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A agricultura moderna passou a utilizar diferentes técnicas e insumos a fim de
minimizar as perdas na producdo e atender a demanda crescente por alimentos,
aliando produtividade e rentabilidade. Entretanto, o uso indiscriminado desses
diferentes insumos (agrotoxicos e fertilizantes) pode acarretar diversos prejuizos
ambientais. Estudo desenvolvido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
referente ao mercado de agrotoxicos revela que no Brasil ha ritmo de expansao no
consumo, colocando o pais em alerta no que confere a potencializacdo da
contaminacdo ambiental oriunda do uso de agrotéxicos. O presente trabalho visa o
estudo de meétodo multirresiduo para determinacdo de agrotdxicos utilizando
extracdo por fase solida e quantificacdo por cromatografia em fase gasosa acoplada
a espectrometria de massas em série GC-(TQ)-MS/MS, bem como avaliar a
armazenagem dos compostos diretamente nos cartuchos de extracdo em diferentes
periodos de tempo. Para otimizacdo do procedimento de extracdo, foi utilizado
planejamento fatorial em estrela, avaliando trés tipos de sorventes, Oasis® HLB,
Strata C18 e Strata-X®, variando proporces de metanol em diclorometano , bem
como diferentes valores de pH. O procedimento de extracdo otimizado consiste em
utilizagdo de cartucho SPE com o sorvente polimérico Oasis® HLB 60 mg/3mL,
filtracdo da amostra com membrana de nylon de 0,22 um. Condicionamento do
cartucho com 3 mL de metanol, seguido de 3 mL de agua ultrapura e 3 mL de agua
ultrapura em pH (6,2). Percolacdo de 100 mL de amostra previamente acidificada
em pH 6,2. Para elui¢do foi utilizada uma mistura de MeOH:DCM 45:55 (v,v), com
duas adi¢des de 1 mL, deixando dois minutos de contato com o sorvente antes da
eluicdo. A avaliacdo das figuras de mérito para o método proposto foram
satisfatérias, apresentando curvas analiticas lineares com r® superiores a 0,99 na
faixa de 5 a 200 ug L, apresentando valores de LOD, e LOQ, de 0,03 e 0,10 pg L’
! respectivamente. Quando avaliada as recuperacées foi encontrado valores entre
70 e 120% para 39 dos 43 agrotéxicos avaliados, com valores de precisdo RSD <
20%. O efeito matriz foi avaliado, mostrando-se superior a 10% para a maioria dos
compostos. A aplicacdo do método foi realizada em 10 amostras de agudes de
diferentes municipios da regido Noroeste Colonial do Rio grande do Sul, sendo
encontrado residuo de agrotoxicos em oito delas. O método proposto mostrou ser
eficaz para a determinacdo de residuos de agrotéxicos por SPE e GC-(TQ)-MS/MS,
sendo passivel de utilizacdo em analises de rotina.

Palavras-chave: Agrotoxicos, SPE, agua, planejamento experimental, GC-MS
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Modern agriculture started using different techniques and materials in order to
minimize losses in production and meet the growing demand for food, combining
productivity and profitability. However, the indiscriminate use of these different inputs
(pesticides and fertilizers) can lead to several environmental damage. Study
conducted by the National Agency for Sanitary Vigilance regarding the pesticide
market in Brazil reveals that there pace of expansion in consumption, putting the
country on alert in conferring the enhancement of environmental contamination
arising from the use of pesticides. The present work aims to study multiresidue
method for determination of pesticides using solid phase extraction and quantification
by gas chromatography coupled to mass spectrometry in tandem GC-(TQ) -MS/MS,
as well as evaluating the storage of compounds directly extraction cartridges in
different time periods. To optimize the extraction procedure was used factorial
planning, assessing three kinds of sorbents, Oasis ® HLB, C18 Strata Strata-X ® and
varying proportions of methanol in methylene chloride as well as different pH values.
The extraction procedure is optimized for use with the sorbent cartridge SPE Oasis ©
HLB polymeric mg/3mL 60, the sample filtered with 0.22 nylon membrane
micrometers. Conditioning the cartridge with 3 mL of methanol followed by 3 mL of
ultrapure water and 3 ml of ultrapure water at pH (6.2). Percolation 100 mL sample
previously acidified to pH 6.2. For elution was used a mixture of MeOH: DCM 45:55
(v, v) with two additions of 1 mL, leaving two minutes of contact with the sorbent
before elution. The assessment of figures of merit for the proposed method were
satisfactory, with linear calibration curves with r2 greater than 0.99 in the range 5-200
mg L-1, with values of LODm LOQm and 0.03 and 0.10 mg L-1, respectively. When
evaluated recoveries found values between 70 and 120% for 39 of the 43 pesticides
evaluated with precision values RSD < 20%. The matrix effect was evaluated and
proved to be over 10% for most compounds. The application of the method was
performed on 10 samples of dams in different cities of Colonial Northwest region of
Rio Grande do Sul, found pesticide residues in eight. The method proved to be
effective for the determination of pesticide residues by SPE and GC-(TQ) -MS/MS,
being able to be used in routine analysis.

Keywords: Pesticides, SPE, water, experimental design, GC-MS/MS
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1 INTRODUCAO

A agricultura moderna passou a utilizar diferentes técnicas e insumos a
fim de minimizar as perdas na producao e atender a demanda crescente por
alimentos, o que possibilita incremento tanto na produtividade quanto em
rentabilidade. Entretanto, o uso indiscriminado desses diferentes insumos
(agrotoxicos e fertilizantes) pode acarretar diversos prejuizos ambientais
(VEIGA, 2006).

Estudo desenvolvido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) referente ao mercado de agrotoxicos revela que no Brasil ha ritmo de
expansdo no consumo de agrotoxicos no mundo. O mercado brasileiro cresceu
cerca de 176% na ultima década, valor que supera a média mundial. Este fato
€ extremamente importante, visto que estas informacfes colocam o Brasil em
alerta no que confere a potencializagcdo da contaminacao ambiental oriunda do
uso de agrotoxicos (ANVISA, 2013).

O emprego de agrotoxicos na agricultura tem seus beneficios
econdbmicos, uma vez que asseguram O controle e o combate de pragas e
doencas, protegendo a qualidade da producédo. Por outro lado, o uso
indiscriminado e sem orientacdo adequada é propulsor de inimeros problemas,
desde exposi¢cdo ocupacional, contaminacdo de alimentos, contaminacédo dos
recursos hidricos e sérios problemas a saude, como: diversos tipos de cancer,
danos ao sistema nervoso central, problemas no sistema reprodutivo e
locomotor, deficiéncia mental, entre outros (BARBOSA, 2004).

Neste cenario a necessidade do desenvolvimento de métodos analiticos
que permitam a determinacdo dos mais diferentes contaminantes €
indispensavel, sejam em monitoramentos ambientais ou a fim de garantir
informacdes a respeito da qualidade dos alimentos consumidos no pais além
dos produtos oriundos de importacdo ou destinados a exportagao.

As técnicas cromatograficas ganham destaque no cenéario das

determinacdes de contaminantes, visto que permitem a determinacéo
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simultanea de uma grande quantidade de compostos, além de permitir
diferentes sistemas de detecc¢éo, sejam eles os eletroquimicos, fluorescéncia,
espectrometria e massas, dentre outros. Esta multiplicidade no sistema de
deteccdo permite o desenvolvimento de métodos focados na determinacdo de
um ou dois componentes que necessitam individualizagdo decorrente de suas
caracteristicas ou no desenvolvimento de métodos para analise multirresiduo
(KURZ, MARTINI, 2013; WALORCZYK, 2012).

A escolha adequada da técnica de preparo de amostra € de extrema
importancia, buscando sempre maior simplicidade na execucédo, visto que
reduz o tempo de analise, além de evitar muitas etapas que favorecem a
introducdo de erros. Seja seletivo possibilitando a remocdo de interferentes,
empregue instrumentacdo de baixo custo e ainda permita a inclusdo de uma
etapa de concentragdo dos analitos a fim de melhorar a detectabilidade dos
mesmos (JARDIM, 2010). Buscando atender estas premissas temos na técnica
de Extracdo em Fase Solida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction) uma
importante ferramenta, por apresentar altas porcentagens de recuperacédo de
compostos, robustez elevada e possibilidade de etapa de concentracdo da
amostra (REZAEE et al., 2010).

O presente trabalho visa o estudo de método multirresiduo para
determinacao de agrotéxicos utilizando extracdo por fase sélida e quantificacéo
por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas em
série GC-(TQ)-MS/MS que possibilite investigar a presenca de residuos de
agrotoxicos em aguas superficiais, bem como otimizar a técnica de extracdo
em fase solida através de planejamento experimental, desta forma reduzindo o
namero de ensaios e buscando economia de solvente e minimizacdo de
residuos.

Investigar a possibilidade da utilizagdo dos cartuchos de extracdo em
fase soOlida para armazenar os compostos de interesse em determinados
periodos de tempo, através do estudo da estabilidade/decomposicdo dos

compostos avaliados monitorando a concentragdo dos mesmos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Atividades Agricolas e Agrotoxicos

2.1.1 Atividades Agricolas

Desde os primordios, na constante busca pelo alimento, o homem
sempre utilizou a natureza como fonte de subsisténcia. Os homens tragavam
constantes buscas, sendo que a sobrevivéncia advinha da coleta de raizes,
frutos, e através da caca, estas atividades ndo forneciam impacto de grande
relevancia aos recursos naturais. A partir do momento em que o homem
passou a estabelecer um local fixo para as suas atividades, e ndo mais a sair
em busca por alimentos, iniciaram-se as atividades de cultivo e pecuaria. A
partir destas modificagcbes € possibilitado o inicio do desenvolvimento de
pequenos povoados (SANTOS, 2006).

Com o desenvolvimento destes povoados tém-se 0 aumento
populacional e acompanhado a ele, a necessidade de maior quantidade de
alimento para sanar as demandas, este consumo de alimento ndo parou mais
de crescer até os dias atuais. Para atender esse consumo, o0 homem descobriu
e criou novos recursos e técnicas (SANTOS, 2006).

A relacdo homem-natureza sofreu inimeras modificacdes, em virtude do
aumento populacional, do avan¢o dos processos industriais, e de uma drastica
reducdo na populacdo que ainda vive na zona rural. Todos estes fatores
fornecem um incremento no risco ao meio ambiente, tendo em vista que para
sanar a demanda por alimento, o campo necessita incrementar sua capacidade
produtiva, fato que leva o homem a constantes buscas no desenvolvimento

tecnologico, bem como no controle de pragas invasoras (MAIER, 2007).
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2.1.2 Agrotéxicos, uma defini¢éo.

Se buscarmos a definicdo da palavra, ou termo agrotoxico, a partir da
andalise dos elementos que a constituem, partindo-se que Agro remete a ideia
de campo, terra cultivavel, e que esta atividade de cultivo tem origem antrépica,
relacionando o cultivo das plantas através das atividades humanas. Ja quando
se pensa no termo toxico, pode-se definir como aquilo que tem a capacidade
ou a propriedade de envenenar. Da fusdo destes termos € possivel chegar a
definicdo de agrotoxico como aquilo que tem a propriedade de envenenar ou
intoxicar algo (insetos, fungos, parasitas, até mesmo outras plantas invasoras)
que afete as culturas agricolas.

Desta forma podemos pensar nos agrotdxicos como produtos que sao
utilizados no controle e eliminacdo de diferentes moléstias ou invasores que
afetam os mais diferentes cultivos.

Conforme definicdo apresentada pela Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (ANVISA). Agrotoxicos sao:

Os produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
destinados ao uso nos setores de produgdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecéo de florestas
nativas, de culturas florestais e de outros ecossistemas e de ambientes
urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicdo da
flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos, bem como as substancias e produtos empregados como
desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento
(BRASIL, 1989).

Agrotéxico, segundo o Codex Alimentarius é toda e qualquer substancia
utilizada com o propésito de prevenir, destruir, atrair, repelir ou controlar
qualquer peste, incluindo espécies indesejaveis de plantas, insetos ou animais,

durante as etapas de producdo, armazenamento, transporte, distribuicdo, e
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processamento do alimento ou ragcdo animal (ou que seja fornecido aos
animais para controle de ectoparasitas). O termo inclui substancias utilizadas
como reguladoras do crescimento das plantas, desfolhantes, dessecantes, ou
inibidores de brotos, e tanto substancias aplicadas antes como apés a colheita,
para proteger a mesma da deterioracdo durante o armazenamento e transporte
(FAO, 2005).

2.1.3 Classificacdo e Caracteristicas Fisico-Quimicas dos Agrotoxicos

Os agrotéxicos podem ser classificados de forma geral quanto ao seu
emprego, se utilizados no combate a insetos (inseticidas), a bactérias
(bactericidas), a fungos (fungicidas), dentre outros. Ou ainda quanto a classe
quimica, organoclorados, organofosforados, carbamatos, triazinas, piretroides,
dentre outros. Dados revelam que atualmente sdo comercializados em torno de
860 compostos que sao utilizados como agrotoxicos divididos em mais de 100
classes quimicas (BAIRD & CANN, 2011; BCPC, 2013).

O conhecimento das propriedades fisico-quimicas, bem como a
estrutura e massa molecular sdo fundamentais para realizar um estudo sobre a
dindmica dos agrotoxicos no ambiente, uma vez que estas propriedades séo
governantes na adsorgcdo pelos constituintes do solo ou degradagéo por
microrganismos, bem como a volatilizacdo ou mobilidade (lixiviagdo)
(SANCHES et al., 2003; SPADOTTO et al., 2010).

Dentre as propriedades fisico-quimicas podemos citar: A solubilidade em
agua, indicando a tendéncia do agrotoxico em ser carreado junto com as aguas
de escoamento superficiais atingindo os mais diversos compartimentos
aguaticos. O coeficiente de adsor¢cao normalizado pelo carbono organico (Koc),
gue mede a tendéncia que um composto quimico tem de sofrer particdo entre a
fase solida e a solugdo do solo no sistema solo-agua. A constante de
dissociacdo &cida do composto (pKa), revela informacgdes a respeito da forma
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pela qual o mesmo se encontra através da relacdo com o pH do meio,
possibilitando identificar se presente na forma ionizada ou molecular
(BARCELO & HENNION, 2003; CALDAS et al., 2001).

A Pressao de vapor (PV) e constante de Henry (KH) reportam a
tendéncia do agrotéxico a volatilizar ou permanecer na fase aquosa, estando
intimamente ligada a temperatura ambiente. O coeficiente de particdo octanol-
agua (Kow), também representado como Log Kow ou Log P, representa o grau
de hidrofobicidade de uma substancia. O tempo de meia vida (ty2) de um
composto fornece informacdes sobre a possibilidade de persisténcia do mesmo
nos diferentes compartimentos, seja no solo ou na agua (BARCELO &
HENNION, 2003; CALDAS et al., 2001).

Tabela 1 — Classificacdo dos Agrotoxicos quanto a categorias e toxicidade

Cat(le\lguorrizrgadgMS Categgg\a . Descrigdo OMS (nE)gO li_g5 91)
la Extremamente Perigoso <5
Ib I Altamente Perigoso 5-50
I Il Moderadamente Perigoso 5-500
[l 1] Ligeiramente Perigoso 500-5000
11l v - > 5000

*A EPA norte-americana néo faz distingdo entre as classes la e Ib da OMS , mas usa apenas a categoria |. A EPA também

define uma quarta categoria, 1V, para substancias com valores de DLs, maiores que 5000 mg/kg.

