07 mg g %; para charuto, 26,71 a 27,07 mg g e para as folhas de tabaco
9,92 a 10,62 mg g foram encontrados.

O processo de validacdo de um método esta diretamente relacionado com a
sua capacidade em produzir resultados confiaveis para a finalidade a que se destina,
isto é, que o valor encontrado para determinado analito em sua amostra
correspondente seja préoximo suficiente do valor real (RAPOSO; IBELLI-BIANCO,
2020).

De todos os trabalhos encontrados para a determinacdo de nicotina e OCPs
em tabaco, considerando os que apresentaram validacdo da metodologia usada para
extracdo dos compostos alvos, verificou-se que cinco parametros sdo usados em mais
de 80% dos trabalhos, sendo eles, linearidade, limites de deteccdo e quantificacao,
recuperacdo e precisdo. A figura 6 apresenta as porcentagens de trabalhos que

utilizaram os parametros de desempenho analitico.
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Figura 6 - Parametros analiticos utilizados para validagdo de metodologia analitica na extracéo de
nicotina e OCPs

Parametro de validacdo

. ]

0 20 40 60 80 100 120
% Uso em trabalhos (n = 14)

Notas: *1 — Linearidade; 2 — Sensibilidade; 3 — EM; 4 — LQ; 5 — LD; 6 — Recuperacéo; 7 — Precisdo; 8 —
Robustez.

A recuperacao foi o Unico parametro utilizado em todos os trabalhos. Em
relacdo ao EM apenas 36% dos trabalhos fizeram o estudo da relacdo entre os
compostos da matriz e o sinal analitico. A heterogeneidade no uso dos parametros
esta relacionada ao fato de ndo haver um documento Unico e universal de orientacéo
sobre validacéo analitica de métodos (RAPOSO; IBELLI-BIANCO, 2020). Em 29% dos
trabalhos em questdo, ha a indicacdo do guia seguido para a validacdo da
metodologia.

A otimizacdo de metodologia busca rapidez e reducéo de custos em métodos
de extracdo. Metodologias otimizadas além de diminuir o impacto no ambiente pela
geracao de residuos, favorecem também o montante de informacdes de dados que
podem ser coletados em diferentes estudos, uma vez que permite o estudo de mais

amostras e/ou analitos, pois demandam menor tempo de trabalho e custo de analise.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a otimizagdo e validagdo de metodologia para determinacao de
nicotina e pesticidas organoclorados em amostras de tabaco de cigarro
contrabandeado para o Brasil.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver a otimizacdo do método QUEChERS para extracdo de nicotina
de tabaco de cigarro contrabandeado para o Brasil, utilizando o planejamento de
experimentos matriz de Doehlert.

Realizar a validacdo do método QUEChERS modificado para determinacéo de
nicotina em cigarro contrabandeado de acordo com os parametros de desempenho
para validagéo analitica

Aplicar o método validado para determinar a concentracdo de nicotina em
amostras de tabaco de cigarro contrabandeado.

Desenvolver a otimizacdo combinando o método de ultrassom (ULT) e a
precipitacdo de baixa temperatura (PBT) para determinacdo de pesticidas
organoclorados (OCPs) em amostras de cigarro contrabandeado.

Realizar a validacdo do método ULT/PBT para determinacdo de OCPs em
cigarros contrabandeados de acordo com os parametros de desempenho para
validacao analitica.

Aplicar o método validado para determinar a concentracdo de OCPs em

amostras de tabaco de cigarro contrabandeado.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PADROES ANALITICOS E SOLVENTES

Todos os solventes empregados, acetonitrila (ACN), acetona (ACE) e n-
hexano (HEX) foram de grau HPLC (Lichrosolv). Os padrdes de pesticidas alfa- HCH,
beta- HCH, gama- HCH (Lindano), delta- HCH, heptacloro, aldrin, isémero heptacloro
epoxido, y-clordano, a-clordano, endosulfan | (alfa), DDE, dieldrin, endrin, endosulfan
Il (beta), DDD, endrin aldeido, endosulfan sulfato, DDT, endrin cetona, metoxicloro,
surrogate tetracloro-m-xileno e padrdo de nicotina (Pestanal®), foram obtidos da
Merck (EUA).

4.2 ETAPAS REALIZADAS PARA EXTRACAO DE NICOTINA E OCPs EM TABACO
DE CIGARRO

A figura 7 apresenta um organograma com todas as etapas envolvidas na

otimizacdo dos métodos de extracéo para nicotina e OCPs.
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Figura 7 - Organograma das etapas para otimizacéo de metodologia de extracdo de nicotina e OCPs.
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Fonte: A Autora.
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4.2.1 Planejamento Experimental Matriz de Doehlert para Otimizagcéo do Volume do
Solvente Extrator e pH na Extracéo da Nicotina pelo Método QUEChERS

Planejamentos de experimentos séo ferramentas Uteis para a otimizacéo de
métodos, uma vez que fornece uma estruturacdo para o estudo das varaveis a serem
otimizadas e a possivel interagdo que exista entre elas.

Nesse estudo para verificar a influéncia do volume de solvente e do pH na
extragdo da nicotina por meio do método Quechers foi realizado o planejamento
experimental matriz de Doehlert. Esse planejamento tem se mostrado mais vantajoso
em relacao a outros planejamentos, pois oferece flexibilidade na escolha dos niveis
das variaveis em estudo. Para duas variaveis, por exemplo, pode-se estudar em 3 e
5 niveis. Essa propriedade € bastante conveniente, ja que a variavel de maior
importancia para o metodo pode ser estudada em mais niveis, ndo necessitando que
a outra variavel tenha a mesma quantidade de niveis (CERQUEIRA et al., 2021,
NARENDERAN; MEYYANATHAN; KARRI, 2019).

Portanto, foram estudados em cinco niveis o pH do meio e em trés niveis 0
volume de acetonitrila, como mostrado na Tabela 2, incluindo niveis codificados e
valores reais utilizados. Para ajuste dos valores de pH propostos, foram utilizados

volumes correspondentes de solugdo de KCO3z 1 mol L.

Tabela 2 - Matriz Doehlert do método QUEChERS de otimizacéo

VARIAVEIS NIVEIS
Codificado Real (mL)
VOLUME DE -0,866 5
SOLVENTE 0 7.5
+0,866 10
-1,0 5
-0,5 7,2
pH 0 9,5
+0,5 11,7
+1,0 14
EXPERIMENTO SOLVENTE pH
1 0 0
2 0 0
3 0 0
4 0 +1
5 +0,866 +0,5
6 0 -1
7 -0,866 -0,5
8 -0,866 +0,5
9 +0,866 -0,5

Fonte: A Autora
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Pela auséncia de matriz branco para otimizacdo da extracdo de nicotina,
foram utilizadas folhas de tomate como matriz representativa de acordo com o guia
de orientacéo da (AOAC, 2016), para todas as etapas de otimizacao. Folhas de tomate
foram escolhidas, pois tomate e tabaco fazem parte da familia Solanacea (HUGO
JOSE DE OLIVEIRA ZOFFOLI, 2013; MASSON, 2014; SWAMI; JUDD; ORSINI,
2009), as folhas foram coletadas de uma cultura organica. Foram utilizados 0,6 g de
folhas de tomate secas a 80 °C, trituradas e posteriormente, fortificadas com solugéao
padrdo de nicotina para alcancar uma concentracéo de 1,7 mg g*. O fluxograma da
figura 8 ilustra todo o processo para otimizagéo de extragdo da nicotina, utilizando o
método QUEChERS original (ANASTASSIADES et al., 2003).

Figura 8 - Processo de otimizacdo do método QUEChERS para nicotina

: 0,6 g de folhas de tomate secas

ortificadas com nicotina.

c 5;7,5e 10 mL de ACN + 0,5 mL sol.

carbonato de potéssio + 0,3 g NaCl + 1,4
g sulfato de magnésio

ool

gitagdo: 1 min vortex e 5 min de
centrifugacéo a 4000 rpm

:2 mL sobrenadante + 0,3 g sulfato de

magnésio + 0,1 g PSA.

uwes

Agitacdo: 1 min vortex e 5 min de
centrifugacéo a 4000 rpm

e

Sobrenadante filtrado em filtro de
nylon (0,22 pm)

s

iltrado colocado em vial para analise
em CG-FID

Fonte: A Autora
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4.2.2 Validacdo do Método QUEChERS Otimizado para Extracdo de Nicotina em
Tabaco de Cigarro

Para validacdo do método otimizado de extracdo da nicotina em tabaco,

utilizou-se as diretrizes preconizadas por AOAC, IUPAC e INMETRO. Foram

avaliados os parametros de desempenho: linearidade, limite de deteccao (LD), limite

de quantificagcao (LQ), recuperacéo e precisao, como descritos na tabela 3. Todas as

analises foram realizadas em nivel de confianca de 95% utilizando o software Action

Stat (versao 3.0.0) acoplado ao Excel 2019, para avaliacédo da linearidade do método.

Tabela 3 - Parametros de desempenho analitico para validacdo do método QUEChERS modificado
para extracdo de nicotina

Parametro Especificacéo Avaliacao
Linearidade Faixa de trabalho: 2,5 a 150 mg L* Homocedasticidade
Teste Brown-Forsythe
Gréfico de residuos

RZ
Limite de deteccéo (LD) 3xSIN
Limite de quantificacdo 10 x S/N
(LQ) -
Recuperagéo Rec (%) = (—2ormedioobtido Faixa aceitavel: 97 —
valor médio de referéncia 103%
*100
Nas concentra¢des: 0,06; 7,5 e 15
mg g em 6x.
Precis&o DPR = (M) «100 <2,7%
média

Nas concentracdes: 0,06; 7,5 e 15
mg g em 6x.

Fonte: AOAC. Appendix F: Guidelines for Standard Method Performance Requirements, 2016.
Disponivel em: http://www.eoma.aoac.org/app_f.pdf Acesso em: 31 ago. 2018.
INMETRO. DOQ-CGCRE-008 - ORIENTACAO SOBRE VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS,
jun.  2020. Disponivel em: <http://www.inmetro.gov.br/Sidog/Arquivos/Cgcre/DOQ/DOQ-Cgcre-
8 08.pdf> Acesso em: 12 jul. 2021.
IUPAC. Harmonized Guidelines for Single-Laboratory Validation of Methods of Analysis: (IUPAC
Technical Report)IUPAC, , 2002. Disponivel em:
<https://www.degruyter.com/doi/10.1515/iupac.74.0084>. Acesso em: 8 jul. 2022

As curvas analiticas combinadas com a matriz e em solvente foram
preparadas em sete niveis de concentracdo variando de 5 a 160 pg L. As solucées
padrdo de calibracdo foram preparadas diluindo o material de referéncia certificado
200 pg mL com acetonitrila em diferentes concentracdes de 5, 10, 20, 40, 80, 120 e
160 pg L. As solugGes padrdo combinadas com a matriz foram preparadas diluindo
o material de referéncia certificado 200 pg mL* em extrato de tabaco branco para

diferentes concentracdes de 5, 10, 20, 40, 80, 120 e 160 pg L. O extrato da amostra
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branco foi preparado em banho ultrassonico seguido da exposicdo em baixa

temperatura. A curva analitica combinada com a matriz foi usada para quantificagao.
4.2.3 Método QUEChERS Validado para Extracao de Nicotina de Tabaco de Cigarros

Ap6s encontrar os melhores valores para o volume de acetonitrila e o valor de
pH, o método foi empregado para a extracéo de nicotina em amostras reais de cigarros
contrabandeados.

