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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pds-Graduacdo em Quimica
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

DETERMINACAO MULTIRRESIDUO DE AGROTOXICOS EM AGUA
EMPREGANDO MICROEXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA
(DLLME) E GC-MS/MS
Autor: Vagner Medeiros Floss
Orientador: Prof. Dr. Osmar Damian Prestes
Santa Maria, 19 de junho de 2015

O uso de agrotéxicos se relaciona com a efetividade no controle de pragas,
como também com a produtividade na producéo de alimentos na agricultura. Porem,
0 uso dessas substancias em altas quantidades vem afetando diretamente os
recursos hidricos, essenciais para a manutencdo da vida humana. No Brasil, o
Ministério da Saude através da Portaria 2914, como também, a Secretaria da Saude
do Estado do Rio Grande do Sul, pela Portaria 320, estipulam valores maximos
permitidos (VMPs) para agrotdxicos em agua. Dessa forma, métodos analiticos
rapidos, sensiveis, eficientes e que geram pequenos volumes de residuos toxicos,
devem ser desenvolvidos para a determinacéo de residuos de agrotoxicos e demais
substancias quimicas em agua afim de verificar se estdo de acordo com as
legislacbes vigentes. Este estudo teve por objetivo otimizar e validar um método
analitico visando a extracdo e determinacdo de residuos de 32 agrotdxicos em
amostras de agua, aplicando a técnica DLLME e quantificacdo por Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas em série com analisador do tipo
Triplo Quadrupolo (GC-MS/MS). Foram avaliados diferentes solventes extratores e
dispersores, volumes de solventes, adicdo de sais, variacdo do pH e tempo de
agitacdo. Os resultados obtidos foram satisfatorios, apresentando valores de
recuperacdo entre 71 e 113 % para os niveis avaliados. Os coeficientes de
determinacdo para as curvas extraidas, apresentaram valores entre 0,99 e 0,9996.
Os resultados de precisdao do metodologia foram satisfatérios, apresentando valores
entre de 1 e 13 %. A precisao intermediaria apresentou valores de RSD situados na
faixa de 5 e 15 %, com recuperacdes na faixa de 70 a 101 % para o nivel de 0,25 ug
L. O método apresentou limite de quantificacdo 0,1 pg L. A determinacdo de
residuos de agrotéxicos em agua com alta confiabilidade e seguranca. Apds a
validacdo do método desenvolvido, 0 mesmo foi aplicado a amostras reais de agua,
gue indicaram presenca de Alacoro, Endussulfan Alfa e 4,4 DDE.

Palavras-chaves: agua, agrotoxicos, DLLME, GC-MS/MS
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ABSTRACT

Master Dissertation
Graduate Program in Chemistry
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil

MULTIRESIDUE DETERMINATION OF PESTICIDES IN WATER
USING DISPERSIVE LIQUID-LIQUID MICROEXTRATION (DLLME)
AND GC-MS/MS
Author: Vagner Medeiros Floss
Advisor: Prof. Dr. Osmar Damian Prestes
Santa Maria, 19" Juny, 2015

The use of pesticides is related to effectiveness in pest control, as well as productivity
in food production in agriculture. However, the use of these substances in high
amounts is directly affecting water resources, essential for the maintenance of human
life. In Brazil, the Ministry of Health through Ordinance 2914, as well as the
Secretariat of the Rio Grande do Sul State Health, by Ordinance 320, stipulate
maximum permissible values (VMPs) for pesticides in water. Thus, rapid, sensitive,
efficient and generate small amounts of toxic waste analytical methods should be
developed to determine the presence and concentration of pesticides and other
chemicals in water in order to ensure they are in accordance with current legislation.
This study aimed to optimize and validate an analytical method aiming at the
extraction and determination of residues of 32 pesticides in water samples by
applying the DLLME technical and quantification by gas chromatography coupled to
Mass Spectrometry in Triple Quadrupole series (GC-MS / MS). We evaluated the
different extractor solvents and dispersor, different volumes of solvents, addition
salts, pH variation and time of agitation. The results were satisfactory, with recovery
values between 71 and 113% for the tested levels. The coefficients of determination
for the curves drawn in the matrix, presented values between 0.9900 to 0.9996.
Precision data for the methodology were satisfactory, with values between 1 and
13%. The intermediate precision was RSD values in the range of 5 to 15%, with
recoveries in the range 70 to 101% for the level of 0.25 ug L-1. The method
presented quantification limit of 0.1 ug L™ providing the determination of water in
pesticide residues with high reliability and security. After validation of this
methodology, it was applied to real water samples, in order to evaluate the method
developed.

Keywords: water, pesticides, DLLME, GC-MS/MS
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1 INTRODUGAO

Um dos recursos naturais mais utilizados e de fundamental importancia para
a existéncia e manutencdo da vida é a agua, e por isso, deve estar presente no
ambiente em quantidade e qualidade apropriada. Porém, a qualidade da agua tem
sido afetada por diversos tipos de poluentes. Uma das principais causas da poluicédo
das 4guas € a aplicacdo dos agrotoxicos nas culturas agricolas. No entanto, 0s
agrotoxicos exercem um papel fundamental para obter altas produtividades
agricolas, pois permitem o0 controle das pragas que atacam a agricultura e
prejudicam as plantacdes (SANCHES et al., 2003).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o Brasil
destaca-se no panorama mundial como o maior consumidor de agrotoxicos, sendo
responsavel por 86% do consumo na América Latina (IBGE, 2010), e conforme 0s
dados do Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Agricola
(SINDAG), no ano de 2011 o consumo médio de ingrediente ativo para hectare foi
em torno de 10 kg. As regifes Sudeste, Sul e Centro-Oeste caracterizam-se como
0s maiores consumidores de agrotéxicos do pais. Conforme os dados do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2011) o estado do Rio Grande do Sul
destaca-se no cendrio nacional como grande produtor agricola. Assim, ha uma
grande demanda por agrotéxicos das mais diversas classes quimicas e toxicidades
tornando o estado responsavel por 15% do consumo total de agrotéxicos do pais
(SINDAG, 2011).

Os agrotoéxicos podem ser aplicados de diferentes maneiras, sendo bastante
comum a pulverizacéo sobre as planta¢des, onde sao liberados diretamente no meio
ambiente, entrando em contato com o solo, agua, plantas, etc. As propriedades
fisico-quimicas desses agrotdxicos, como a alta solubilidade em agua, baixo valor de
coeficiente de particdo com o carbono organico do solo (Koc) e elevado tempo de
meia vida apresentam tendéncia de serem lixiviados podendo atingir as aguas
subterraneas e consequentemente alterar a sua qualidade (ANDREU et al., 2004).

Com a criagdo do Sistema Nacional de Gerenciamento de Recursos
Hidricos, em 1997, a agua passa a ser considerada legalmente como um bem de
dominio publico. Entdo, valores maximos permitidos (VMPS) para agrotoxicos em
agua foram estabelecidos, pelo Ministério da Saude do governo federal, como

também, mais recentemente pelo Secretaria da Saude do Estado do Rio Grande do
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Sul, através das Portarias 2914 e 320, respectivamente. Entre os agrotdxicos mais
utilizados, podemos citar os herbicidas e os inseticidas, que estdo presentes nas
formulacdes dos produtos mais vendidos com ampla atuagcéo na agricultura.

Desta forma, ha wuma necessidade crescente e constante no
desenvolvimento de métodos de andalise multirresiduo para determinacdo de
residuos de agrotdxicos em matrizes ambientais e em alimentos, que produzam
resultados confiaveis e que atendam aos limites estabelecidos pela legislacéo.

Em funcdo de suas caracteristicas fisico-quimicas, as principais técnicas
empregadas para analisar residuos de agrotoxicos presentes na agua Ssdo a
Cromatografia Liquida (LC) e a Cromatografia Gasosa (GC). Essas técnicas
cromatograficas podem ser acopladas a diferentes detectores, sendo o0 mais
utilizado, o Espectrémetro de Massas (MS). Na etapa de preparo de amostra, a
técnica mais utilizada é a extracdo em fase sélida (SPE). Porém, as técnicas de
microextracdo veem ganhando espaco, e entre elas podemos mencionar a
Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva (DLLME).

Para o desenvolvimento de técnicas de preparo de amostras, principalmente
pra extracdo e pré-concentracdo dos analitos presentes nas amostras, € desejavel a
miniaturizacdo dos procedimentos, jA que reduzem o impacto ambiental causados
pelo consumo de grandes volumes de efluentes gerados, como também, pela
reducdo do tempo de procedimento.

O tempo para execucdo dos procedimentos de extracdo limita a viabilidade
das técnicas de extragcédo, onde temos 7 dias de “validade” das amostras de agua,
descontando-se o tempo de transporte até o seu armazenamento no laboratério
(USEPA, 1996).

O objetivo de qualguer medida analitica é a obtencédo de dados consistentes,
confiaveis e precisos, neste sentido, a validacdo de métodos analiticos desempenha
um papel importante e deve ser realizado pelo analista que deseja provar que o
método analitico desenvolvido é aceitavel para a sua finalidade (RAMBLA-ALEGRE
et al., 2012).

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver e validar um método rapido e
eficiente para a determinacao simultanea de 32 agrotoxicos em agua, empregando a
técnica de DLLME e determinacédo por GC-MS/MS.
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Para o desenvolvimento e validagdo do método analitico foram
propostos o0s seguintes objetivos especificos:

1. Otimizar os principais parametros que afetam a eficiéncia da extragdo por
DLLME ( selecdo de solventes extrator e dispersor; selecdo do volume dos
volventes extrator e dispersor; tempo de agitagao; adicdo de sal; efeito do
pH);

2. Validar o método proposto, avaliando a curva analitica e faixa de trabalho,
limites de deteccdo e de quantificacdo, exatiddo, precisdo, precisdo
intermediaria e efeito matriz;

3. Demonstrar a aplicabilidade do método desenvolvido através do uso de

diferentes amostras de agua, empregando DLLME e GC-MS/MS.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Agua

A agua é vital para todos os seres vivos, sendo este, um recurso natural
intensamente explorado pelo homem. Porém, nas ultimas décadas a sua
disponibilidade para o consumo humano encontra-se restrita por inimeros fatores.
Entre eles a escassez natural, contaminacdo biologica e contaminacao fisico-
quimica. Estas contaminacfes sao derivadas de atividades antrOpicas como o
destino final do esgoto domeéstico e industrial, modernizacdo da agricultura e
disposicdo inadequada de residuos sélidos urbanos e industriais. A presenca de
bactérias patogénicas, parasitas, virus, contaminantes organicos e inorganicos, sao
prejudiciais a saude humana. Desta forma, torna-se necessario e urgente
solucionar a escassez da agua, bem como melhorar a gestédo dos recursos hidricos
ja existentes, para que a inacessibilidade da agua potavel ndo se torne uma
realidade para as futuras geragdes (FARD, 2007).

O uso da agua modifica-se de regido para regido e varia durante as distintas
fases do desenvolvimento regional. Em zonas pouco desenvolvidas, o consumo de
agua é utilizado principalmente para as préticas da agricultura, producao animal, e
das atividades humanas essenciais como higiene e alimentacdo. Nas regides de
maior desenvolvimento industrial e tecnoldgico, utiliza-se a dgua nas aplicacfes de
larga escala como a producdo de energia térmica, atividade agricola intensiva,
construcdo de barragens, producdo de energia hidraulica, sistemas de regulagéo
fluvial e em redes de distribuicdo (MACHADO, 2006; HENRIQUES, 2008).

A agua é o meio receptor de diversos efluentes aquosos, conhecidos como
adguas residuais, urbanas, industriais e agricolas que sdo oriundas de fontes
localizadas ou difusas. A utilizacdo da &gua na recepcdo de efluentes
contaminados é uma problematica, pois conforme promove a dispersdo desses
contaminantes no meio aquético, também requer a sua migracao para outros meios
receptores como o ar, 0 solo ou a biota. A poluicdo dos recursos hidricos contribui
para um aumento da deterioracdo das aguas superficiais e subterraneas que se

designam ao consumo humano (WHO, 2006).
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2.2 Agrotoxicos

O decreto n° 4.074 de 04/02/2002 que regulamenta a Lei n° 7802 de
11/07/1989, define os agrotoxicos como produtos e agentes de processos fisicos,
quimicos ou biolégicos, utilizados nos setores de produc¢do, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas,
nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de ambientes
urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja modificar a composicao da flora
ou da fauna, com o objetivo de preserva-las da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos (BRASIL, 2002).

Os agrotoxicos séo classificados de diversas maneiras, quanto a finalidade de
uso, podemos citar: inseticidas (combatem os insetos), fungicidas (combatem os
fungos), herbicidas (combatem as plantas daninhas), acaricidas (combatem os
acaros) entre outros. (SANCHES et al., 2003; ANVISA, 2005; FERNANDO &
DUARTE, 2011). Com relacdo a funcédo dos agrotéxicos, a maioria apresenta uma
acdo em comum, a de bloquear os processos metabdlicos dos organismos para 0s
quais possuem uma acgao toxica (PEIXOTO, 2007; RIVEROS, 2012).

Quanto a estrutura quimica os agrotoxicos sao divididos em diferentes
classes, como por exemplo, carbamatos, cloroacetominas, organoclorados,
organofosforados, piretrdides, triazinas entre outros (ANVISA, 2005).

Quanto a persisténcia os agrotoxicos podem ser classificados em relacdo ao
tempo de meia vida de cada composto. Este corresponde ao tempo necessario
apos a aplicacao, para que o composto tenha sua eficacia reduzida a metade.
Desta forma, os agrotoxicos podem apresentar uma persisténcia curta (até 90
dias); média (de 91 a 180 dias) e longa (maior que 180 dias). Porém, o
deslocamento dos agrotoxicos no ambiente durante sua meia vida pode ser
pequeno (até 20 cm); médio (de 21 a 60 cm) ou grande (maior que 60 cm)
(SANCHES et al. 2003, & ANVISA, 2005).

A classificagdo do potencial de periculosidade ambiental de um agrotéxico
estd baseada em dados fisico-quimicos, toxicologicos e ecotoxicologicos. De
acordo com a Tabela 1 a classificacdo pode variar de | a IV (produtos altamente
perigosos ao meio ambiente até produtos poucos perigosos ao meio ambiente) e o

rétulo deve apresentar faixa de diferentes coloracdes (ANVISA, 2005).
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Tabela 1. Classificacdo toxicoldgica dos agrotdxicos.

Classificagéo Cor da Faixa
Classe |
Extremamente téxico Vermelha
Classe I
Altamente téxico Amarela
Classe Il Azul

Moderadamente téxico

Classe IV Verde

Pouco toxico
Fonte: ANVISA, 2005.

No Brasil, 0 MAPA regulamenta e fiscaliza a producédo, venda e utilizacdo de
agrotoxicos, em conjunto com o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA),
ANVISA e Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais e
Renovaveis (IBAMA). A ANVISA controla as acdes na area de toxicologia, com o
objetivo de analisar, regulamentar, controlar e fiscalizar produtos e servicos que
envolvam riscos a saude. Também é responsavel pela coordenag¢do do Programa
de Andlise de Residuos de Agrotoxicos nos Alimentos (PARA) e pela Rede
Nacional de Centros de Informacdo Toxicologica (Renaciat) e promocdo de
capacitacdes na area de toxicologia (ANVISA, 2009). O IBAMA realiza a avaliacéo
do potencial de periculosidade ambiental de todos os agrotdxicos registrados no
Brasil (MMA, 2014).

Um dos principais problemas associados ao uso de agrotoxicos € a
resisténcia que as pragas podem apresentar aos diferentes tipos de formulacdes
utilizadas. Isso ocorre quando a aplicacdo do produto € constante, a praga através
de processos de adaptacdo adquire resisténcia ao principio ativo. Com isso,
aplicacbes em doses mais elevadas e com maior frequéncia sdo necessarias
(VIEIRA et al., 2011).