+ Os valores de DLsg estabelecidos sdo para formas soélidas e sdo baseados em experimentos com ratos; as
faixas de DLsg sd0 mais altas por um fator de 2. As faixas de dose letal para liquidos séo mais elevadas por um

fator de 4 vezes do que suas respectivas faixas deDLso.
Fonte: Adaptado de BAIRD, 2010
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2.2 Formas de contaminagdo ambiental por agrotoxico S

A utilizacdo de produtos quimicos no controle de pragas, ja consta de
longa data, inicialmente era utilizado apenas um pequeno numero de
compostos inorganicos, envolvendo principalmente os elementos cobre e
arsénio (VEIGA, 2006).

O mercado brasileiro cresceu aproximadamente 176% na ultima década,
no que confere o consumo de agrotdxicos, segundo o estudo realizado pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), cerca de quatro vezes mais
do que a média mundial, fato que pode potencializar a contaminacdo dos
recursos naturais, podendo causar inUmeros problemas ao homem e ao meio
ambiente (GAMA et al., 2013).

Estudos demonstram que cerca de 20% da quantidade de agrotoxicos
utilizados em plantas para o controle de pragas podem alcancar as aguas
superficiais exceto a parcela de agrotdxicos que evapora. Outra parcela fica
retida por processos que atuam na imobilizacdo de moléculas por cargas dos
constituintes do solo, o que diminuiu em certa extensao a transferéncia destes
contaminantes, entretanto estudos também demonstram que mesmo em solos
argilosos com maior capacidade de adsorcao, verifica-se que a transferéncia
de agrotoxicos pode ocorrer atraves da erosdao (SPONGBERG & MARTIN,
1997; KASTENHOLZ et al., 2001).

O elevado uso de agrotéxicos, bem como a vasta gama de produtos com
composicdes bastante variadas, aliadas a alta taxa de erosédo do solo, tornam
constante a transferéncia de moléculas de agrotoxicos entre 0s ecossistemas
terrestres, aéreos e aquaticos (BORTOLUZZI, 2004; LINS et al., 2001).
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2.2.1 Processos de Transporte de Agrotoxicos no Ambiente.

Os agrotéxicos sdo sintetizados visando afetar determinadas reacdes
bioguimicas de insetos, microrganismos, animais e plantas, sendo importante
ressaltar que determinados processos bioquimicos sdo comuns a todos os
seres Vivos, podendo afetar ndo s6 o organismo alvo, como também o0s outros
seres do ambiente, lembrando que ocorre interagbes reciprocas de
dependéncia ou cooperacgéo, cabendo assim a possibilidade de causar efeitos
em todo ecossistema (SPADOTTO et al., 2004).

Uma vez feita a aplicacdo de um determinado agrotéxico, varios
processos fisicos, quimicos, fisico-quimicos e biolégicos acompanham a
mesma, e acabam por determinar o seu comportamento. A forma como os
diferentes tipos de compostos se apresentardo no ambiente, € dependente de
diferentes processos, denominados: retencdo (sorcao), transformacéao (fotolise,
hidrélise, oxidacdo-reducdo e degradagcdo biolégica), transporte (deriva,
volatilizacéo, lixiviagdo, carreamento superficial), sendo também possivel a
inter-relacdo entre estes processos (SPADOTO et al. 2010), a Figura 1
demonstra como os agrotoxicos podem se dispersar no ambiente causando

contaminacao em diferentes pontos.
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Figura 1 — Formas de contaminacéao e disperséo dos agrotéxicos. Fonte: VEIGA, 2006.

O compartimento ambiental no qual o agrotdxico se encontra é de
grande importancia para avaliar a possivel degradacao ou transporte que ele
sofrera, alguns deles sofrem processo de mineralizacdo no solo e dissipam-se
rapida e completamente em H,O, CO, e NH3z sendo responsavel por este
processo, a hidrolise, fotélise, o metabolismo e o catabolismo microbiol6gico,
podendo também ocorrer a presenca de moléculas moderadamente
persistentes, ou altamente persistentes, sendo possivel sua permanéncia no
solo por um periodo relativamente longo, ressaltando também que muitos
produtos de degradacdo ou metabdlitos podem ter importancia ambiental por
apresentarem toxicidade ou ecotoxicidade igual ou superior ao seu material de
partida (SPADOTTO et al., 2010).

A presenca ou ndo de ventos, tem uma relacédo bastante interessante na
dispersdo dos compostos nos ecossistemas, na presencga de ventos a deriva
pode espalhar o produto. No entanto com a auséncia, as finas gotas formadas
na aplicacdo podem ficar suspensas no ar, por estabilidade atmosférica,

dissipando-se até varios quildmetros, sendo na maioria das vezes removido da
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atmosfera através das precipitacdes. O transporte de agrotdxicos através da
atmosfera pode ocorrer por volatilizagdo direta, covaporizagdo com a agua e
associacao ao material particulado carregado pelo vento (LAABS et al. 2002).

A solubilidade em agua também € um fator importante no processo de
volatilizacdo, quanto mais soluvel (polar) menos volatil o composto se tornara,
ja para agrotoxicos mais apolares, sua menor volatilidade sera possivel
somente se o0 solo apresentar elevados indices de matéria organica
(SPADOTTO et al., 2010).

O transporte e o destino dos agrotoxicos em suspensdo na atmosfera
dependem muito da sua distribuicdo, se na fase gasosa, aquosa, ou soélida
(material particulado), a taxa de remocao destes é dependente da reatividade
quimica e fotoquimica, bem como os processos de deposicédo seca (SCHEYER
et al., 2007; DOBSON et al., 2006).

Para agrotoxicos ndo ionizaveis, o fendbmeno de sor¢cdo é regulado
basicamente pela composicdo da matéria organica presente no solo, ja para
compostos ibnicos ou ionizaveis, o pH do solo passa a ter importancia
primordial nesses processos, visto que a extensdo da sorcdo pode diferir
significativamente entre as formas neutra e i0nicas de tais compostos. De
forma muito geral e abrangente os solos apresentam predominancia de cargas
negativas, e disso resulta que compostos catidnicos podem ser fortemente
ligados ao solo, e ao contrario, os de carater anibnicos tendem a sofrer
lixiviagdo (SPADOTTO et al., 2010).

A agua que escorre sobre a superficie do solo, consegue carrear uma
quantidade de material dissolvido ou em suspenséao, este tipo de fenbmeno é
conhecido como carreamento superficial. Geralmente o destino final do
carreamento superficial € um ponto de captagcdo de &gua, como um
reservatorio, lago, acude ou curso d’agua (SPADOTTO, 2010).

A lixiviagdo dos agrotoxicos atraves do solo tende a resultar em
contaminacdo das aguas subterraneas e, neste caso, as substancias quimicas
sdo principalmente levadas em solucdo juntamente com a agua que alimenta

os aquiferos. O carreamento superficial favorece a contaminacéo das aguas de
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superficie pelo agrotéxico adsorvido as particulas do solo erodido ou na agua
escoada. A permanéncia dos agrotoxicos no solo agricola é inversamente
dependente da taxa de ocorréncia dos processos de transporte e degradacéo
(SPADOTTO, 2010).

Os planos de gestdo ambiental visando o controle de compostos nocivos
no meio ambiente perpassam pela compreensdo de como ocorrem 0S
processos de transporte dos mais diversos compostos nos diferentes sistemas,
tendo em vista a variedade de agrotoxicos usados, compreendendo multiplas
classes quimicas, bem como possibilidades diversas de interacdo com o

ambiente.

2.2.2 Fiscalizac&o e Controle de Residuos e Contaminantes no Brasil

O controle dos diferentes residuos, bem como a normatizacdo para o
uso e os limites maximos da presenca de residuos e contaminantes em
produtos de origem animal e vegetal no Brasil é regulamentado pelo Ministério
da Saude (MS), sendo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) o
orgao que coordena as acdes na area de toxicologia, visando regulamentar,
controlar e também fiscalizar os produtos e servicos que possam envolver
algum tipo de risco a saude. Sejam agrotOxicos ou quaisquer outros produtos
que possam trazer algum risco/maleficio ao bem estar e a saude publica
(MAPA, 2013).

O monitoramento da presenca de residuos de agrotoxicos,
medicamentos veterinarios e contaminantes ambientais em produtos de origem
animal e vegetal € coordenado pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), através do Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes (PNCRC). O Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes € um programa federal de inspecéao e fiscalizagdo de alimentos,

baseado em andlise de risco, que visa verificar a presenca de residuos de
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substancias quimicas potencialmente nocivas a saude do consumidor (MAPA,
2013).

O PNCRC/Vegetal tem como funcao inspecionar e fiscalizar a qualidade
dos produtos de origem vegetal produzidos em todo o territorio nacional. S&o
monitorados produtos de origem vegetal destinados ao mercado interno e a
exportacdo. Atualmente, aproximadamente 80% das andlises séo voltadas para
o mercado interno. Dentro do subprograma de monitoramento existe o0
subprograma de investigacdo, que investiga os produtos ndo conformes a partir
das informacdes obtidas pelo monitoramento dos residuos e contaminantes no
pais. O programa também fiscaliza os ingredientes ativos de uso proibido no
pais e 0s nédo registrados para determinada(s) cultura(s), além de violacdes aos

limites maximos nacionais (MAPA, 2013).

2.3 Aguas Superficiais

Segundo o Conselho Estadual do Meio Ambiente (CONSEMA), as aguas
superficiais podem ser definidas como: aquelas aguas paradas, com
movimento lento ou estagnado, correntes a superficie do solo (RIO GRANDE
DO SUL, 2006).

Sem sombra de duvidas, a iminéncia da escassez de agua, associada
ao seu uso indiscriminado, influenciam seriamente na qualidade e
comprometimento das aguas superficiais. As aguas superficiais tem utilizacéo
diversa, em diferentes atividades econdémicas, sendo destaque os que a fazem
as atividades agropecuarias.

O Brasil, um pais com uma grande dimensao territorial, € privilegiado no
que confere as reservas de agua doce, sendo detentor de aproximadamente
12% da quantidade de agua doce superficial disponivel no planeta (BRASIL,
2013a).
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Conforme definigbes do Conselho Nacional de Recursos Hidricos
(CNRH), visando estabelecer uma base organizacional que contemple as
bacias hidrograficas como unidade do gerenciamento de recursos hidricos, que
possibilite a implementacdo de uma Politica Nacional de Recursos Hidricos e
também de um Sistema Nacional de Gerenciamento de Recursos Hidricos, o
Brasil passou a ser dividido em doze regides hidrograficas (BRASIL, 2003).

Com base nas distribuicbes das regibes hidrograficas € possivel
fazer um levantamento da distribuicdo hidrica no pais, considerando as vazdes
médias anuais em m®s™, esta informacéo, coloca o pais como detentor de
aproximadamente 12% da disponibilidade mundial de recursos hidricos.
(BRASIL, 2013a). Somente a regidao hidrografica da Amazoénia possui 73,6%
dos recursos hidricos superficiais do pais, apresentando uma vazdo média de
guase trés vezes a soma das vazdes de todas as demais regides hidrograficas
brasileiras (SENRA, 2004). A Tabela 2 ilustra como esta a divisdo dos recursos

hidricos para cada Regido Hidrogréafica do pais.

Tabela 2 — Disponibilidade hidrica e vazdes médias.

Regi&io Hidrogréfica Vazdo média (m®.s™)  Disponibilidade hidrica (m°.s™)
Amazobnica 132.145 73.748
Tocantins-Araguaia 13.799 5.447
Atlantico Nordeste Ocidental 2.608 320
Parnaiba 767 379
Atlantico Nordeste Oriental 774 91
Sao Francisco 2.846 1.886
Atlantico Leste 1.484 305
Atlantico Sudeste 3.162 1.109
Atlantico Sul 4.055 647
Parana 11.414 5.792
Uruguai 4.103 565
Paraguai 2.359 782

Fonte: BRASIL, 2013a.
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No Brasil, 0 setor de irrigacdo € o que possui a maior parcela de vazao
de retirada cerca de 47% do total, para o abastecimento urbano séo reservados
26%, a industria utilizando 17%, 8% ficando com a dessedentacdo animal e
apenas 2% para o abastecimento rural (BRASIL, 2013a).

A alta produtividade agricola atual apresenta uma ligacao estreita entre o
uso de recursos naturais e a utilizacdo de agrotoxicos, sendo este ultimo um
grande responsavel pela poluicdo dos mananciais. O estado do Rio Grande do
Sul (RS) apresenta diferentes caracteristicas em suas condi¢cfes geograficas,
possibilitando diferentes sistemas de producao nas diferentes regides, podendo
destacar a producéo de gréos, o arroz inundado, a criacao intensiva de aves e
suinos e a lavoura de fumo, tendo uma contribuicdo de todos estes sistemas
para a contaminacao das aguas no sul do Brasil (RHEINHEIMER et al.,2003).

Os diferentes sistemas de producéo no estado do Rio Grande do Sul
podem ser apontados sem sombra de duvidas fomo fontes de poluicéo, devido
ao alto uso de agrotéxicos e fertilizantes a fim de manter alta produtividade,
podendo citar as regifes mais planas com a producédo de grdos de sequeiro
(Planalto) e de arroz irrigado (Metade Sul), as regides de pequenas
propriedades, destacando-se a producéo de fumo geralmente localizadas em
areas com solos marginais, declivosos e com muitos problemas de
manutencdo da capacidade produtiva. Regides com pequenas propriedades
desenvolvendo culturas anuais, fruticultura e de sistemas de criacdo de aves e
suinos em confinamento (RHEINHEIMER et al., 2003).

2.3.1 Legislacao e parametros da qualidade das aguas.

Em 1997 é implantado o sistema de Politica Nacional de Recursos
Hidricos, bem como o Sistema Nacional de Gerenciamento de Recursos
Hidricos, através da Lei Federal N° 9.433 de 8 de janeiro de 1997, tendo como

base que a agua € um bem de dominio publico, bem como recurso natural
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limitado, dotado de valor econémico, sendo que a gestdo dos recursos hidricos
deve sempre proporcionar o uso multiplo das aguas, objetivando assegurar a
necessaria disponibilidade de agua em padrdes de qualidade adequados aos
respectivos usos, visando uma utilizacdo racional e integrada dos recursos
hidricos, com vistas ao desenvolvimento sustentavel, além da prevencéo e a
defesa contra eventos hidrolégicos criticos de origem natural ou decorrentes do
uso inadequado dos recursos naturais (BRASIL, 1997).

Considerando a classificacdo das aguas doces, salobras e salinas
essencial a defesa de seus niveis de qualidade, avaliados por parametros e
indicadores especificos, de modo a assegurar seus usos preponderantes;
busca-se através da Resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) N° 20, de 18 de junho de 1986 estabelecer diretrizes para a
classificacdo e enquadramento das &guas, sendo posteriormente substituida
pela Resolugéo 357 de 17 de Marco de 2005 que dispbe sobre a classificagéo
dos corpos de agua e diretrizes ambientais para 0 seu enquadramento, bem
como estabelece as condicfes e padroes de lancamento de efluentes, e da
outras providéncias; esta Ultima sendo alterada e complementada pela
Resolugdo CONAMA N° 430 de 13 de maio de 2011. (BRASIL, 1986, 2005,
2011).

Através do conselho Estadual do Meio Ambiente do Rio Grande do Sul
(CONSEMA), é publicada a Resolucdo CONSEMA 128 de Novembro de 2006,
que dispde sobre a fixacdo de Padrdes de Emisséo de Efluentes Liquidos para
fontes de emisséo que lancem seus efluentes em aguas superficiais no Estado
do Rio Grande do Sul, esta resolu¢do acaba por ser mais restritiva para alguns
parametros ambientais do que a Resolucdo CONAMA N° 357 e N° 430,
inclusive proibindo o lancamento de um grupo de agrotoxicos persistentes no
meio ambiente (RIO GRANDE DO SUL, 2006).

O Ministério da Saude visando dispor sobre os procedimentos de
controle e de vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e seu
padrdo de potabilidade, estabelece através da Portaria MS 2.914 de 12 de
dezembro de 2011 que revoga a Portaria 518 de 25 de Marco de 2004 as
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diretrizes para que a agua possa atender aos padrées de qualidade (BRASIL,
2004, 2011).