Paraisso, foi acrescentada a massa de 0,6 g de tabaco de cigarro em um tubo
de polipropileno de 15 mL. Apds, o volume de 7,6 mL de acetonitrila foi adicionado, e
a mistura agitada manualmente por 10 s. O pH foi ajustado para 12,4 com 500 yL de
solucédo de carbonato de potassio (K2.CO3) 1 mol L't. Em seguida, 1,4 g de sulfato de
magneésio (MgSOa) e 0,3 g de cloreto de sodio (NaCl) foram adicionados ao mesmo
tubo, que foi agitado vigorosamente em vortex por 1 min seguido de centrifugacao
(4000 rpm) por 5 min.

Em seguida, 2 mL do sobrenadante foi transferido para outro tubo contendo
0,3 gde MgSO4e 0,1 g de PSA. O extrato foi agitado em vortex por 1 min e novamente
centrifugado a 4000 rpm por 5 min. Depois disso, 0 sobrenadante foi filtrado através
de um filtro de nylon de 0,22 ym, e 1 mL do extrato foi transferido em um vial para
determinacdo cromatografica. As etapas do método otimizado e validado sao

mostradas na figura 9.

Figura 9 - Método QUEChERS modificado para extracdo de nicotina de matriz tabaco

1 mL extrato
0,3 g MgS0,
0,1 g PSA
0,6 g amostra ﬂ (’1 = ’-\ Determinagao
7,6 mL ACN /K\ - cromatografica
0,5 mL K,CO4 ﬂ e 0]12 N 1] ,_]~ R GC-FID
1,4 g MgS0, — ot
0,3 g NaCl 1 min 5 min g \
H\{ Nicotine

BE

Fonte: A Autora.
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4.2.4 Determinacgao de Nicotina em Amostras de Tabaco de Cigarro por Cromatografia
a Gas Acoplado a Detector de lonizagcdo em Chama (GC-FID)

Para determinacdo da nicotina foram escolhidas nove marcas de cigarros
contrabandeados apreendidas pela Receita Federal da 92 regido do Estado do
Parana. Além disso, foram analisadas duas marcas legais vendidas no comércio local.

Uma amostragem arbitraria foi realizada de acordo com o United Nations
Office on Drugs and Crime (UNODC) considerada uma abordagem amplamente
aceita, de acordo com a férmula n = N, onde n é o tamanho da amostra e N é o
tamanho da populacdo (UNODC, 2009).

O tabaco foi separado do invélucro e do filtro. Foram utilizados 22 pacotes de
cada marca, com quatro cigarros de cada embalagem. O tabaco de cada marca foi
misturado e a amostra foi quarteada, para obtencdo de uma aliquota homogénea
(USEPA, 2014).

ApOs a extragao utilizando o método validado, foram obtidos os extratos das
amostras e quantificados por um cromatégrafo a gas (CG) (modelo Shimadzu GC-
2014, autosampler AOC-20i) acoplado a um detector de ionizacdo em chama (FID)
(figura 10). Para separacao, foi utilizada uma coluna capilar RTX-5 (5% fenil - 95% de
metilpolisiloxano), com dimensdes de 30 m x 0,25 mm e 0,25 ym de espessura da
pelicula. A temperatura do forno iniciou em 60 °C mantido por 1 min. Em seguida, 180
°C a 15 °C min por 1 min, seguindo para 280 °C a 40 °C min-* mantido por 2 min. As
temperaturas do injetor e do detector foram mantidas a 230 °C e 300 °C,
respectivamente. Hélio foi usado como gas transportador a uma vazao de 1,2 mL min-

1, O volume de injecéo foi de 1 yL no modo splitless (SHENG et al., 2005).
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Figura 10 - Cromatégrafo Shimadzu GC-2014, autosampler AOC-20i

2021/6/21 14:28

Fonte: A Autora.

4.2.5 Estudo da Precipitacdo de Compostos da Matriz em Diferentes Solventes
Organicos para Extracdo de OCPS

Com a finalidade de escolher o melhor solvente para a extracdo dos OCPs

em tabaco, foi avaliada a influéncia da baixa temperatura (BT) nos solventes

extratores em relagdo a precipitacdo de compostos da matriz de tabaco. Para isso,

foram estudados quatro solventes orgénicos selecionados com base no método
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3550C (USEPA, 2007e) em tubos de borosilicato. As condi¢cdes sdo apresentadas na
tabela 4.

Tabela 4 - Experimento de selecéo de solvente extrator para OCPs em amostra de tabaco utilizando
BT

Experimento Massa de tabaco Solvente Volume de solvente
1 1lg Acetonitrila 5mL
2 1lg Acetona 5mL
3 1g Hexano 5mL
4 1lg Hexano:Acetona (1:1) 10 mL

Fonte: A Autora

Os tubos com a mistura de tabaco e solvente, foram imediatamente colocados
a -18 °C em um congelador convencional por 24 h. Amostras foram observadas a cada
30 min por 5h quanto a formacé&o de precipitados.

4.2.6 Estudo da Recuperacgao de Surrogate pela Baixa Temperatura

Para verificar a capacidade de extracdo dos OCPs em tabaco pela baixa
temperatura, foi utilizado o surrogate tetracloro-m-xileno. Para isso, foram fortificadas
folhas de tabaco orgéanico (produzidas na regido de Prudentopolis-Parand).

As amostras de tabaco foram secas em estufa por 10 min a 30 °C, maceradas
e fortificadas com tetracloro-m-xileno para alcancar uma concentragdo de 500 ng g
(figura 11). Posteriormente, o solvente acetonitrila foi adicionado e a mistura foi
imediatamente submetida a -18 °C em um congelador convencional.

A recuperacéo foi monitorada retirando aliquotas de 1 mL do sobrenadante e
transferindo para um vial para posterior analise cromatografica. As aliquotas eram

retiradas a cada 1h por um periodo de 5h. Todas as analises foram feitas em triplicata.

Figura 11 - Amostra de tabaco organico

Fonte: A Autora
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4.2.7 Estudo da Influéncia do Uso de Ultrassom (ULT) para Melhorar a Recuperagao
de OCPs em Tabaco

Com o intuito de verificar a influéncia do ULT combinado a BT na extracéo de
OCPs em tabaco, foi verificada a recuperacdo do surrogate tetracloro-m-xileno em
relacdo a variacdo de tempo de exposi¢cdo da amostra.

Para isso, em tubo de borosilicato, foi adicionado 1 g de tabaco organico
fortificado com surrogate tetracloro-m-xileno e 5 mL de ACN, os tubos foram inseridos
em um banho ultrassénico (40 kHz, 300 W) (USEPA, 2007e). Foram testados os
tempos de ultrassom de 5, 10 e 15 min. Em seguida, as amostras foram expostas a -
18 °C nos seguintes tempos: 1, 2, 3, 4 e 5 h. Apds cada tempo de BT, 1 mL do extrato
foi transferido para um vial para posterior andlise cromatografica. Todas as anélises

foram feitas em triplicata.

4.2.8 Comparacao Gravimétrica de Coextrativos N&o Volateis em Extrato de Tabaco
pelos Métodos ULT/BT e QUEChERS

Com o objetivo de verificar a quantidade em massa de residuos nao volateis

presente no extrato final, comparou-se o método em estudo (ULT/BT) com o método

QUECHhERS e d-spe para limpeza com as seguintes quantidades de sorventes: 25 mg

PSA; 150 mg PSA e C18; 300 mg PSA e C18; 450 mg PSA e C18 e 1g PSA e C18.

Assim, 1 g de tabaco foi submetido aos métodos como ilustrado na figura 12.
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Figura 12 - Analise gravimétrica de residuos néo volateis por comparacéo dos métodos de extracédo de
OCPs em tabaco ULT/BT e QUEChERS

Andlise gravimétrica de residuos

QUEChERS citrato ULTIBT

1 g amostra + 10 mL de ACN + 10 mL 1 g amostra + 5 mL de ACN
agua + 1 g NaCl + 4 g sulfato de
magnesio + 1 g citrato de sddio diidratado
+ 0,5 g hidrogenocitrato sesquihidratado

Agitacéo: 1 min vortex e 5 min de 10 min ultrassom + 1 h a -18°C

centrifugacéo a 4000 rpm

2 mL sobrenadante + 0,3 g sulfato de 1 mL do extrato tSl—i‘fCO a 100°C em
magnésio + PSA/C18. estufa

Agitacdo: 1 min vortex e 5 min de
centrifugacdo a 4000 rpm

1 mL do extrato seco a 100°C em
estufa

Fonte: A Autora
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4.2.9 Validacdo do Método ULT/BT Otimizado para Extracdo de OCPs em Tabaco de
Cigarro

O método otimizado para OCPs foi validado com base nas diretrizes
preconizadas por SANTE/2020/12830, AOAC, IUPAC e INMETRO. Foi utilizado o
software Action Stat (versao 3.0.0) acoplado ao Excel 2019, todas as andlises foram
realizadas em nivel de confianca de 95 %.

Foram avaliados os parametros de desempenho: efeito matriz, linearidade,
limite de deteccédo (LD), limite de quantificagdo (LQ), recuperagéo e precisao, como
demonstrado na tabela 5.

Tabela 5 - Parametros de desempenho analitico para validagdo do método ULT/BT

Parametro Especificacéo Avaliacéo
Efeito matriz EM (%) = (Jcinadonamatriz Efeito significativo se +
inclinagdo no solvente 20%
100) — 100

Curvas analiticas preparadas em
solvente e no extrato da matriz.
Faixa de trabalho: 5a 160 ug L

Homocedasticidade
Teste Brown-Forsythe
Gréfico de residuos

Linearidade

RZ
Limite de deteccédo (LD) LD=3,3s/b s = DP menor ponto da
curva
b = coef. Angular da reta
Limite de quantificacdo LQ=10s/b s = DP menor ponto da

(LQ)

curva
b = coef. Angular da reta

Recuperagéo Rec (%) = (—ermédioobtido Faixa aceitavel: 70 -
valor médio de referéncia 120%
*100
Concentragdes: 150; 500; 800 n g-1
— 6 repeticdes.
Precisdo

DPR = (Desvio padréo) «100 < 20%
média

Concentragdes: 150; 500; 800 n g-1

— 6 repeticdes.

Fonte: AOAC. Appendix F: Guidelines for Standard Method Performance Requirements, 2016.

Disponivel em: http://www.eoma.aoac.org/app_f.pdf. Acesso em: 31 ago. 2018.

INMETRO. DOQ-CGCRE-008 - ORIENTACAO SOBRE VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS,

jun.  2020. Disponivel em: <http://www.inmetro.gov.br/Sidog/Arquivos/Cgcre/DOQ/DOQ-Cgcre-

8 08.pdf> Acesso em: 12 jul. 2022.

IUPAC. Harmonized Guidelines for Single-Laboratory Validation of Methods of Analysis: (IUPAC

Technical Report). IUPAC, 2002. Disponivel em:

<https://www.degruyter.com/doi/10.1515/iupac.74.0084>. Acesso em: 08 jul. 2022.