O registro mais antigo sobre a utilizacdo de agrotoxicos foi a cerca de 1000
a.C., com a queima de enxofre para fumigar os lares gregos (BAIRD, 2002). Desde
1920, com o desenvolvimento da sintese de novos compostos, estes passaram a
ser empregados em larga escala na agricultura. A partir dos anos 1950 a

“‘Revolugao Verde” disponibilizou diversas mudangas na agricultura, tendo como
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base o uso de agrotoxicos, fertilizantes e novos processos de produgdo o que
resultava em aumento da produtividade (RIBAS & MATSUMURA, 2009).

Atualmente, o Brasil € o principal mercado consumidor de agrotéxicos do
mundo. A maior utilizagcdo ocorre na agricultura, especialmente nos sistemas de
monocultura. No Brasil em 2014, o consumo de agrotoxicos presentes em
diferentes formulagdes foi superior a 900 mil toneladas e representou uma receita
de mais de US$ 12 bilhdes de ddlares. Neste periodo as classes mais vendidas
foram herbicidas (57%), inseticidas (28%), fungicidas (14%) e acaricidas (1%). Os
estados de Mato Grosso (193.240 ton), Parana (117.784 ton), Rio Grande do Sul
(108.643 ton) e S&o Paulo (106.855 ton) foram responsaveis por mais de 50% do
consumo de agrotdéxicos no pais. Associadas com este consumo elevado as
intoxicacdes por estas substancias vem aumentando entre os trabalhadores rurais
e também através da contaminacdo dos alimentos e meio ambiente (PEIXOTO,
2007; BRASIL, 2010; BOCHNER, 2009; BRASIL, 2015).

No Brasil, o uso de agrotoxicos tem aumentado devido a sua intensa
utilizacdo nas atividades agricolas em diversas regibes do pais. O aumento da
demanda por alimentos em um primeiro momento levou a intensificagédo da cultura
agricola em terras mais férteis e apds, na expansédo das fronteiras agricolas para
areas menos produtivas. A agricultura exerce grande importancia no Produto
Interno Bruto (PIB) do pais (KUSSUMI, 2007; BRAGA, 2012). Portanto, hoje é
caracterizada pelo uso de novas tecnologias e equipamentos, pelo aumento do
interesse em pesquisas agrondmicas e pelo uso de uma diversidade de insumos,
como agrotoxicos e fertilizantes visando no aumento das taxas de produtividade
(PEIXOTO, 2010; BRAIBANTE & ZAPPE, 2012).

2.3 Contaminacado do meio ambiente por agrotéxicos

Nos ulimos anos ocorreu um aumento da preocupacao com a contaminacao
de sistemas aquaticos superficiais e subterraneos por agrotoxicos, em especial em
relacdo a presenca destas substancias em mananciais de agua (PINTO et al.,
2010). Depois de aplicados, somente cerca de 55% da formulagdo contendo o
agrotoxico atinge o alvo. Ha4 uma dispersdo para outros compartimentos

ambientais, tais como a agua, solo e a atmosfera. ApGs atingirem o solo, varios
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processos quimicos, fisicos e biologicos definem seu comportamento. A dindmica
dos agrotoxicos é conduzida pelo processo de adsorcao, o qual é responséavel pela
ligacdo dos agrotoxicos as particulas do solo. Desta forma, influencia na
disponibilidade para os demais processos como transformacdo, degradacdo e
transporte, seja por volatilizacdo, lixiviagdo e/ou por escoamento superficial
(MARTINI et al., 2012).

Conforme Silva (2004), os processos que merecem maior destague sao o
transporte entre compartimentos ambientais, escoamento superficial e a lixiviacao.
O escoamento superficial facilita a contaminacéo das 4guas superficiais, através do
transporte do agrotoxico, o qual € adsorvido pelo solo ou dissolvido em &gua. A
lixiviacdo dos agrotéxicos resulta na contaminacdo das aguas subterraneas, 0s
compostos sdo lixiviados em solucdo juntamente com a agua que abastasse 0s
aquiferos. As propriedades fisico-quimicas que determinam a ocorréncia da
lixiviacdo dos destes compostos no meio ambiente sdo a solubilidade em agua,
coeficiente de particdo com o carbono organico do solo (Koc), e o tempo de meia
vida (t12) tanto no solo como na agua.

A solubilidade em 4gua é uma caracteristica importante e essencial para os
processos ambientais, pois esta relacionada com o comportamento, transporte e
destino dos agrotoxicos, indicando a tendéncia que esses compostos apresentam
em ser carreados superficialmente no solo até atingir as aguas superficiais (SILVA,
2004). Através do coeficiente de adsorcéo € possivel predizer a tendéncia que o
agrotoxico possui de ficar adsorvido na matéria organica presente no solo.
Moléculas altamente sollveis tendem apresentar valores de Koc relativamente
baixos (menores que 150 cm® g*), podendo ser ligeiramente biodegradaveis no
solo e na agua (BARCELO, 2006). O tempo de meia vida € um critério utilizado
para definir os efeitos ambientais relacionados a volatilizagdo, potencial de
lixiviacdo e caracteristicas de degradacdo de varios compostos quimicos (SILVA,
2004). Segundo Martini e colaboradores (2012), os agrotOxicos que possuem
elevada solubilidade em agua, baixo valor de Koc, elevado tempo de meia vida,
possuem uma tendéncia de serem lixiviados, como citado anteriormente. O efeito
dos agrotoxicos no meio ambiente depende da sua ecotoxicidade frente aos

organismos terrestres e aquaticos. Além disso, a sua toxicidade ira depender da
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concentracdo utilizada, que por sua vez, esté relacionada com o modo e condi¢ées
de aplicacéo.

Nos ultimos anos, diversos trabalhos foram publicados relatando a presenca
de agrotéxicos em diferentes compartimentos ambientais como solo (AHUMADA et
al., 2013; ARORA et al., 2008), agua (RISSATO et al., 2004; OLIVO et al., 2015), ar
(HENGEL & LEE, 2014; SANTOS et al.,, 2011), sedimento (LYYTIKAINE et al.,
2003; VILLAVERDE et al., 2008).

No ano de 2014 a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria (EMBRAPA)
apresentou um levantamento sobre a contaminacdo do meio ambiente por
agrotoxicos em diversas regides do Brasil (EMBRAPA, 2014). Os estados de Séo
Paulo, Minas Gerais e Parana sao 0s que mais apresentam casos de ocorréncia de
residuos de agrotéxicos organoclorados em solo e aguas subterraneas. Isto se
deve a predominancia da cultura do café nestes estados no periodo em que 0 uso
dos compostos organoclorados ainda era permitido. Nos estados do Rio Grande do
Sul e Santa Catarina, ha ocorréncia em solo e agua de residuos de herbibidas,
fungicidas e inseticidas empregados na producédo orizicola. Na regido Nordeste o
cenario é critico, principalmente devido ao uso intensivo, envolvendo sistemas de
producdo de frutas para exportacdo. Toda a regido do Vale do Submédio Rio S&o
Francisco esta sob esse sistema, com a utilizacao de pivos de irrigacdo. Na regido
Centro-Oeste, nos estados de Mato Grosso, Goias e Mato Grosso do Sul as areas
de atividade agricola intensiva estdo em franca expanséo, principalmente
relacionadas a lavouras de soja, milho e algoddo. Residuos de agrotoxicos
relacionados a estas culturas ja foram detectados em amostras de solo, aguas
superficiais e subterrdneas. Na regido Amazbnica, o0 comprometimento da
qualidade da 4gua e do solo, de uma forma global, esta diretamente relacionado a
possibilidade do avanco da agricultura com o uso mais intensivo de agrotoxicos,
principalmente na cultura da soja. Por outro lado, ainda ndo existem estudos ou
qualquer tipo de monitoramento que evidenciem uma situacdo preocupante na
regido. O Brasil possui uma legislacdo moderna que trata do uso de agrotoxicos, o
que possibilita a implantacdo de diversas iniciativas que poderiam tornar a
utilizacdo destas substancias muito mais seguras para a saude humana e o meio
ambiente, incluindo o solo e a agua. Contudo, nota-se que ha necessidade de

novas medidas regulatérias para o uso de agrotdxicos e o incentivo a pesquisa
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para geracdao de informacbes sobre o impacto ambiental destes produtos
(EMBRAPA, 2014).

2.4 Legislacao e qualidade da agua

Através da Lei 9.433, de 8 janeiro de 1997 (BRASIL, 1997), a qual constitui a
Politica Nacional de Recursos Hidricos, e cria o Sistema Nacional de
Gerenciamento de Recursos Hidricos, a agua é considerada legalmente como um
bem de dominio publico, dotado de valor econ6mico e cujo uso prioritario em
situacdes de escassez, deve ser o consumo humano e animal.

O padréo de potabilidade vigente no Brasil € estabelecido pela Portaria MS
n° 2.914, de 12 de dezembro de 2011, que dispde sobre os procedimentos de
controle e de vigilancia da qualidade da dgua para consumo humano no pais. Essa
portaria € a quinta versdo da norma brasileira para qualidade da agua para
consumo humano, a qual vem sofrendo revisdes desde 1977 (BRASIL, 2011).

Devido as caracteristicas toxicolégicas de cada agrotdéxico os Valores
Maximos Permitidos (VMP) para estes compostos na agua foram definidos em
funcdo de avaliacbes quantitativas de risco quimico, onde € possivel estimar a
concentracdo limite que pode ser ingerida continuamente ao longo da vida, sem
apresentar riscos consideraveis a saude (BRASIL, 2011). Por sua vez, os padrbes
de potabilidade, englobam parametros microbiolégicos, fisicos e quimicos (BRASIL,
2011). Na Tabela 2 estdo listados os agrotdxicos e seus respectivos VMP (ug L™)
monitorados pela Portaria n° 2914.

A fim de ampliar o escopo de agrotoxicos da Portaria 2019 a Secretaria de
Saude do Rio Grande do Sul publicou a Portaria 320 de 28/04/2014. Este
documento estabelece parametros adicionais de agrotoxicos ao padrdao de
potabilidade para substancias quimicas, no controle e vigilancia da qualidade da
agua para consumo humano. Esta norma, inédita no Brasil, determina que os
servicos de abastecimento de agua passem a analisar a presenca dos agrotoxicos
mais usados nas lavouras gauchas, além dos que ja constam na Portaria 2.914.
Esta ampliacdo foi realizada considerando as caracteristicas climéticas,
edafologicas e producéo agricola do estado. A Tabela 3 apresenta os agrotoxicos
listados na Portaria 320.
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Tabela 2. Valores Maximos Permitidos (VMP) para agrotéxicos em agua potavel de
acordo com Portaria 2.914 do Ministério da Saude.

Agrotéxicos VMP (ug L") Agrotéxicos VMP (ug L™)
24D+245T 30 Glifosato + AMPA 500
Lindano (gama
Alaclor 20 HCH) 2
Aldicarbe + Aldicarbe Sulfona
+ Aldicarbe Sulféxido 10 Mancozebe 180
Metamidofos 12
Aldrin + Dieldrin 0,03 Metolacloro 10
Atrazina 2 Molinato 6
Carbendazim + Benomil 120 Parationa metilica 9
Carbofurano 7 Pendimetalina 20
Clordano 0,2 Permetrina 20
Clorpirifos + Clorpirifés Oxon 30 Profenofos 60
DDT + DDD + DDE 1 Simazina 2
Diuron 90 Tebuconazol 180
Endossulfan (a, B e sais ) 20 Terbufés 1,2
Endrin 0,6 Trifluralina 20

Fonte: MS, Portaria 2.914 (2011)

Tabela 3. Valores Maximos Permitidos (VMP) para agrotoxicos em agua potavel de

acordo com Portaria 320 da Secretaria Estadual de Salude do RS.

Agrotoxicos VMF.)l Agrotoxicos VMPl
(Mg L) (Mg L)
Abamectina 12 Gama-cialotrina 6
Acefato+Metamidofés 4,8 Hidrazida maleica 1800
Bifentrina 120 Imazetapir 1500
Carbaril 18 Imidacloprido 300
Cianamida 12 Indoxacarbe 60
Cipermetrina 300 lodosulfurom-metilico 180
Ciproconazol 60 loxinil octanoato 30
Cletodim 60 Lambda-cialotrina 30
Clorimurom-etilico 120 Mesotriona 30
Clorotalonil 180 Metalaxil-m 480
Cresoxim-metilico 2400 Metamitrona 150
Diazinona 12 Metidationa 6
Difenoconazole 60 Metiram + Mancozebe 180
Diflubenzuron 120 Metsulfuron-metilico 60
Dimetoato 12 Picoxistrobina 258
Ditianona 60 Tembotriona 2,4
Epoxiconazol 18 Tetraconazol 30
Etoxisulfuron 240 Tiametoxam 120
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Fenitrotiona 30 Tiodicarbe 180
Tiofanato-metilico +

Fenoxaprop-p-etilico 15 Carbendazim + 120
Benomil

Fentiona 42 Triciclazol 180

Fipronil 1,2

Flutriafol 60

Folpet 600

Fomesafem 18

Fonte: SES, 2014

As legislacBes internacionais sao bastante rigidas em relacdo aos VMP de
agrotoxicos em agua potavel. Desde 1980, a Comunidade Europeia, estabelece
gue o VMP para qualquer agrotoxico em aguas que sao destinadas para consumo
humano é de 0,1 pg L™. Além disso, o somatério de todos os agrotéxicos presentes
ndo pode ser superior a 0,5 ug L™ (COUNCIL DIRECTIVE, 1980). Os Estados
Unidos através da Agencia de Protecdo Ambiental (EPA, do inglés Environmental
Protection Agency) e a Organizacdo Mundial da Saude também estabelecem VMPs

para agrotdéxicos em aguas destinadas ao consumo humano (DORES, 2001).

2.5 Determinacéao de residuos de agrotoxicos em agua

Segundo Caldas e colaboradores (2011) a determinacdo de residuos de
agrotoxicos em agua é uma atividade complexa e dificil de ser executada. Estes
compostos possuem diferentes propriedades fisico-quimicas e ocorrem em
concentracfes extremamente baixas na presenca de altas concentracdes de
compostos interferentes. De acordo com Biziuk e Przyjazny (1996) as etapas
envolvidas na determinacdo de agrotdxicos sdo: amostragem, preparo da amostra,
medida e tratamento dos dados. A determinacdo de residuos de agrotoxicos é
tradicionalmente realizada utilizando-se técnicas cromatograficas, em funcédo de
sua capacidade de separacao, identificacdo, quantificacdo dos compostos através
de detectores apropriados (GALLI et al., 1996). A determinagdo de agrotoxicos em
agua geralmente requer uma etapa de preparo da amostra (BRUZZONITI et al.,
2000) pois caso as interferéncias ndo sejam removidas poderdo afetar a
identificacdo e a quantificacdo. Esta etapa de preparo da amostra inclui o
isolamento e a concentragéo dos analitos (LANCAS, 2004).
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2.5.1 Utilizacdo de métodos cromatograficos para determinacdo de residuos
de agrotoxicos em agua

Desde os anos 1970 tém-se utilizado a técnica de cromatografia gasosa (do
inglés, Gas Chromatography, GC) acoplada a sistemas classicos de deteccéo
como, por exemplo, deteccdo por captura de elétrons (do inglés electron capture
detection, ECD), deteccdo de nitrogénio e fosforo (do inglés nitrogen and
phosphorus detection, NPD) e deteccdo por fotometria de chama (do inglés flame
photometric detection, FPD) para a determinacdo de residuos de agrotoxicos.
Porém, muitos agrotoxicos que eram analisados por estes detectores, estdo sendo
substituidos por outros compostos que possuem, em geral, melhor acdo e menor
impacto ambiental, entretanto muitos quando analisados por GC, ndo sao
detectados ao nivel de ug L™. Assim, a cromatografia liquida com deteccéo por
arranjo de diodos (do inglés, liquid chromatography with diode array detection, LC-
DAD) ou acoplada a espectrometria de massas (do inglés Liquid Chromatography
with Mass Spectrometry, LC-MS) tem permitido atingir sensibilidade e seletividade
adequadas para analises de residuos de agrotoxicos em matrizes ambientais e em
alimentos (FERNANDEZ-ALBA, 2005). Neste trabalho enfoque especial sera dado
a utilizacdo da técnica de GC na determinacdo de residuos de agrotoxicos em
amostras de interesse ambiental.