Internacionalmente a Comunidade Europeia estabeleceu o valor maximo
permitido para qualquer agrotéxico em 0,1 pg L™, sendo que o somatdrio total
de residuos n&o pode passar de 0,5 pg L™, em &guas destinadas ao consumo
humano, através do COUNCIL DIRECTIVE (1980). Ja a Agéncia de Protegdo
Ambiental dos Estados Unidos (EPA, do inglés Environmental Protection
Agency) e a Organizacdo Mundial da Saude, estabelecem limites maximos

individuais para cada agrotoxico.

2.4 Meétodos para Determinacao de Agrotoxicos

Dentre as diferentes técnicas possiveis para determinacdo de
agrotoxicos, encontramos nas técnicas cromatograficas grande destaque, visto
que conferem alto grau de separacdo de compostos, alta sensibilidade
proporcionada por sistemas de deteccdo cada vez mais eficientes, alta
detectabilidade, reprodutibilidade, repetitividade, boa seletividade, permitindo
analises multirresiduo através de sistemas de deteccdo por espectrometria de
massas simples ou sequenciais. Estes fatores associados fazem das técnicas
cromatograficas grandes ferramentas na determinacdo de compostos tragos e
ultratracos, principalmente atendendo as exigéncias legais para os limites
maximos permitidos (LMRs) muitas vezes representando concentracdes
extremamente baixas de diferentes compostos, em aplicagbes ambientais,

alimenticias, bioquimicas, farmacéuticas dentre outras.
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2.4.1 Cromatografia Gasosa

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo, realizada
através da distribuicdo dos componentes em duas fases, que estdo em contato
intimo. Uma das fases permanece estacionaria, enquanto a outra se move
através dela. Durante a passagem da fase movel pela estacionaria os
componentes sao distribuidos pelas duas fases de tal modo que cada um deles
é seletivamente retido pela fase estacionaria, o que resulta em migracdes
diferenciais destes componentes (COLLINS et al., 2009).

HUSKOVA et al., investigaram a presenca de 25 pesticidas, por
cromatografia gasosa de alta velocidade e ionizagcdo quimica, operando no
modo de monitoramento de ion seletivo (SIM), conseguindo separactes
satisfatérias para estes compostos em 11 minutos de andlise (HUSKOVA et al.,
2009).

A investigacdo de agrotoxicos em material atmosférico particulado por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas com analisadores
tipo quadrupolo também € objeto de estudo e demonstra a presenca destes
compostos no material particulado, como relatado por COSCOLLA et al.
(COSCOLLA et al., 2011).

HILDEBRAND et. al 2007, investigaram a presenca de 30 compostos,
sendo agrotoxicos e produtos de degradacdo em &guas subterrdneas e solos
das areas agricolas da bacia do rio Ebro na Espanha por GC-MS, buscando
avaliar o impacto destes compostos nos solos agricolas e do aquifero
adjacente, utilizando mesmo método de extracdo para ambas as amostras, das
60 amostras de agua analisadas, em todas foi encontrado a presenca de
tributilfosfato e em pelo menos 40 delas foram encontrados agrotoxicos do
grupo das triazinas (HILDEBRAND, 2007).

SABIN et al. em 2009, desenvolveram um método para analise de 20
pesticidas em agua potavel por SPE e cromatografia em fase gasosa acoplada

a espectrometria de massas operando no modo de monitoramento de ion
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seletivo, visando atender os limites estabelecidos pela legislagdo para
determinacao de agrotoxicos em agua potavel (SABIN et al., 2009).

CARRO e colaboradores desenvolveram um procedimento simples para
a determinacdo de dezessete agrotoxicos e compostos relacionados em
matrizes de agua de origem ambiental (rios, mar) e de aguas residuais usando
microextracao dispersiva liquido-liquido (DLLME) acoplado a cromatografia em
fase gasosa com espectrometria de massas sequencial (GC-MS/MS) com
injecdo da amostra através de rampa de aquecimento do injetor. As melhores
condicbes para o meétodo foram encontradas através de planejamento
experimental. As amostras de agua do mar (utilizadas em aquicultura) e aguas
de rios proximos a regibes de agricultura, indicaram presenca de sete dos
compostos avaliados sendo os compostos clorpirifés etilico e carbaril os com
concentracdes mais elevadas na faixa de 400 ng L™ (CARRO et al., 2012).

BIZKARGUENAGA et al. avaliaram a presenca de 72 poluentes
ambientais incluindo PCBs, agrotoxicos e bisfenol A, atraves de
desenvolvimento de método por cromatografia em fase gasosa acoplado a
espectrometria de massas sequencial, em amostras de aguas residuérias
oriundas de estacdes de tratamento de esgoto na cidade de Zornotza Espanha
(BIZKARGUENAGA et al. , 2012).

Na Itadlia CAVALIERE e colaboradores desenvolveram um método para
determinacao de cinco carbamatos em agua por microextracdo em fase sélida
(SPME) por GC-(TQ)-MS/MS utilizando o modo de monitoramento de reacdes
multiplas, através do qual monitoram a presenca destes compostos em agua
potavel, oriunda do sistema de distribuicdo para a populacdo e também em
amostras de agua mineral que sdo envazadas para comercializacédo
(CAVALIERE et al., 2012).

WALORCZK buscou a viabilidade no desenvolvimento de um método
para determinacdo multirresiduo de pesticidas em comodities utilizando uma
gama diversificada de matrizes tais como, maca, groselha, cenoura, uva, alho
pord, ameixa, rdcula, morango e tomate por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas tipo triploquadrupolo (WALORCZYK , 2012).
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Também ha o desenvolvimento de trabalhos com colunas
microfabricadas, usando substratos como silicone, varios metais e polimeros.
Canais estreitos e relativamente profundos sdo gravados no substrato. Esses
canais possuem volume morto baixo, de forma a reduzir o alargamento de pico,
e area superficial alta, para aumentar o volume de fase estacionaria
(LAMBERTUS, 2004).

2.4.2 Espectrometros de Massas

O acoplamento do espectrdmetro de massas a cromatografia em fase
gasosa, inicialmente encontrou maior dificuldade na reducdo da pressao na
saida da coluna para valores menores que 10° Pa na camara de ionizacao,
atualmente todos os aparelhos de GC-MS operam com colunas capilares com
um acoplamento perfeito, a cromatografia em fase gasosa adaptou-se muito
facilmente aos espectrdmetros de massas, visto que as moléculas ja estdo em

fase gasosa e a fase movel também é um gas (HARRIS, 2001).

2.4.2.1 Analisadores Tipo Quadrupolo na determinacdo de agrotoxicos

O quadrupolo é constituido de 4 hastes que atuam como eletrodos, na
gual as barras opostas sdo conectadas eletricamente, sendo um par ligado ao
lado positivo de uma fonte variavel de corrente direta e outro par ligado ao
terminal negativo. Além disso, potenciais de corrente alternada de radio
frequéncia variavel, que estdo 180° fora de fase, sdo aplicados a cada par de
barras. Para obter um espectro de massas com este dispositivo, 0s ions séo
acelerados para o espago entre as barras por uma diferenca de potencial de

cerca de 10 V. Enquanto isso, as voltagens de corrente alternada e continua
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nas barras aumentam simultaneamente, mantendo sua razdo constante. Em
um dado momento todos o0s ions, exceto aqueles que possuem um valor
determinado de m/z, atingem as barras e sdo convertidos em moléculas
neutras (CHIARADIA, 2008, SKOOG, 2009).

2.4.2.2 Analisadores de massas sequenciais tipo triploquadrupolo e técnicas

de varredura para obtencéo de espectros de massas

Analisadores de massas quando acoplados sequencialmente podem
oferecer uma vantagem extraordinaria, elevando a sensibilidade,
detectabilidade e seletividade dos diferentes métodos analiticos, principalmente
em funcdo do tipo de técnica de varredura que pode ser empregada. Existem
diferentes tipos de acoplamentos, sera abordado o tipo triplo quadrupolo (TQ).

Este instrumento é constituido por trés quadrupolos em série, sendo que
o segundo quadrupolo nao é utilizado para separar ions da mesma razdo m/z,
mas sim como cela de colisdo, na qual ocorre a fragmentacdo dos ions
selecionados no primeiro quadrupolo, geralmente por dissociacao induzida por
colisdo (DIC), com um gas inerte, também é empregado como direcionador dos
ions produzidos ao terceiro quadrupolo. Na DIC, o ion precursor proveniente do
primeiro quadrupolo é acelerado por um potencial elétrico para uma regido de
alto vacuo no interior do segundo quadrupolo, onde sofre repetidas colisdes
com um gas inerte de elevada energia (Ar, He ou N3), 0 que leva a um aumento
da energia potencial deste ion até ocasionar sua fragmentacéo, conduzindo a
formacao dos ions produtos (CHIARADIA et al. 2008).

Além de tipos diferentes de fragmentac¢des provocadas por diferenca na
energia aplicada, pode servir para melhorar a detectabilidade do método
quando usada para gerar um jon caracteristico de uma molécula e assim

realizar sua deteccdo a partir deste ion fragmento quando a molécula do analito
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de interesse se encontra em presenca de outras moléculas de mesma massa
molar nominal (CHIARADIA et al., 2008).

Os analisadores de massas tipo triplo quadrupolo podem operar de
diferentes formas ou modo de aquisi¢cdo para os espectros de massas. Existem
diferentes possibilidades na operacdo destes instrumentos, dentre os mais
utilizados estdo o modo full scan, varredura de ions produzidos, monitoramento
de ion seletivo e monitoramento de reacdes multiplas.

No modo full scan, o instrumento é operado de modo a fornecer
informagdes a respeito de um amplo espectro de massas, podendo ser
selecionado uma determinada faixa de massas (50-500m/z), o cromatograma
gerado a partir deste modo de operacdo também é conhecido como
cromatograma de ions totais (STASHENKO, MARTINEZ, 2010).

O modo de varredura de ions produzidos (também conhecido do inglés
Product lon Scan) é utilizado para informacdo do espectro de massas
produzindo a partir de um ion precursor, neste caso no primeiro estagio (Q1) o
ion de interesse é isolado, em seguida é fragmentado na cela de coliséo e no
segundo estagio é feito a varredura dos ions produzidos a partir da
fragmentacao do ion de interesse (CHIARADIA et al., 2008).

Quando o analisador de massas esta operando no modo monitoramento
de ion selecionado (SIM do inglés, Selected lon Monitored), € possivel a
escolha de um ou mais ions, para monitoramento, neste caso apenas o Q1
estéa filtrando os ions, os outros quadrupolos apenas conduzem a passagem
dos mesmos até o detector, este modo de operagdo traz a vantagem da
reducado do ruido do instrumento, uma vez que uma quantidade grande de ions
sao descartados no Q1, esta ferramenta proporciona melhor detectabilidade a
técnica analitica (GROSS, 2004).

J4 o modo de monitoramento de reag6es mdltiplas (MRM do inglés,
Multiple Reaction Monitoring), € monitorada a fragmentacdo de um ou dois ions
precursores, que sdo selecionados no Q1 e encaminhados até a célula de
colisdo o0 Q2, no qual por acdo de um gas com alta energia (Que pode ser
estipulada pelo operador) o ion sofre nova fragmentacdo, sendo que os ions
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produtos desejados séo selecionados no Q3 e encaminhados até o sistema de
deteccdo, normalmente uma célula multiplicadora de elétrons. O modo MRM so6
€ possivel para aqueles instrumentos nos quais haja analisadores de massas
sequenciais, podendo ser um triplo quadrupolo, um quadrupolo ion trap ou
outros (STASHENKO, MARTINEZ, 2010).

O modo MRM possibilita um incremento significativo na detectabilidade
do método, uma vez que ele monitora somente a transicdo especifica entre o
ion pai e os ions produtos, o que reduz e muito o ruido instrumental, fato que

fornece um incremento na detectabilidade e seletividade dos analitos.

2.4.3 Preparo de Amostra

Técnicas de preparo de amostra ocupam importante posicdo no
desenvolvimento de métodos analiticos, principalmente quando se visa
determinacdes em matrizes complexas e com limites de detec¢cdo bastante
reduzidos. Os limites estabelecidos pelos 6rgdos competentes sao pequenos, e
cada vez abrangendo maior gama de compostos, definido muitas vezes pela
exigéncia do publico consumidor por produtos mais saudaveis, questbes
ambientais ou toxicologicas (RIDGWAY et al., 2007) .

As caracteristicas fisico-quimicas das substancias fornecem importantes
informacdes a seu respeito. Este fator vem ao encontro no desenvolvimento de
métodos para analises multirresiduos. Uma avaliacdo criteriosa destas
propriedades possibilita o desenvolvimento de estratégias para uma multi-
determinacdo eficiente. O desenvolvimento de métodos com alta sensibilidade e
seletividade, baixo consumo de solventes e com alta precisdo e exatiddo, séo
indissociaveis de técnicas eficientes no preparo de amostras, principalmente pela
obtencédo do clean-up da mesma e dos altos fatores de pré-concentracdo obtidos
(PRESTES, et al., 2007).
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Estdo disponiveis diferentes técnicas de preparo de amostra visando a
determinacao de tracos organicos, sendo a escolha por uma, ou duas técnicas que
sejam complementares, dependentes do tipo de matriz, analito e niveis de
concentracao que se deseja atingir.

De forma geral as técnicas de extracao e separacao, para analitos, baseiam-
se em suas propriedades quimicas e fisicas. Possibilitando que os mesmos, sejam
apresentados na forma de solucdo ou adsorvidos, estejam eles presentes em
amostras liquidas ou sélidas (RIDGWAY et al., 2007).

Quando se trabalha com amostras sélidas, normalmente é necessario um
pré- tratamento da amostra para extracdo como: secagem prévia, moagem e talvez
uniformizacéo de particulas. Técnicas como soxhlet, PLE, SHWE, SFE, MAE, USE,
conseguem ser exaustivas, mas ndo seletivas, normalmente exigindo posterior
clean-up da amostra, como trabalham com temperaturas elevadas sédo aplicadas
guando se deseja determinar compostos néo labeis, consomem maior quantidade
de solvente, apenas para a SHWE nao ha um problema maior com o consumo de
solvente, pois 0 mesmo é dgua (RIDGWAY et al., 2007).

Para amostras liquidas, podem ser usadas técnicas de extracdo liquido-
liguido, que exigem grande quantidade de solvente, ndo sédo seletivas e necessitam
de posterior clean-up e pré-concentracdo quando se deseja determinar menores
concentracfes. Um modo alternativo tem sido a microextracéo liquido-liquido, que
praticamente elimina dois problemas, pois o volume de solvente é extremamente
pequeno (gota) e concentra o analito. Como exemplo de técnica mais seletiva,
temos a extragdo com membrana porosa e a microdidlise, que possibilita a
extracdo do analito por migracdo através de uma membrana porosa e conforme o
tipo de membrana, restringe-se o tipo de molécula capaz de ser extraida pra outro
solvente (RIDGWAY et al., 2007).

A extracdo em fase sélida (SPE) tem sido largamente utilizada, devido a
concentrar os analitos e ao mesmo tempo fazer um clean-up da amostra, além da
disponibilidade no mercado de diferentes sorventes, o analito pode inclusive ser
armazenado no sorvente, evitando degradacéo, e alguns sao altamente seletivos

como os imunosorventes e polimeros impressos (RIDGWAY et al., 2007).
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A SPME possibilita a amostragem e concentracdo ao mesmo tempo, mas
com volumes limitados de analito (ndo exaustiva) e necessita cuidados para
reprodutibilidade e calibracdo. A extracdo por barras sortivas, supera a limitada
capacidade de sorcdo do analito da SPME, também permite altos fatores de
concentracéo, assim como a SPME, pode ser utilizado tanto no headspace como
direto na amostra. De forma geral para determinacdo de analitos volateis pode-se
pensar em aliar algumas das técnicas de sor¢cdo no headspace da amostra, por
purga e armadilha (do inglés, Purge and Trap) ou aquecimento da amostra
(RIDGWAY et al., 2007).