SANTE. Guidance Document on Pesticide Analytical Methods for Risk Assessment and Post-

approval Control and Monitoring  Purposes, 24 fev. 2021. Disponivel em:

https://food.ec.europa.eu/system/files/2021-02/pesticides_mrl_guidelines 2020-12830.pdf Acesso em:

06 nov. 2021.



http://www.eoma.aoac.org/app_f.pdf
https://food.ec.europa.eu/system/files/2021-02/pesticides_mrl_guidelines_2020-12830.pdf
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4.2.10 Método Validado para Extracdo de OCPs em Tabaco de Cigarro

Para a determinagdo de OCPs em tabaco de cigarro contrabandeado utilizado
o método ULT/BT foi necessario a massa de 1g de tabaco de cigarro, adicionado a
um tubo de borosilicato com 5 mL de acetonitrila. A mistura foi submetida a 10 min em
banho de ultrassom e acondicionada em congelador convencional por 1h. ApGs esse
periodo, 1 mL de sobrenadante foi colocado em um vial para analise cromatografica.
A figura 13 ilustra o método ULT/BT.

Figura 13 - Método ULT/PBT para extracdo de OCPs em amostras de cigarro contrabandeado

Pesticidas
Organoclorados

Fonte: A Autora

4.2.11 Determinacédo de OCPs em Amostras de Tabaco de Cigarro por Cromatografia
a Gas Acoplado a Detector de Captura de Elétrons (GC-ECD)

Foram utilizadas 18 marcas de cigarros apreendidas pela Receita Federal da
92 regido do Estado do Parana para determinacdo de OCPs em amostras de tabaco
de cigarros contrabandeados. Uma amostragem arbitraria foi realizada de acordo com
0 United Nations Office on Drugs and Crime (UNODC) considerada uma abordagem
amplamente aceita, de acordo com a férmula n = VN, onde n é o tamanho da amostra
e N é o tamanho da populacdo (UNODC, 2009).
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O tabaco foi separado do invélucro e do filtro. Foram utilizados 22 pacotes de
cada marca, com quatro cigarros de cada embalagem. O tabaco de cada marca foi
misturado e a amostra foi quarteada (figura 14), para obtencdo de uma aliquota
homogénea (USEPA, 2014).

Figura 14 - Homogeneiza¢do da amostra por quarteamento
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Fonte: A Autora

Os extratos foram entdo preparados a partir do método ULT/BT validado neste
estudo. Os OCPs foram detectados e quantificados por um cromatografo a gas (CG)
(modelo Shimadzu GC-2014, autosampler AOC-20i) acoplado a um detector de

captura de elétrons (ECD), apresentado na figura 12.
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Para separacdo, foi utilizada uma coluna ZB-multi-residuo-1 (Proprietary
pesticides fase; 30 m x 0,32 mm x 0,5 ym de filme).

As condicbes foram baseadas no método 8081 (USEPA, 2007f). A
temperatura do forno foi programada da seguinte forma: 100 °C (0,5 min); em 35 °C
min't até 220 °C; em 10 °C min'! até 240 °C; em 2 °C min! até 250 °C e, por fim, em
10 °C mint até 290 °C (2 min).

As injecOes foram realizadas sem divisao de fluxo (splitless), com volume de
1 uL da amostra, a temperatura do injetor foi de 225 °C. A temperatura do detector
foi definida em 310 °C. Hélio (99,999 %) foi utilizado como gas de arraste a uma vazao
constante de 2,0 mL min?t. O software GC solution foi utilizado para controle

instrumental e andlise de dados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL MATRIZ DE DOEHLERT PARA
OTIMIZACAO DO VOLUME DO SOLVENTE EXTRATOR E PH NA EXTRACAO
DA NICOTINA PELO METODO QUECHERS

As figuras 15 e 16 apresentam os resultados para as melhores condigdes de

pH e volume de solvente para a extracéo de nicotina em tabaco por meio da superficie

de contorno e da superficie de resposta, obtidos pela matriz de Doehlert.

Figura 15 - Superficie de contorno pH x quantidade de solvente para a extragéo de nicotina

16
14

12

B > 100
B < 100
. [ < 80
4 5 6 7 8 9 10 19 <40

solvente <20

Fonte: A Autora

Figura 16 - Superficie de resposta Matriz de Doehlert otimizacdo QUEChERS para nicotina

Fitted Surface; Variable: Recuperacéo
2 factors 1 Blocks 9 Runs MS Pure Emor=17,33333
DV: Recuperacio

RPN

Wl - 100
I < 100
[l <80
[]<60
B <40
B <20

Fonte: A Autora



71

Pode-se observar figuras 15 e 16, pelas cores amarela e verde, que o pH
menor que 6 nao foi eficiente para a extragdo da nicotina, uma vez que apresentou
recuperacdes menores que 80%.

As areas vermelhas intensas apresentam as melhores recuperacdes para as
variaveis estudadas. O modelo sugere valores 6timos em nivel de confianca de 95%,
para o volume de acetonitrilaigual a 7,6 mL e pH igual 12,4. Assim, utilizaram-se essas
condicdes para a recuperacdo de tabaco no método QUEChERS adaptado, obtendo
recuperacodes de 97,5% a 99,6%.

Considerando uma analise com muitas amostras, o volume de 7,6 mL é
suficiente para envolver todo o material amostral, permitindo a extracdo adequada, e
contribuindo para a reducéo de residuos e economia de reagentes.

Comparando o método em estudo com a metodologia recomendada pela
WHO, 2014 que orienta a extracdo de nicotina de tabaco de cigarros utilizando
hexano, verifica-se uma reducdo bastante significativa no volume de solvente
organico, de 40 mL (WHO, 2014) para 7,6 mL (nesse estudo).

Li e col. (2019) utlizaram o volume de 10 mL da mistura de
metanol:diclorometano (1:4) com método QUEChERS e ultrassom para determinar
alcaloides em tabaco, os autores obtiveram recuperacoes de 96 a 98%.

Além disso, em estudos anteriores para extracdo de nicotina em outras
matrizes utilizando a metodologia QUEChERS, os volumes e solventes organicos
utilizados foram 10 mL e 15 mL de acetonitrila (CHANG et al., 2015; THRANE;
ISEMER; ENGELHARDT, 2015), 9,5 mL e 10 mL de acetato de etila (LOZANO et al.,
2012; MULLER; BRACHER; PLOSSL, 2011).

Assim, os resultados apresentados nas figuras 15 e 16 e os valores propostos
pelo planejamento experimental nesse estudo, mostraram que foi possivel obter uma
otima recuperacdo de nicotina utilizando um solvente menos toxico quando
comparando com a mistura de diclorometano:hexano e em menor quantidade quando
comparado aos métodos que utilizaram hexano, acetonitrila e acetato de etila.

A otimizacdo do método QUEChERS é importante para garantir a extracado
satisfatoria de diferentes analitos (STREMEL et al., 2018). A reducdo de solvente
extrator reduz o custo do método e também a geracdo de residuos apds o0 processo
de analise das amostras, alguns objetivos da quimica analitica verde (ARMENTA et
al., 2019).
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5.2 VALIDACAO DO METODO QUECHERS OTIMIZADO PARA EXTRACAO DE
NICOTINA EM TABACO DE CIGARRO

A figura 17 apresenta os cromatogramas da nicotina na matriz de tabaco e em

bY

solvente acetonitrila. O método se mostrou especifico a nicotina em relacdo aos

componentes da matriz.

Figura 17 - Cromatograma de nicotina em matriz de tabaco (A) e solvente (B)
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Fonte: A Autora

A figura 18 apresenta a curva analitica obtida para a nicotina realizada em
triplicata na faixa de 2,5 e 1000 mg L. A curva analitica foi submetida a analise
estatistica de parametros numéricos como média, mediana, moda, assimetria, curtose
e coeficiente de variacdo, sendo observada a proximidade entre os valores de média
e mediana. O coeficiente de variacao apresentado foi menor que 30%, os valores para

a assimetria ficaram compreendidos entre +1 e -1, e a auséncia de outliers foi
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confirmada pela curtose com valores negativos, esses resultados indicam tendéncia

a normalidade.

Os testes estatisticos demonstraram que a curva analitica para nicotina nao
apresenta falta de ajuste (p-valor = 0,993), tendo como coeficiente de determinacéo
(R?) o valor de 0,986 e os valores sdo homocedasticos de acordo com o teste de
Brown-Forsythe (p-valor = 0,349) ao nivel de 95% de confianca.

Figura 18 - Curva analitica para a nicotina
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Fonte: A Autora
A figura 19 apresenta a relacéo dos valores de residuos e os valores preditos.

Figura 19 - Grafico de residuos versus valores preditos

Res. Padronizado vs Valores Ajustados
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Fonte: A Autora
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A andlise de residuos demonstrou aleatoriedade, pois o0s residuos
apresentam-se dispersos aleatoriamente em torno de zero, concentrados entre -2 e 2
apenas um ponto acima de 3 e nenhum abaixo de -3 (figura 18). Portanto, o modelo é
adequado e a linearidade esté validada.

O uso de outros parametros matematicos como a analise de residuos, teste
de homocedasticidade e falta de ajuste, além do coeficiente de determinacao é
destacada por autores como sendo a maneira mais adequada para a avaliacdo da
linearidade. Visto que a avaliacdo apenas pelo coeficiente de determinagcdo nao é
suficiente, uma vez que o valor de R? projeta a proporcéo de variacdo explicada pelo
modelo, ndo garantindo a adequacao do ajuste linear a curva analitica (RAPOSO;
IBELLI-BIANCO, 2020; RIBEIRO et al., 2008).

Os limites de deteccédo (LD) e quantificacdo (LQ) obtidos pela relacdo S/N
foram de 0,008 mg g e 0,03 mg g respectivamente. Nao ha legislacdo que indique
a concentracao aceitavel de nicotina em tabaco de cigarro, ha apenas para a fumaca
primaria de cigarro sendo de 1 mg/cigarro (BRASIL. Ministério da Saude, 2012).

A recuperacao foi avaliada em trés concentracées nas folhas de tomate
fortificadas, sendo 0,06 mg g?, 7,5 mg gte 15 mg g*. Os resultados das recuperacdes
foram de 97,5%, 99,6% e 98,9% respectivamente. A precisao foi avaliada em termos
de DPR para as mesmas concentracdes, foram obtidos os valores de 2,5%, 2,3% e
1,7%.

A recuperacao e a precisdo sdo consideradas aceitaveis de acordo com a
AOAC (2016), que preconiza o intervalo de recuperacdo para analitos néo
classificados em niveis tragos de 97 a 103 % e para DPR < 2,7 % e ainda corrobora
com a recuperacdo obtida por Sha e col. (2022) que desenvolveram um método
baseado em tecnologia de impressao digital eletroquimica para analise in loco de
nicotina usando um kit portatil (A-SPE). Os autores realizaram testes em GC-FID para
fins de comparacédo e as recuperacdes obtidas foram de 106,4 a 113,2 com DPR
variando de 1,78 a 3,8 %.