Nos ultimos anos, varios avangos na area de instrumentac@o possibilitaram
aos equipamentos um aumento de sensibilidade, sendo possivel a identificacédo e
guantificacdo de analitos em niveis inferiores aos estabelecidos pelos VMPs. Entre
estes avancos podemos citar os sistemas de injecdo de grandes volumes (do
inglés, large volume injection, LVI), que permitem a injecdo de uma maior
guantidade de extrato e consequentemente de analitos, promovendo um aumento
significativo de sensibilidade. Outro avanco bastante significativo nos sistemas de
injecdo foi a possibilidade da realizacdo de programacdo de temperatura de
vaporizacao (do inglés programmed temperature vaporized, PTV) que possibilita a
obtencdo de uma melhor resposta cromatografica (FERNANDEZ-ALBA, 2005).

Atualmente, a técnica de cromatografia gasosa acoplaca a espectrometria
de massas (GC-MS) é utilizada com frequéncia para determinagdo multirresiduo de
agrotoxicos em amostras complexas. A facilidade do acoplamento GC-MS, além da
disponibilidade de um banco de espectros de massas padrdo obtidos no modo de
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ionizacdo por impacto de elétrons (do inglés electron ionization, El) ajudaram na
disseminacdo da técnica GC-MS (YANG et al., 2010; CAMPINS-FALCO et al.,
2010). Esta técnica € uma das principais ferramentas aplicadas em analise de
residuos de agrotoxicos por permitir que a quantificacdo e determinacdo de um
grande numero de compostos sejam realizadas simultaneamente. Os baixos
valores de LODs obtidos sdo consequéncia da alta seletividade e sensibilidade
promovida pelo uso de diferentes modos como, por exemplo, o modo de
monitoramento do ion selecionado (do inglés selected ion monitoring, SIM) que tem
sido utilizado para determinar residuos de pesticidas em amostras de alimentos e
de interesse ambiental (FERNANDEZ-ALBA, 2005; MERCER, 2005).

A ionizacdo dos agrotoxicos em GC-MS pode ser realizada utilizando os
modos El e ionizagdo quimica (do inglés Chemical lonization, CI), positiva ou
negativa. As vantagens da utilizagdo do modo EI sdo a baixa influéncia da estrutura
molecular na resposta e o grande numero de fragmentos caracteristicos que séo
gerados. Entretanto, o modo CI positivo ou negativo proporciona uma melhor
seletividade para muitos pesticidas quando comparado com o modo El. O modo CI
€ preferencialmente utilizado para a determinacdo de organohalogenados,
piretréides e organofosforados. Este modo é menos utilizado em métodos
multirresiduo, por ndo ser uma técnica de ionizacdo universal, além de fornecer
espectros contendo um pequeno numero de fragmentos, oferecendo menos
informacgéo qualitativa (DJOZAN et al., 2009). Interferéncias provenientes da matriz
podem influenciar o resultado, e a identificacdo dos analitos pode ficar
comprometida. Recentes avancos em MS propdem um aumento da especificidade,
a partir da exclusdo dos ions dos interferentes da amostra. Uma maior seletividade
também é observada quando se utiliza ClI, entretanto, a informacéo relacionada a
estrutura dos compostos que estdo sendo analisados também é diminuida
(BEGUIN et al.; 2006).

Os ions que sdo formados, tanto por EI como por Cl precisam ser separados
de acordo com suas razdes m/z. Ha 4 classes de analisadores que séo utilizados
para selecionar e filtrar os ions, sendo eles: radio frequéncia (tanto quadrupolo
guanto trapeamento de ions) (GARRIDO-FRENICH et al., 2005) tempo de vdo;
transformada de Fourier e setor magnético, sendo que os mais utilizados séo a

radio frequéncia e o tempo de voo (DIEZ et al., 2006).
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O uso de GC acoplada a espectrometria de massas em série (do inglés,
tandem mass spectrometry, MS/MS) promove um aumento de seletividade em
conjunto com uma reducao do ruido, sem perder a capacidade de identificacéo,
permitindo a analise de residuos de agrotdxicos ao nivel de tracos na presenca de
interferentes provenientes da matriz. O modo de monitoramento de reagdes
selecionadas (do inglés selected reaction monitoring, SRM) promove um aumento
da detectabilidade, pois 0 equipamento focaliza apenas o ion precursor e 0 ion
produto para monitoramento (HARRIS, 2001; CHIARADIA, COLLINS, JARDIM,
2008; STASHENKO & MARTINEZ, 2010). Este modo € bastante utilizado na
andalise de amostras complexas, uma vez que permite a determinacéo de diferentes
analitos que coeluem (MARTINEZ-VIDAL et al., 2002).

2.5.2 Métodos de preparo de amostras para determinacdo de residuos de

agrotoxicos em agua

Os métodos tradicionais de preparo da amostra, tal como a extracao liquido-
liquido (do inglés liquid-liquid extraction, LLE), requerem grandes volumes de
solventes organicos, apresentam custo elevado, sdo de dificil automacédo e
trabalhosos (PICHON, 2000) Nesse sentido, novas técnicas que consomem menos
tempo, sédo mais efetivas e requerem uma menor quantidade de solventes tem sido
desenvolvidas e aplicadas para extracdo de agrotoxicos em amostras aquosas.
Dentre estas técnicas, destacam-se a extracdo em fase solida (do inglés solid
Phase Extraction, SPE), a microextracdo em fase sélida (do inglés Solid Phase
Microextraction, SPME), a extracdo sortiva em barra magnética (do inglés Stir Bar
Sorptive Extraction, SBSE) e a microextracdo liquido-liquido dispersiva (do inglés
dispersive liquid-liquid microextraction, DLLME).

Na SPE, introduzida em meados de 1970 (LANCAS, 2004) os analitos
contidos na matriz aquosa sao retidos apos passarem por um cartucho contendo
sorvente e, posteriormente, um solvente orgéanico é utilizado para eluir os analitos
(BARRIONUEVO & LANCAS, 2001). E uma técnica muito empregada para

concentracéo de agrotoxicos.
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A SPME foi introduzida por Arthur e Pawliszyn em 1990 como uma técnica
rapida, simples, com boa capacidade de concentracdo, sem a necessidade de
solvente organico e com a conveniéncia da automacdo (AHMED, 2001) Nessa
técnica, uma fibra de silica fundida é coberta com a fase estacionaria, geralmente
polidimetilsiloxano (PDMS), que € exposta na amostra aquosa ou gasosa por um
tempo necessério para que o equilibrio seja atingido e depois o analito é
dessorvido pela fase movel ou por aquecimento diretamente no injetor do
cromatografo a gas (PROSEN & ZUPANCIC-KRALJ, 1999).

A técnica SBSE foi introduzida em 1999 por Baltussen e colaboradores
(1999) se baseia no mesmo principio da SPME, porém possui um volume de fase
extratora entre 25 e 125 L, que é 50 a 250 vezes maior que o volume da fibra de
SPME, permitindo a melhor capacidade de extracdo e, conseguentemente,
recuperacdes maiores (GIORDANO et al., 2009). A técnica SBSE € baseada na
extracao sortiva sobre uma camada polimérica, geralmente de PDMS, que reveste
uma barra de agitacdo magnética. A extracdo € controlada pelo coeficiente de
particdo dos analitos entre o revestimento polimérico e a matriz e pela relacéo entre
os volumes do material polimérico e da amostra (DAVID & SANDRA, 2007).
Estudos recentes correlacionam o coeficiente de particdo com o coeficiente de
distribuicio octanol/agua (Kow) (SANCHEZ-ROJAS, BOSCH-OJEDA, CANO-
PAVON, 2009).

A técnica SPE é um exemplo de técnica de preparo de amostra que visa a
extracdo exaustiva dos analitos, ao passo que a SPME e a SBSE sé&o técnicas
sortivas baseadas no equilibrio entre a matriz da amostra e o0 revestimento
polimérico (GIORDANO et al., 2009).

2.5.2.1 Microextragao liquido-liquido dispersiva (DLLME)

A DLLME foi proposta em 2006 por Rezaee e colaboradores, onde ha uso de
um solvente dispersor, miscivel no solvente extrator (fase organica) e na amostra
(fase aquosa). O solvente extrator € imiscivel na fase aquosa, sendo baseada em
um sistema ternario de solventes como a Extracéo Liquido-Liquido Homogénea (do
inglés, homogeneus liquid-liquid extraction, HLLE) e a Extracdo em Ponto de
Nuvem (do inglés, cloud point extraction, CPE). A DLLME é uma técnica de
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extragdo e concentracado de amostras que atende aos requisitos de miniaturizagao,
baixo custo, rapidez e eficiéncia de extragcdo e com alto potencial para aplicagéo
direta em campo (ZANELLA et al., 2015).

Como descrito anteriormente, a DLLME baseia-se no processo de particao
dos analitos entre duas fases liquidas imisciveis, a fase aquosa e a fase orgéanica.
A solubilizacdo dos analitos em qualquer uma das fases é governada pela
polaridade relativa do sistema, sendo que os analitos sdo geralmente apolares,
apresentando maior afinidade pela fase organica, composta por um solvente
organico apolar, em comparacdo com a fase aquosa, que é, por sua vez, altamente
polar (ZANELLA et al., 2015).

De acordo com a Figura 1 a execucdo da técnica se da pela adicdo da
mistura de solventes em recipiente com a amostra, geralmente em tubos com base
cOnica, onde ocorre a formacdo de uma fase turva, provocada pela formacao de
gotas finas que se dispersam na fase aquosa, onde apds mistura e centrifugacao,
se tem a extracao dos analitos no solvente extrator, sedimentado no fundo do tubo
(ALMEIDA et al., 2012).

Economicamente e ambientalmente a DLLME traz vantagens sobre as
demais metodologias convencionais de extragdo com solvente. Sendo que,
podemos citar a simplicidade de execucao, o baixo tempo de operacdo, o0 minimo
consumo de solventes, boas recuperacdes e a pré-concentracdo dos analitos.
Estes fatores tornam a técnica uma boa escolha para o desenvolvimento de um
método analitico visando a determinacao de residuos de agrotoxicos. Além disso,
esta técnica € compativel com equipamentos de GC (NAGARAJU & HUANG, 2007;
XIONG; HU, 2008) e HPLC (WEI et al., 2007; MELWANK & FUH, 2008).
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Figura 1- Etapas do procedimento experimental empregando DLLME.
Fonte: MARTINS, 2010.

2.5.2.1.1 Parametros que podem influenciar a extracdo por DLLME

O volume e tipo de solvente extrator e dispersor, tempo de extracao, forca
ibnica e pH, sdo alguns parametros que podem influenciar o processo de extracéo
na DLLME (MARTINS et al., 2012).

O solvente extrator deve apresentar maior densidade que a agua, ter
capacidade de extrair os compostos de interesse e apresentar bom comportamento
cromatografico. A selecdo de um solvente extrator apropriado é o parametro mais
importante na DLLME. Na extracdo de agrotoxicos em aguas por DLLME os
solventes extratores que vem sendo mais utilizados sdo os clorados, como por
exemplo, clorobenzeno, tetracloreto de carbono e tetracloroetileno. O volume do
solvente extrator deve ser suficiente para extrair o analito, sendo escolhido o menor
volume em funcao do fator de concentracdo e menor uso de solventes (REZZAE et
al., 2006).

O solvente dispersor deve ser selecionado em funcéo de sua miscibilidade na
fase orgéanica (solvente extrator) e na fase aquosa (REZZAE et al., 2006). Em

funcdo destas caracteristicas 0s solventes mais empregados sdo metanol,
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acetonitrila, acetona e tetrahidrofurano. A variagao no volume de solvente dispersor
€ outro fator que também influencia no volume de fase sedimentada. Portanto, o
volume deste solvente também esta relacionado com a eficiéncia da extracao
(REZZAE et al., 2006). Os solventes mais utilizados nos estudos com agrotdxicos
sdo a acetronitrila e a acetona, e os volumes variam entre 300 e 2000 pL.

De acordo com Martins e colaboradores (2012), na DLLME o equilibrio de
particdo dos analitos entre a fase organica e a fase aquosa é atingido muito
rapidamente. Define-se como tempo de extracdo o intervalo entre a injecdo da
mistura dos solventes extrator e dispersor na fase aquosa e o final da
centrifugacdo. NAGARAJU & HUANG (2007) avaliaram que nesta técnica, o
equilibrio é atingido imediatamente, e a etapa que consome mais tempo € a
centrifugacao.

A forga idnica também pode influenciar a eficiéncia da extracdo, uma vez que
auxilia na separagéo das fases. O aumento na concentracdo de cloreto de sédio
(NaCl), aumenta o volume de fase sedimentada, devido a diminuicdo da
solubilidade do solvente extrator na presenca de um sal (BIRJANDI et al., 2008).
Outro parametro que deve ser levado em consideragéo é o pH, que é otimizado em
funcdo da acidez ou basicidade de alguns compostos. O ajuste do pH do meio
permite que os analitos permanegam na forma neutra, facilitando a particdo dos
analitos nas microgotas do solvente extrator (CALDAS et al., 2011). Compostos
acidos, normalmente requerem uma acidificacdo da amostra para permanecerem
na forma molecular e facilitar a particdo dos analitos nas microgotas do solvente
extrator. No trabalho desenvolvido por Farhadi e colaboradores (2009) o pH da
amostra foi ajustado em 1,5 para extracdo de herbicidas da classe dos
clorofenoxiacéticos em amostras de agua. A amostra com pH 1,5 e 10% NacCl foi
extraida com 1 mL acetona (dispersor) e 25 uL de clorobenzeno (extrator).
Recuperacdes entre 94 e 102,9% foram obtidas em aguas de poco e de torneira,
com limite de deteccdo (LOD) de 0,16 pg L™.

O uso de seringas para inser¢cao da mistura de solvente extrator e dispersor
na amostra é recomendada por Rezzae e colaboradores ( 2006). O ideal € que a
mistura de solventes seja injetada de forma simultdnea na amostra. Por outro lado,
guando solventes dispersor e 0 extrator sdo adicionados separadamente na

amostra, ndo observa-se a formacéao da fase sedimentada.
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Para Garcia-Lopez e colaboradores (2007), o uso da centrifugacdo promove a
obtencdo duas fases distinguiveis nos tubos de extracdo. Depois da retirada da
fase sedimentada do tubo extrator, a mesmo pode ser injetada diretamente no
equipamento ou evaporada e redissolvida em um solvente apropriado. Por outro
lado, Martins e colaboradores (2014) ndo observaram efeitos positivos durante a
etapa de centrifugacdo do procedimento de DLLME visando a determinacdo de
residuos de agrotéxicos e compostos relacionados em agua por GC-MS/MS.

Solventes extratores que ndo apresentam bom comportamento
cromatografico, como por exemplo, alargamento dos picos e/ou aumento do ruido
podem ser evaporados e redissolvidos em solvente organico adequado. Farajzadeh
e colaboradores (2007) observaram que tetracloreto de carbono quando
empregado como solvente extrator ndo apresentou bom comportamento
cromatografico. Assim, evaporou-se 0 solvente extrator em banho maria, com

posterior redissolucdo em metanol.