O essencial entre as diversas técnicas de extracdo, clean-up e concentracéo
do analito, reside na prévia avaliacéo, levando em consideracéo suas propriedades
quimicas e fisicas, a matriz, e os limites de concentracdo que serdo atendidos pelo

método analitico.

2.4.3.1 Preparo de amostra por extracdo em fase sélida (SPE)

A extracdo em fase solida (SPE, do inglés Solid Phase Extration) é
considerada uma técnica de extracdo liquido-solido, na qual é possivel a
particdo entre uma fase soélida adsorvida em um cartucho e um solvente
organico, com finalidade de isolar e pré-concentrar compostos de interesse em
matrizes complexas (CALDAS, et al., 2011)

A possibilidade de obtencdo de extratos com diferentes analitos, advém
das interacdes fisico-quimicas que se estabelecem entre os diferentes
compostos retidos com o sorvente e posterior eluicio com um solvente
organico apropriado, salientando que pequenas quantidades de solvente séo
utilizados, na qual os volumes variam de 2,0 a 5,0 mL (RIAL-OTERO et al.,
2007).

A determinacdo de agrotoxicos € feita muitas vezes em matrizes

complexas, com grande quantidade de interferentes, sendo a eliminacéo
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dessas impurezas etapa crucial para a injecdo de amostras em sistemas
delicados como os cromatograficos. Da mesma forma a escolha do tipo de
sorvente tem grande influéncia, devendo ser feito com base nas caracteristicas
fisico-quimicas dos analitos de interesse e buscando evitar a coextracdo de
interferentes, levando em conta a natureza da matriz e as impurezas a serem
eliminadas (CALDAS et al. 2011).

Outra vantagem relevante do preparo de amostras através de SPE € a
possibilidade de extrair, pré-concentrar e estocar os analitos presentes nas
amostras direto no local de amostragem (in sito), o que confere agilidade e
praticidade, pois ha necessidade de transportar apenas os cartuchos para o

laboratorio, armazenando-os sob baixas temperaturas (QUEIROZ, 2006).

2.4.3.1.1 Etapas envolvidas na extracao por fase solida

A Figura 2 representa as etapas de extracdo por fase soélida. A primeira
etapa compreende o condicionamento do cartucho, tendo como finalidade
ativar o sorvente a ser utilizado, bem como eluir alguma impureza que possa
estar presente. O tipo de sorvente tem reflexo direto no solvente a ser utilizado
(CALDAS et al., 2011).

A percolagdo compreende a distribuicdo dos compostos presentes na
amostra e a superficie do sorvente, estabelecendo um equilibrio fisico entre os
analitos e o sorvente. Avaliar o pH da amostra é muito importante, pois a
obtencdo de uma retencdo adequada esta intimamente ligada a protonacao ou
nao dos analitos, sendo na grande maioria das vezes necessario um ajuste do
mesmo, visando potencializar a retencédo na fase estacionaria. Também pode
ser controlada a vazdo da amostra a ser percolada, através do vacuo ou
pressdo aplicadas, permitindo um tempo suficiente para que seja possivel o
estabelecimento de interacdes entre os analitos e a fase estacionaria (TRAN et
al., 2007, BORTOLUZZI et al., 2007, SHOMAR et al., 2006, VEGA et al., 2005).
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A terceira etapa, que € a de lavagem ou “clean up”, visa eliminar
compostos provenientes da matriz, que possam interferir no método analitico,
sendo possivel a utilizacdo de solventes com forca de eluicdo intermediaria,
com intuito de remover os interferentes antes que o analito seja eluido,
denominados solventes de lavagem (do inglés, wash solvent), sendo os mais
utilizados na determinacéo de residuos de agrotdxicos, agua ultrapura ou uma
mistura de metanol/agua ultrapura (SHOMAR et al., 2006; GATIDOU et al.,
2005; IBANEZ et al., 2005; D’ARCHIVIO et al., 2007).

ApoOs a etapa de limpeza do cartucho, deve ser feita a escolha do melhor
solvente ou sistema de solventes que permita a eluicdo dos analitos sem que
nenhum interferente que possa ter permanecido junto a fase estacionaria sofra
coeluicdo. Para a escolha do eluente deve-se levar em conta as caracteristicas
estruturais dos agrotoxicos, sendo a polaridade que os mesmos apresentam
fator determinante nesta escolha (FRITZ, MACKA, 2000).

Diferentes solventes, ou sistemas de solventes podem ser necessarios
em determinac¢des multirresiduo, sendo observada a possibilidade de eluicéo
de compostos de diferentes classes quimicas e por diferentes métodos de
extracdo (MARTINS, 2010; PRESTES 2011; FRIGGI, 2012; DONATO, 2012).
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Condicionamento Percolagao Lavagem Eluigao
da amostra
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Figura 2 — Etapas envolvidas no processo de extracdo por SPE. Fonte: CALDAS et al., 2011)

2.5 Planejamento Experimental

Existem varias situacdes, nas quais aparecem problemas em que
precisamos estudar varias propriedades ao mesmo tempo e estas, por sua vez,
sdo afetadas por um grande numero de fatores experimentais. Nestas
situagOes surgem questdes que envolvem a necessidade de estudar os efeitos
de diferentes fatores sobre as propriedades gerais dos sistemas, fatores que se
conhecidos, podem minimizar o trabalho realizado, bem como o custo dos
experimentos, ou até mesmo da producdo de uma industria (NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010).

As pesquisas realizadas com 0 objetivo de fornecer respostas a essas
perguntas muitas vezes tomam varios meses de trabalho de pesquisadores e
técnicos, a um custo bastante alto em termos de salarios, reagentes, analises
guimicas e testes fisicos. O emprego de conhecimentos estatisticos pode

ajudar a responder a essas perguntas de forma racional e econémica. Usando
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planejamentos experimentais baseados em principios estatisticos, o0s
pesquisadores podem extrair do sistema em estudo, 0 maximo de informacdes
Uteis, fazendo um numero minimo de experimentos (NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2010).

O planejamento experimental também denominado delineamento
experimental, representa um conjunto de ensaios estabelecidos com critérios
cientificos e estatisticos, com o objetivo de determinar a influéncia de diversas
variaveis nos resultados de um dado sistema ou processo. Este objetivo maior
pode ser dividido em outros objetivos de acordo com o propésito dos ensaios,
como: determinar quais as variaveis sao mais influentes nos resultados, atribuir
valores as variaveis influentes de modo a otimizar os resultados; buscando
minimizar a variabilidade e a influéncia de variaveis incontrolaveis (BUTTON,
2012).

Em um planejamento fatorial séo investigadas as influéncias de todas as
variaveis experimentais de interesse e os efeitos de interacdo na resposta ou
respostas. Se a combinacdo de k fatores é investigada em dois niveis, um
planejamento fatorial consistird de 2¢ experimentos (TEOFILO; FERREIRA,
2006).

Para a compreensdo dos resultados do planejamento experimental,
pode-se atribuir alguns significados a determinadas nomenclaturas, sendo
possivel denominar aquela propriedade de interesse a respeito de um sistema
de resposta. Para todas aquelas variaveis que podem influenciar na resposta
obtida, pode ser denominada de fatores, e a funcdo que descreve essa
influéncia é chamada de superficie de resposta (NETO; SCARMINIO; BRUNS,
2010).

A metodologia de superficies de resposta (RSM, do inglés Response

Surface Methodology) € uma ferramenta de otimizacdo baseada em
planejamentos fatoriais que foi introduzida por G. E. P. Box na década de 1950,
e que desde entdo tem sido usada com grande sucesso na modelagem de
diversos processos. Ela apresenta duas etapas distintas, modelagem e

deslocamento, as quais séo repetidas tantas vezes quanto necessario, com o



48

objetivo de atingir uma regido 6tima da superficie investigada. A modelagem é
normalmente feita ajustando-se modelos simples (em geral, lineares ou
quadraticos) a respostas obtidas com planejamentos fatoriais ou planejamentos
fatoriais ampliados. O deslocamento se da sempre ao longo do caminho de
méaxima inclinacdo de um determinado modelo, que é a trajetdria na qual a
resposta varia de forma mais pronunciada (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010;
TARLEY, 2009).

Para que os resultados obtidos de ensaios experimentais possam ser
analisados através de métodos estatisticos, possibilitando elaborar conclusdes
objetivas, o planejamento experimental deve ser baseado numa metodologia
também estatistica, que € a Unica forma objetiva de avaliar os erros
experimentais que afetam esses resultados (BUTTON, 2012).

Ha trés técnicas béasicas para a definicdo dos ensaios num planejamento
experimental: o uso de réplicas, aleatorizacdo (ou “randomizacao”) e de blocos.

A réplica consiste na repeticdo de um ensaio sob condigbes
preestabelecidas. Esta técnica permite obter-se uma estimativa de como o erro
experimental afeta os resultados dos ensaios e se esses resultados sé&o
estatisticamente diferentes. Ela também permite verificar qual a influéncia de
uma determinada variavel sobre o comportamento de um processo, quando a
comparacao e feita pela média das amostras (BUTTON, 2012).

A aleatorizacdo ou randomizacdo € uma técnica de planejamento
experimental puramente estatistica em que a sequéncia dos ensaios é aleatoria
e a escolha dos materiais que serdo utilizados nesses ensaios também é
aleatéria (BUTTON, 2012).

Uma das exigéncias do uso da metodologia estatistica para o
planejamento experimental e para a analise dos resultados é que as variaveis
estudadas e 0s erros experimentais observados apresentem um carater
aleatdrio, o que € conseguido pelo emprego desta técnica (BUTTON, 2012).

A técnica dos blocos permite realizar-se a experimentagdo com uma
maior precisdo, reduzindo a influéncia de variaveis incontrolaveis. Um bloco é

uma por¢ao do material experimental que tem como caracteristica o fato de ser
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mais homogéneo que o conjunto completo do material analisado. O uso de
blocos envolve comparagbes entre as condicbes de interesse na
experimentacédo dentro de cada bloco. Na anéalise com blocos, a aleatorizacéo
€ restringida a sequéncia de ensaios interna dos blocos e ndo ao conjunto total
de ensaios (BUTTON, 2012).

2.5.1 Planejamentos compostos centrais

Em muitos casos, a realizacdo de repeticdes auténticas pode ser algo
inconveniente por diversas razbes. Para contornar este infortinio e obter uma
boa estimativa dos erros, um experimento é normalmente incluido no centro do
planejamento, em que o valor médio dos niveis de todas as varidveis €&
empregado. Sdo os conhecidos experimentos no ponto central (nivel zero).
Deste modo, € possivel avaliar a significancia dos efeitos ou coeficientes, tanto
em planejamentos de triagem (completos ou fracionarios) como em
metodologias de superficie de resposta. Além desta vantagem, recomenda-se
este tipo de experimento pelas seguintes razdes: o risco de perder a relagéo
nao linear entre os intervalos € minimizado e € possivel estimar um modelo
razoavel e verificar se ha falta de ajuste (TEOFILO; FERREIRA, 2006).

O planejamento em estrela € um exemplo de planejamento composto
central para dois fatores (Figura 3). Em geral, um planejamento composto
central para k fatores, devidamente codificados como (Xy,...... X2), € formados
de trés partes: Uma parte chamada fatorial (ou cubica), contendo um total de
Niet PONtos de coordenadas xi= -1 ou x= +1, para todos os i = 1, .....k. Uma
parte axial (ou estrela), formada por ny,=2k pontos em todas as coordenadas
nulas, exceto uma, que € igual a um certo valor a (ou —a). Um total de Ncentr
ensaios realizados no ponto central, onde, é claro, x1=...x=0 (NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010).



50

+2

+14

'
[ ]
v

Figura 3 — Planejamento composto central em estrela (adaptado de NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2010)

Para realizar um planejamento composto central, precisamos definir
como sera cada uma dessas trés partes. Precisamos decidir quantos e quais
serdo 0s pontos cubicos, qual o valor de a e quantas repeticdes faremos no
ponto central. Box e Hunter (1957) propuseram o conceito de rotabilidade como
critério para escolher o valor de a. Um planejamento € chamado de rodavel se
a variancia de suas estimativas, s6 depender da distancia em relacdo ao ponto
central, isto €, se a precisdo da resposta prevista for a mesma em todos o0s
pontos situados numa dada hiper(esfera) com centro no proprio centro do
planejamento (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010)

As repeticbes no ponto central tém duas finalidades: fornecer uma
medida do erro puro e estabilizar a variancia da resposta prevista. Para
estabilizar a variancia, uma regra pratica é fazer de 3 a 5 ensaios repetidos se
a estiver proximo de VK, e somente um ou dois a mais se estiver perto de 1.
Para obter uma estimativa do erro, aumentar o numero de repeticdes (NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010).
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A Figura 4 ilustra os pontos experimentais no sistema de coordenadas

definidas pelos eixos xi.
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Figura 4 — Planejamentos compostos centrais: (a) k = 2 e 0=1,414, (b) k = 3 e a=1.682. (@)
planejamento fatorial, (®) pontos axiais e (Q ponto central (TEOFILO; FERREIRA, 2006).

Outra vantagem dos planejamentos compostos centrais reside no fato de
serem formados de trés partes distintas, podemos construi-los
sequencialmente, conforme a necessidade. Se estivermos numa regido da
superficie de resposta em que a curvatura nao seja importante, entdo nédo
precisamos de um modelo quadratico, e podemos utilizar a parte cubica do
planejamento, com o qual podemos ajustar um modelo linear e em seguida, se
for o caso, deslocar para uma regido mais interessante da superficie (NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010).

Se estivermos na davida sobre a curvatura, podemos usar 0s ensaios do
ponto central para testar sua significancia. Finalmente, se a curvatura se
relevar significativa, podemos completar o planejamento com os pontos axiais.
Estaremos na verdade, fazendo os ensaios em dois blocos, primeiro o cubico e
depois o axial (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).
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2.6 Validagédo de métodos

A validacdo determina a adequacdo de uma analise no sentido de
fornecer a informacdo desejada. Pode ser aplicada a amostras, métodos e
dados. Neste sentido existem documentos orientativos para a validagcdo, como
os desenvolvidos pelo Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e
Qualidade Industrial (INMETRO), através do DOQ-CGCRE-08 de julho de
2011. O guia da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através do
Guia para a Qualidade em Quimica Analitica de abril de 2003, bem como guias
elaborados por 6rgdos internacionais como a Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada — IUPAC, dentre outras, sdo exemplos destes documentos.

As principais caracteristicas de desempenho podem abordar:
Seletividade; Faixa de medicdo ou faixa linear; Exatiddo; Preciséo;
Recuperacdo; Limite de deteccdo; Limite de quantificacdo e Robustez
(INMETRO, 2011).

2.6.1 Efeito Matriz

Diferentes compostos quando presentes em matrizes complexas podem
apresentar diferencas na resposta do sistema de deteccdo cromatogréafica,
tanto em cromatografia liquida quanto em fase gasosa. Sendo possivel desta
forma, observar tanto incremento quanto supressdo do sinal analitico na
resposta do detector na presenca do analito no extrato da matriz, quando
comparado com 0 mesmo analito presente em solvente organico (PIZZUTTI et
al., 2007; PINHO et al., 2009; GOSETTI et al., 2010). Quando o resultado for
acima de 10% considera-se que o efeito matriz comeca a exercer influéncia
nas analises (PIZZUTTI et al., 2007; PINHO et al., 2009).
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Existem algumas formas que permitem minimizar e/ou eliminar este
efeito, buscando reduzir a quantidade de componentes da matriz que podem
co-eluir com os analitos, o auxilio de processos de preparo de amostra mais
eficientes incluindo as diferentes etapas de clean-up disponiveis atualmente,
podem ser utilizadas com o intuito de reduzir estes efeitos. No entanto, uma
ferramenta bastante Gtil que pode ser utilizada é o preparo dos padrbes para a
calibracdo do sistema desenvolvido diretamente no extrato da matriz, ou uma
matriz similar a amostra, denominado matriz de substituicdo, também

conhecido pelo termo em inglés, Matriz Matched (PICO et al., 2004).