Outro estudo que determinou nicotina em folhas de tabaco por headspace e
micro extracdo em fase solida combinado com GC-MS, obteve recuperacdes entre
99,56 e 99,80 % com DPR de 0,4 % corroborando com o presente estudo (TANG et
al., 2019).
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Assim, por meio do método proposto, utilizando QUEChERS modificado,
foram alcangados resultados similares com outros estudos, mas com a vantagem de
ser um método que demanda de menor volume de solvente extrator. Além disso, foi
utilizado menor quantidade de sorventes para limpeza (0,3 g de MgSOs e 0,1 g de
PSA) em relacdo ao estudo de Li e col. (2019) que utilizou 0,5 g de MgSO4 + 0,125 g
de PSA e 0,25 g de carbono. Essa diferenca na etapa de limpeza para a mesma
amostra e analito, pode ser decorrente da solu¢cdo usada para alterar o pH do meio.
Nesse estudo, foi utilizado 0,5 mL, volume menor de dgua, comparado a 5 mL de
solugdo de amdnia 6% utilizado no trabalho de Li e col. (2019). Dessa forma, menor
guantidade de coextrativos foi observada, necessitando, também, de menor
guantidade de sorventes na limpeza do extrato.

5.3 DETERMINACAO DE NICOTINA EM AMOSTRAS REAIS DE TABACO DE
CIGARRO CONTRABANDEADO POR CROMATOGRAFIA A GAS ACOPLADO
A DETECTOR DE IONIZACAO EM CHAMA (GC-FID)

A Tabela 6 apresenta as concentragdes de nicotina total de nove marcas de

cigarros contrabandeados e duas marcas de cigarros legais vendidos no Brasil.

Tabela 6 - Concentracdo de nicotina em cigarros contrabandeados (A-l) e legais (J e K) (n = 3)

Marca Concentracdo (mg/cigarro)
6,7+0,1
55%0,2
6,7+0,4
6,0+0,7
6,2+0,0
58+0,1
6,3+0,2
6,1+0,7
6,7+0,2
10,7+0,7
9,0+£0,8

A —TITOTMMOO ®® >

Fonte: A Autora

Conforme a tabela 6, verifica-se que as amostras de tabaco de cigarros
contrabandeados, das marcas analisadas pelo método otimizado, apresentaram
concentragdo de nicotina menor em relacdo aos cigarros comercializados legalmente

no Brasil e também, em relacdo a outros estudos encontrados na literatura (Tabela 7).
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Tabela 7 - Concentracdo de nicotina em cigarros legais em outros estudos

Referéncia Concentracéo de Local Procedéncia
nicotinamg g*
Este estudo 95a14 Brasil Contrabandeados
Este estudo 15a17,8 Brasil Comercial Legal
INABA et al., 2014 13,7 a 17,0. Japéao Comercial Legal
TAUJENIS; OLSAUSKAITE; 14,3a16,1 Lituania Comercial Legal
PADARAUSKAS, 2015
LI et. al (2019) 21,1 China N&o indica
LI et. al (2019) 22,1 América N&o indica

Fonte: A Autora

Essa diferenca de concentracdo pode ser relacionada com a mistura do
tabaco na producao do cigarro. Em algumas marcas de cigarro contrabandeado ha
informagcdes em suas embalagens indicando adicdo de extratos vegetais a mistura,
contudo néo € especificado quais o0s tipos de extratos utilizados. Isso faz com que o
cigarro contrabandeado tenha o mesmo volume que o cigarro legalizado, no entanto
menos tabaco disponivel, diminuindo assim a concentragdo. Isso corrobora com o
estudo realizado por Pinto da Silva e col. (2016), no qual encontraram gramineas em
amostras de cigarros contrabandeados. Nesse caso, a concentracéo de nicotina pode
estar diretamente ligada a mistura do processo de producdo dos cigarros

contrabandeados.

A falta de controle na qualidade da producé&o do cigarro contrabandeado tem
aumentado o nivel de alerta em relacdo a saude publica, uma vez que houve um
aumento da migracdo do mercado consumidor legal para o ilegal nos ultimos anos
(BYRON et al., 2019; WILLIAMS et al., 2010).

Esses consumidores tendem a consumir a mesma quantidade de nicotina
diariamente para alcancar os efeitos desejados, ajustando o consumo para
compensar a diferenca na disponibilidade de nicotina ao wusar cigarros
contrabandeados. Esses dados estdo consolidados com a pesquisa realizada pelo
Instituto Brasileiro de Etica em Concorréncia, que aponta que os consumidores de
cigarros contrabandeados consomem duas unidades a mais por dia em relacdo aos
consumidores de cigarros legais (BRANSTETTER et al., 2019; ETCO, 2019;
WILLIAMS et al., 2010). Sendo inclusive exposto a outros contaminantes fisicos e
guimicos, como metais potencialmente toxicos (Pb, Ni, Cd) e niveis mais elevados de
mondxido de carbono e alcatrdo, pois a quantidade dessas substancias geradas nao
varia com a quantidade de nicotina no cigarro (BENOWITZ et al., 1983; INCA, 2022).
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Embora os cigarros contrabandeados tenham menor concentragéo de nicotina
do que os cigarros legais, a quantidade encontrada € considerada suficiente para
causar dependéncia, pois estudos mostram que a biodisponibilidade absoluta da
nicotina pode chegar a 40% (OLSSON GISLESKOG et al., 2021).

5.4 ESTUDO DA PRECIPITACAO DE COMPOSTOS DA MATRIZ DE TABACO EM
DIFERENTES SOLVENTES ORGANICOS

A figura 20 apresenta os resultados da precipitacdo dos componentes

extraidos por diferentes solventes organicos, quando submetidos a baixa temperatura.

Figura 20 - Amostras de tabaco e solventes apds exposicao a baixa temperatura
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Fonte: A Autora

Na figura 20 € possivel visualizar precipitados branco formados na amostra
com o solvente acetonitrila. Nos solventes acetona, hexano e a mistura hex:ace, ndo
houve a formacao de precipitados na temperatura de -18°C.

A formacdo de precipitado apenas em acetonitrila pode ser explicada pelo
aumento da constante dielétrica desse solvente devido a diminuicdo da temperatura,
em relacdo a constante dielétrica dos demais (GAGLIARDI et al., 2007).

A constante dielétrica é diretamente proporcional a polaridade do solvente
organico. Quando a temperatura diminui de 25 para 5°C, a constante dielétrica de

hexano aumenta de 1,88 para 1,92, enquanto que a constante para a acetona
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aumenta de 21 para 22,4. Para acetonitrila, a constante dielétrica tem um aumento de
35,8 para 39,7 nas mesmas condi¢gdes (DORTMUND DATA BANK, [s.d.], [s.d.], [s.d.]).
Assim, a mudanca na polaridade do hexano e acetona néo foi suficiente para separar
0s compostos solubilizados quando comparada a da acetonitrila.

A molécula da acetonitrila, além da constante dielétrica igual a 35,8 em 25°C,
possui momento de dipolo de 3,92 D (debye). Essas propriedades contribuem para a
caracteristica do solvente em solubilizar moléculas polares e nao polares (HOFF,
2018). A figura 21 apresenta a distribui¢cdo de carga na molécula da acetonitrila.

Figura 21 - Distribuicdo de carga na molécula de acetonitrila

Blue: Positive, Red: Negative

Mouse over atoms for partial charge

Fonte: UNIVERSITY OF COPENHAGEN. MolCalc. Disponivel em:
<https://molcalc.org/calculations/c0a6c61b0f31b5553e7a81fc53c7843e#/solvation>. Acesso em: 08
jul. 2022.

Como apresentado na figura 20, a separacdo de cargas na molécula contribui
para que a acetonitrila atue como um 6timo solvente extrator para OCPs, uma vez que
esses compostos apresentam diferentes momentos de dipolo, como mostrado na
tabela 8.
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Tabela 8 - Propriedades dos OCPs

OCP Formula molecular Massa molar Momento de dipolo
(D)
Hexaclorociclohexano CeHsCle 290,8 Alfa—2,2
(HCH ou HCH) - Beta —
Isdbmeros: Alfa, Beta, Gama-2,8-3,6
Delta e Gama (Lindano) Delta—2,2-2,3
Heptacloro C1oHsCl? 373,3 1,8
Aldrin C12HsCle 364,9 2,8
Heptacloro epoéxido C10HsCIlz0 389,3 1,8
Clordano C10HsCls 409,8 1,4
Isdbmeros: Cis e trans
Endosulfan CoHsCleO3S 406,9 2,9
Isdbmeros: alfa e beta ou
lell
DDE C14HsCla 318,0 -
Dieldrin C12HsCleO 380,9 1,3
Endrin C12HgClsO 380,9 1,7
DDD C14H10Cla 320,0 -
Endrin Aldeido C12HsClsO 380,9 -
DDT C14HoCls 354,5 1,2
Endosulfan sulfato CoHsCleO4S 4229 2,6
Metoxicloro C16H15Cl302 345,6 0,8
Endrin cetona C12HgCleO 380,9 4.4

Fonte: PUBCHEM. Disponivel em: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/. Acesso em: 28 jun. 2022.

A capacidade de extracao de varios OCPs simultaneamente pela acetonitrila,
também foi descrita no estudo de Hao et al. (2017) para matriz tabaco utilizando
extracdo por microndas. Os autores verificaram que quando a acetonitrila foi utilizada,
as recuperacoes ficaram entre 70 a 110%, no entanto, quando utilizaram a mistura
hexano:acetato de etila ou hexano:acetona, alguns pesticidas tiveram suas
recuperacdes abaixo de 40%. Os autores também relacionam ao momento de dipolo
da acetonitrila a capacidade para extracdes eficientes de OCPs. Assim, a acetonitrila

foi escolhida como solvente extrator no presente estudo.

5.5 ESTUDO DA RECUPERACAO DE SURROGATE TETRACLORO-M-XILENO
PELA BAIXA TEMPERATURA EM MATRIZ DE TABACO

A Figura 22 apresenta as recuperacdes em relacéo a diferentes tempos de
exposicado a BT de amostra de tabaco fortificadas com surrogate tetracloro-m-xileno,

na presenca do solvente extrator acetonitrila.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figura 22 - Recuperacgéo do surrogate (%) em diferentes tempos de extracdo de baixa temperatura
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Fonte: A Autora

Observa-se na Figura 22 que a baixa temperatura favoreceu a extracao de
OCPs com o aumento do tempo de exposi¢cédo, sendo 77% a recuperacado maxima
obtidaem4e5 h.

Bernardi e col. (2016) utilizaram o método QUEChERS para extracdo de
pesticidas ndo organoclorados e dos OCPs endrin cetona e heptacloro em folhas de
tabaco. Nesse estudo, 3h de BT (-18°C) foi utilizado para a limpeza do extrato
anteriormente a etapa de extracdo em fase solida dispersiva (d-spe). Os autores
conseguiram recuperacoes de 71 a 115% para OCPs endrin cetona e heptacloro em
GC-MS.