2.5.2.1.2 Aplicacdes da DLLME na determinacéo de residuos de agrotéxicos

Desde 2006, a DLLME tem sido aplicada com sucesso nas etapas de
extracao e concentracdo de uma grande variedade de compostos organicos e ions
metalicos. A Tabela 4 apresenta as caracteristicas de algumas destas aplicacdes
da DLLME para amostras ambientais. Entre os analitos avaliados nestas
aplicacbes destacam-se os agrotéxicos. Como pode ser observado, a DLLME é
uma técnica de preparo de amostra bastante versatil, uma vez que os extratos
obtidos podem ser empregados com sucesso em distintos métodos de analise.

A DLLME representa uma ferramenta importante para a analise de matrizes
relativamente simples como amostras aquosas. Porém, varias publicacbes ja
relataram seu uso para andlise de alimentos, frutas, vegetais assim como amostras

bioldgicas e ambientais (Tabela 5).
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Tabela 4 - Aplicac6es utilizando a técnica DLLME na etapa de preparo de amostras para a determinacdo de residuos de agrotoxicos em agua.

Solvente Tempo de
Classe/Compostos Dispersor Solvente Extrator Centrifugacdo Acidificagdo/ Recuperacgoes RSD Linearidade Quantificacdo Referéncia
( Volume) ( Volume) ( Velocidade) Forga I6nica (%) (%) (r?)
Organoclorados Acetona Tetracloetileno 3 min - 70-120 5-15 0,9967 - 0,9999 GC-MS Cortada et al.,
(1000 pL) (10 uL) (2300 rpm) 2009
Organofosforados Acetona Clorobenzeno 2 min - 78,9 - 107 1,2-5,6 0,9991 - 0,9997 GC-FDP Berijani et al.,
(1000 pL) (20 uL) (5000 rpm) 2006
Metil Terc-Butil Eter Metanol Tricloroetileno - NaCl 100 - 105 2,7-3,1 0,9987 GC-MS Karimi et al.,
(300 uL) (42 uL) 2010
Bifenilas Policloradas Acetona Clorobenzeno 2 min - 92-114 4,1-11 > 0,996 GC-ECD Rezaei et al.,
(500 uL) (10 uL) (5000 rpm) 2008
Organoclorados Acetonitrila m-Xileno 2 min - 75-113 3,5-10,2 > 0,998 GC-MS Zacharis et al.,
(1500 uL) (40 uL) (200 rpm) 2010
Rodriguez-Cabo
Trihalometanos Acetona 1-undecanol 10 min - 79-113 <12 > 0,993 GC-ECD etal.,
(700 uL) (50 uL) (2000 rpm) 2010
Triazinas Acetona Clorobenzeno 5 min NaCl 85,2-119,4 1,36-8,67 > 0,9995 GC-MS Nagaraju et al.,
(1000 pL) (12 L) (6000 rpm) 2007
Triclosan/Metiltriclosan Metanol 1,1,1-Tricloroetano 5 min - 81,7-105,4 3-10 > 0,999 GC-MS/MS Montes et al.,



Clorofendis

Esteres de Ftalatos

(1000 pL)

Acetona
(500 puL)

Acetona
(500 uL)

(40 pL)

Clorobenzeno
(10 L)

Clorobenzeno
(9,5uL)

(2000 rpm)

2 min
(5000 rpm)

2 min
(4000 rpm)

K,COs

83,3-101,3

68,1 - 88,9

1,7-7,1

<6,8

>0,9991

0,9901 - 0,9962
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2009

GC-ECD Fattahi et al.,
2007

GC-MS Farahani et al.,
2007




Tabela 5. Aplicacdes utilizando a técnica DLLME em outras matrizes
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Solvente Solvente Tempo de Acidificacdo
Classe/Compostos Matriz Dispersor Extrator Centrifugacao / Recuperacdes RSD Linearidade  Quantificacao Referéncia
(Volume) (Volume) (Velocidade)  Forca I6nica (%) (%) (r?)
n-hexanol/n-
Suco de hexano 75:25 pH4-6 / GC-FID / GC-
Triazois Uva Acetonitrila v/v (20 pL) - NaCl 74 -99 3,2-5 > 0,995 MS Rarajzadeh et al.,
(400 pL) 2012
Urina
Multiclasse Humana Acetona Triclorometano - pH 2 94 - 105 2-14,9 0,991 - 0,998 GC-MS/MS  Vela-soriaetal.,
(500 pL) (750 pL) NaCl 2014
Quinolonas/R- UHPLC-
Lactamicos Leite Acetonitrila  Triclorometano 10 min pH 3/pH 8 72-110 0,2-5,3 0,996 - 0,999 MS/MS Junza et al,,
(1070 pL) (570 L) (4000 rpm) 2014
LC-DAD-
Flavandides Mel Acetonitrila Cloroférmio 1 min pH 3 80-111 5-14 0,995 - 0,998 ToFMS Capillo et al.,
(1500 pL) (150 pL) (3400 rpm) NaCllg 2014
Urina
Bisfenol Ae B Humana Acetonitrila Acetona 2 min pH>10 71-93 7-20 > 0,996 GC-MS Cunhaetal,,
(1325 L) (125 pL) (5000 rpm) K,CO4 2010
Urina Tetracloreto de
Ciproheptadina Humana Acetonitrila Carbono 10 min pH 10 91-101 4,90 0,9983 HPLC-DAD Maham et al.,
(900 pL) (30 L) (4000 rpm) NacCl 2013
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Suco de Tetracloreto de
Multiclasse Maca Acetona Carbono 2 min - 60 - 106 1-21 0,995 - 0,999 GC-MS Cunha et al,,

(400 pL) (100 pL) (5000 rpm ) 2009
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2.6 Validacdo de métodos cromatogréaficos

Para RIBANI e colaboradores (2004) a validacdo de métodos analiticos é um
processo que comeca no planejamento analitico e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento. LANCAS (2004) define validacdo como o ato ou efeito de validar,
dar validade, tornar vélido, tornar legitimo ou legal. A validagdo envolve um conjunto
de procedimentos que provam que o método fornece os resultados confiaveis.

Os laboratérios necessitam adotar ferramentas de validacdo, as quais séo
estabelecidas por diferentes 6rgdos. No Brasil a ANVISA (2003), Instituto Nacional
de Metrologia, Normalizagéo e Qualidade Industrial (INMETRO, 2007) entre outros,
estabelecem normas e critérios de validacdo para métodos analiticos. Além destes,
ha drgdos internacionais, como Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC), Organizacdo Internacional para Padronizacdo (ISO), (ISO/EC 17025,
1999), Conferencia Internacional em Harmonizacao (ICH), que também estabelecem
procedimentos de validacdo como critério fundamental no credenciamento dos
laboratorios responsaveis pelo desenvolvimento analitico. Usualmente séo avaliadas
as seguintes figuras de mérito: seletividade e sensibilidade, linearidade e curva
analitica, exatiddo e preciséo, limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo

(LOQ).
2.6.1 Seletividade e sensibilidade

A seletividade também conhecida por “especificidade”. E a capacidade do
método em determinar exatamente um composto em presenca de outros tais, como
0s componentes da matriz, impurezas e produtos de degradacdo. Idealmente ela
deve ser avaliada para qualquer interferente importante que possa estar presente na
amostra (IUPAC, 2002). Na Cromatografia é imprescindivel garantir a pureza dos
picos, o que pode ser garantido pelo uso de detectores do tipo espectrometro de
massas (ANVISA, 2003).

Para determinar se o meétodo sob desenvolvimento, € seletivo, pode-se
comparar a matriz isenta dos analitos (matriz branco) com a matriz adicionada dos
analitos de interesse. Nao assegurar a seletividade pode comprometer a linearidade,
a exatidao e a precisdo do método desenvolvido (RIBANI, 2004, IUPAC, 2002).



42

2.6.2 Curva analitica e faixa linear

A linearidade é expressa pela habilidade em gerar resultados que sejam
diretamente proporcionais as concentragcbes dos analitos nas amostras,
correspondentes a uma determinada faixa de concentracdo (INMETRO, 2007). Tal
pardmetro pode ser demonstrado pelo coeficiente de correlagdo da curva analitica
(BRITO, 2003). Valores de r iguais ou superiores a 0,99 e 0,90, sdo recomendados,
respectivamente, pela ANVISA (2003) e pelo INMETRO (2007).

A curva analitica corresponde ao modelo matemético que estabelece uma
relagdo entre a resposta instrumental (area/altura do pico cromatogréafico) e a
concentracdo do analito. Muitas vezes, essa relacdo pode ser expressa como uma
equacao de reta, chamada de curva analitica (RIBANI et al., 2004; CASSIANO et al.,
2009).

A estimativa dos coeficientes de uma curva analitica através de medicbes
experimentais pode ser efetuada usando o método matematico conhecido como
regressao linear (Equacédo 1) (INMETRO, 2010).

y=ax+b (2)
Onde:
y = resposta medida (altura ou area do pico);
X = concentragao;
a = inclinacdo da curva analitica = sensibilidade;

b = intersecdo com o eixo y.

2.6.3 Efeito matriz

O efeito matriz € observado como um aumento ou diminuicdo na resposta do
detector na presenca do analito no extrato da matriz comparado com 0 mesmo
analito presente em solvente organico. Quando o resultado for acima de 10%
considera-se que o efeito matriz comeca a exercer influéncia nas analises (PIZZUTI
et al., 2007; PINHO et al., 2009). A observacdo desse efeito pode ser tratado de
forma positiva ou indesejada (SOARES, 2012).

Segundo Kruve et al. (2008), a alteragdo da eficiéncia de ionizagdo, na

presenca de outros compostos é denominada efeito matriz. Os compostos que
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causam o efeito matriz podem aparecer como picos cromatograficos normais ou
como bandas largas. A interferéncia de um composto que elui como um pico
cromatografico geralmente distorce a forma do pico do analito. Esta influéncia pode
nao ser visualmente detectada, sendo mais facilmente identificada por meio de
calculos.

As propriedades fisico-quimicas dos agrotdxicos e dos componentes da matriz,
como tamanho das moléculas, polaridade, estabilidade térmica, pressédo de vapor,
entre outras, sdo os fatores que coordenam o efeito matriz (Hajslova et al. 1998;
Sanchez-Brunete et al. 2005).

O efeito matriz sofre variagcbes ao longo do tempo e varia dependendo da
condicdo do instrumento utilizado, devendo, ser constantemente avaliado, tanto na
etapa de desenvolvimento do método quanto na aplicacdo em andlises de rotina
(PRESTES, 2011). A avaliagdo exata do efeito matriz pode evitar estimativas
errbneas das quantidades dos analitos, além de ser mais confiavel (RIBANI et al.,
2004).

2.6.4 Exatidao

A exatiddo de um método analitico é a similaridade dos resultados obtidos pelo
método que esta sendo desenvolvido em relacdo ao valor verdadeiro. A exatidao é
avaliada através da tendéncia/recuperacéo. Esta pode ser estimada pela analise de
amostras fortificadas com quantidades conhecidas do analito (INMETRO, 2011).

As amostras podem ser fortificadas com o analito em pelo menos trés
diferentes concentracdes: baixa, média e alta, da faixa de uso do método (ANVISA,
2003; INMETRO, 2011). A limitacdo deste procedimento é a de que o analito
adicionado ndo esta necessariamente na mesma forma que a presente na amostra.
A presenca de analitos adicionados em uma forma mais facilmente detectavel pode
ocasionar avaliacfes excessivamente otimistas da recuperacdo. A recuperacdo é
calculada de acordo com a Equacéo 2 (INMETRO, 2011):

R = (%) X 100 @)

Onde:
C1 = concentragdo do analito na amostra fortificada,
C2 = concentragao do analito na amostra nao fortificada,

C3 = concentracdo do analito adicionada a amostra fortificada.
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Os intervalos aceitaveis de recuperacdo para analise de residuos geralmente
estdo entre 70 e 120%, com precisdo de ate + 20%. Porém, dependendo da
complexidade analitica e da amostra, este valor pode ser de 50 a 120%, com
precisdo de ate + 15% (RIBANI et al., 2004). Os processos mais utilizados para
avaliar a exatiddo de um método sdo: materiais de referencia, comparacdo entre

metodologias analiticas, ensaios de recuperacao e adigdo padrao.

2.6.5 Precisao

Para avaliar a dispersao dos resultados de ensaios independentes, que sao
repetidos em uma Unica amostra, amostras semelhantes ou mesmo fazendo o uso
de padrdes analiticos, em condicdes pré-definidas, fizemos o uso do termo precisao.
Como forma de expressa-14, é feito o uso da repetitibilidade, precisao intermediaria e
a reprodutibilidade. A precisé@o é expressa na forma de desvio padréo relativo (RSD),
sendo que sado aceitaveis valores de até 20 % para a andlise de residuos de
agrotoxicos (RIBANI et al., 2004).

LANCAS (2004) define que a precisédo intermediaria da metodologia analitica,
se relaciona com as variagcfes utilizadas dentro de um mesmo laboratério. Entre
essas variacfes, podemos citar os diferentes analistas, dias/meses diferentes entre
uma analise e outra, como também, o uso de equipamentos diferentes. A precisao
intermediaria torna possivel verificar se teremos 0os mesmos resultados, em uma
determinada metodologia analitica, de um mesmo laboratério. Para a avaliagdo dos
da precisdo intermediaria, 0s ensaios seguem a mesma recomendacdo da
repetibilidade. Essa forma de avaliacdo analitica € a forma mais representativa da
variabilidade dos resultados em um mesmo laboratério. O objetivo da mesma €
verificar se o método utilizado em um mesmo laboratério fornecera 0os mesmos
resultados (RIBANI et al., 2004).

A repetibilidade, expressa a precisdo de um método analitico através de varias
medicdes sucessivas da mesma amostra, utilizando idénticas condicbes de
operacdo, como por exemplo, metodo, analista, equipamento, entre outros, em um
curto intervalo de tempo. A repetibilidade do método e verificada por, no minimo, 9
(nove) determinagdes, contemplando o intervalo linear do método, ou seja, 3 (trés)
concentracbes, baixa, media e alta, com 3 (trés) replicas cada. O termo

7z

repetitividade é adotado pelo Vocabulario Internacional de Metrologia, sendo
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utilizado pelo INMETRO e sinGnimo para repetibilidade utilizado pela ANVISA
(ANVISA, 2003; RIBANI et al. 2004; CASSIANO et al. 2009).

A reprodutibilidade avalia se a precisdo do método é constante, através de
alteracdes das condicbes de operacdo do procedimento analitico, como por
exemplo, realizando andlises interlaboratoriais, equipamentos, operadores e
condicOes diferentes de analise (RIBANI et al., 2004).

2.6.6 Limite de deteccdao e limite de quantificacéo

Segundo a ANVISA (2003) o limite de detecgéao (do inglés, limit of detection,
LOD) € a menor quantidade de analito passivel de ser detectada, porém nao
necessariamente quantificada, sob condigcbes experimentais e instrumentais
estabelecidas.

Por sua vez, o limite de quantificacdo (do inglés, limit of quantitation, LOQ),
pode ser definido como a menor quantidade de analito que pode ser determinada
com preciséo e exatiddo em condi¢cdes experimentais e instrumentais estabelecidas
(ANVISA, 2003).

Ha muitas formas de calcular o limite de deteccao e quantificacdo, visto que o
limite de deteccdo corresponde a concentracdo que resulte em uma relacéo entre o
sinal analitico e o ruido, que seja igual a 3 vezes e o0 de quantificacdo na relacao
sinal/ruido superior a 10:1 (ANVISA, 2003). Entre os diferentes métodos para
calcular o LOD e o LOQ, que geralmente sdo expressos em unidades de
concentracdo, pode-se citar trés maneiras diferentes: método visual, método relacao

sinal/ruido, método baseado em parametros da curva analitica (RIBANI et al., 2004).
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3 MATERIAIS E METODOS

A etapa experimental deste trabalho, consistiu no desenvolvimento do método
analitico, otimizacdo e validacdo para a extracdo de residuos de agrotdxicos em
agua, empregando DLLME para posterior quantificacdo por GC-MS/MS.