2.6.1.1 Efeito Matriz na Cromatografia em Fase Gasosa

Outras alteracbes também podem ser observadas nos sistema de
deteccdo, oriunda do efeito de matriz no sistema cromatogréfico, sendo
possivel a ocorréncia de mascaramento do pico do analito, muitas vezes
provocado por perdas no sistema de injecdo; como matrizes complexas
apresentam componentes diversos, pode ocorrer erroneamente a identificacédo
de algum componente como se houvesse presenca do analito, sendo que na
verdade o0 mesmo nao se faz presente; interagdes no sistema de introducéo da
amostra também podem provocar incremento do sinal analitico,
proporcionando assim, uma superestimacdo do resultado, principalmente
quando impurezas volateis estdo presentes; aléem da possibilidade de ocorrer
supresséo do sinal do analito, gerando subestimacéo do resultado (PINHO et
al., 2009).

As condi¢cOes de operacdo do sistema cromatografico sdo de extrema
relevancia quando se discute influéncias/interferéncias provocadas por
matrizes complexas, um exemplo destes eventos é a possibilidade do
estabelecimento de interacdes com 0s sitios ativos presentes no insersor, no

qual pode ocorrer a retencdo de alguns compostos, reduzindo a quantidade de



analito que entra para a coluna cromatografica, o que por consequéncia reduz
o sinal analitico. Alternativas que auxiliam no controle de diferentes fatores é o
preparo das solucdes padrdes diretamente no extrato da matriz, aliado a um
bom clean-up da amostra (FRENICH et al., 2009; PINHO et al., 2009).

A investigacdo da presenca de efeito matriz é imprescindivel, pois
representa uma desvantagem em praticamente todas as técnicas
instrumentais, principalmente quando acopladas a espectrometria de massas,
visto que nestes sistemas os efeitos de interferéncia sdo mais frequentes,
sendo mais comum e ndo uma regra, a supressao de sinal na cromatografia
liguida e o incremento de sinal na cromatografia em fase gasosa quando
acoplados a sistemas de deteccdo por espectrometria de massas (GOSSETTI

et al., 2010).

3 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho consistiu no estudo de método analitico para a
determinacdo multirresiduo de agrotoxicos em aguas superficiais, atravées da
aplicacdo de planejamento experimental visando a otimizacdo das condi¢cfes
experimentais e validacdo de método empregando extracdo em fase soélida
(SPE) para agrotoxicos em aguas superficiais. A verificacdo do desempenho
do método de extracao foi realizada por GC-(TQ)-MS/MS.

Os parametros analiticos avaliados durante a validagdo foram:
seletividade, linearidade, exatidao através de ensaios de recuperacdo, precisao
(repetitividade e precisao intermediaria), limite de deteccdo e quantificacéo,
robustez e efeito matriz.

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Anéalise de Residuos de
Pesticidas (LARP) do Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM).
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3.1 Instrumentacgéo

A instrumentacéo utilizada para o desenvolvimento deste trabalho segue

descrita abaixo:

>
>
>

vV V V VY

Agitador Vortex - Biomixer Modelo QL-901 (Microtécnica, Brasil);
Balanca analitica, modelo SV-200 (AND, Jap&o);
Micropipetadores autométicos com volume variavel (Brand,
Alemanha);

Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Direct UV3® (Millipore,
Bedford, MA, EUA);

Balanca analitica de precisdo AUW-220D (Shimadzu, Japéo);
Bomba a vacuo (Tecnal, Brasil);

Sistema de manifold SPE (Varian, EUA);

pHmetro modelo pH 500 series Cole Parmer equipado com
eletrodo de vidro combinado (Vernon Hills, EUA);

Sistema GC-TQ-MS/MS: cromatografo a gas Varian 1200-MS
equipado com:

v' Amostrador automatico CP 8400 (Varian, EUA);

v' Coluna capilar VF-5-MS (5% fenil 95% metilpolisiloxano),
com 30m de comprimento x 0,25 mm de d.i; 0,25 um de
espessura de filme (Varian, EUA);

v' Cromatografo a gas CP 3800 (Varian, EUA);

v' Analisador de massas triplo quadrupolo (TQ) 1200,
operando no modo MRM (Varian, EUA);

v Injetor 1079 com Programacdo de Temperatura de
Vaporizacao - PTV,;

v' (Varian, EUA);

v' Sistema de aquisicdo de dados através do Software MS
Workstation 6.6 (Varian, EUA);
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3.2 Materiais e Reagentes Utilizados

vV V V V V V V V V

Y VYV

YV V V V VY

Gas de arraste: Hélio 99,999% de pureza (White Martins e Air
Products, Brasil);

Géas argbnio 6.0 usado como gas de colisio no GCMS/MS,
pureza 99,9992% (White Martins e Air Products, Brasil);
Diclorometano, grau HPLC (Mallinckrodt, EUA);

Acetonitrila, grau HPLC (J.T. Baker, EUA);

Metanol grau HPLC (J.T. Baker, EUA);

Acetona grau HPLC (Mallinckrodt, EUA);

Hexano grau HPLC (Mallinckrodt, EUA);

Padrdes solidos dos agrotoxicos em estudo, conforme Tabela 3.
Agua purificada em sistema Milli-Q (resistividade de 18,2 MQcm);
Acido fosférico p.a. 85% (Merck, Brasil);

Filtros de nylon de 47mm e porosidade de 0,22 pum (Vertical
Chromatography, Tailandia);

Sistema de Filtracdo para sélidos suspensos (Millipore, Bedford,
MA, EUA);

Agua destilada e 4gua deionizada;

Alcool etilico hidratado 92,8 GL;

Agua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q Direct UV3®
(resistividade de 18,2 MQ cm);

Frascos de vidro (vial), capacidade de 2 mL;

Frascos de vidro (vial), capacidade de 5 mL;

Cartuchos para SPE Strata C18 500 mg/3 mL (Phenomenex,
EUA);

Cartuchos para SPE Oasis® HLB 60 mg/3 mL (Waters, EUA);
Cartuchos para SPE Strata-X® 200 mg/3 mL (Phenomenex, EUA);
Vidraria comum de laboratorio;

Detergente neutro Extran® (Merck, Brasil)

Seringas de volume de 50, 100 e 1000 pL (Hamilton,Suica).
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3.3 Agrotoxicos selecionados para o estudo

Os agrotoxicos avaliados neste trabalho foram selecionados com base
nos principais cultivares da regido Noroeste Colonial do Estado do Rio Grande
do Sul, sendo eles o milho, o trigo e a soja, tendo como base alguns dos
agrotoxicos permitidos e ndo permitidos listados no Plano Nacional de Controle
de Residuos e Contaminantes (PNCRC-Vegetal) 2011-2012, para as referidas
culturas. Os compostos selecionados para este estudo foram adquiridos da
empresa Dr. Ehresntorfer (Ausburg, Alemanha), o padrdo deuterado foi
adquirido da empresa CND Isotopes e estao listados na Tabela 3, juntamente

com o grau de pureza, classe, grupo quimico e informacdes fisico-quimicas.



Tabela 3 — Compostos selecionados para estudo e informagdes fisico-quimicas

58

Solubilidade %9 P

Nome do Composto Pureza Grupo Classe M.M P.F P.E em 4qua ou PV Koc Ka
[CAS RN] (%) Quimico (@mol?)  (C) (€) g ﬁ_l) Log (mPa) (mgLY P
' KOW

2,4-DDD 1 ]
53-19-0] 97,5 Organoclorado I 320,0 78 193 0,05 6,91 2,58 x10
4,4-DDE
[3424-82-6] 98,5 Organoclorado P,D 318,0 6,96
[%'329_3] 99,0  Organoclorado | 35449 109 185 0,006 6,91 0025 151000 -
Alaclor 99,5 Cloroacetamida H 260,77 41 100 240 3,09 2,9 335
[15972-60-8] ' ' ' '
Aldrin
[309-00-2] 99,0 Organoclorado [ 364,91 104 145 0,027 6,5 3 17500
Atrazina L.
[1912-24-9] 98,0 Triazina H 215,68 175,8 D 35 2,7 0,039 100 1,7
Bifentrina . .
[82657-04-3] 99,0 Piretroide I, A 422,88 79,6 D 0,001 6,6 0,0178 236610
Bromofés Etilico Organofosforado
[4824-78.6] 98,0 ! 394,0 - - 0,44 6,15 - -
Bromofés Metilico Organofosforado
2104-96.3] 98,0 | 366 53 - 40 5,21 17,07 17
Clomazone -
[81777-89-1] 99,5 Isoxazolidinona H 239,7 33,9 281,7 1102 2,54 19,2 300 ND
Clorotalonil o
[1897-45-6] 99,5 Cloronitrila F 265,91 252,1 350 0,81 2,94 0,076 850 ND
Clorpirifos Etilico 97,5  Organofosforado | 350,89 415 D 1,05 4,7 1,43 8151  ND

[2921-88-2]
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Solubilidade %9 P
Nome do Composto  Pureza Grupo Classe M.M P.F P.E em Aaua ou PV Koc Ka
[CAS RN] (%) Quimico (@mol?)  (C) (€) g f_l) Log (mPa) (mgLY P
) KOW
Clorpirifés Metilico Organofosforado i
[5598-13-0] 98,0 I, A 322,53 46 360 2,74 4,0 3,0 4645
Diazinona Organofosforado
[333-41-5] 96,0 I, A 304,3 - D 60 3,69 11,97 609 2,6
Dicofol 08,8 Organoclorado A 370,49 193 3705 0,8 4,3 0,25 6064 -
[115-32-2] : ’ : ’ : ’
[%Ig]gg?l] 97,5 Organoclorado I, M 380,91 177 385 0,14 3,7 0,024 12000 ND
E’;%‘_’;Z‘_‘s'gf]a” alfa 980  Organoclorado LA 4069  109,2 4013 0,32 474  622x10° 11500
Endossulfan beta
[19670-15-6] 99,5 Organoclorado I, A 406,9 80 - 0,32 4,75 0,83 11500
Endossulfan Sulfato
[1031-07-8] 99,5 Organoclorado I 4229 - - 0,48 3,66 - 5194
Endrin
[7220-8] 99,0 Organoclorado I, Av 380,91 200 - 0,24 3,2 0,09 10000 -
Fenitrotiona
[122-14-5] 99,0 Organofosforado I 277,23 1 D 19 3,32 0,676 2000 ND
Fipronil 99,0 Fenilpirazol | 437,15 203 D 3,78 3,75 0,002 - ND
[120068-37-3] ’ ’ ’ ’ ’
HCH alfa Organoclorado
[319-84-6] 97,5 I 290,82 112,9 3234 8,52 3,5 4.4 1270 -
HCH beta Organoclorado
(319-85-7] 97,5 I, A 290,82 112,9 3234 8,52 3,5 4,4 1270 -
HCH delta 0g4 Organoclorado | 200,82 112,9 3234 8,52 35 4,4 1270 -

[319-86-8]
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Solubilidade %9 P
Nome do Composto Pureza Grupo Classe M.M P.F P.E em Aaua ou PV Koc Ka
[CAS RN] (%) Quimico (@mol?)  (C) (€) g f_l) Log (mPa) (mgLY P
] KOW
Egig_%r]na -Lindano 494 Organoclorado LA 290,82 112,9 3234 8,52 35 4.4 1270 -
Heptacloro
[76-44-8] 98,5 Organoclorado I 373,32 95 - 0,056 5,44 53 24000 -
Heptacloro Epéxido
Endo 99,0 Organoclorado P,D
[28044-83-9]
[qel’é"’_‘gf_rlc}benzeno 99,5  Organoclorado ~ F,M 284,80 226 325 0,0047 3,93 1,45 50000 -
Malationa
[121-75-5] 99,0 Organofosforado I, A 330,36 -20 D 148 2,75 3,1 1800 ND
Metalaxil I
[57837-19-1] 98,0 Fenilamida F 279,33 67,9 - 7100 1,65 0,75 - 0
Metidationa
[950-37-8] 99,0 Organofosforado I, A 302,3 39,5 - 240 2,57 0,25 400 -
Mirex
[2385-85-5] 99,0 Organoclorado I 545,54 485 - 0,085 5,28 - 5794 -
Parationa Metilica
[298-00-0] 97,0 Organofosforado I 263,21 35,5 154 55 3 0,2 240 -
Permetrina . .
[52645-53-1] 98,5 Piretroide I 391,3 34,5 200 0,2 6,1 0,007 100000 -
Pirimifos Etilico
[23505-41-1] 98,5 Organofosforado I, A 333,39 15 - 93 4,85 0,68 300 -
Pirimifos Metilico 99,0 Organofosforado I, A 305,33 21 D 11 3,9 0,002 1100 4,3

[29232-93-7]
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Solubilidade %9 P
Nome do Composto  Pureza Grupo Classe M.M P.F P.E em 4qua ou PV Koc Ka
[CAS RN] (%) Quimico (@mol?)  (C) (€) g f_l) Log (mPa) (mgLY P
] KOW
Procimidona . _—
[32809-16-8] 98,0 Dicarboximida F 284,14 1645 478 2,46 3,3 0,023 378 ND
Quintozeno . ]
[82-68-8] 96,0 Clorofenil F 295,3 143 328 0,44 4,46 12,7 4498
Tebuconazol .
[107534-96-3] 94,0 Triazol F 307,82 105 D 36 3,7 0,0013 - -
Tetraconazol ,
[112281-77-3] 98,5 Triazol F 372,15 -29,2 D 156,6 3,56 0,18 - 0,65
1etradifona 99,0  Clorodifenilsulfona A 356,06 146 - 0,078 461 320x10° 100 -
[116-29-0]
Trifenilfosfato
[115-86-6] 99,5 - 326,3 - - - - - . .
Trifloxistrobina I 3
[141517-21-7] 97,5 Estrobilurina F 408,37 72,9 - 0,61 4,5 3,40 x10 - ND
Trifluralina . .
[1582-09-8] 97,5 Dinitroanilina H 335,28 47,2 D 0,221 5,27 9,5 15800 ND

Onde: | = Inseticida; F = Fungicida; H = Herbicida; A = Acaricida; Av = Avicida, M = Metabdlito, PF = Ponto de Fusédo; PE = Ponto de Ebulicdo; M.M =
Massa molar; PV = Pressdo de Vapor; Kow = Coeficiente de particdo octanol agua; Koc = Coeficiente de adsorcdo a matéria organica do solo. Fonte:
Pesticide Manual (2000-2001); FOOTPRINT Pesticide Properties Database (2013).
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3.4 Amostra Branco

Para a validacdo do método analitico, as amostras devem ser isentas
dos agrotoxicos que serdo avaliados, tendo em vista, que isto pode interferir
nas analises, podendo causar diferentes erros na etapa de quantificacdo dos
analitos de interesse. A utilizacdo de amostras que atendem estas
caracteristicas de isencao sao denominadas amostras “branco”.

Para as amostras consideradas branco de agua superficial, foi utilizada a
agua de um acgude dentro do municipio de ljui, zona urbana, situado dentro da
Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul (UNIJUI),
protegido por mata ciliar, e sem lavouras em seu entorno.