Além disso, em estudos anteriores para extracdo de OCPs em outras
matrizes, observou-se diferentes tempos de exposi¢cdo a BT. Sousa e col. (2014)
determinaram pesticidas ndo organoclorados e OCPs como DDT/endosulfan e seus
metabolitos em ovos de jacaré utilizando a BT apos agitacdo das amostras (5 min de
vortex e 5 min de centrifugacdo) com 12 mL de solvente extrator. Nesse estudo, o
tempo necessario foi de 12h em -20°C. As recuperacdes alcancadas para alfa
endosulfan, beta endosulfan, endosulfan sulfato, DDE e DDD variaram de 40 a 102%,
as analises foram realizadas em GC-ECD.

Guedes et al. (2014) determinaram alfa endosulfan, beta endosulfan e outros
pesticidas ndo clorados em amostras de morango, utilizando a BT por 9h (-20°C) apos

15 min de agitacdo em shaker (200 rpm) com 4 mL de acetonitrila e 4 min de
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centrifugagéo. As recuperacdes para alfa endosulfan e beta endosulfan variaram de
84 a 110%, as andlises foram realizadas em GC-ECD.

Costa et al. (2015) também determinaram alfa endosulfan e beta endosulfan
em amostras de alface, utilizando 10 min de agitagao em shaker (200 rpm) com 1 mL
de agua e 8 mL da combinacgéo de acetonitrila/acetato de etila, 3 min de centrifugagéo
e 3h a — 20°C, seguido de filtragdo em MgSOa. As recuperacodes para alfa endosulfan
e beta endosulfan variaram de 84,4 a 86,5%, as andlises foram realizadas em GC-
ECD.

Com base nesses estudos percebe-se a potencialidade da BT para extracédo
de OCPs, uma vez que as recuperacdes obtidas para amostras de tabaco, somente
com acetonitrila, foram préximas ao estudo de Costa et al. (2015) que utilizou agua/
acetonitrila/acetato de etila e agitacdo. Alem de que a temperatura de -18°C utilizada
no presente estudo corrobora com os trabalhos que também utilizaram BT para
extracdo de endrin cetona, heptacloro, alfa endosulfan, beta endosulfan, endosulfan
sulfato, DDE e DDD. Contudo, buscou-se alcancar recuperacfes proximas a 100%

com a combinacéo da BT com ultrassom.

5.6 ESTUDO DA INFLUENCIA DO USO DE ULTRASSOM PARA MELHORAR A
RECUPERACAO DE OCPS EM TABACO

A Tabela 9 apresenta as recuperacfes do surrogate tetracloro-m-xileno para
0 estudo da combinacdo de ultrassom com BT a partir da variacdo do tempo de

ultrassom com a variacdo do tempo de exposicéo a -18 °C.

Tabela 9 - Recuperac¢des (n = 3) para 0s ensaios de variagdo do tempo de ultrassom e de BT

Tempo de exposicéo 1lh 2h 3h 4h 5h
Tempo de ultrassom 5 min.

Recuperacao(%)+DP 825+73 889+38 1003+7,6 89,6+4,7 91,3+10,6
Tempo de ultrassom 10 min.

Recuperacao(%)+DP 98,1+53 88,2+52 1008+6,2 854+7,2 93,8100
Tempo de ultrassom 15 min.

Recuperacao(%)+DP 101,3+76 849+73 890+£44 905+76 93,0%£9,6
Fonte: A Autora
Nota: Faixa de aceitabilidade REC: 70 — 120% (AOAC, 2016). DP = desvio padrao.

Observa-se na tabela 9 que a combinacdo do ultrassom com a BT obteve
melhores recuperacdes (entre 82,5 e 101%) em comparacdo com as recuperacdes

obtidas apenas com BT (57 a 77%).
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Para um tempo de sonicagdo de 5 min, a melhor recuperagcéo (100%) foi
alcancada em 3h de BT. ApGs 10 min de sonicacgéo, foram obtidas duas recuperacdes
préximas a 100%, correspondendo a 1 h (98%) e 3h (100,8%) de BT. E para 15 min
de sonicacao, a melhor recuperacéo (101%) foi alcancada apés 1h de BT. Além de
melhorar a recuperac¢do, o uso do método combinado possibilitou a obtencédo de um
extrato limpo.

Qi e col. (2014), em seu estudo para determinagéo de OCPs (alfa- HCH, beta-
HCH, delta- HCH, aldrin, dieldrin, endrin, heptacloro, isémero heptacloro epdxido,
Cis/trans clordano, endosulfan | (alfa), endosulfan Il (beta), DDE, DDD, DDT em folhas
de tabaco e cigarros legalizados, utilizaram o método de ultrassom por 30 min com
hexano:acetato de etila como solvente extrator, seguido de 5 min de centrifugacao,
limpeza por SPE florisil, obtendo recuperagdes de 73 a 111%.

Bernardi e col. (2016) para amostras de folhas de tabaco utilizaram o método
QUEChERS maodificado e limpeza com d-spe (C18, PSA e GBC) e PBT por 3h para
extracdo de 55 pesticidas, dentre eles os OCPs heptacloro, heptacloro epoéxido e
endrin cetona determinacdo em UHPLC-MS/MS e GC-MS/MS, obtendo recuperacoes
de 70 a 115%.

Observa-se que as recuperacdes obtidas nesse estudo corroboram com as
recuperacdes alcancadas pelos estudos de Qi et al. (2014) e Bernardi et al. (2016).
No entanto, o método ULT/BT apresenta reducdo de tempo de analise e consumo de
energia e eliminacdo do uso de sorventes, uma vez que 10 min de ultrassom e 1h de
BT foram suficientes para a extracao e limpeza do extrato.

O método de ultrassom foi escolhido devido as suas potencialidades e
caracteristicas de analise segundo os objetivos da quimica analitica verde e por
oferecer uma extracao limpa. Além disso, o ultrassom é relativamente facil de usar,
versatil, flexivel e requer baixo investimento em comparacdo com outras técnicas de
extracdo (TIWARI, 2015), e ainda é uma opcao favoravel, uma vez que permite a
extracdo de mais de uma amostra simultaneamente.

Na temperatura de -18°C, os coextrativos sao solidificados e precipitados, ndo
interferindo no extrato final e ndo sendo necessérias etapas adicionais de limpeza,
como em outros estudos que utilizaram apenas ultrassom (ALBERO; TADEO; PEREZ,
2019a; CUl et al., 2011; KUNENE; MAHLAMBI, 2020; LIU et al., 2020). Assim como o
banho de ultrassom permite a extracao de mais amostras, a BT, utilizando congelador

convencional, também permite multiplas amostras ao mesmo tempo.



83

Sendo assim, a combinacdo ULT/BT pode ser considerada um método

econdmico e ambientalmente favoravel.

5.7 COMPARACAO GRAVIMETRICA DE COEXTRATIVOS NAO VOLATEIS EM
EXTRATO DE TABACO PELOS METODOS ULT/BT E QUEChERS

A figura 23 apresenta a quantidade de coextrativos ndo volateis do extrato de
tabaco obtido pelo método ULT/BT em comparac¢ao com a quantidade de coextrativos
no extrato obtido pelo método QUEChERS com diferentes quantidades de sorventes

para a etapa de limpeza.

Figura 23 - Coextrativos da matriz de tabaco utilizando o método QUEChERS com diferentes
guantidades de sorventes

ULT/BT

QUECHERS (1g PSA e C18)

S QUECHERS (450 mg PSA e C18)
@]
@

= QUECHERS (300 mg PSA e C18)

QUECHERS (150 mg PSA e C18)

QUECHERS (25 mg PSA)

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 50 6,0 7,0
Coextrativos mg mL*

Fonte: A Autora
Comparando-se a quantidade de coextrativos entre o0 método ULT/BT e o

método QUEChERS, verifica-se que a BT reduziu em cinco vezes a quantidade de
residuos nao volateis do extrato de tabaco, quando comparado ao método
QUECHhERS utilizando 25 mg de etilenodiamino-n-propilsilano (PSA). Na figura 22 se
observa que a quantidade de coextrativos entre os métodos é proxima quando se
utilizou 1 g de PSA e C18 para a limpeza do extrato.

A figura 24 apresenta a comparacao entre os cromatogramas do extrato de

tabaco preparado pela extracdo de ULT/BT e pelo método QUEChERS.
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Figura 24 - Extrato de tabaco pelo método ULT/BT (A) e por QUEChERS (B)
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Fonte: A Autora

Pela comparagéo dos cromatogramas, considerando a mesma intensidade da
resposta do equipamento, também é possivel visualizar a diminui¢cdo da extracdo dos
compostos da matriz entre os dois métodos.

Esses resultados corroboram com o estudo de Khan et al. (2014) que
utilizaram o método QUEChERS modificado para determinacéo de 47 pesticidas em
amostras de tabaco. Para limpeza do extrato, os autores relataram a necessidade do
uso de 150 mg de PSA, 150 mg de C18 e 75 mg de negro de carbono grafitado (GBC).
Em outro estudo, Bernardi et al. (2016) determinou 55 pesticidas em tabaco utilizando
o0 método QUEChERS modificado. Para a limpeza do extrato, os autores utilizaram
100 mg PSA, 100 mg C18, 100 mg GBC e 3h de precipitacdo a baixa temperatura
(PBT). Nesses estudos, foi possivel observar que além dos sorventes PSA e C18,
também foram utilizados o GBC e a PBT.

O método ULT/BT apresenta a vantagem de utilizar apenas 1h de baixa
temperatura para obtencdo de quantidade reduzida de coextrativos no extrato, o que
pode ser relacionada com a presenca de agua na etapa de extracdo. Nos estudos de
Khan et al. (2014) e Bernardi et al. (2016) ambos utilizaram 10 mL de agua e um tempo
de 30 a 10 min, respectivamente, para hidratacdo da amostra. Como o ultrassom
favorece o contato entre o solvente e a matriz da amostra devido a cavitacéo
promovida, ndo se faz necessaria a presenca de agua como no caso do método
QUECHhERS.
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O método ULT/BT une processos simples de extracdo, o que gera um extrato
com menores quantidades de coextrativos, pois estes sédo precipitados pela BT nao
ficando disponiveis no extrato para analise cromatografica, favorecendo a andlise dos

analitos alvo.

5.8 VALIDACAO DO METODO ULT/BT OTIMIZADO PARA EXTRACAO DE OCPS
EM TABACO DE CIGARRO

Para a validacdo do método ULT/BT, foram investigados os seguintes
parametros de desempenho analitico: efeito matriz, linearidade, limites de detecc¢éo e
guantificacéo, exatidao (recuperagao) e precisao.

5.8.1 Efeito Matriz (EM)

A figura 25 apresenta a comparacgao entre cromatogramas.

Figura 25 - Cromatogramas de OCPs no solvente (A), OCPs no extrato de matriz (B) e apenas o
extrato de matriz (C)
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Na figura 16 € possivel observar que alguns picos, quando combinados com
a matriz, sofreram modificagOes de intensidade, considerando a mesma concentracao
para ambos (160 mg L), ou seja, héa interferéncia da matriz no sistema. E possivel
visualizar picos bem definidos para todos os OCPs e, mesmo combinados com a
matriz, ndo ha interferéncia nos tempos de retencéo.

A influéncia do EM foi determinada pela avaliagdo da supressao ou
aprimoramento do sinal dos analitos em relacdo a presenca dos componentes da
matriz, que podem influenciar devido ao comportamento no injetor ou na coluna
cromatografica. O EM pode ser avaliado com base na inclinacéo da curva analitica
obtida em solvente e combinada com a matriz. A figura 26 compara as inclinagdes das

curvas em solvente e combinada com a matriz.