Na etapa de validacdo foram avaliados os seguintes parametros analiticos:
seletividade, linearidade, curva analitica e faixa de trabalho, efeito matriz, limite de
deteccao (LOD), limite de quantificacao (LOQ), exatidao e precisao.

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Analises de Residuos de
Pesticidas (LARP) do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa

Maria.
3.1lInstrumentacao

A seguinte instrumentacdo foi utilizada para o desenvolvimento do método

analitico:

v Sistema GC-MS/MS, Varian 1200-MS (EUA) equipado com:
v' Cromatografo a gas CP 3800;
v Detector de massas triplo quadrupolo (TQ) 1200;
v" Amostrador automatico CP 8400;
v Injetor 1079 com Programacéao de Temperatura de Vaporizacao - PTV;
v/ Sistema de aquisicdo de dados através do Software MS Workstation
6.6 (Varian, EUA);
v Coluna capilar VF-5, com 30 m de comprimento x 0,25 mm de d.i. e
0,25 um de espessura de filme (Agilent Tecnologies, EUA).
Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Direct UV3® (Millipore, France);
Balanca analitica de precisdo AUW-220D (Shimadzu, Japao);
Balanca analitica de precisdo UX 420H (Shimadzu, Japao);
Micropipetadores automéaticos com capacidade variavel (Brand, Alemanha);
Agitador Vortex - Biomixer Modelo QL-901 (Microtécnica, Brasil);
Centrifuga refrigerada modelo NT 825 (Novatécnica, Brasil);

SR N N N N SR

Sistema de evaporacéo tipo manifold;



3.2 Materiais, reagentes e solventes

Os reagentes, solventes, gases e demais materiais utilizados

desenvolvimento deste trabalho estdo listados abaixo:

v

SR N N N N N Y N N N N N N N N N N N NN

Béquers;

Frascos de 2 mL para injetor (Vials);

Frascos de vidro

Inserts de 200 pL para vials;

Microseringas de 250, 500 e 1000 pL;

Seringa plastica de 1 mL descartavel,

Tubo Eppendorf;

Tubos de vidro com fundo conico com volume de 10 mL;
Acetona, p.a. (Merck, Alemanha);

Acetonitrila (ACN), grau HPLC (J.T. Baker, México);
Cloreto de sodio, p.a. (Merck, Alemaha);

Cloroférmio, p.a. (Merck, Alemanha);

Diclorometano, p.a. (Merck, Alemanha);

Extran neutro e alcalino (Merck, Alemanha);

Metanol, p.a. (Merck, Alemanha);

Sulfato de magnésio anidro (J. T. Baker, México);
Sulfato de sédio anidro, p.a. (Merck, Alemanha);
Tetracloreto de carbono, extra puro (Merck, Alemanha);
Hélio 6.0 (99,9999% de pureza), (AirLiquide, Sdo Paulo);
Argbnio 5.0 (99,9992% de pureza), (AirLiquide, Sao Paulo);
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no

Padrdes de Agrotoxicos, pureza minima de (Dr. Ehrenstorfer, Alemanha)

(Conforme Anexo A).

3.3 Amostras branco

As amostras utilizadas no processo de validacdo do método devem ser isentas

dos agrotoxicos que serdo avaliados, uma vez que isto pode interferir nas analises,

levando a uma quantificagdo errdbnea dos compostos de interesse, sdo denominadas

amostras “branco”. O método de extragdo (DLLME), foi otimizado e validado
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utilizando agua do proprio laboratério ( Agua ultra-pura para os testes iniciais e agua
da torneira para validacao).

3.4  Agrotoxicos selecionados

Os compostos selecionados para este estudo foram adquiridos da empresa Dr.
Ehresntorfer (Augsburg, Alemanha) e estéao listados no Anexo A, juntamente com o
grau de pureza, classe, grupo quimico e propriedades fisico-quimicas.

Dos agrotéxicos avaliados neste trabalho fazem parte do escopo da Portaria
2914 de dezembro de 2011 (2,4 DDD; 2,4 DDE; 4,4 DDD; 4,4 DDE, alacloro, aldrin
clorpirifés etilico, clorpirifos metilico, endosulfan alfa, endosulfan beta, endosulfan
sulfato, paration metilica, pendimetalina, trifluralina). Os compostos cresoxim
metilico, epoxiconazole e fenitrotiona fazem parte do escopo da Portaria 320 de 28
abril de 2014.

3.5 Selecédo do padrao interno e do padrao de substituicao

Estes compostos sdo adicionados em diferentes estadgios do procedimento
analitico, como por exemplo, anterior a extracao (padréo de substituicdo, PS) ou no
extrato final anterior a injecdo (padrdo interno, PI) e tém o objetivo de assegurar a
execucao correta do procedimento de extracdo e de andlise para cada amostra por
GC-MS/MS. A adicdo dos padrdes de controle é recomendada em diferentes
estagios do procedimento analitico para auxiliar na localizacdo de fontes de erros
(SANCO, 2012).

Neste trabalho, utilizou-se como padrao interno para a avaliacdo do instrumento
o composto trifenilfosfato (TPP) na concentracéo de 100 pg L™. No extrato final ( 50
pL) foi adicionado 10 puL de uma solucéo contendo trifenilfosfato na concentracéo 10
mg L™

Como padrao de substituicdo utilizou-se trifluralina d-14. Empregou-se solucao
analitica com concentracdo de 100 ug L™, os resultados n&o foram utilizados para
‘correcdo da recuperagdo” de nenhum analito, apenas para a avaliacdo do

procedimento de extracao.
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3.6 Preparo das solugdes analiticas

Inicialmente preparou-se, individualmente, 10,0 mL da solucédo estoque 1000
mg L™ de cada agrotéxico em estudo, considerando a pureza dos padrdes sélidos. A
massa do padrdo solido pesada foi dissolvida em acetonitrila. Estas solucbes
estoque foram armazenadas em frasco @mbar e estocadas a temperatura de -10 °C.
A partir das solucdes de 1000 mg L™, preparou-se duas solucées de trabalho dos
agrotoxicos avaliados, uma com o0s compostos a serem analisados incluindo em
cada solucédo o padréo de substituicdo. Foram preparadas solu¢cdées na concentragcéo
10,0 mg L™, em acetonitrila. Estas soluges foram utilizadas para os ensaios de

fortificacao.

3.7 Otimizacdo das condicdes cromatograficas do sistema GC-MS/MS para

determinacéo de residuos de agrotéxicos em agua

As condicdes de deteccdo e separacdo cromatografica foram otimizadas de
modo a obter melhor detectabilidade para cada composto em estudo. Os parametros

empregados estdo descritos abaixo:

e Volume de injecdo: 2 uL;

e Injetor operando no modo PTV: 80 °C (0,1 min); 25 °C min™* até 300 °C

e Programacdo da valvula split: 0 min (1:10) — 0,1 min (fechada) — 2 min (1:40)
Programacao de temperatura do forno da coluna: 80 °C (1 min); 25 °C min™ até
180 °C; 5 °C min™ até 280 °C;

e Gas de arraste hélio (1,3 mL min™);

e Tempo total de analise: 25 min;

e Temperatura da linha de transferéncia (transferline): 275 °C;

e Temperatura da fonte de ionizacdo: 230 °C;

e Tempo de delay: 6 min;

e Modo de aquisicao: SIM;

e Modo de ionizagao: El positivo;

e Corrente da fonte de ionizag&o: 150 mA

e Tensao de operacédo da eletromultiplicadora: 1200 V
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Com a finalidade de se obter as condi¢cbes oOtimas do sistema de deteccdo,
inicialmente, injetaram-se, individualmente, 2 pyL de cada composto em uma
concentracdo de 1,0 mg L™ no modo full scan, a fim de se obter os tempos de
retencdo dos mesmos e adequacédo das janelas (segmentos) de analise. Juntamente
com a identificagdo dos ions caracteristicos para cada composto (dois ou trés) e
posterior obtencdo das fragmentacBes caracteristicas de cada analito. Os ions
selecionados foram monitorados no modo SIM no quadrupolo (Q1) e no quadrupolo
(Q3) realizou-se o full scan no ion produto variando as energias de colisdo entre 5 e
40 Volts a fim de otimizar as melhores condicdes de deteccdo. Com estes
parametros otimizados, foram avaliadas as transicbes, no modo de monitoramento
de reacdes selecionadas (MRM) a serem utilizadas para a quantificacdo e
confirmacédo dos compostos estudados. A transicdo de maior intensidade foi utilizada
para a quantificagdo do analito e a segunda maior intensidade para a confirmagéo

do mesmo.

3.8 Otimizacdo do método DLLME para analise de residuos de agrotoxicos em

agua

O método de preparo de amostra proposto neste trabalho foi otimizado com
base em trabalhos da literatura empregando DLLME para determinacao de residuos
de agrotoxicos em amostras aquosas. A selecdo das melhores condicdes baseou-se
na avaliacdo dos resultados obtidos (maior nimero de compostos) em funcdo dos
percentuais de recuperacéo (70 a 120%) e RSD (<£20%).

3.8.1 Escolha dos solventes

Os solventes utilizados na andlise foram previamente analisados pela injecao
direta no sistema GC-MS/MS, para verificar se 0s mesmos estavam isentos dos
analitos ou de outros solventes ou contaminantes que pudessem interferir na

andalise.
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3.8.1.1 Selecéao do solvente extrator

Durante a selecdo do solvente extrator, realizaram-se ensaios utilizando os
seguintes solventes: cloroférmio, diclorometano e tetracloreto de carbono. Neste
teste, utilizou-se 5 mL de amostra branco, fortificada com solucéo analitica 4 pg L™
(n=3) contendo o0s agrotoxicos avaliados neste trabalho, e obtendo uma
concentracdo final de 200 pg L™, apds etapa de extracdo. Injetou-se a mistura
contendo o solvente extrator (200 pL) e solvente dispersor (acetonitrila, 1000 pL).
Apés, realizou-se agitagdo em vortex por 60 s. Apoés, realizou-se agitagdo em vortex
por 60 s e centrifugou-se 2000 rpm por 3 min (Forgca G = 519).

3.8.1.2 Selecao do solvente dispersor

Na escolha do solvente dispersor, realizaram-se ensaios utilizando os
seguintes solventes: acetona, acetonitrila e metanol. Neste teste, utilizou-se 5 mL de
amostra branco, fortificada com solucdo analitica 4 pg L™ (n=3) contendo os
agrotoxicos avaliados neste trabalho. Adicionou-se a mistura contendo o solvente
extrator (200 pL) e solvente dispersor (1000 pL). Apds, realizou-se agitagdo em
voértex por 60 s e centrifugou-se 2000 rpm por 3 min (For¢ca G = 519).

3.8.1.3 Selecao do volume do solvente extrator

Para a etapa do volume de solvente extrator, realizaram-se ensaios utilizando
0s seguintes volumes de solventes: 150, 200, 300 e 400 pL. Neste teste, utilizou-se
5 mL de amostra branco, fortificada com solucéio analitica 4 pg L™ (n=3) contendo
0s agrotdxicos avaliados neste trabalho. Adicionou-se a mistura contendo o solvente
extrator e solvente dispersor (1000 pL), tetracloreto de carbono e acetona,
respectivamente. Apdés, realizou-se agitacdo em vortex por 60 s e centrifugou-se
2000 rpm por 3 min (Forga G = 519).

3.8.1.4 Selecao do volume do solvente dispersor
Para a etapa do volume do volume de solvente dispersor, realizaram-se

ensaios utilizando os seguintes volumes de solventes: 300, 500, 1000, 1500 e 2000

pML. Neste teste, utilizou-se 5 mL de amostra branco, fortificada com solugéo
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analitica 4 pg L™ (n=3) contendo os agrotéxicos avaliados neste trabalho. Adicionou-
se a mistura contendo o solvente extrator e solvente dispersor, tetracloreto de
carbono e acetona, respectivamente. Apds, realizou-se agitacdo em vortex por 60 s

e centrifugou-se 2000 rpm por 3 min (Forca G = 519).
3.8.2 Efeito da adicéo de sal

Apés definidos os tipos e volumes de solventes extrator e dispersor, avaliou-se
o efeito na eficiéncia de extracdo da adicdo em separado de 500 mg de NaCl,
Na,SO, e MgSO,. Neste teste, utilizou-se 5 mL de amostra branco, fortificada com
solucdo analitica 4 pg L™ (n=3) contendo os agrotéxicos avaliados neste trabalho.
Adicionou-se a mistura contendo o0 solvente extrator e solvente dispersor,
tetracloreto de carbono e acetona, respectivamente. Apds, realizou-se agitacdo em

vortex por 60 s e centrifugou-se 2000 rpm por 3 min (Forca G = 519).

3.8.3 Efeito do tempo de agitacao

Apés definidos os tipos e volumes de solventes extrator e dispersor, avaliou-se
o efeito na eficiéncia de extracdo da realizacdo de diferentes tempos de agitacao.
Neste teste, utilizou-se 5 mL de amostra branco, fortificada com solugcédo analitica 4
Hg L' (n=3) contendo os agrotéxicos avaliados neste trabalho. Adicionou-se a
mistura contendo o solvente extrator e solvente dispersor, tetracloreto de carbono e
acetona, respectivamente. Apdés, realizou-se agitacdo em vortex por 15, 30 e 60 s e

centrifugou-se 2000 rpm por 3 min (Forca G = 519).

3.8.4 Efeito do pH

Apés definidos os tipos e volumes de solventes extrator e dispersor, avaliou-se
o efeito da acidificacdo da amostra na eficiéncia de extracdo. Neste teste, utilizou-se
5 mL de amostra branco, acidificada com solucdo aquosa de é&cido fosférico 0,1
mol.L™* em diferentes valores pH 2,0; 2,5 e 3,0. A amostra foi fortificada com solucéo
analitica 4 pg L™ (n=3) contendo os agrot6xicos avaliados neste trabalho. Injetou-se
a mistura contendo o solvente extrator e solvente dispersor, tetracloreto de carbono
e acetona, respectivamente. Apds, realizou-se agitacdo em vortex e centrifugou-se
2000 rpm por 3 min (Forga G = 519).
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3.9 Validagdo do método para anélise de residuos de agrotéxicos em agua

ApoOs otimizadas as melhores condi¢cdes para a extracdo e determinacdo dos
agrotoxicos avaliados neste trabalho, realizou-se a etapa de validacdo do
procedimento. Os seguintes parametros foram avaliados: seletividade, curva
analitica e faixa linear, efeito matriz, limites de deteccdo e quantificacdo, exatidao

através do ensaio de recuperacao, precisao (repetitividade) e precisédo intermediaria.

3.9.1 Seletividade

A avaliacdo da seletividade do método foi realizada injetando-se extratos de
amostras branco, sem a presenca dos compostos avaliados no estudo, e amostras
fortificadas na concentracédo de 5 pg L™ os agrotéxicos avaliados neste trabalho.
Comparou-se os cromatogramas a fim de verificar se algum interferente poderia
estar coeluindo com os analitos selecionados e se isso afetaria a analise por GC-
MS/MS.

3.9.2 Curva analitica e faixa linear

A linearidade do método proposto foi avaliada através da injecdo
cromatografica de solu¢des analiticas nas concentracdes de 0,015; 0,030; 0,05;
0,075; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0 ug L™ em diclorometano e no extrato branco da matriz.
Cada solucéo foi injetada 3 vezes no sistema GC-MS/MS. As curvas analiticas
foram obtidas com auxilio do software Varian Worstation 6.9.2. Avaliou-se o
melhor modelo de calibracdo, a equacgdo da curva analitica como também RSD%
e o coeficiente de determinacao (r?) para cada um dos compostos avaliados.

3.9.3 Efeito matriz

No desenvolvimento de um método analitico, os possiveis efeitos matriz na

analise cromatogréfica devem ser levados em consideragdo. Para isso séo
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preparadas duas curvas analiticas com 0s mesmos pontos, sendo uma com solvente
e uma com extrato “branco” da matriz.