Para a coleta das amostras utilizou-se frascos de vidro ambar de 1L de
capacidade, transportou-se sobre refrigeracdo até o laboratorio onde foram
armazenados na geladeira até a etapa de extracdo para o0 processo de
validacéo e também testes preliminares.

Foram avaliadas algumas caracteristicas fisico-quimicas da matriz
“branco”, a fim de conhecer algumas informacdes adicionais a respeito da
mesma, estas informagdes estdo descritas na Tabela 4. Os métodos utilizados
seguiram as recomendacbes do Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater (Eaton et al., 2005).

Tabela 4: Informacdes fisico-quimicas da matriz “branco”.

Parametro Unidade Resultado
Condutividade uS cm™ 71,4
Demanda Quimica de Oxigénio mg O, L™ 23,8
pH - 7,4
Solidos Totais Dissolvidos mg L* 34,5
Solidos Totais Suspensos mg L™ 1.3

Turbidez NTU 8,9
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3.5 Selec¢do do Padrao Interno e do Padréo de Substi  tuigao

A fim de avaliar o procedimento de extracdo, bem como assegurar sua
correta execucao, é possivel a utilizacdo de padrdes de controle de qualidade.
Estes compostos sdo adicionados em diferentes estagios do procedimento
analitico. No caso dos padrbes de substituicdo (PS), estes sao utilizados em
etapas anteriores a extracdo, a fim de controlar todo o procedimento, ja os
padrbes internos, sdo adicionados em estagios anteriores a injecdo, a fim de
verificar o desempenho do instrumento, ambos podendo auxiliar na
identificacdo de fontes erréneas (SANCO, 2012).

Para a avaliacao do instrumento, neste trabalho foi utilizado trifenilfosfato
e quintozeno, aceitando-se valores de 20% de variacdo na area, salientando
que 0s mesmos ndo sao utilizados para os calculos na quantificagdo dos
agrotoxicos de interesse. Apos a obtencao do extrato das amostras branco, foi
adicionado 10 pL de uma solucdo contendo quintozeno e trifenilfosfato na
concentracdo de 5 mg L™ e extrato até completar 1 mL.

Com o intuito de monitorar o procedimento de extracdo, foi utilizado a
trifluralina-d14 como padréo de substituicdo, ndo sendo a mesma utilizada para
qualquer outro calculo de correcdo. Para todas as amostras foram adicionados
antes do procedimento de extracdo 20 pL de uma solucdo deste padrédo na

concentracdo de 5 mg L™

3.6 Preparo das solucdes analiticas utilizadas

Inicialmente para o preparo das solucbes estoque, foi calculado
individualmente a massa de cada padréo, levando em consideracdo a pureza
individual e fazendo a corre¢cdo necessaria para obter uma solucdo de

1000 mg L™. Posteriormente os padrdes foram transferidos para baldes de 10
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mL e diluidos em acetonitrila grau HPLC, agitados em vortex por 1 minuto.
Tendo como base as solugdes estoque individuais de cada composto, foi
efetuado uma posterior diluicdo & concentracdo de 100 mg L™ também em
acetonitrila grau HPLC.

A partir das solucdes estoque de 100 mg L™, foi preparado uma mistura
contendo todos 0s compostos de interesse em uma concentracéo de 5 mg L™,
em baldo de 10 mL utilizando acetonitrila como solvente. Essa mistura de
compostos foi utilizada para o preparo de uma solucdo na concentracéo de 1,0
mg L™ que foi utilizada para o preparo das solucdes analiticas de trabalho nas
concentracdes de 5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 100,0; 150,0 e 200,0 pg L, as quais
foram utilizadas para avaliar a linearidade do método, os ensaios de
fortificacdo, bem como a curva analitica utilizada para -calibracdo do
instrumento e posterior quantificacdo. A solucdo de 1 mg.L™ foi preparada
diariamente sempre que executados os testes, ndo sendo reutilizada.

Todas as solugbes analiticas foram armazenadas em frascos ambar
envoltos em papel aluminio, a temperatura menor que -10 C, sendo que, antes

de sua utilizacéo foram retiradas do freezer até atingir a temperatura ambiente.

3.7 Otimizacdo do Sistema Cromatografico para Deter minacéo

Multirresiduo de Agrotoxicos em agua

As determinacdes dos agrotoxicos em estudo foram realizadas por
cromatografia em fase gasosa acoplada a Espectrometria de Massas em Série
(GC-(TQ)-MS/MS), sendo a aquisicdo dos ions obtidas através do modo de
monitoramento de reac¢des multiplas (MRM).

A cromatografia quando aliada a espectrometria de massas possibilita a
determinacdo multirresiduo de diferentes compostos, visto que apesar de
muitos analitos ndo obterem uma resolucdo satisfatéria através do sistema

cromatografico, a possibilidade de operacdo em diferentes modos de
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monitoramento dos ions formados no modo SIM e o MRM, fornece condicdes
para a separacdo dos compostos através dos espectros de massas obtidos,
fornecendo meios para a identificacdo e quantificacéo de diferentes compostos,
mesmo que nao totalmente separados na coluna cromatografica, com elevado

grau de confiabilidade.

3.7.1 Condi¢cGes cromatograficas

A escolha das condic¢fes iniciais para a programacéao do forno da coluna
baseou-se em outras ja utilizadas no Laboratorio de Analise de Residuos de
Pesticidas (LARP) da Universidade Federal de Santa Maria (MARTINS, 2010;
PEREIRA, 2012; DONATO, 2012). A programacao de temperatura utilizada
para o forno da coluna foi desenvolvida visando o maior nimero de separacéo
possivel através da técnica de cromatografia, tendo em vista a quantidade
relativamente grande de compostos e a possibilidade de coeluicdo dos
mesmos. A etapa de separacdo é extremamente importante, em virtude de
proporcionar uma melhor otimizagdo dos segmentos na espectrometria de
massas, buscando melhor sensibilidade para os analitos, pois o analisador
precisa monitorar todos os ions dentro de cada segmento por um determinado
tempo, sendo assim quanto menor a quantidade de ions dentro de cada
segmento, maior o tempo que o analisador pode ficar rastreando/registrando os
ions de interesse.

As condicoes do GC-(TQ)-MS/MS utilizadas neste estudo, estdo
descritas abaixo:

» Temperatura do injetor: 280 C;
» Volume de injecéo 2,0 pL (splitless);
» Programacéo da temperatura do forno da coluna: temperatura inicial de

80 € (1,0 min), com incremento de temperatura de 25 C min ™ até 160

€C; logo apds um incremento de 8 T min * até 269 T (9,0 min);
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> Vazdo do gas de arraste (Hélio) constante em 1,0 mL min;

Y

Tempo total de corrida: 25,57 min.

Para o espectrémetro de massas:

Temperatura de transferline: 250 C,;
Temperatura da fonte de ionizagdo: 210 C;
Modo de aquisicdo MS/MS (MRM);

Fonte de ionizacéo por impacto de elétrons (70 eV);

YV V. V V V

Gas de colisao argbnio a pressédo de 2 mTorr;

3.7.2 Otimizacdo das condicbes do espectrbmetro de massas para a

aquisicao dos espectros

A otimizacdo do sistema visando as melhores das condi¢cdes para a
obtencdo dos espectros de massas, perpassou pela injecdo de 2uL de cada
composto de interesse, na concentracdo de 1,0 mg L™* no modo full scan,
possibilitando a identificacdo do espectro de massas para a escolha dos ions a
serem utilizados, bem como o tempo de retencdo para cada analito
investigado, a fim de definir os segmentos/janelas de analise.

Para a operacdo do espectrobmetro no modo MRM, foi necessaria a
escolha dos ions produtos, a partir de ions selecionados no primeiro
quadrupolo (ions pais). A otimizacdo da energia fornecida na célula de coliséo
(Q2) influencia diretamente na intensidade e no tipo de fragmentacéo que sera
observada, neste sentido foi selecionado o ion de interesse através de
monitoramento de ion seletivo no primeiro quadrupolo (Q1) e variada diferentes
energias de colisdo no segundo quadrupolo, na faixa de 5 a 40 Volts, obtendo
0s espectros no modo full scan (50 — 500 m/z) no terceiro quadrupolo (Q3),
sendo possivel desta forma analisar a melhor energia para a fragmentacéo de
cada ion selecionado, bem como a escolha do ion de maior intensidade.
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Os resultados deste estudo foram utilizados para otimizar as transicdes
para o0 modo de reagbes multiplas (MRM) utilizadas na quantificacdo e
qualificacdo dos diferentes compostos de interesse. A transicdo de maior
intensidade foi utilizada para a quantificacdo e o segundo ion de maior

intensidade foi utilizado para a qualificagao/confirmacéo.

3.8 Otimizacéo do Sistema de Extracdo em Fase Solid a (SPE)

A extracao e pré-concentracdo de compostos em amostras de aguas por
SPE, faz uso de um dispositivo tipo manifold, que compreende uma caixa
mantida a vacuo durante a operacdo e um suporte que fornece condi¢des de
adaptar até 12 cartuchos de extragdo simultaneamente, conforme demonstrado
na Figura 5. As amostras sédo colocadas em bal6es volumétricos e transferidas
para os cartuchos de SPE através de tubulagcdes de politetrafluoretileno (PTFE)
ou tubos de vidro. A transferéncia de matéria é feita por intermédio da diferenca
de pressdo gerada através de uma bomba de vacuo. A vazao do liquido que
percola pelo cartucho € controlada através das torneiras e valvulas da bomba.

Adotou-se uma vazio na faixa de 2,0 a 4,0 mL min™.
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Figura 5 — Sistema de Extracdo em Fase Solida (SPE)

As amostras de &guas superficiais podem apresentar quantidade
significativa de soélidos em suspensdo, particulas suscetiveis de causar
entupimento e aderéncia no sistema cromatografico. Com o intuito de remover
a maior parte destes sélidos em suspensdo, as amostras de aguas foram
submetidas a filtragdo a vacuo, através de um sistema com filtro de membrana
de nylon de 0,22 um de diametro de poro, removendo desta forma grande parte
de sélidos presentes.

Para a otimizacdo do método de extracao, foi utilizado agua potavel no

volume de 100 mL contendo uma mistura de todos os analitos em estudo.

3.8.1 Escolha do tipo de sorvente utilizado

Para a escolha do melhor tipo de sorvente a ser utilizado no método de
extracdo foram avaliados trés tipos disponiveis comercialmente: Strata-X® 200
mg, Strata C18 500 mg, Oasis® HLB 60 mg. As amostras foram fortificadas na
concentracdo de 50 pg L™.
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A escolha do sorvente a ser utilizado para a extracdo dos compostos em
estudo foi realizada através de planejamento experimental tipo estrela, sendo
avaliadas as variaveis: Tipo de sorvente, mistura de solvente (mistura de
solventes — Metanol e Dicolorometano) para a eluicdo e diferentes valores de
pH. O tipo de sorvente escolhido foi aquele que apresentou a melhor
recuperacéo dos analitos.

Para o condicionamento dos cartuchos utilizou-se um volume de metanol
em funcdo da solubilidade em agua na etapa de equilibrio, e um volume de
agua ultrapura antes da percolacdo da amostra no mesmo pH a ser utilizado na
extracdo, tendo como base a escolha do solvente para ativacdo, trabalhos
anteriores desenvolvidos no LARP (DONATO, 2012; SABIN, 2007).

3.8.2 Escolha do eluente a ser utilizado

O eluente tem papel fundamental na extracdo de compostos que estéo
adsorvidos no sorvente, visto que ele deve permitir a dessor¢ao dos analitos de
forma eficiente, e que os interferentes ndo sejam mobilizados pelo mesmo,
permanecendo retidos. O mais indicado € que esta eluicdo seja realizada em
um pequeno volume, permitindo que os analitos quando presentes em
pequenas concentragdes na amostra sofram um processo de pré-concentragdo
guando necessario, podendo ser injetado no sistema cromatografico.

A investigacdo do melhor eluente foi obtido através dos ensaios de
recuperacédo para cada tipo de sorvente, avaliando diferentes proporcdes entre
um solvente com grande polaridade neste caso o metanol (MeOH) e outro
solvente com baixa polaridade, utilizado neste estudo o diclorometano (DCM),
as proporcOes utilizadas entre os solventes foram definidas através do
planejamento experimental, e a escolha do melhor sistema (mistura de
solvente) através dos melhores resultados para os ensaios de recuperagdo dos

analitos.
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3.9 Planejamento Experimental

A fim de identificar as melhores condi¢cdes para o método de extracao,
foi realizado o planejamento fatorial em estrela para cada tipo de sorvente:
Strata-X® 200 mg, Strata C18 500 mg, Oasis® HLB 60 mg, sendo que o
mesmo consistiu na variacao de dois fatores: O sistema de eluicdo, que avaliou
o intercruzamento de dois solventes com polaridades diferentes, sendo
utilizado metanol e dicolorometano, e também avaliado diferentes valores de
pH. As condicdes geradas para o planejamento experimental se deram através
de planilhas do Microsoft Office® Excel 2010, j& utilizadas pelo LARP,
construidas com base em NETO, SCARMINIO & BRUNS, 2010. A Tabela 5
representa os testes gerados a partir do planejamento experimental.

Tabela 5 — Ensaios para cada tipo de sorvente utilizado no planejamento

experimental

Ensaio % MeOH* em DCM** pH***
E 01 15 3,5
E 02 15 7,5
E 03 85 3,5
E 04 85 7,5
E 05 50 55
E 06 50 55
E 07 50 55
E 08 50 2,7
E 09 100 55
E 10 50 8,3
E 11 0 55

*MeOH = Metanol; **DCM = Diclorometano; ***pH = potencial hidrogeniénico
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Apés a realizagdo dos diferentes ensaios para cada tipo de sorvente, a
condicado otima apresentada pela superficie de resposta foi testada, a fim de
confirmar experimentalmente os resultados obtidos através do planejamento

experimental.

3.10 Validacao do Método de Extracdo em Fase Sélida  (SPE)

Uma vez conhecidas as melhores condigBes cromatograficas, o modo de
obtencdo do espectro de massas (MRM), bem como o melhor procedimento
para extracdo dos agrotoxicos, foi desenvolvida a validacdo do meétodo
analitico.

Neste trabalho, a validacdo do método analitico compreendeu a
avaliacdo das seguintes figuras de meérito: Seletividade, linearidade e curva
analitica, limites de deteccéo (LOD) e quantificacdo (LOQ), exatidao através do
ensaio de recuperacdo, precisdo (repetitividade e precisdo intermediaria),

robustez e avaliagdo do efeito matriz.

3.10.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada por intermédio da injecdo de
amostra de agua de acude (Matriz) sem a presenca dos agrotoxicos avaliados
(amostra branco) e amostras fortificadas ao nivel de 50 pg L™, com o objetivo
de verificar a possivel presenca de algum interferente no mesmo tempo de
retencdo dos analitos, que apresentasse 0s mesmos ions de quantificacéo e
confirmacéo. A seletividade do método foi assegurada pela auséncia dos ions
de quantificacdo e qualificacdo, quando comparado as injecdes dos extratos da

amostra branco, com os extratos das amostras fortificadas.
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3.10.2 Linearidade e Curva Analitica

As linearidades das curvas de calibracdo foram avaliadas a partir das
solugbes analiticas preparadas conforme descrito no item 3.6, tanto em
solvente, quanto no extrato da matriz, nas concentracbes de 5,0; 10,0; 20,0;
50,0; 100,0; 150 e 200,0 pg L™

As solugdes para obtencdo das curvas analiticas no solvente e na matriz
foram injetadas trés vezes e confeccionadas em triplicadas para o extrato da
matriz e duplicata para o solvente. A partir disso, foram calculadas as médias
das areas de cada analito, em seguida foi obtida a equacéo de regressao linear
e o coeficiente de determinacdo (r*), com o auxilio do programa Microsoft
Office® Excel 2010, a fim de obter a linearidade da curva analitica para cada

composto.