Figura 26 - Comparacédo das inclinacfes das curvas de calibracdo dos OCPs em solvente e combinado
com a matriz
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Fonte: A Autora

Foi possivel observar que o comportamento dos componentes da matriz em
relacdo aos analitos ndo segue a mesma tendéncia para todos os OCPs. Observa-se
um aumento na inclinacdo para os OCPs, delta HCH, heptacloro epoxido, endrin,
DDD, endosulfan sulfato e endrin cetona. Para os demais OCPs, a inclinacdo teve

uma reducéo.
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Na Figura 27, é possivel observar a porcentagem do efeito da matriz em cada

um os OCPs estudados.
Figura 27 - Influéncia do EM (%) na extracdo dos OCPs
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Fonte: A Autora

Como mostra a Figura 27, entre os 20 OCPs avaliados, para 13 o EM foi
inferior a 20%, e para 7 o EM foi superior a 20%.

O EM no sinal do analito é insignificante quando os valores forem iguais a 0%,
nesse caso as inclinacées das curvas de calibracdo em solvente e combinadas com
a matriz sdo idénticas (KRUVE et al., 2015a, 2015b).

Os OCPs gama- HCH, beta- HCH, heptacloro, aldrin, heptacloro epo6xido,
trans clordano, cis clordano, DDE, dieldrin, endrin, endosulfan 1l endrin aldeido e
endrin cetona ndo apresentaram EM significativo, ficando abaixo de = 20%.

Apresentaram EM significativo os OCPs: alfa- HCH (-34%), endosulfan | (-
23,0%), DDT (-24,3%) e metoxicloro (-42,1%), os quais apresentaram EM negativo,
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indicando que ocorreu um efeito de supressao. Os OCPs Delta- HCH (53,7%), DDD
(22,4%) e endosulfan sulfato (43,9%) mostraram EM positivo, indicando aumento no
sinal.

Com excecéo do Delta- HCH, o EM para os demais OCPs que apresentaram
EM significativo foi considerado de intensidade média, pois ficou compreendido na
faixa de 20 — 50%. Apenas o Delta- HCH apresentou EM forte maior que 50% (YANG
et al., 2022).

O efeito matriz para os OCPs heptacloro epéxido e endrin cetona foram
relatados no estudo de Bernardi e col. (2016), quando utilizaram o método QUEChERS
com d-spe para limpeza acrescentando BT e GBC no processo para determinagéo de
pesticidas em amostras de tabaco. Estes OCPs apresentam EM de 15 e 22%
respectivamente.

Ghosh e col. (2014), utilizando agitacdo com ACN:agua por 45 min e
particionamento com hexano (40 mL), seguido de limpeza do extrato com coluna de
florisil e sulfato de sodio anidro, obtiveram EM para os OCPs alfa (14,4%), gama
(14,4%), beta (16,8%) e delta (21,8%) HCH, endosulfan | (15,8%), Il (18,4%) e sulfato
(39,6%), endrin (38,8%) e DDT (26,1%) em amostras de tabaco analisadas em GC -
MS. Bernardi et al. (2016) obteve porcentagens de EM para endrin cetona (22%),
heptacloro epoxido (15%) para amostras de tabaco analisadas em GC-MS.

Comparando os resultados dos estudos de Ghosh (2014) e Bernardi (2016)
com o EM do presente estudo (alfa (-34,8%), gama (-13,6%), beta (-12,6%) e delta
(53,7%) HCH, endosulfan | (-23,8%), Il (- 6 %) e sulfato (-24,3%), endrin (3,2%), DDT
(-24,3%), endrin cetona (0,4%) e heptacloro epoxido (1,6%)) observa-se que apenas
3 OCPs tiveram EM maior (alfa HCH, delta HCH e endosulfan I), os outros OCPs
apresentaram valores menores ao estudo comparado, sendo cinco nao considerado
significativo.

Com base nisso, o método ULT/BT mostrou-se eficiente para minimizar o EM
na andlise de OCPs em tabaco quando comparado com outros métodos de extracao
utilizados para a mesma matriz e analise em cromatografia a gas. 1sso mostra que o
método fornece uma 6tima limpeza do extrato, o que minimiza o EM, pois diminui os
componentes da matriz no extrato.

A vantagem do método ULT/BT € a ndo adicdo de adsorventes necessarios
para a diminuicdo do EM, reduzindo custos e residuos. Uma vez se tratando de

analitos em niveis tragos, o processo de diluicdo néo se torna viavel.
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5.8.2 Linearidade

A curva analitica para cada OCP foi submetida a andlise estatistica de
parametros numéricos como média, mediana, moda, assimetria, curtose e coeficiente
de variacéo, sendo observada a proximidade entre os valores de média e mediana. O
coeficiente de variagao apresentado foi menor que 30%, os valores para a assimetria
ficaram compreendidos entre +1 e -1, e a auséncia de outliers foi confirmada pela
curtose com valores negativos, esses resultados indicam tendéncia a normalidade. As
solucdes para a calibracao foram preparadas combinadas com a matriz, uma vez que
o EM foi significativo para alguns OCPs em estudo (KRUVE, 2013). A curva analitica
para todos os OCPs apresentou linearidade na faixa de 5 a 160 ug L™, distribuidas
em 7 pontos.

A figura 28 apresenta a curva analitica para o OCP endosulfan I.

Figura 28 - Curva analitica representativa para o OCP endosulfan |
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Fonte: A Autora

N&o foi observada falta de ajuste na regressao linear (p-valor > 0,05). O
coeficiente de determinacéo (R?) foi igual ou maior a 0,90 (INMETRO) para todos os
OCPs. Os valores foram considerados homocedasticos de acordo com o teste de
Brown-Forsythe (p-valor > 0,05). A tabela 10 apresenta os dados da avaliacdo da

linearidade do método para cada OCP.
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Tabela 10 - p-valor e coeficiente de determinacéo (R?) para avaliagéo de linearidade da curva analitica

Falta de Homocedasticidade: R?
ajuste Teste de Brown-Forsythe
Alfa- HCH 0,59 0,55 0,996
Gama- HCH 0,97 0,74 0,998
Beta- HCH 0,73 0,71 0,993
Delta- HCH 0,60 0,53 0,992
Heptacloro 0,35 0,59 0,991
Aldrin 0,55 0,49 0,991
Heptacloro epoéxido 0,20 0,53 0,984
Trans Clordano 0,74 0,44 0,995
Cis clordano 0,76 0,85 0,994
Endosulfan | 0,87 0,46 0,996
DDE 0,88 0,66 0,994
Dieldrin 0,69 0,59 0,993
Endrin 0,96 0,65 0,996
DDD 0,57 0,35 0,991
Endosulfan I 0,84 0,48 0,995
Endrin Aldeido 0,09 0,28 0,977
DDT 0,50 0,45 0,983
Endosulfan sulfato 0,56 0,60 0,989
Metoxicloro 0,65 0,52 0,982
Endrin Cetona 0,27 0,29 0,979

Fonte: A Autora
A andlise de residuos é apresentada na figura 29.
Figura 29 - Grafico de residuos para as curvas de calibracdo dos OCPs

Alfa- HCH Gama- HCH Beta- HCH

Res. Padronizado vs Valores Ajustados Res. Padronizada vs Valores Ajustados Res. Padronizada vs Valores Ajustados

o0
-
oa

d
@

Residuos Padronizados
©
°

WModela Ajustado Wadslo Ajustada Wadslo Ajustada

Delta- HCH Heptaclor Aldrin




91

Res. Padronizado vs Valores Ajus! Res. Padronizado vs Valores Ajustados Res. Padronizado vs Valores Ajustados
.
.
. .
w1 w1 w -
5 5 8 °
L] o
£ e 8 2 ] 8 g o @ 8 °
m H @ m 5 m g2 .
E E E °
3 * @ ° 3 ° 3 °
0 0 I °
[ [ L] [
. o
Modelo Ajustado Madelo Ajustada Madelo Ajustada
Heptaclor epoxido Trans Clordano Cis Clordano
Res. Padronizado vs Valores Ajustados Res. Padronizado vs Valores Ajustados Res. Padronizado vs Valores Ajustados
@ ®
:
:
1 e
. .
. .
g LE] * g ° g @ g a
g ' g g + £ :
E @ E e E °
[ ° [P Taqog
g
.
.
1 T 1 T 1 e’ °
.
Madelo Ajustada Madelo Ajustada Madelo Ajustada
Res. Padronizado vs Valores Ajustados Res. Padronizado vs Valores Ajustados Res. Padronizado vs Valores Ajustados
.
) .
.
o) o] . .
8 ° ® 8 @ 8 o ° .
g . ° o E o o g o o
& Z L s @ $ b Y ] & Bo o @
g g g ®
3 ER © 3 °
W W ° W
[ [ ° [
.
.
Modelo Ajustado Madelo Ajustada Madelo Ajustada
Res. Padronizado vs Valores Ajustados Res. Padronizado vs Valores Ajustados Res. Padronizado vs Valores Ajustados
. .
° ®
w1 - w1 w
5 5 8 L]
5 5 o ) 5 4 ° . o
& 8 ° ° 5 o 8 & e ° ° .
] * » ' ° w5 | ® ° .
E e R ° 5| e
3 2 ° 3
£ ] ° ® ] b
[ [ ° [
.
] .
.
.
Modelo Ajustado Madelo Ajustada Madelo Ajustada

Endrin aldeido DDT Endosulfan sulfato



92

Res. Padronizado vs Valores Ajustados Res. Padronizado vs Valores Ajustados Res. Padronizado vs Valores Ajustados
°
2 l
) Y
°
o
. @
°
g' gl g'
Bl Bl ° K
b ] 9 b o o o
3 8 . . 3 8 2.8
3 . g Bomgige B
& & e
i - R ° . | @ N
5 L ° El o
8 o 8 ° . 8 .
& 4 o & @ -]
. 2 ° .
° ol | e
B
°
Modelo Ajustado Modalo Ajustada Modalo Ajustada
Res. Padronizado vs Valores Ajustados Res. Padronizado vs Valores Ajustados
°
° e
°
° °
@ 3 @
8 s H °
3 @ °
£ @ o ° o
H g °
3 . . el | Bor B -
8 e °
d 8
] °
°
o °
3
Modelo Ajustado Modalo Ajustada

Fonte: A Autora

Na figura 29 tem-se a aleatoriedade dos residuos da curva analitica para cada
OCP estudado. Os residuos apresentam-se dispersos aleatoriamente em torno de
zero, concentrados entre -2 e 2 com poucos pontos acima de 3 e abaixo de -3, como
apresentado pela figura 28. Portanto, o0 modelo é adequado e a linearidade é

considerada validada.

5.8.3 Limite de Detecc¢ao (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

Os valores para o LD e LQ para os OCPs estao listados na Tabela 11.