Na avaliacdo do efeito matriz, realizou-se a comparacao entre as inclinacdes
na curva do solvente e na matriz. Através deste calculo, verificou-se se a matriz
exerce efeito positivo (aumento de sinal) ou negativo (decréscimo de sinal) sobre o
resultado da andlise. Foi considerado que a obtencdo de valores superiores a 20%
indicam que o efeito matriz exerce influéncia nas analises e, entdo, recomenda-se a
construcdo das curvas analiticas no extrato da matriz para minimizar o efeito
confirma a ocorréncia de efeito matriz (CARDOSO, NOBREGA & ABRANTES,
2008).

3.9.4 Limites de deteccao quantificacdo instrumental e do método

A partir dos dados obtidos da faixa linear das curvas analiticas, determinou-se
os limites de deteccdo e de quantificacdo do instrumento (LOD; e LOQj) para cada
um dos agrotéxicos avaliados neste trabalho. Levou-se em consideracao a relacao
sinal ruido calculada pelo software do equipamento, considerando no minimo 3 e 10
vezes a razao do sinal pela linha de base (ruido), respectivamente.

Neste trabalho, determinou-se o valor verdadeiro do LOQm (em pg L™), como
sendo a menor concentracdo que, fortificada na amostra branco, apresente
resultados de recuperacdes entre 70 e 120%, com RSD% menor ou igual a 20%
(SANCO, 2013). O LODm foi obtido dividindo-se o valor de LOQm por 3,33.

3.9.5 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada através dos ensaios de recuperacao,
fortificando as amostras “branco” em trés niveis de concentracdo (0,1; 0,25 e 0,5 ug
L™Y). Foram realizadas 7 réplicas de extracdo para cada nivel de fortificacdo e a
exatiddo, expressa em percentagem de recuperacao foi calculada com auxilio do

software (Varian Workstation 6.9.2) do equipamento.
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3.9.6 Precisao

A precisdo do método, em termos de repetitividade (RSDr) foi avaliada
efetuando a extracdo e andlise das amostras fortificadas, sendo realizadas em
replicata (n=7) para cada nivel de concentracdo, injetada uma Unica vez. A precisao
intermediaria (RSDpi) do método foi avaliada realizando o procedimento analitico em
dias diferentes, através da injecdo da curva analitica e das amostras “branco”

fortificadas no nivel intermediario de 0,25 pg L™.

3.9.7 Aplicacéo do método em amostras reais

O método analitico desenvolvido e validado foi aplicado na determinacédo de
residuos de agrotoxicos em cinco amostras de dgua provenientes da Regiao Centro
do RS. As amostras foram coletadas em acudes e sangas interligados a lavouras de
soja, arroz junto ao Rio Toropi localizados no municipio de Sao Vicente do Sul na

regido central do estado.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Condicdes cromatograficas otimizadas para a determinacdo dos

agrotéxicos em estudos por GC-MS/MS

As condi¢cdes cromatograficas utilizadas para GC-MS/MS estdo descritas no item
3.5. Através da Figura 12 observa-se: (A) um cromatograma obtido para uma
amostra “branco”, e em (B) um cromatograma do ion total dos 32 agrotdxicos
determinados por GC-MS/MS na concentracdo 5 pg L™ preparado no extrato branco

da matriz.
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Figura 2. Cromatograma SRM obtido por GC-MS/MS para (A) amostra branco da
matriz e (B) solucdo analitica no extrato branco da matriz, contendo os 32
agrotoxicos em estudo na concentracéo de 5 pg L™.

Legenda. 1) Trifluralina; 2) HCH alfa; 3) HCH beta; 4) Quintozeno; 5) HCH gama, 6)
Alacloro; 7) Parationa metilica; 8) Heptacloro; 9) Pirimifos metilico; 10) Fenitrotiona;
11) Malationa; 12) Clorpirifos metilico; 13) Aldrin; 14) Parationa etilica; 15) Pirimifos
metilico; 16) Pendimetalina; 17) 2,4 DDE; 18) Endosulfam alfa; 19) 4,4 DDE; 20)
Oxifluorfen; 21) Miclobutanil; 22) Cresoxim metilico; 23) 2,4 DDD; 24) Endosulfam
beta; 25) 4,4 DDD; 26) Propiconazol; 27) Endosulfam sulfato; 28) DDT,; 29)
Epoxiconazole; 30) Bifentrina; 31) Mirex 32) Fenarimol; PI) Trifenilfosfato; PS)
Trifluralina d-14

A Tabela 6 apresenta os agrotoxicos determinados por GC-MS/MS, utilizando
0 modo de ionizacao El, no modo de aquisicdo SRM com seus respectivos tempos
de retencédo (tr), segmentos de analise, ions precursores e ions produtos para

quantificacdo e confirmacao de cada substancia em estudo.
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4.2 Selecao das melhores condi¢cdes para a DLLME

A otimizacdo da etapa de preparo da amostra € um processo importante para
obter uma maior eficiéncia na extracdo dos agrotéxicos na agua e
consequentemente obter melhor recuperacdo. Para a escolha das melhores
condi¢cdes para a DLLME, otimizou-se os seguintes fatores: tipo e volume dos
solventes extrator e dispersor, agitacdo, forca idnica e efeito da variagcdo do pH.
Buscou-se as melhores condi¢des a fim de extrair de forma simultanea, agrotoxicos
com diferentes propriedades. Para avaliar os procedimentos de extracdo, utilizaram-

se amostras “branco” fortificadas na concentragéo 4,0 pg L™.

4.2.1 Selegao do solvente extrator

Solventes halogenados sdo os mais utilizados na técnica de DLLME. Entre as
vantagens de seu uso, destaca-se a densidade o que permite recolher a fase
sedimentada no fundo cénico dos frascos de extracdo e facilita a separacdo das
fases. Apresentam baixa solubilidade em agua, permitindo a obtencdo de uma fase
organica praticamente isenta de &gua, o que elimina uma etapa adicional de
secagem. Por outro lado, esta classe de solventes, apresenta maior toxicidade que
solventes nédo halogenados. Porém, as quantidades utilizadas nos procedimentos de
extracdo sdo muito pequenas, geralmente, menores que 500 pL, 0 que gera um
baixo volume de residuo halogenado. A qualidade da emulsdo formada na
separacao das fases durante a etapa de extracdo tem relacdo direta com o solvente
utilizado. O procedimento que utilizar solventes que apresentam uma densidade
muito superior a da agua, terdo que utilizar maior quantidade de solvente de
dispersor, para que haja emulsificacdo das fases, enquanto solventes que
apresentam densidade aproximada com a densidade da &gua, formardo uma

emulsdo estavel com menor quantidade de solvente dispersor (ALVES, 2010).
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Tabela 6. Condi¢bes otimizadas do sistema GC-MS/MS, modo de ionizagédo EIl, modo de aquisicdo SRM com seus respectivos tempos de
retencdo (tr), segmentos de analise, ions precursores e ions produtos para quantificacdo e confirmacdo de cada substancia

Transi¢cdo de Quantificacao Transi¢cdo de Confirmacgéo
lon Precursor lon Produto  Energiade lon Precursor lon Produto Energiade
Compostos tr (Min) Segmento (min) (m/z) (m/z) Colisao (V) (m/z) (m/z) Coliséo (V)
Trifluralina d-14 (PS) 9,45 315 267 8 315 209 15
Trifluralina 9,63 6,62 - 10,51 306 206 15 306 264 10
HCH alfa 10,19 219 147 20 219 183 10
HCH beta 10,66 219 147 20 219 183 10
Quintozeno 10,68 295 237 10 295 265 10
HCH gama 10,77 10,52 - 12,15 219 147 20 219 183 10
Alacloro 11,88 188 130 40 188 160 10
Parationa metilica 11,92 263 109 25 263 136 10
Heptacloro 12,11 274 237 20 274 239 20
Pirimifos metilico 12,27 290 151 25 290 180 10
Fenitrotiona 12,38 277 109 25 277 260 10
Malationa 12,49 173 99 15 173 127 10
Clorpirifos metilico 12,67 314 258 25 314 286 15
Aldrin 12,83 12,16 - 13,50 263 191 30 263 193 30
Parationa etilica 12,85 291 81 25 291 109 20
Pirimifos metilico 13,05 333 168 25 333 180 5
Pendimetalina 13,36 252 161 15 252 191 10
2,4 DDE 14,14 318 176 25 318 246 25
Endosulfam alfa 14,20 241 170 15 241 206 10
4,4 DDE 14,83 318 176 25 318 246 25
Oxifluorfen 14,90 13,51 - 15,11 300 132 40 300 223 20
Miclobutanil 14,93 179 90 25 179 125 10

Cresoxim metilico 14,94 206 116 10 206 130 18



59

2,4 DDD 14,99 235 165 20 235 199 20
Endosulfam beta 15,71 241 170 20 241 206 10
4,4 DDD 15,77 235 165 20 235 199 20
Trifenilfosfato (PI) 16,50 325 168 18 325 226 18
Propiconazol 16,54 259 69 10 259 173 15
Endosulfam sulfato 16,54 15,12 - 18,00 272 235 10 272 237 15
DDT 16,59 235 165 20 235 199 20
Epoxiconazole 17,21 192 111 25 192 138 15
Bifentrina 17,60 181 165 20 181 166 10
Mirex 18,98 272 143 40 272 237 10
Fenarimol 19,13 18,01 - 19,51 251 111 35 251 139 20

PI: padrdo interno; PS: Padréo de Substiicao; tr: tempo de retengéo
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Para os diferentes solventes extratores testados o que apresentou melhores
resultados foi o tetracloreto de carbono, conforme a Figura 3. Observa-se que dos 32
compostos avaliados este solvente possibilitou uma extracdo meédia de 18
agrotoxicos com percentuais de recuperacdo entre 70-120% (RSD<20%).
Diclorometano e cloroférmio possibilitaram uma extracdo média de 16 e 8
compostos, respectivamente. A Figura 3 também ilustra a dispersdo dos valores
encontrados em relacdo a média, através das barras verticais em cada coluna e/ou
variavel avaliada. Para o diclorometano, quando utilizado como solvente extrator,
apresenta grande dispersédo nos resultados, sendo que, para o tetracloreto de

carbono e cloroférmio a variagdo € bem menos expressiva.
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Figura 3. Numero de compostos com recuperacdo entre 70-120% (RSD < 20%)
guando tetracloreto de carbono, diclorometano e cloroférmio foram utilizados como

solventes extratores (n = 3).

Neste estudo, os 3 solventes organicos avaliados apresentaram a formacéao
de duas fases bem distintas. Porém, cloroférmio e diclorometano apresentaram um
volume de fase sedimentada 25% menor, quando comparados com tetracloreto de
carbono. A boa eficiéncia de extracdo do tetracloreto de carbono pode estar
relacionada com sua menor solubilidade em 4gua em relagdo aos demais solventes

testados. A Tabela 7 apresenta as caracteristicas fisico-quimicas dos solventes
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extratores avaliados. Tetracloreto de carbono, também foi avaliado como melhor
solvente de extracdo por HADJMOHAMMADI et al. (2011); CALDAS et al. (2010);
DANESHFAR et al. (2008) visando a determinacdo de compostos organicos em
amostras de agua ou alimentos.

Tabela 7. Caracteristicas fisico-quimicas dos solventes extratores

Massa Solubilidade em

Solventes Extratores Molar Agua PF PE Densidade
(@mol®) (gL*20°C) (°C) (°C) (gcm?, 20 °C)
Cloroférmio 119,4 8 -63 61 1,47
Diclorometano 84,9 20 -95 40 1,33
Tetracloreto de Carbono 153,8 0,8 -23 76,7 1,59

Durante a avaliagdo do melhor solvente extrator, observou-se que quando
diclorometano foi utilizado, varios compostos apresentaram percentuais de
recuperacao superiores a 120%, que possivelmente indica perda por volatilizacdo do
solvente (Martins, et. al. 2012).

Neste procedimento cada um dos solventes extratores foi injetado no sistema
GC-MS/MS. Observou-se um melhor comportamento cromatografico para o0s
extratos contendo diclorometano como solvente. Assim, apéds realizacdo do
procedimento de extracdo, evaporou-se o extrato até secura sob fluxo lento de
nitrogénio. Apos, realizou-se ressuspensdo do extrato com 50 pL de diclorometano
evitando possiveis distor¢des dos picos cromatograficos.

Apoés realizacdo dos testes, o tetracloreto de carbono foi escolhido como

solvente extrator.

4.2.2 Selegao do solvente dispersor

Entre os solventes dispersores testados, a acetona apresentou melhor
resultado cromatogréafico e possibilitou um maior nimero de compostos com
percentuais de recuperacao entre 70-120% (RSD < 20%). Observa-se na Figura 4,
gue quando este solvente é utilizado, 24 dos 32 compostos avaliados apresentam
percentuais de recuperacao entre 70-120% (RSD < 20%). Acetonitrila e metanol

possibilitaram uma extragcdo média de 16 e 6 compostos, respectivamente. Além
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disso, quando estes solventes foram utilizados observou-se percentuais de
recuperacéo inferiores a 70%.

Na literatura diversos estudos obtiveram melhores resultados fazendo uso da
acetona como solvente dispersor na DLLME. Hadjmohammadi et. al., (2011); Martin
et. al.,, (2011); e Cortada et. al.,, (2009) empregaram acetona como solvente

dispersor durante determinacgéo de residuos de agrotdxicos em agua.
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Figura 4. Numero de compostos com recuperacdo entre 70-120% (RSD < 20%)
guando acetona, acetonitrila e metanol foram utilizados como solventes dispersores
(n=23).

Para o uso da acetona como solvente dispersor, é possivel verificar que ha
maior variacao entre os resultados quando comparados com acetonitrila e o metanol.
Porem, devido ao maior nimero de compostos recuperados para esse solvente, a
acetona foi escolhido como solvente dispersor para a sequéncia do desenvolvimento

do método de extracao.
4.2.3 Selecao do volume do solvente extrator
O volume de solvente extrator é determinante na quantidade e no tamanho das

microgotas formadas, influenciando diretamente na eficiéncia de extracdo (RAZAEE,

et. al.,, 2010). Apoés o tetracloreto de carbono ser definido como solvente extrator,
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foram testados diferentes volumes de tetracloreto de carbono a ser empregado. Os
volumes testados foram 150, 200, 300 e 400 pL.

Observa-se na Figura 5 que quando utilizados 150 pL de tetracloreto de
carbono, além da pequena quantidade de fase sedimentada formada, ha dificuldade
na remocao da fase orgéanica do tubo conico. Para este volume, as recuperagdes
encontradas nao foram satisfatorias, somente 5 agrotoxicos apresentaram faixa de
recuperacédo entre 70-120% (RSD < 20%). O volume de gota formado foi menor que
os 150 pL iniciais, indicando que parte do solvente organico, ainda permanece na
fase aquosa, ao final do procedimento, e implica nas baixas recuperacoes
encontradas. Os volumes de 200 e 400 pL de solvente extrator apresentaram 25 e

16 compostos com faixa de recuperacao entre 70-120% (RSD < 20%).
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Figura 5. Numero de compostos com recuperacdo entre 70-120% (RSD < 20%)
quando foram utilizados 150, 200, 300 e 400 pL de tetracloreto de carbono como
solvente extrator (n = 3).