3.10.3 Limite de Deteccao (LOD) e Limite de Quantificacao (LOQ)

O limite de quantificacdo (LOQ) para cada analito foi considerado como
0 menor ponto da curva analitica, levando em consideracdo a relagdo sinal
ruido, sendo a concentragdo correspondente a um sinal que corresponda a 10
vezes o ruido instrumental definido como o limite de quantificacdo. Ja o limite
de deteccéo (LOD) a concentracdo para cada analito que corresponda a uma
relacdo sinal/ruido de 3,33 (INMETRO, 2011).

Levando em consideracdo que o método de extracdo em fase soélida
também apresenta etapa de concentracdo da amostra, os limites encontrados
referentes ao instrumento séo diferentes dos encontrados para o método. O
LOD; e LOQ; instrumentais sdo expressos em pg L sem levar em

consideracdo a pré-concentragdo do analito. Ja o limite de deteccdo e
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quantificacdo do método analitico em pg L, LOD,, e LOQy, respectivamente,
foram obtidos dividindo-se o valor do LOD; e LOQ; pelo fator de concentracao

encontrado no método de extracao desenvolvido (RIBANI, 2004).

3.10.4 Avaliagdo da Precisdo (Repetitividade e Precisdo Intermediaria)

Neste trabalho o estudo da precisdo do método analitico foi avaliado

através do desvio padréo relativo conforme descrito através da Equacéo 2.

RSD (%) = =X 100 Equag&o 2
Onde:
S = estimativa do desvio padréo absoluto;
S = {E(Xi-Xm)? / N-1}%;
Xi = valores individuais;
Xm = média das medidas em replicatas;

N = nUmero de medidas;

A precisdo em termos de repetitividade (RSDy) foi verificada através da
extracdo e determinagao das amostras fortificadas em extrato da matriz, sendo
realizadas sete extracdes em trés niveis de fortificacdo, na concentracdo de
25,0; 50,0; 100,0 pg L™ e cada um dos extratos foi injetado uma vez.

A precisdo intermediaria (RSDp) do método foi avaliada em dias
diferentes dos utilizados para a repetitividade, sendo executado o procedimento

analitico completo para sete extracées no nivel de fortificacdo de 50 pg L™,
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3.10.5 Ensaios de recuperacéo para avaliacdo da Exatidao

A avaliacdo da exatiddo do método proposto foi efetuada através dos
testes de recuperacdo, sendo a amostra branco, fortificada em trés niveis de
concentracdo, 25,0; 50,0; 100,0 ug L™ e realizadas sete réplicas de extracdo de
cada nivel, o valor para cada ensaio de recuperacéo pode ser obtido através da

Equacéo 3.

C1-C2
C3

Recuperagio (%) = ( ) x 100 Equacéo 3

Onde:

C, = Concentracao determinada na amostra fortificada;

C, = Concentracao determinada na amostra néo fortificada,
C3 = Concentracao usada para fortificacéo;

3.10.6 Robustez

Para avaliar a robustez do método, foi verificada a estabilidade dos
compostos através de ensaios de recuperacdo, quando armazenados no
cartucho de extracdo por um periodo de 1 a 3 semanas quando
acondicionados em recipientes fechados cobertos com papel aluminio e

mantidos em freezer em torno de - 6 °C.
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3.10.7 Avaliagcao do Efeito Matriz

Para avaliar o efeito matriz, foram injetadas solucdes preparadas tanto
em solvente (acetonitrila) quanto no extrato da matriz em estudo, amostra
branco (agua de acude), realizando-se a comparacdo entre as inclinacbes
(coeficiente angular) das curvas analiticas obtidas para ambos, extrato da

matriz “branco” e solvente, a Equacao 4 demonstra o calculo para o processo.

. . X1-X2
Efeito Matriz =

x 100 Equacéo 4

onde:

X1 = inclinagcdo da curva obtida pela injecdo das solucdes analiticas de cada
agrotoxico, preparadas na matriz (Agua de acude);

X, = inclinacdo da curva obtida pela injecdo das solu¢des analiticas de cada
agrotoxico, preparadas em solvente.

A verificagdo da presenca de efeito matriz ocorre quando o resultado
apresentar valores a cima de 10%, sendo possivel observar se a matriz exerce
efeito positivo (incremento de sinal) ou negativo (supressdo de sinal) sobre o
resultado da analise (GOSETTI et al., 2010; SANCO 2012).

3.10.8 Aplicacdo do Método Analitico em amostras reais

O método desenvolvido foi aplicado em 10 amostras reais, coletadas no
interior do municipio de ljui, Bozano, Coronel Barros, Ajuricaba, Nova Ramada,
Santo Augusto e Catuipe, municipios pertencentes a regido Noroeste Colonial

do Estado do Rio Grande do Sul, durante o més de junho de 2013.



A escolha destes municipios foi em funcdo de serem regibes
predominantemente agricolas, de pequenas propriedades rurais, a maioria
apresentando entre um ou dois agudes, utilizados para a criacdo de peixes a
fim de agregar renda ao grupo familiar, sendo a abertura dos acudes
praticamente dentro das lavouras nas quais ha rotatividade de algumas
culturas, bem como rotatividade de tipos de agrotoxicos aplicados, cabe
salientar que normalmente os acudes sao abertos na base das lavouras
normalmente em declive, possibilitando a captacdo de grande parte da agua
que escoa pela plantacéo.

As amostragens foram realizadas em frascos de vidro ambar,
armazenados em local protegido da luz e mantidos a temperatura de 4 — 10 °C,

e analisados dentro de um prazo de 36 a 48 horas da coleta.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Para a determinacdo dos residuos de agrotoxicos foi utilizada neste
estudo a Cromatografia em fase Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
em série, com analisador de massas tipo triplo quadrupolo. As condi¢cbes
cromatograficas iniciais utilizadas neste trabalho foram estabelecidas de acordo
com trabalhos realizados no LARP e estudos desenvolvidos por Martins (2010),
Pereira (2012) e Donato (2012), a partir destes foram feitas as modificacbes

para otimizagao do sistema.
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4.1 Condicbes Cromatograficas para o GC-(TQ)-MS/MS, utilizadas na

determinacao de agrotoxicos em aguas superficiais

As condicdes cromatograficas que foram utilizadas no desenvolvimento
deste trabalho para o sistema GC-(TQ)-MS/MS, estdo descritas no item 3.7.1.
No intuito de avaliar a presenca dos componentes em estudo na amostra a ser
utilizada como “branco”, a mesma foi preparada segundo as condi¢cdes de
analise, e injetada no sistema cromatografico, a Figura 6 demonstra o resultado
observado para: (A) cromatograma obtido para a amostra “branco” (matriz), e

em (B) cromatograma para o solvente acetonitrila.
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Figura 6 — Cromatogramas de ions totais obtidos para a amostra “branco” (extrato da matriz)

(A) e para o solvente acetonitrila (B).
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A partir destes cromatogramas € possivel perceber a auséncia na matriz
de agua de acude dos agrotéxicos investigados, indicando que a mesma pode
ser utilizada como amostra “branco” para os demais estudos a serem
desenvolvidos.

A Tabela 6 apresenta os 43 agrotoxicos avaliados por GC-(TQ)-MS/MS,
utilizando o modo de ionizacao El, e aquisicao dos espectros de massas por
MRM, com seus respectivos tempos de retencdo, segmentos de analise, ions
precursores e produtos e a energia de colisdo das transicbes monitoradas.
Para cada composto foram selecionadas duas transi¢cdes caracteristicas, a
transicdo mais intensa foi utilizada para a quantificacdo e a segunda transicao

mais intensa para a confirmacédo dos mesmos.
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Tabela 6 — Agrotoxicos determinados por GC-(TQ)-MS/MS, utilizando o modo de ionizacdo El, aquisicdo de espectro no modo
MRM com seus respectivos segmentos de analise, tempos de retencao (tr), ions precursores e produtos para a quantificacao e
confirmacao.

Pr[meira Transigéo - Quantificacéo $egunda Tran,sic;éo - Confirmacao
lon lon Energia lon lon Energia
Nome do Composto Segmento  trminy  Precursor Produto de Precursor Produto de
(m/z) (m/z) Colisédo (m/z) (m/z) Coliséo
(eV) (eV)
Trifluralina Deuterada 1 8,24 315 267 8 315 209 10
Trifluralina 1 8,33 306 264 10 306 206 15
Alfa-HCH 2 8,99 219 183 10 219 147 20
HCB 2 9,09 284 214 35 284 249 30
Atrazina 3 9,38 215 200 10 215 173 10
Beta-HCH 3 9,50 219 183 10 219 147 20
Quintozeno (PI) 3 9,59 295 237 10 295 265 10
Clomazone 3 9,60 204 107 15 204 77 30
Lindano 3 9,71 219 183 10 219 147 20
Diazinona 3 9,74 304 179 10 304 162 10
Clorotalonil 4 10,03 266 133 35 266 168 35
Delta HCH 4 10,30 219 183 10 219 147 20
Clorpirifés Metilico 4 10,89 286 208 10 286 241 25
Parationa Metilica 5 11,03 263 109 25 263 136 10
Alaclor 5 11,03 188 160 10 188 130 40
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Pr[meira Transigao - Quantificacéo $egunda Tran'sigéo - Confirmacao
lon lon Energia lon lon Energia
Nome do Composto Segmento  trminy  Precursor Produto de Precursor Produto de
(m/z) (m/z) Colisédo (m/z) (m/z) Coliséo
(eV) (eV)
Metalaxil 5 11,18 206 132 15 206 120 10
Heptacloro 5 11,28 274 239 20 274 237 20
Pirimifés Metilico 6 11,45 290 151 15 290 180 10
Fenitrotiona 6 11,57 277 260 10 277 109 25
Malationa 6 11,71 173 99 15 173 127 10
Clorpirifés Etilico 7 11,90 314 258 15 314 286 15
Simazina 7 11,91 201 138 15 201 173 15
Aldrin 7 12,10 263 193 30 263 191 30
Tetraconazol 7 12,13 336 204 20 336 156 20
Dicofol 8 12,23 139 111 10 139 75 25
Pirimifés Etilico 8 12,33 333 168 25 333 180 5
Bromofés Metilico 8 12,44 331 93 40 331 287 40
Fipronil 8 12,47 352 255 15 352 257 20
Heptacloro epdxido endo 9 13,06 272 237 18 272 141 30
Procimidona 9 13,14 283 96 10 283 67 20
Bromofos Etilico 10 13,37 358 303 10 358 285 20
Metidationa 10 13,40 145 85 10 145 58 15
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Pr[meira Transigao - Quantificacéo $egunda Tran'sigéo - Confirmacao
lon lon Energia lon lon Energia
Nome do Composto Segmento  trminy  Precursor Produto de Precursor Produto de
(m/z) (m/z) Colisédo (m/z) (m/z) Coliséo
(eV) (eV)

Alfa Endossulfan 10 13,82 241 170 15 241 172 15

4,4-D,D,E 11 14,24 246 176 25 318 246 25

DDT | 11 14,41 235 165 20 235 199 20

2,4-D,D,D 11 14,45 235 165 20 235 199 20

Dieldrin 11 14,45 277 206 15 277 241 10

Endrin 12 14,95 263 193 30 263 191 30

Beta Endossulfan 12 15,18 241 170 15 241 172 15

DDT II 12 15,21 235 165 20 235 199 20
Trifloxistrobina 13 15,74 222 162 10 222 190 5

Endossulfan Sulfato 14 16,05 272 237 15 272 235 10

Tebuconazol 14 16,38 250 125 15 250 163 10

Trifenilfosfato (PI) 14 16,46 325 169 18 325 226 18

Bifentrina 15 17,07 181 165 20 181 166 10

Tetradifona 15 17,99 229 201 15 229 199 15

Mirex 16 18,95 272 237 10 272 143 40
Permetrina 16 20,21 165 91 10 165 127 5
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A Figura 7 representa o cromatograma de ions totais para as
fortificacbes na concentracdo de 50 pg L™ preparadas no extrato da matriz
(dgua de acude) e em solvente organico (acetonitrila) para todos os compostos

avaliados neste trabalho.
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Figura 7 — Cromatogramas de ions totais obtidos por GC-(TQ)-MS/MS para a fortificagcdo no
extrato da matriz (A) e em solvente acetonitrila (B), para os agrotoxicos em estudo neste

trabalho na concentracéo de 50 ug L™.
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A Figura 8 representa o cromatograma bem como os ions de

guantificacdo e qualificacdo obtidos através do modo de aquisicdo de

monitoramento de

reacoes

multiplas (MRM) para a trifluralina (a),

hexaclorobenzeno (b) e diazinona (c), para a fortificacdo na concentracao de

50 pg L™ preparada no extrato da matriz.
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Figura 8 — Cromatogramas e suas respectivas transi¢fes obtidas no modo MRM obtido por

GC-(TQ)-MS/MS, a partir de fortificacdo no extrato da matriz na concentragdo de 50 ug Lt

para: trifluralina em (&), hexaclorobenzeno em (b) e diazinona em (c).
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4.2 Planejamento experimental para otimizacdo do mé todo de extracao
por fase solida (SPE)

As melhores condi¢cdes experimentais para a execu¢do do método de
extracdo por fase soélida foram encontradas a partir da realizacdo de
planejamento experimental, mais especificamente o planejamento fatorial 22
(planejamento em estrela).

Foi avaliado para cada tipo de sorvente: Strata-X® 200 mg, Strata C18
500 mg, Oasis® HLB 60 mg, as influéncias durante o processo de extracéo
causadas por alteracdes no pH, diferentes percentagens entre os solventes
metanol e dicolorometano, alterando assim a forca de eluicdo do solvente.

Os resultados das fortificacdes realizadas no extrato da matriz, no nivel
de concentracdo de 50 pg L™ pelo conjunto de ensaios gerados, apresentados
previamente no item 3.9 Tabela 2, estdo representados através da superficie
de resposta em relacdo ao niumero de compostos recuperados dentro da faixa
aceitavel (70-120%), diferentes valores de pH e diferentes propor¢des entre 0s
dois tipos de solventes, conforme demonstrado na Figura 9 para o sorvente
Strata C18 500 mg, Figura 10 para o sorvente Strata-X® 200 mg e Figura 11

para o sorvente Oasis® HLB 60 mg.
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Numero de Compostos

Figura 9 — Superficie de resposta gerada através do planejamento experimental em estrela,

para diferentes valores de pH e percentagens MeOH em DCM para o sorvente Strata C18.
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Figura 10 — Superficie de resposta gerada através do planejamento experimental em estrela,

para diferentes valores de pH e percentagens MeOH em DCM para o sorvente Strata-X°.
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Figura 11 — Superficie de resposta gerada através do planejamento experimental em estrela,

para diferentes valores de pH e percentagens MeOH em DCM para o sorvente Oasis® HLB.