Tabela 11 - Limite de detec¢do (LD), limite de quantificacdo (LQ), para a determinacdo dos OCPs
utilizando o método ULT/BT

(Continua)

OCPS Tempo de retencéo LD (ng g LQ (ng g™
(min)

Alfa- HCH 6,54 4,00 11,50
Gama- HCH 7,04 65,50 198,00
Beta- HCH 7,36 12,00 36,50
Delta- HCH 7,82 14,50 44,00
Heptacloro 8,10 7,00 21,00
Aldrin 8,85 15,50 47,00

Heptacloro ep6xido 9,92 2,00 6,50
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Tabela 11 - Limite de deteccéo (LD), limite de quantificacdo (LQ), para a determinacdo dos OCPs
método ULT/BT

(Conclusao)

Trans Clordano 10,67 13,00 40,00
Cis clordano 10,92 5,50 16,00
Endosulfan | 11,07 11,50 34,50
DDE 11,50 28,50 86,50
Dieldrin 11,93 6,00 18,00
Endrin 12,61 9,00 27,00
DDD 13,10 8,00 24,00
Endosulfan Il 13,28 28,00 85,50
Endrin Aldeido 13,66 10,00 30,00
DDT 13,99 5,00 15,50
Endosulfan sulfato 14,32 19,00 57,50
Metoxicloro 15,37 44,00 134,00
Endrin Cetona 15,63 5,00 15,00

Fonte: A Autora

O LD e o LQ foram obtidos pelos parametros da curva analitica utilizando as
equacdes 2 e 3, respectivamente. Optou-se por esse método pois, de acordo com a
literatura, apresenta maior confiabilidade estatistica, uma vez que considera o
intervalo de confianca da regresséo linear (RIBEIRO et al., 2008). Como mostrado na
Tabela 11, os valores de LD variaram de 2 a 65,5 ng g e os valores de LQ variaram
de 6,5 a 198 ng g, o que pode ser considerado satisfatério por serem inferiores aos
GRLs do CORESTA.

5.8.4 Exatidao (Recuperacéo) e Precisao

A Tabela 12 apresenta os resultados para exatiddo e precisdo das amostras
fortificadas para alcancar as concentracdes de 150, 500 e 800 ng g*. A exatiddo do
método foi avaliada com base no percentual de recuperacao das amostras fortificadas

e tratadas com a metodologia desenvolvida neste estudo.

Tabela 12 - Recuperacao (REC) e preciséo (DPR) para a determinagéo dos OCPs utilizando o método
ULT/BT

(Continua)
Recuperacgao e Precisao (%)
OCPS 150 ng g* 500 ng g! 800ng g
REC DPR REC DPR REC DPR
Alfa- HCH 93,1 12,6 96,8 7,7 81,8 6,5
Gama- HCH 105,7 12,4 98,4 9,5 92,4 12,2
Beta- HCH 98,2 9,6 99,6 8,0 88,0 11,0
Delta- HCH 64,4 15,4 88,0 11,5 88,8 15,1
Heptacloro 100,9 9,6 109,1 8,0 94,2 11,9

Aldrin 108,1 14,6 86,3 8,1 84,6 9,4
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Tabela 13 - Recuperacgédo (REC) e precisao (DPR) para a determinag¢éo dos OCPs utilizando o método
ULT/BT

(Conclusao)

Heptacloro epoéxido 86,1 8,8 104,4 12,0 88,8 12,7
Trans Clordano 94,3 14,1 76,5 9,2 82,8 11,9
Cis clordano 103,2 14,5 81,0 6,0 92,0 11,9
Endosulfan | 93,7 12,2 91,6 9,0 83,4 13,1
DDE 73,1 14,2 83,8 8,6 79,1 10,9
Dieldrin 82,2 6,5 90,3 8,5 90,5 10,6
Endrin 92,0 9,2 105,0 11,1 98,4 12,7
DDD 98,7 2,9 112,7 8,6 85,8 12,4
Endosulfan I 116,1 8,2 99,4 9,1 82,0 12,0
Endrin Aldeido 60,7 11,4 63,3 4,8 53,2 14,6
DDT 35,3 64,8 39,6 16,6 30,8 15,4
Endosulfan Sulfato 48,7 15,7 102,1 14,4 73,5 13,9
Metoxicloro 103,2 8,7 78,2 10,9 83,1 10,7
Endrin Cetona 105,6 9,5 101,5 8,0 86,0 8,6

Fonte: A Autora
De acordo com os guias para validacéo analitica, o intervalo aceitavel para a

recuperacéo de um método € de 70 a 120 % e, para precisao, o DPR ndo deve exceder
20% (AOAC, 2016).

Os OCPs endrin aldeido e DDT néo alcancaram recuperacfes nesta faixa.
Recuperacéao de 53-63% foi observada para endrin aldeido e 30-39% para DDT. Além
disso, o endosulfan sulfato ndo obteve recuperacéo aceitavel na menor concentracao
analisada.

Os outros OCPs obtiveram recuperacdes adequadas nas trés concentracdes
propostas. A precisdo do método foi considerada suficiente, uma vez que os valores
de DPR né&o excederam 20%.

As recuperacfes encontradas nesse estudo corroboram com recuperagdes
encontradas por outros autores para OCPs em amostras de tabaco. Os autores Ghosh
e colaboradores (2014) obtiveram recuperagdes de 72 a 108% para os OCPs a-HCH,
B-HCH, y-HCH, &-HCH, 4,4- DDT, endrin, a-endosulfan, B-endosulfan e endosulfan
sulfato e DPR de 8 a 15%. Khan et al. (2014) em seu estudo alcancaram recuperacfes
de 71 a 113% com DPR de 2 a 13%, para os OCPs a-HCH, B-HCH, y-HCH, 6-HCH,
heptacloro, Aldrin, heptacloro epoxido cis clordano, DDE, DDT, DDD, endrin, dieldrin,
a-endosulfan, B-endosulfan e endosulfan sulfato.

Qi e col. (2014) obtiveram recuperactes de 78,8 a 111,1 % com DPR de 1,9
a 5,4% para os OCPs a-HCH, p-HCH, y-HCH, 6-HCH, heptacloro, aldrin, heptacloro
epoxido cis clordano, trans clordano, DDE, DDT, DDD, endrin, dieldrin, metoxicloro,

a-endosulfan, B-endosulfan e endosulfan sulfato em amostras de tabaco.
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AplGs a avaliagdo dos parametros de validacdo, o método foi considerado
validado e, portanto, pode ser aplicado as amostras de tabaco, com excec¢do dos

OCPs endrin aldeido e DDT, que nado alcancaram recuperacdes aceitaveis.
5.9 METODO VALIDADO PARA EXTRAC}AO DE OCPS EM TABACO DE CIGARRO

A tabela 13 mostra uma comparac¢do do presente método ULT/BT em relacao

a outros métodos utilizados para extracdo de OCPs em matriz de tabaco.



Tabela 14 - Comparacao entre o método ULT/BT e outros métodos aplicados para extracdo de OCPs em tabaco

Refer. Massa Volume de Reagentes para extracdo Tempo Limpeza Evaporacao Método
amostra solvente de do extrato
extrator extracao
aprox.
Rahman et 5g 100 mL - 12 h Coluna de florisil Sim Agitacdo
al. (2012) acetona com
solvente
Chen et al. 29 10 mL agua e 4 g de MgSOs, 1 g de NaCl, 1 g de 22 min 150 mg de MgSOa4, 50 Néo QUEChERS
(2013) 10 mL ACN NazCit-2H20 e 0,5 g de por mg de PSA e 50 mg de
NazHCit-1,5H20 amostra. C18
5 mL tolueno
Ghosh et al. 19 20 mL de 40 mL Hexano 1lh coluna de florisil e Sim Agitacéo
(2014) ACN:4gua Naz2S04 com
(1:2) solvente
Khan et al. 29 18 mL de agua 10 g de Na2SOq4 15 min 150 mg PSA + 150 N&o QUEChERS
(2014) e 10 mL de 1 mL de tolueno por mgC18 + 75 mg GCB +
acetato de etila amostra 300 mg MgSO;4 e filtragéo
em membrana PTFE
Luo et al. 29 10 mL 4gua e 5 mL tolueno 30 min 0,08 g de grafeno N&o QUEChERS
(2015) 10 mL ACN por magnético
amostra
Hao, Li e Lin 1g 10 mL ACN 0,5 g NaCl 20 min SPE cartucho NH: N&o Microndas
(2017)
Qi etal. 1g 10 mL de - 45 min SPE com florisil eluidos N&o Ultrassom
(2014) hexano:acetato com hexano e GPC
de etila
Bernardi et 29 10 mL 4gua e 4g de MgSO4, 1g de NaCl, 1g de 3h32 min 300 mg de MgSQOa4, 100 N&o QUEChERS
al. (2016) 10 mL ACN CsHsNaz07.2H20 e 1g de mg de PSA,100 mg de
CsHsNa207.5H20 GCB, 100 mg de C18 e 3
h PBT
Este estudo 1g 5 mL ACN - 1h10 - Nao ULT/BT

Fonte: A Autora
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Embora trabalhos anteriores tenham demonstrado excelente desempenho
para extracdo de OCPs em amostra de tabaco, o presente método possui destaque
no menor volume e uso de um sO solvente, retirada da etapa de evaporacdo e
reconstituicdo do extrato final.

Além de que é possivel a extracdo de mais de uma amostra por vez
otimizando o tempo de analise e ndo € necessaria etapa para limpeza do extrato,
reduzindo o consumo de sorventes e residuos.

5.10 DETERMINACAO DE OCPS EM AMOSTRAS REAIS DE TABACO DE

CIGARRO CONTRABANDEADO POR CROMATOGRAFIA A GAS
ACOPLADO A DETECTOR DE CAPTURA DE ELETRONS (GC-ECD)

A tabela 14 apresenta a lista de marcas codificadas e OCPs encontrados em
cada marca. O método ULT/BT foi aplicado na analise de 18 marcas de cigarros
contrabandeados para o Brasil, 17 das quais fabricadas no Paraguai e uma na

Indonésia conforme indicado nas embalagens.

Tabela 15 - OCPs em amostras reais de tabaco de cigarros contrabandeados

Marcas

OCPS A B C D E F G H I J K L M N O P Q
Alfa HCH
Gama HCH X
Beta HCH X
Delta HCH X X X X
Heptacloro
Aldrin X
Heptacloro X X X X
ep6xido
Trans
Clordano
Cis Clordano X X
Endosulfan |
DDE X
Dieldrin
Endrin
DDD
EndosulfanIll X X
Endosulfan X
sulfato
Metoxicloro
Endrin cetona X

XX X X X X
X X XXX X

X

X

X XXX X

X XXX XXX X
XX X X

X XXX

X X X
X

X
X

XX XXXXX XX X X
XX X X X
X
XX XXX
XX XXX
X
XX X X

XX X X

Fonte: A Autora
Considerando os resultados apresentados, os OCPs mais encontrados no
tabaco contrabandeado foram clordano em 89% das marcas, DDD e metoxicloro em

78%, endosulfan sulfato em 67%, heptacloro epéxido e endosulfan Il em 61 %.
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Como ndo ha documentos oficiais preconizando limite de residuos de
pesticidas em tabaco por ndo se tratar de um produto alimenticio, a CORESTA
elaborou um guia de orientacdo baseado nos niveis de residuos que podem estar
presentes apds aplicagcbes de pesticidas usando das boas praticas agricolas
(CORESTA, 2021). A tabela 15 apresenta as concentragdes disponiveis pelo Niveis

de Residuos de Orienta¢do (GRLs) do CORESTA.
Tabela 16 - Niveis de residuos para pesticidas em tabaco (CORESTA)

OCP Concentracdo (ng g?)