A figura 5 demonstra que um maior nimero de compostos (25) foi extraido na
faixa de recuperacéo entre 70-120% (RSD < 20%) quando se utilizou um volume de
300 pL de tetracloreto de carbono. Portanto, este foi o volume de solvente extrator

selecionado.
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4.2.4 Selegcao do volume do solvente dispersor

O volume do solvente dispersor afeta diretamente a formacdo da solucao
turva com microgotas de agua/solvente. Além disso, esta relacionado com o grau de
dispersdo do solvente na fase aquosa e consequentemente na eficiéncia da
extracdo. Conforme a Figura 6 obteve-se os melhores resultados, quando
empregou-se 500 pL de acetona como volume de solvente dispersor. Dos 32
agrotoxicos avaliados, 26 apresentaram taxas de recuperacéo entre 70-120% (RSD
< 20%). Quando utilizou-se 1000 pL de acetona como volume de solvente dispersor,
obteve uma média de 24 compostos com taxas de recuperacdo entre 70-120%
(RSD=20%). O uso de outros volumes de solvente dispersor como 300; 1500 e 2000
ML resultou em uma pequena eficiéncia de extragdo. Assim, estes volumes estao
relacionados somente com 9, 14 e 13 compostos com taxas de recuperacado entre
70-120% (RSD < 20%).
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Figura 6. NUumero de compostos com recuperacdo entre 70-120% (RSD < 20%)
qguando foram utilizados 300, 500, 1000, 1500 e 2000 uL de acetona como solvente

dispersor (n = 3).

Os testes com volumes de 300 e 500 puL de acetona apresentam as menores
variacbes de resultados, quando comparados aos demais volumes testados,
conforme a indicagdo de dispersédo nas barras da Figura 6. Todavia, para 500 pL

tivemos os melhores resultados em termos de recuperagcdo de compostos, e 0
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mesmo foi escolhido como volume de acetona para ser usado como solvente

dispersor.

4.2.5 Efeito da adicao de sal

Visando o aumento da forca iGnica entre as duas fases, aquosa e organica,
testou-se a adicao de 3 sais que apresentam capacidade de influenciar a separagéo
e conferir melhores recuperacfes ao procedimento de extracdo. Os resultados
obtidos a partir da adicdo de 500 mg de NaCl, Na,SO, e MgSO4 ndo representaram
uma maior quantidade de compostos recuperados. Observou-se um decréscimo no
namero total de compostos com percentuais de recuperacdo entre 70-120% (RSD <
20%), para todos os sais testados. Entre estes, NaCl e Na,SO, foram empregados
com a mesma finalidade por outros estudos empregando DLLME (ZHAO et al., 2009;
NAGARAJU et al., 2007; VELA-SORIA et al., 2014; CAPILLO et al., 2014). ZHAO e
colaboradores (2009), também néo obtiveram resultados satisfatorios para a adicao
de NaCl, sendo que essa etapa adicional no procedimento de extracdo nao
apresentou ganhos significativos em termos de recuperacéo.

Outro ponto negativo visualizado no uso de sais neste procedimento foi a
observacédo de recristalizacdo durante a etapa de evaporagdo do solvente extrator,
para posterior redissolucdo em diclorometano. A partir destes resultados, optou-se

por ndo realizar a adicdo de sais durante o procedimento de extracao.
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Figura 7. NUmero de compostos com recuperacao entre 70-120% (RSD < 20%) para
a adicao de NaCl, MgS0O,, Na,SO,4 e nao adicao de sal (n = 3).

Para o NaCl que apresentou melhores resultados em termos de compostos
recuperados, foi obtido também, alta disperséo nos resultados encontrados. J& para
0 uso do MgS0O,4 e Na,SO, foram obtidos baixo nUmero de compostos recuperados.

ApoOs realizacdo dos testes, optou-se pela ndo adicdo de sal na etapa de

extracao.

4.2.6 Efeito do tempo de agitacao

Apos a adicdo da mistura dos solventes extrator e dispersor (tetracloreto de
carbono e acetona) na amostra fortificada com os agrotoxicos avaliados neste
estudo, avaliou-se o tempo agitacdo do frasco cénico em agitador tipo vortex. De
acordo com a Figura 7, a condi¢cdo que apresentou um maior nimero de compostos
(32) com recuperacdo na faxa de 70-120% (RSD < 20%) foi a utilizacdo de 15
segundos de agitacado em vortex. Por outro lado, quando avaliou-se os tempos de 30
e 60 s, o numero de compostos recuperados dentro da faixa estabelecida de
recuperacédo foram de 25 e 18, respectivamente.

Também foram realizado testes sem etapa de agitacdo, porem os resultados
encontrados ndo demonstram eficiéncia quanto aos percentuais de recuperacao
para 0s compostos.

O desvio padrdo para os resultados encontrados para 15 segundos, nao
assumem valores superiores a 32 compostos, sendo que, foram os 32 compostos

validados pelo método.
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Figura 8. Numero de compostos com recuperacdo entre 70-120% (RSD < 20%)
quando foram utilizados 15, 30 e 60 segundos de agitacao apds adicdo da mistura

de solvente extrator e dispersor (n = 3).

Para a etapa de agitacdo, foi estabelecido 15 segundos de agitacdo em

vortexx, para a validacdo do método analitico.

4.2.7 Efeito do pH

O efeito da variagdo do pH também foi avaliado para os compostos em estudo.
As amostras tiveram seus pHs modificados (2,0, 2,5 e 3,0) através da adi¢cdo de uma
solugéo aquosa de &cido fosférico 0,1 mol.L™, conforme utilizado em outro estudo
(MARQUES, 2014). Esta faixa acida de pH, favorece a particdo dos analitos que
apresentam caracteristicas acidas nas microgotas do tetracloreto de carbono, estes
tendem a permanecer na forma neutra e proporcionam melhores eficiéncias de
extracdo, jA que 0s compostos organicos apresentam maior tendéncia de extracao
para o solvente organico que na forma ionizada (ALVES, 2010; CALDAS, 2009;
CALDAS et. al., 2011). Para as condicdes de pH avaliadas (2, 2,5 e 3) o numero de
compostos com recuperacdo entre 70-120% (RSD < 20%) foi de 13, 16 e 21,
respectivamente. Assim, optou-se pela ndo acidificacdo das amostras uma vez que
os resultados obtidos n&o promoveram um aumento significativo sobre os
percentuais de recuperacdo dos compostos estudados. Além disso, esta seria uma

etapa a mais a ser realizada durante o preparo da amostra.
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4.2.8 Procedimento otimizado

O método de DLLME proposto baseia-se na rapida adi¢cdo, com o auxilio de
uma seringa, da mistura de solventes extrator e dispersor (300 pL de tetracloreto de
carbono e 500 pL de acetona, respectivamente) em 5 mL de amostra aquosa
presente em um tubo de fundo cdnico. A seringa contendo a mistura de solventes
deve estar com sua agulha em uma posicado de + 0,5 cm acima da superficie da
amostra aquosa. Realiza-se a adicdo de forma rapida, em uma sO etapa,
proporcionando a formacdo de um jato. Assim, havera a formacdo de uma solugéo
turva/emulsdo entre as fases, onde as microgotas do solvente extrator vao estar
dispersas na fase aquosa. Apds, realiza-se a agitacdo do tubo em vortex por 15
segundos. Na sequéncia, efetua-se etapa de centrifugacdo a 2000 rpm (3 min).
Retira-se a fase sedimentada do fundo do tubo cbnico e transfere-se para um vial.
Evapora-se sob fluxo lento de nitrogénio até secura. Apds, realiza-se ressuspensao
do extrato com 50 pL de diclorometano. O fator de concentracéo deste procedimento
é de 100 vezes.

Mistura de solventes
5 mL amostra 300 pL tetracloreto de carbono
+

500 pL acetona

\ }
|

Agitacao
15 segundos de Vortex

l

Centrifugacao

3 minutos / 2000 rpm

Remocgdo da fase Evaporacao em atmosfera
sedimentada deN,

I !

Redissolu¢dao em 50 pL de
diclorometano

Transferéncia para o Vial GC-MS/MS <

Figura 9 — Procedimento de extracdo otimizado
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4.3 Validacdo do método DLLME com determinacdo por GC-MS/MS para
determinacgao de residuos de agrotoxicos em agua

A validagdo do método DLLME foi realizada utilizando GC-MS/MS, seguindo o
procedimento descrito no item 4.2.8, na qual foram avaliados os agrotéxicos que
constam no Anexo A e Anexo B. Todas as solucfes analiticas empregadas neste
estudo foram preparadas em solvente (diclorometano) e no extrato da matriz (agua)
obtidos a partir de amostras “branco”. Dessa maneira, foi possivel avaliar os

parametros de validacdo de métodos cromatogréaficos.

4.3.1 Seletividade

Observa-se na Figura 2 que a seletividade do método foi assegurada, uma vez
gue ndo ha interferentes com os mesmos ions de quantificacdo e confirmacao nos
mesmos tempos de retengcdo de cada agrotéxico nas amostras “branco”. Na matriz
ndo foi verificada a presenca dos analitos em estudo acima do LOD do método,
utilizando-se, dessa forma, as amostras avaliadas para confec¢édo da curva analitica
e ensaios de fortificacdo. Ainda, nas andlises ndo foi observada variacdo da area do
padrao interno (PI), trifenilfosfato (TPP), maior de 20%, assegurando os resultados

obtidos com o instrumento.

4.3.2 Curva analitica e faixa linear

A Tabela 8 apresenta os valores dos coeficientes de determinacéo (), para as
equacbes das curvas analiticas, bem como bem como a faixa linear de cada
agrotoxico e as equacdes do modelo matematico de descricdo da curva analitica. A
faixa linear para os agrotdxicos quando preparados no extrato da matriz foi bastante

eficiente visto que para todos os analitos obteve-se um r*> = & 0,9900.

4.3.3 Efeito matriz

Para Gosetti e colaboradores (2010), efeito matriz € o efeito observado pelo
aumento ou supressao significativa (> 20%) do sinal analitico, para um determinado
composto presente no extrato da matriz, comparado com o sinal analitico obtido para

0 mesmo analito em solvente organico.
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A Tabela 9 apresenta os resultados da avaliacdo do efeito matriz para os
compostos estudados. As curvas foram preparadas em diclorometano e na matriz
branco (dgua). Observa-se que 50% dos compostos avaliados, apresentaram efeito
matriz superior a 20%, ou seja, com aumento do sinal analitico. Demonstrando
assim, a necessidade de realizar a quantificacao dos agrotoxicos empregando

curvas analiticas preparadas no extrato da matriz.

Tabela 8. Valores da faixa linear, coeficientes de determinacéo (r?) das curvas

analiticas e equacédo do modelo para a curva extraida.

Compostos Faixa Linear (pg L™) Equacao r2

2,4 DDD 0,03-1,0 y = 1E+07x - 2E+06 0,9967
2,4 DDE 0,03-1,0 y = 1E+07x + 147622 0,9989
4,4 DDD 0,03-1,0 y = 9E+06x - 300504 0,9941
4,4 DDE 0,03-1,0 y = 9E+06x - 300504 0,9982
Alacloro 0,05-1,0 y = 2E+06x + 511515 0,9912
Aldrin 0,03-0,5 y = 956127x - 41596 0,9989
Clorpirifos etilico 0,05-1,0 y = 2E+06x - 78106 0,9996
Clorpirifos metilico 0,05-1,0 y = 1E+06x - 72391 0,9964
Cresoxim metilico 0,05-1,0 y = 2E+06x + 128700 0,9938
DDT 0,05-0,5 y = 4E+06Xx - 350648 0,9991
Endosulfam beta 0,03-1,0 y = 190484x + 25927 0,9900
Endosulfam sulfato 0,03-1,0 y =403210x + 157880 0,9915
Endosulfan alfa 0,03-1,0 y = 333131x + 150410 0,9951
Epoxiconazole 0,03-0,5 y = 3E+06x + 68844 0,9925
Fenarimol 0,03-0,5 y = 950913x + 14043 0,9922
Fenitrotiona 0,05-1,0 y = 976761x + 140354 0,9905
HCH alfa 0,03-0,5 y = 722649x + 45551 0,9915
HCH beta 0,03-0,5 y = 569859x + 739,96 0,9929
HCH gama 0,03-0,5 y = 750316x + 18620 0,9917
Heptacloro 0,05-1,0 y = 746347x + 20145 0,9945
Malationa 0,03-0,5 y = 2E+06x + 27768 0,9927
Miclobutanil 0,03-1,0 y = 1E+06x - 18134 0,9994
Mirex 0,05-1,0 y = 341153x - 7401 0,9977
Oxifluorfen 0,03-1,0 y = 942928x - 41013 0,9943
Parationa etilica 0,03-0,5 y = 497514x + 31611 0,9977
Parationa metilica 0,03-0,5 y = 1E+06x + 248566 0,9931
Pendimetalina 0,03-1,0 y = 1E+06x - 8312 0,9913
Pirimifos etilico 0,03-0,5 y = 370840x + 8421,8 0,9943
Pirimifos metilico 0,05-1,0 y = 634719x + 44730 0,9921
Propiconazol 0,03-0,5 y = 305640x + 15543 0,9976

Quintozeno 0,015-0,5 y = 142030x - 207,53 0,9921
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Trifluralina 0,03-0,5 y = 597753x + 4918,9 0,9909

A diferenca de sensibilidade entre os analitos pode ser explicado pelo fato de
ter sido realizado o procedimento de extracdo na matriz. Também, ndo se pode
descartar a influéncia do equipamento, que pode gerar diferencas significativas.

O efeito matriz € mais significativo na analise de agrotdéxicos quando estes
estdo presentes em concentracfes muito baixas ou quando a proporcdo de
componentes da matriz/analito € muito alta. De acordo com Pinho e colaboradores
(2009) os interferentes presentes em matrizes aquosas que podem influenciar na
andlise sdo: matéria organica dissolvida, acidos humicos, e sais presentes nas

amostras de agua.

Tabela 9. Avaliacdo do efeito matriz nos compostos estudados

Compostos Efeito Matriz (%)

2,4 DDD 11
2,4 DDE 17
4,4 DDD 24
4,4 DDE 21
Alacloro -5
Aldrin 4

Clorpirifos etilico 23
Clorpirifos metilico 16
Cresoxim metilico 3

DDT 42
Endosulfam beta 17
Endosulfam sulfato 32
Endosulfan alfa 23
Epoxiconazole 31
Fenarimol 19
Fenitrotiona 10
HCH alfa 35
HCH beta 33
HCH gama 16
Heptacloro 11
Malationa -26
Miclobutanil 6

Mirex 42
Oxifluorfen 20
Parationa etilica 14

Parationa metilica 18
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Pendimetalina 29
Pirimifos etilico 27
Pirimifos metilico 39
Propiconazol -9
Quintozeno 12
Trifluralina 29

Dos compostos avaliados, trés deles apresentam efeito matriz negativo. Para
a Malationa, é possivel relacionar esse fato ao pKa = 7,5 que indica maior
dissociacdo do composto na fase aquosa. J4, para o Propiconazol que apresenta
pka = 1,09 esse parametro ndo justifica efeito matriz negativo. Para o Alacloro nao

h& valores de pka na literatura para essa relacao.

4.3.4 Limite de deteccao e quantificacdo do método e do instrumento

Os valores de limite de deteccédo e quantificacdo, tanto para o instrumento
quanto para o método foram obtidos como descrito no item 3.9.4. Todos os
compostos avaliados apresentaram valores de LOQi e LOD;de 10 ugL* e 3 pgL™.

Os compostos avaliados apresentaram valores de LOQm de 0,1 pug L' e
LODm de 0,03 ug L™. Estes valores sdo considerados satisfatérios, pois os limites
de quantificacdo alcancados atingem os valores maximos permitidos (VMP) dos
compostos avaliados neste trabalho que sdo monitorados pela portaria 2914, do

Ministério da Saude e pela portaria 320 da Secretaria Estadual de Saude do RS.
4.3.5 Exatidéo (Ensaio de Recuperacao) e Precisdo (Repetitividade)

Na Tabela 10 estdo apresentados os valores das médias dos percentuais de
recuperacdo (n=7) e RSDr (repetitividade) para os agrotéxicos avaliados em agua,
nos niveis de concentracéo de 0,1, 0,25 e 0,50 pg L™, utilizando o método DLLME
otimizado. A recuperacgdo foi calculada utilizando a curva analitica preparada no
extrato da matriz, aceitando o critério de recuperacédo entre 70 e 120% e RSD <
20%, conforme a recomendacao de validagdo de métodos cromatograficos (RIBANI
et al., 2004; SANCO, 2013).
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Todos os compostos avaliados apresentaram valores de recuperagdao em trés
niveis de concentracdo entre 71 a 113%. A precisdo, para todos os analitos nos

niveis de concentracao avaliados foi satisfatoria, com valores de RSDr < 12%.

4.3.6 Precisdo intermediaria

Na Tabela 11 estdo descritos os valores de recuperacdo e a precisao
intermediaria avaliada utilizando o método DLLME otimizado, na concentracao
intermediaria de 0,25 pg L. Na avaliacédo da precisdo intermediaria os valores de
recuperagédo variaram na faixa de 71 a 110% todos os compostos. Uma boa precisao

pode ser observada, com valores de RSDpi < 15%.

Tabela 10. Percentuais de recuperacdo e RSD; para a repetitividade do método de
extracao de agrotéxicos em agua.

Nivel de Fortificacéo (ug L™)

Compostos 0,1 0,25 0,5
R (%) RSD;(%) R (%) RSD;(%) R (%) RSD; (%)
2,4 DDD 82 1 91 2 88 2
2,4 DDE 98 3 84 3 102 4
4,4 DDD 99 1 86 1 82 1
4,4 DDE 102 6 92 5 95 7
Alacloro 73 5 76 3 75 4
Aldrin 80 7 82 7 91 5
Clorpirifos etilico 88 2 80 3 76 2
Clorpirifos metilico 77 6 75 5 86 4
Cresoxim metilico 103 1 92 4 87 1
DDT 113 3 92 6 98 7
Endosulfam beta 93 3 84 4 96 4
Endosulfam sulfato 82 6 80 6 74 5
Endosulfam alfa 92 6 80 4 89 7
Epoxiconazole 79 5 71 7 77 8
Fenarimol 83 5 71 10 85 9
Fenitrotiona 93 3 83 6 77 5
HCH alfa 100 1 89 3 96 5
HCH beta 92 2 78 6 75 8
HCH gama 91 3 82 4 80 6
Heptacloro 77 5 84 13 86 11
Malationa 85 6 102 8 98 8
Miclobutanil 77 8 80 8 95 9
Mirex 82 3 75 6 78 2



Oxifluorfen 103 5
Parationa etilica 72 7
Parationa metilica 107 4
Pendimetalina 93 1
Pirimifos etilico 88 3
Pirimifos metilico 71 4
Propiconazol 80 4
Quintozeno 96 6
Trifluralina 102 7
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Os testes foram realizados em 7 replicatas (n=7), e para todos os niveis

testados, foram obtidos baixissimos valores de RSD %. A etapa de evaporacéo e

redissolucdo do extrato deve ser o ponto chave para os resultados obitidos, visto

que, essas etapas de padronizdo do extrato final, promovem o ajuste do volume

para todas as replicatas.

Tabela 11. Percentuais de RSD,; do método de extragdo de agrotoxicos em agua,

correspondente a precisao intermediéaria.

Nivel de Fortificagcao

Compostos (0,25 ug L™
R(%)  RSDy (%)
2,4 DDD 90 5
2,4 DDE 84 7
4,4 DDD 78 5
4,4 DDE 74 9
Alacloro 71 9
Aldrin 75 11
Clorpirifos etilico 71 7
Clorpirifos metilico 75 13
Cresoxim metilico 77 10
DDT 78 9
Endosulfam beta 83 8
Endosulfam sulfato 87 13
Endosulfan alfa 72 14
Epoxiconazole 74 12
Fenarimol 80 13
Fenitrotiona 110 7
HCH alfa 80 6
HCH beta 77 7
HCH gama 108 8
Heptacloro 75 15
Malationa 110 12
Miclobutanil 80 10
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Mirex 82 6
Oxifluorfen 74 9
Parationa etilica 73 9
Parationa metilica 74 7
Pendimetalina 77 5
Pirimifos etilico 78 8
Pirimifos metilico 73 10
Propiconazol 73 10
Quintozeno 72 12
Trifluralina 74 10

4.4 Aplicagdo do método otimizado

Amostras reais de agua foram utilizadas para a aplicacdo da metodologia
analitica desenvolvida. A mesma demonstrou 6timo desempenho, sendo que foram
preparados de acordo a metodologia validada conforme a Figura 19.

Todas as 5 amostras analisadas apresentaram algum residuo de agrotoxico,
sendo que, foi encontrado residuo para 3 pesticidas diferentes entre essas
amostras. Um dos residuos encontrados em todas as amostras foi o 4,4 DDE,
porem, em apenas uma delas apresentou concentracdo superior ao limite de
quantificacdo. Outro composto encontrado em todas as 5 amostras foi o alacloro,
onde em 3 dessas 5 amostras, a concentracdo encontrada foi acima do limite de
quantificacdo, sendo possivel determinar a concentragdo encontrada. O endosulfan
alfa foi determinado em uma Unica amostra, estando presente em 0,026 ug L™,
acima do limite de quantificacdo para o composto. Abaixo, segue a Tabela 12 com o

resumo dos resultados obtidos:

Tabela 12 - Resultados da analise das amostras reais de agua empregando o
método DLLME e GC-MS/MS otimizado e validado neste trabalho.

Compostos Amostral Amostra2 Amostra3 Amostra4 Amostra5 | VMP 2914
(mgLlh  (ugLh  (glh  (pglh)  (pgl?) | (ugL?)

4,4 DDE <LOQ <LOQ <LOQ 0,141 <LOQ 1
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Alacloro 0,593 0,883 <LOQ 1,137 <LOQ 20
Endosulfan alfa nd nd nd <LOQ nd 20

A Portaria 2914 estabelece VMP para o endosulfan alfa, em 20 pg L™ A
amostra que apresenta residuo desse composto esta abaixo do valor maximo. Para
o composto 4,4 DDE encontrado nas amostras, a regulamentagdo pela portaria
2914, o VMP para o composto é de 1 pg L. Todas as amostras com presenca do
composto apresentam concentracdo abaixo do limite estipulado.

No caso do alacloro, um conhecido herbicida utilizado em culturas de soja,
milho, algod&o, café e cana-de-acucar o VMP fica em 20 pg L™, e como os demais
compostos abrangidos pela portaria, também esta dentro da faixa permitida.

Na figura 20 é possivel visualizar o cromatograma do ion total para a amostra
4, onde ha presenca de 3 compostos contemplados no método desenvolvido, 4,4

DDE, alacloro e endossulfan alfa.

2.5 44 DDE

Alaclor

A

Endossulfan Alfa

oo_g_,_jLMLJUW_JW_J’L“

L 11!ltr-r‘!r1lIr-YIl]’ri‘rvrrr‘rvélv171lr.rIIrrrYI'

10.0 tR(min)

Figura 10 - Cromatograma GC-MS/MS do ion total para a amostra de agua 4,
demonstrando presenca de 3 compostos contemplados no método analitico
desenvolvido
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5 CONCLUSOES

O método de extracdo DLLME otimizado demonstrou ser simples, de facil e
rapida execugdo, com baixo custo, e apta para a preparacdo de amostras reais.
Outro ponto favoravel € a necessidade de baixos volumes de amostra, sendo
utilizado 5 mL de amostra por ensaio. Os materiais necessarios para a execucao da
extracdo sdo de facil acesso e de baixo custo. Onde foram utilizados tubos
Eppendorf para preparo da mistura de solventes, tubo coOnico de vidro para
realizacdo da extracdo e seringa de 1 mL descartavel.

O ponto critico do procedimento proposto esta focalizado na etapa de
evaporacao em fluxo lento de N,. Essa etapa deve ser realizada com cuidado, para
que nédo haja perda de analito devido a vigorosa evaporagdo, afetando as
recuperacoes e o procedimento de extracdo como um todo. A etapa de evaporacao
também pode ser uma opcdo para solventes de extracdo que ndo apresentam
satisfatorios comportamentos cromatograficos. Porem, essa etapa pode ser
demorada, aumentando o tempo total do procedimento de extracao.

O método € robusto, visto que, por mais que sejam manuseados pequenos
volumes de solvente extrator, e que por ventura ainda haja presenca da fase
aguosa, a fase sedimentada passa por evaporacdo e redissolugcdo em solvente, o
que acarreta em um comportamento cromatogréafico satisfatério, como também a
integridade do equipamento no momento da injecé@o e corrida cromatogréfica.

Fatores que influenciam a técnica DLLME como adi¢do de sais e variacao do
pH inicial da amostra ndo apresentaram resultados satisfatorios e ndo foram
validados na técnica.

A linearidade da faixa de trabalho para os compostos estudados esta entre
0,015 e 1,0 pg L™, considerando o fator de enriquecimento da técnica de 100 vezes.
Também foram obtidos coeficientes de determinacéo (r°) na faixa de 0,9900 a
0,9996, que sao adequados conforme ANVISA (2003) e INMETRO (2010).

O método apresentou limite de quantificacéo de 0,1 ug L™, o que proporciona
alcancar os limites maximos permitidos (VMPSs) pelas legislacfes vigentes, como
também determinar os residuos de pesticidas em agua com alta confiabilidade e
seguranca. Pérem, para o Aldrin hA VMP de 0,03 ug L™, e h& necessidade de

trabalhar com um maior fator de enriquecimento.
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O método também demonstrou adequados valores de recuperacdo sendo que
a faixa ficou entre 71 e 113 % para amostra de agua da torneira fortificadas. Para as
mesmas amostras, também foram obtidos excelentes valores de precisdo, quando
comparados com os valores sugeridos pela literatura (RSD % < 20), sendo
encontrados valores na faixa de 1 — 13 %. A preciséo intermediaria por sua vez, foi
realizada por diferentes analistas e extraidas em um intervalo de 7 dias,
apresentando resultados de RSD % entre 5 e 15. Os bons resultados de precisédo
alcancados demonstram que o método € robusto. Essa caracteristica é possivel
através das etapas de evaporacdo e redissolucdo da técnica desenvolvida, que
padronizam todos 0s ensaios.

Para a aplicacdo do método, foram analisadas 5 amostras reais de agua, das
quais, todas apresentaram 4,4 DDE e alacloro. Ainda, a amostra namero 4,
apresentou endossulfan alfa acima do limite de quantificacdo. Esses valores
salietam a importancia da continua busca por métodos analiticos que sejam

eficientes para a determinacao destes agrotoxicos.
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6 ENCAMINHAMENTO DOS RESIDUOS GERADOS

Os residuos gerados no desenvolvimento deste trabalho, tanto liquidos como
sélidos, foram encaminhados ao almoxarifado do Departamento de Quimica da
UFSM para posterior tratamento e descarte.

As seringas descartaveis foram colocados em sacos plasticos. Ja os residuos
liguidos foram acondicionados em frascos e separados nas seguintes classes:
halogenados, ndo halogenados, e residuos de alcool e acetona que séo utilizados
para limpeza do material de laboratério. Todos foram devidamente identificados e

encaminhados ao almoxarifado.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar outros volumes e tipos de amostras (Alimentos);

Avaliar maiores volumes de amostra (maior fator de enriquecimento);

Avaliar outras quantidades de solventes extrator e dispersor;

Avaliar o comparativo de técnicas de microextracdo visando a analise de residuos
de agrotoxicos em amostras de interesse ambiental;

- Aumentar o escopo de atuacdo do método desenvolvido (maior niamero de
compostos);

- Trabalhar com demais legislacfes vigentes (Européia; Americana; CONAMA);

- Utilizacdo de solventes menos toxicos para diminuicdo do impacto ambiental da
técnica DLLME.
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ANEXOS
ANEXO A. Nome, grupo quimico, classe, massa molecular, solubilidade, ponto fuséo, ponto ebulicdo, log Kow, presséo vapor dos agrotoxicos estudados
Massa Solubilidade
Molecular em agua Log P ou

Nome Grupo Quimico Classe (g mol™) (mgL?Y) PF(°C) PE(°C) LogKow PV (mPa) pka
2,4 DDE Organoclorado Inseticida 318 0,14 89 336 6,5 7,99 x 10™ -
2,4 DDD Organoclorado Inseticida 320 0,05 78 193 6,91 2,58 x 10™ -
4,4 DDD Organoclorado Inseticida 354,49 1 109 193 9,6 2,53 X10° -
4,4 DDE Organoclorado Inseticida 318,03 0,09 109,5 350 6,02 1,35X10° -
Alacloro Cloroacetamida Herbicida 269,7 240 41 100 3,09 2,9 -
Aldrin Ciclodienos Inseticida 364,9 0,027 104 145 6,5 3 -
Clorpirifés etilico Organofosforado  Inseticida 350,9 1,05 41,5 - 4,7 1,43 -
Clorpirifés metilico Organofosforado  Inseticida, Acaricida 322,5 2,74 46 - 4 3 -
Crisoxim metilico Estrobilurinas Fungicida 313,35 2 102 - 3,4 2,30x10° 4,2
DDT (o,p' - DDT + p,p' DDT) Organoclorado Inseticida 354,5 <10 109 187 - 0,025 -
Endossulfan alfa Organoclorado Inseticida, Acaricida 406,9 0,32 109,2 401,3 4,74 6,22 x 10° -
Endossulfan beta Organoclorado Inseticida, Acaricida 406,9 0,32 80 - 4,75 0,83 -
Endossulfan sulfato Organoclorado Inseticida 422,9 0,48 - - 3,66 - -
Epoxiconazol Organoclorado Fungicida 329,76 7,1 136,7 - 3,3 1,00 x 10 -
Fenarimol Pirimidina Fungicida 331,2 13,7 119 240 - - -
Fenitrotiona Organofosfato Inseticida 277,2 14000 1 - 3,43 0,67 -
HCH - alfa Organoclorado Inseticida 290,83 2 159 288 3,82 5,99 -
HCH - beta Organoclorado Inseticida 290,82 5 314 60 3,78 3,6 x107 -
HCH - gama (Lindano) Organofosforado  Inseticida, Acaricida 290,8 - 113 323 3,17 5,6 x 10” -
Heptacloro Organoclorado Inseticida 373,32 0,056 95 - 5,44 - -
Malationa Organofosforado  Inseticida, Acaricida 330,3 148 -20 - 2,75 3,1 7,5
Miclobutanil Triazol Funficida 288,78 132 70,9 390,8 2,89 0,198 -
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Mirex Organoclorado Inseticida 545,54 0,0001 485 - 5,28 - -
Oxifluorfem Difenil éter Herbicida 361,7 0,116 85-90 358,2 4,47 0,0267 -
Parationa Etilica Organofosforado  Inseticida, Acaricida 291,26 12,4 6,1 375 3,83 0,89 7,14
Parationa Metilica Organofosforado  Inseticida 263,2 55 35-36 154 3,83 0,2 7,15
Pendimetalina Dinitroanilina Herbicida 281,3 0,33 54-58 - 5,2 4x10° -
Pirimifds Etilico Oranofosforados  Inseticida 305,34 2,3 15-18 - 4,8 2,9x10™ 4,3
Pirimifés Metilico Organofosforados Inseticida 305,33 5 15-18 - 4,12 1x 10™ 4,3
Propiconazol Triazol Fungicida 342,2 100 -23 99,9 3,72 2.7x107 1,09
Quintozeno Clorofenil Fungicida 295,3 0,44 143 328 4,46 12,7 1,09
Trifluralina Dinitroanilina Herbicida 335,5 0,221 49 - 4,83 1,33 x 10" -
Legenda:

PF (°C). Ponto de Fusao

PE (°C). Ponto de Ebulicao )
Log P ou Log Kow. Constantes de Particdo Octanol/Agua

PV. Presséo de Vapor
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Anexo B. Férmulas estruturais dos agrotoxicos avaliados
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