Clordano 100
Isdbmeros- HCH 50
Endrin 50
Metoxicloro 50
Heptacloro e metabodlitos 20
Aldrin+ Dieldrin 20

DDT e metabdlitos 200

Isdbmeros endosulfan (soma) 1000

Fonte: CORESTA, C. C. FOR S. R. R. TO T. CORESTA GUIDE N° 1 The Concept and
Implementation of CPA Guidance Residue LevelsCooperation Centre for Scientific Research
Relative to Tobacco, out. 2021. Disponivel em:
https://www.coresta.org/sites/default/files/technical _documents/main/Guide-No01-GRLs7th-Issue-
Oct21.pdf Acesso em: 22 dez. 2021.

Endosulfan I, Il e sulfato foram detectados em oito marcas, DDE e DDD foram
detectados em 7 marcas, apresentando concentracdes abaixo do GRLs. Os demais
OCPs foram encontrados com concentracfes acima dos valores apresentados na
tabela 15.

O Clordano foi encontrado em 16 marcas, em concentracdes que variaram de
240 a 660 ng g*. O clordano foi usado em todo o mundo como pesticida para
fazendas, gramados e jardins e como cupimicida para funda¢des de moradias (LI et
al., 2007). O clordano pode permanecer nos solos por 20 anos e percorrer longas
distancias para latitudes mais altas por meio de deposicdo e evaporacao repetidas
(CETESB, 2022a; SINGH et al., 2019). Se decomp®e por aquecimento e/ou queima e
em contato com bases produtoras de fumos toxicos, incluindo cloro, cloreto de
hidrogénio e fosgénio (INCHEM, [s.d.]). E téxico e cancerigeno para a satde humana
(grupo 2B pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC), pois pode
alterar a atividade enzimatica, atacando os pulmdes, o sistema nervoso e a pele.
Devido a sua toxidade foi eliminado em 1997 na Europa e Estados Unidos, na China
permaneceu até 2008 (CETESB, 2022a), no Brasil foi proibido em 2005 pela ANVISA
(CETESB, [s.d.]).


https://www.coresta.org/sites/default/files/technical_documents/main/Guide-No01-GRLs7th-Issue-Oct21.pdf
https://www.coresta.org/sites/default/files/technical_documents/main/Guide-No01-GRLs7th-Issue-Oct21.pdf
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O heptacloro apresentou a menor concentracéo (50 ng g*) e foi detectado em
uma marca apenas, em contrapartida o heptacloro epédxido foi encontrado em 12
marcas com concentracdes na faixa de 50 a 80 ng g*. O heptacloro epdxido é um
produto da oxidacao do pesticida heptacloro (e também do clordano), que foi utilizado
para matar cupim e insetos em plantagcdes de alimentos, especialmente milho.
Atualmente sO pode ser usado para controle de formigas em transformadores de
poténcia (PUBCHEM, 2022; USEPA, [s.d.]). O heptacloro epdxido se degrada mais
lentamente e, como resultado, € mais persistente que o heptacloro. A Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) e A IARC classificaram o heptacloro
como um possivel carcindgeno humano. A EPA também considera o heptacloro
epoxido como um possivel cancerigeno humano (ATSDR, 2007). No Brasil, o uso de
heptacloro foi proibido em 1985 pelo Ministério de Agricultura e Pecuaria (MAPA)
(CETESB, [s.d.]).

O metoxicloro apresentou concentragdes na faixa de 1.300-2.900 ng g%, com
a maior concentracao detectada em 14 marcas.

A Convencédo de Estocolmo néo lista oficialmente o metoxicloro; no entanto,
esta sob analise do Comité de Revisédo referente aos OCPs. O metoxicloro foi
introduzido como um substituto para o DDT na industria por ser um analogo estrutural;
no entanto, muitos paises proibiram seu uso devido a sua toxicidade (UNEP, 2019;
UNEP/POPS/POPRC, 2021, 2021).

Endrin cetona foi encontrado em 9 marcas na faixa de concentracdo de 460 a
750 ng g*. Trata-se de um produto de degradacéo do pesticida endrin quando exposto
a luz e pode ser detectado em plantas cultivadas em solos tratados com o endrin ha
pelo menos 16 anos antes do plantio (CETESB, 2022b). O IARC classifica o endrin no
Grupo 3 — ndo classificavel quanto a carcinogenicidade para o ser humano. No
entanto, para o endrin cetona ndo foram encontrados estudos que descrevam sua
toxicocinética (ATSDR, 2021).

Estudos semelhantes sobre cigarros do mercado local na China
demonstraram concentracdes de 4,5 a 10 ng g (Ql et al., 2014) e 30 ng g* para
gama- HCH, e 2,0 e 0,9 ng g* para endrin (LUO et al., 2015). No presente estudo, as
concentracfes de OCPs encontradas em cigarros contrabandeados foram maiores do
gue os cigarros legais chineses.

A presenca de pesticidas no tabaco de cigarro € preocupante porgue leva a

inalagdo direta e indireta desses compostos. Quando um cigarro queima, a
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temperatura atingida € suficiente para a volatilizagdo e/ou pirélise de pesticidas
presentes no tabaco, podendo produzir outras substancias de toxicidade
desconhecida.

Essa conclusao corrobora com estudos que analisaram a fumaca, o filtro e as
cinzas de cigarros. Os OCPs como DDT, DDE, aldrin, dieldrin, endrin, endosulfan e
HCHs foram detectados na fumaca e nos filtros, mas nao foram detectados nas cinzas
(GUTHRIE, 1968). Os autores compararam as concentragdes em tabaco e fumaca e
concluiram que aproximadamente 10% dos compostos foram volatilizados (DANE;
HAVEY:; VOORHEES, 2006; GUTHRIE, 1968; LOPEZ DAVILA et al., 2020;
RODGMAN; PERFETTI, 2009).

Considerando a volatilizacdo e a formacao de subprodutos de OCPs, bem
como o fato desses compostos possuirem carater lipofilico favorecendo o acumulo no
organismo mesmo que por inalagdo, o consumo de cigarros contrabandeados
apresenta risco tanto para usuarios ativos quanto passivos, ja que praticamente
metade do mercado brasileiro de cigarros € composto por produtos contrabandeados,
0 que aumenta o numero de usuarios, aumentando consequentemente ainda mais 0s
gastos do sistema de saude com o tratamento para tais pacientes.

O Brasil, quando comparado a outros paises da América Latina (Chile,
Colémbia, Uruguai e México), possui maior consumo de cigarros ilegais, concentrado
nas populacdes de baixa renda e escolaridade (SZKLO; IGLESIAS, 2020).

Em um estudo realizado sobre o consumo de cigarros contrabandeados nas
cidades de Sao Paulo e Rio de Janeiro, com em média 600 pessoas, em Sdo Paulo
42,9% indicou o uso de mais de 11 cigarros por dia e no Rio de Janeiro 29,9% (SZKLO;
IGLESIAS, 2020). O alto consumo de cigarro expfe 0 usuario a niveis de
contaminantes preocupantes, uma vez que muito compostos, como os OCPs, se
bioacumulam no organismo, trazendo riscos a saude.

No Brasil, os valores gastos em tratamento de doencas prevalentes ao
tabagismo ultrapassam os valores arrecadados de venda desse produto (INCA, 2020).
O cigarro contrabandeado tende a piorar esse cenario, uma vez que impostos nao sao
arrecadados, o que facilita o aumento de usuarios desse produto. O montante de
mortes atribuiveis ao tabaco no Brasil por ano representa em média 160 mil mortes,
ou seja, 443 mortes por dia (BRASIL. Ministério da Saude, 2022).
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6 CONCLUSAO

O método QUEChERS modificado para extragéo de nicotina utilizando menor
volume de solvente de extracdo, em pH 12, e sem hidratacdo, mostrou-se eficaz para
analise de amostras de tabaco de cigarro. O método otimizado teve reducdo no tempo
de extracdo, geracdo menos residuos e recuperacdes entre 97,5 a 99,6%.

Os cigarros contrabandeados apresentaram concentracdes de nicotina entre
5,5a6,7 mg g, sendo inferior a de outros estudos. Com base nos resultados, conclui-
se que o método proposto é uma ferramenta Util para a determinacéo da concentracéo
de nicotina em tabaco de cigarro, teve sua linearidade, sensibilidade, LQ e LD,
recuperacdo e precisdo adequados e validados conforme guias de desempenho
analitico e conforme, demonstrado pela aplicacdo em amostras reais. Assim, pode ser
utilizado em laboratérios como método de rotina.

A extracdo a baixa temperatura combinada com a aplicacéo de ultrassom foi
adequada para a extracdo de 18 residuos de OCPs de amostras de tabaco
provenientes de cigarros contrabandeados para o Brasil, uma vez que apresentou
recuperacfes de 73 a 116% para 18 OCPs estudados. O método proposto €&
ecologicamente correto e econdmico, pois foi necessario um volume reduzido de
solvente (acetonitrila) para extracdo e a etapa de limpeza adicional ndo é necessaria.

O meétodo ULT/BT apresentou especificidade e sensibilidade, permitindo a
identificacdo e quantificacdo dos OCPs estudados e a minimizacéo do efeito matriz foi
alcancada para 65% dos compostos estudados. Os resultados mostraram que o
método é eficiente para extrair OCPs de amostras de tabaco.

O método ULT/BT segue 0s objetivos da quimica analitica verde, devido a
reducdo da quantidade de solvente de extracdo, sendo necessarios 5 mL de solvente
extrator. Ainda minimiza o consumo de energia, pois pode ser realizado com amostras
simultaneamente e a baixa temperatura é realizada em congelador convencional. A
geracao de residuos € baixa, pois foi utilizado a quantidade minima de solvente sem
outros reagentes/adsorventes. O método se mostra seguro para o operador, uma vez
gue a extracao acontece em tubo fechado. Nesse sentido o0 método otimizado atende
sete dos doze principios da quimica analitica verde.

A analise de amostras de tabaco contrabandeadas para o Brasil indicou a
presenca de residuos OCPs em todas as amostras. Os OCPs clordano, DDD,

metoxicloro, endosulfan sulfato, heptacloro ep6xido e endosulfan Il foram encontrados
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em mais de 60% das amostras avaliadas. Sendo metoxicloro o OCP com maior
concentracéo, 1.300-2.900 ng g%, em 14 das 18 marcas avaliadas.

A presenca de OCPs representa um risco para a saude publica, uma vez que
esses compostos séo volatilizados e termicamente degradados e podem se acumular
no corpo de usuarios e ndo usuarios deste produto, gerando grandes impactos a
saude publica.

Com base nos resultados, conclui-se que a proposta é inovadora na
determinacao da concentracdo de nicotina e OCPs em tabaco de cigarro e podem ser
utilizados em laboratérios como método de analise de rotina, além de que, métodos
de facil execucdo trazem um ganho na obtencdo de resultados, pois uma andlise
acessivel facilita a obtencdo de maior numero de resultados, que podem fornecer
informacdes Uteis para 6rgaos reguladores, impacto ambiental e/ou de saude publica.
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