O resultado observado para o sorvente Strata C18 evidencia um maximo
de recuperacdo em um valor de pH de 8,3 utilizando como eluente somente
diclorometano. Levando em conta que o sorvente C18 tem caracteristica
bastante apolar (Figura 12), para que ocorra uma eficiente dessor¢édo dos
compostos retidos no mesmo é justificavel a relacdo entre o incremento da
recuperacdo a medida que a forca de eluicdo do solvente aumenta. Assim
guanto mais apolar o eluente, mais eficiente serd a interagcdo entre o solvente e

0S compostos retidos, facilitando desta forma a sua remocéo do sorvente.

qu SaHa7 H3({ ’C18H37 H3C\ ?018"*37
/Si—CH3 /SI—CH3 /S|_CH3
0 OH O OH O OH

Figura 12 — Estrutura quimica do sorvente C18.
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Avaliando a superficie e a densidade de resposta para o sorvente Strata-
X®, é observado que o melhor valor de pH para a retencdo dos compostos
situa-se em torno de 2,7 e o melhor eluente para os compostos, consiste em
uma solucdo de MeOH:DCM, 65:35 (v,v). O sorvente polimérico Strata-X®
consiste em uma superficie composta por divinilbenzeno (apolar) e N-
vinilpirrolidona (polar), conforme demonstrado na Figura 13. Esta composi¢cao
facilita a extracdo de agrotoxicos de diferentes polaridades em uma Unica etapa
de extracdo. O melhor sistema de elui¢cdo, contendo alta propor¢cdo de MeOH
pode estar relacionado com as caracteristicas mais polares do sorvente Strata-
X®, sendo que um acréscimo na concentracdo de MeOH facilita a dessor¢éo
dos compostos retidos. Estes sorventes sdo recomendados para extracao de
substancias 4cidas, basicas e neutras com média a alta polaridade
(CARDOSO, 2011; BROUSMICHE et al., 2008).
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Figura 13 — Estrutura quimica do sorvente Strata-X®.

Quando observado os resultados do planejamento experimental através
da superficie de resposta na avaliagdo da recuperacdo dos compostos
utilizando o sorvente Oasis® HLB, as melhores condi¢cdes sdo: extracdo em pH
6,2 e eluicho com uma mistura de MeOH:DCM 45:55 (v,v). O sorvente
polimérico Oasis® HLB (Figura 14) também apresenta um grupo N-
vinilpirrolidona com caracteristicas polares, juntamente com o divinilbenzeno
com caracteristicas apolares, com uma ligacdo entre estes dois extremos
através de uma cadeia carb6nica um pouco mais longa do que a encontrada
para 0 sorvente polimérico Strata-X®, o que confere um pouco mais de

hidrofobicidade ao sorvente Oasis® HLB.
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O aumento da forca do solvente quando comparado a utilizada para
eluicdo dos compostos no teste com o Strata-X® pode ser atribuida &
caracteristica mais apolar do sorvente Oasis® HLB, como evidenciado pelo
incremento na concentracdo de diclorometano necessério para remoc¢ado dos

compostos adsorvidos no sorvente.

Figura 14 — Estrutura quimica do sorvente Oasis® HLB

Quando é feita uma comparacdo entre o0s resultados obtidos na
avaliacdo da extracdo dos agrotoxicos utilizando as condigbes otimizadas
obtidas atravées da superficie de resposta, € possivel observar um
comportamento bem caracteristico levando em consideracédo a polaridade de
cada sorvente, podendo ser observado uma ordem crescente de polaridade
para os sorventes: Strata C18 > Oasis® HLB > Strata-X® e uma ordem
decrescente na for¢a do solvente de eluicéo

Dentre o0s agrotoxicos avaliados ha uma grande quantidade de
compostos que ndo séo dissociados em agua. Desta forma a relacdo entre o
pH parece nado estar ligada somente entre o equilibrio ibnico dos compostos,
levando em consideracdo se a forma presente sera a dissociada ou ndo. O
efeito do pH na extracdo destes compostos pode estar relacionado as melhores
condi¢cBes para o sorvente presente em cada cartucho, bem como para aqueles
compostos que apresentam dissociacdo, também é observado que o melhor

pH para o Strata C18 foi em 8,3 mas a recuperacdo esperada neste pH,
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segundo a superficie de resposta ndo foi observada quando efetuados os
testes nas condi¢ces otimizadas, sendo sugestivo que a faixa de pH para a
extracdo de compostos no C18 seja mais restritiva em valores mais elevados
de pH, pois pode estar ocorrendo desprotonacdo dos hidrogénios do grupos
silanois 0 que pode fornecer mais interacdes aumentando a retencdo de
compostos.

As melhores condicbes apresentadas através do planejamento
experimental, foram testadas novamente para cada tipo de sorvente, sendo
possivel avaliar a recuperacdo nas condi¢cdes otimizadas. A Figura 15
apresenta a recuperacao encontrada na utilizacdo dos diferentes sorventes,
evidenciando uma melhor recuperacéo para o sorvente Oasis® HLB, sendo o

mesmo utilizado para a validagdo do método analitico.
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Figura 15 — Recuperagédo dos compostos para a melhor condicao obtida através da superficie

de resposta para cada um dos trés sorventes avaliados.

A partir dos dados apresentados, obteve-se o procedimento de extracao

otimizado para os agrotéxicos em estudo neste trabalho. A Figura 16 apresenta
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o procedimento de extragao otimizado, utilizando cartucho SPE com o sorvente
polimérico Oasis® HLB 60 mg. Para a remocédo de sélidos em suspencdo a
amostra foi previamente filtrada com membrana de nylon com 0,22 um de
diametro de poro. Visando condicionar o sorvente utilizado, foi adicionado 3 mL
de metanol, seguido de 3 mL de agua ultrapura e 3 mL de agua ultrapura com
pH (6,2). A percolacdo da amostra foi efetuada através da passagem de 100
mL da mesma, previamente acidificada em pH 6,2 com solu¢cdo aquosa de
acido fosférico 1 mol L™,

Para a dessor¢cdo dos agrotoxicos foi utilizada uma mistura de
MeOH:DCM 45:55 (v,v), com duas adi¢cées de 1 mL, deixando dois minutos o
solvente em contato com o sorvente antes da eluicdo. Apds a eluicdo foi
retirado uma aliquota de 200 uL e transferida para vials contendo inserts e
analisado por GC-(TQ)-MS/MS.



Cartucho de SPE

Oasis®HLB 60 mg/3mL

Condicionamento

3 mL Metanol — 3 mL Agua Ultrapura
3 mL Agua ultrapura pH 6,2

Percolacdo da Amostra

Ajuste de pH para 6,2
100 mL de Amostra filtrada com filtro de 0,22 um

Lavagem

3 mL de Agua ultrapura

1mL de MeOH:DCM (45:55 (v,v))
1mL de MeOH:DCM (45:55 (v,v))

Sistema GC-(TQ)-MS/MS

200 pL em vial contendo isert

Figura 16 — Esquema do Procedimento de Extracao para determinacao dos agrotoxicos.
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4.3 Validacdo do Método Empregando Extracdo em Fase  Sdlida (SPE) e
GC-(TQ)-MS/MS

Para a etapa de validacdo do método analitico utilizado neste trabalho,
utilizou-se o procedimento de extracdo descrito na Figura 20, seguido da
determinacao por GC-(TQ)-MS/MS.

4.3.1 Seletividade do método analitico

A seletividade do método foi assegurada pela auséncia de interferentes
na amostra de agua de acude, considerada “branco”. Os cromatogramas
apresentados na Figura 11 evidenciam a auséncia de residuos de agrotoxicos
acima do LOD para o método em estudo. Sendo assim esta amostra “branco”,
foi empregada na avaliacdo de todos os niveis de fortificacdo abordados neste
trabalho, possibilitando investigar a influéncia da matriz no sinal analitico para
cada componente (efeito matriz), bem como o desenvolvimento das curvas

analiticas utilizadas e os demais testes efetuados.

4.3.2 Curva analitica e linearidade

A Tabela 7 apresenta as equacdes obtidas para as curvas analiticas,
bem como o coeficiente de determinacdo (r°) para todos os agrotéxicos em
estudo. Para a confecgdo das curvas analiticas foi utilizada a média das areas
das triplicatas de cada nivel de concentragdo que compdem a curva,

preparadas no extrato da matriz.
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Tabela 7 — Resultados obtidos para as curvas analiticas dos agrotéxicos

preparadas no extrato da matriz, empregando SPE e CG-(TQ)-MS/MS

Nome do Composto

Equacéao da reta

r2

2,4-DDD
4,4-DDE

Alaclor

Aldrin

Alfa Endossulfan
Alfa HCH
Atrazina

Beta Endossulfan
Beta HCH
Bifentrina
Bromofos Etilico
Bromofos Metilico
Clomazone
Clorotalonil
Clorpirifés Etilico
Clorpirifés Metilico
DDT |

DDT Il

Delta HCH
Diazinona

Dicofol

Dieldrin
Endossulfan Sulfato
Endrin
Fenitrotiona
Fipronil

Heptacloro

y =6532,4x + 15605

y = 156834x + 119528

y = 34741x + 63570
y = 30631x - 10285
y = 8545,4x + 6244,9
y = 27208x - 15921
y =12022x - 23273
y = 8388,9x + 17284
y =56270x + 15215

y =521400x + 841612

y = 45276x + 7114,7
y =6203,7x - 16343
y = 44771x - 346287
y = 66603x - 30084
y =42278x - 67314
y = 27094x + 37902
y =6528,4x +16314
y = 61162x + 79833
y =20017x + 33764
y = 32127x — 22557

y = 116787x + 168882

y = 8534x + 9900,4
y = 38654x + 18588
y = 7811,5x + 5566
y = 14157x — 50376
y =2269x + 675,12
y = 28866x — 21109

0,9988
0,9991
0,9990
0,9992
0,9998
0,9993
0,9990
0,9995
0,9991
0,9995
0,9988
0,9992
0,9967
0,9996
0,9990
0,9996
0,9988
0,9996
0,9995
0,9996
0,9977
0,9998
0,9990
0,9996
0,9992
0,9999
0,9991
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Nome do Composto

Equacéo da reta

Heptacloro Epéxido Endo
Hexaclorobenzeno (HCB)
Lindano

Malationa

Metalaxil

Metidationa

Mirex

Parationa Metilica
Permetrina

Pirimifos Etilico

Pirimifés Metilico
Procimidona
Tebuconazol
Tetraconazol

Tetradifona
Trifloxistrobina
Trifluralina

Trifluralina d-14%

y = 15294x + 19927
y = 44232x + 63171
y = 24775x + 12573
y = 421933x + 334661
y = 25089x - 6166,3
y = 53929x — 135697
y =125416x + 16350
y = 18505x — 64475
y = 82593x + 168871
y = 108251x — 471617
y = 31921x - 7869,4
y = 47685x — 55818
y = 79354x + 164456
y = 18373x + 44129
y = 19699x — 27505
y = 12532x + 18442
y = 46404x — 52069
y = 64286x - 2869,6

0,9992
0,9997
0,9996
0,9997
0,9991
0,9991
0,9996
0,9991
0,9985
0,9993
0,9984
0,9985
0,9988
0,9993
0,9992
0,9989
0,9994
0,9993

Y padréo de substituicdo utilizado no GC-MS/MS.

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que o modelo de

regressao linear é adequado, visto que todos os agrotdéxicos apresentaram

coeficientes de determinacdo (r’) maiores que 0,99 para as curvas analiticas

preparadas no extrato da matriz. Desta forma, este parametro est4 de acordo
com as orientacdes do INMETRO (2011) e ANVISA (2003), que regulamentam

um coeficiente de determinacdo maior ou igual a 0,99. Todos os compostos

avaliados apresentaram faixa linear entre 5,0 e 200,0 pg L™.
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4.3.3 Determinagdo dos valores de LOD e LOQ do instrumento e do método

Para a determinacédo dos valores de LOD e LOQ, injetou-se uma mistura
dos compostos em estudo obtida através de fortificagdo na matriz nas
concentracdes de 5, 10 e 25 ug L. Os cromatogramas obtidos a partir das
injecbes foram avaliados, e definida a concentracdo que apresentasse uma
relacdo sinal-ruido para todos os analitos igual ou superior a 10 vezes o ruido
da linha base (LOQ;=10S/R) para o Limite de Quantificacdo do instrumento. Da
mesma forma, para determinar o Limite de Detec¢ao do instrumento utilizou-se
uma relagéo sinal-ruido igual ou superior a 3,33 (LOD; = 3,33S/R).

Para a obtencéo do Limite de Deteccdo do método (LODy,) e o do Limite
de Quantificagdo do método (LOQn,), foi levado em consideragdo o fator de
concentracdo obtido através do método de extracdo, visto que ele possibilita
junto com a etapa de extragcdo um fator de pré-concentracdo dos analitos,
levando em conta o volume de amostra percolada no cartucho. Os valores para
estes limites foram encontrados dividindo-se o LOD; e o0 LOQ; pelo fator de
concentracéo, proveniente do método de extracdo SPE (fator = 50).

O valor encontrado para o Limite de Quantificacao foi utilizado como o
primeiro nivel de fortificacéo para a constru¢éo da curva analitica para todos os
compostos em estudo neste trabalho. A Tabela 8 representa os Limites de
Deteccgédo do instrumento e do método, bem como os Limites de Quantificagéo
do instrumento e do método para os compostos extraidos conforme o

procedimento descrito na Figura 20.

Tabela 8 — Valores de LOD e LOQ pra o instrumento e o método

LOD; (g L™ LOQi (ugL™) LODm (ugL™ LOQm (g L™

1,50 5,0 0,03 0,10
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Estes valores podem ser considerados satisfatorios, uma vez que
permitem a identificacdo de compostos a niveis de ultratraco em matrizes
ambientais, permitindo a identificacdo da presenca dos mesmos em aguas
superficiais, inclusive este limite de quantificacdo atinge para alguns
agrotoxicos valores para monitoramento dos mesmos a fim de verificar se
amostras de rios ou nascentes, atendem aos padrdes de potabilidade segundo
os estabelecidos pela portaria 2914, de 14 de dezembro de 2011, do Ministério
da Saude (BRASIL, 2011).

4.3.4 Exatidao através do Ensaio de Recuperacao e Precisdo (Repetitividade)

Os valores de recuperagéo foram calculados fazendo uso das curvas
analiticas preparadas nos extratos da matriz, utilizando o método de extracéo
otimizado. De acordo com RIBANI e SANCO, valores de recuperacao entre 70
e 120% e que apresentem RSD < 20%, sdo considerados satisfatorios (RIBANI
et al., 2004; SANCO, 2012).

Na Tabela 9 sado apresentados os resultados das médias dos
percentuais de recuperacao (n=7) e RSDr (%) (repetitividade) para os 43

agrotéxicos avaliados nos niveis de concentracdo de 0,5;1,0e 2,0 ug L™

Tabela 9 - Percentuais de recuperacdo e RSDr% para a precisdo

(repetitividade) do método analitico em trés niveis de fortificacao.

Niveis de Fortificacdo (ung L™)
0,5 1,0 2,0

Rec. RSDr Rec. RSDr Rec. RSDr
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Nome do Composto

2,4-DDD 78,5 7,2 80,2 8,4 97,2 7.4
4,4-DDE 70,0 2,6 74,1 8,9 73,0 6,1
Alaclor 114,0 6,8 97,8 7.9 100,8 7.4
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Niveis de Fortificacdo (ug L™)

Nome do Composto 0.5 1.0 2.0
Rec. RSDr  Rec. RSDr  Rec. RSDr
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Aldrin 70,4 7.1 70,2 7,5 70,9 9,0
Alfa Endossulfan 95,6 3,8 83,1 8,1 94,6 4.4
Alfa HCH 98,4 4,0 89,8 6,6 104,1 2,4
Atrazina 104,3 5,4 98,7 6,1 100,4 6,8
Beta Endossulfan 88,5 6,4 83,8 7.3 91,9 4,3
Beta HCH 88,6 2,1 89,7 9,6 90,7 13,4
Bifentrina 59,5 17,2 50,4 7,8 57,6 17,0
Bromofds Etilico 77,7 7,2 73,2 6,7 74,8 5,3
Bromofos Metilico 94,3 5,9 787 146 86,6 2,4
Clomazone 100,1 6,7 95,2 10,6  120,0 17,1
Clorotalonil 1065 7,5 89,4 53 1014 44
Clorpirifés Etilico 95,8 4.9 79,8 7.4 92,7 2,6
Clorpirifés Metilico 78,5 18,6 849 18,8 72,40 194,
DDT 70,5 8,4 79,7 8,5 76,9 129
Delta HCH 101,5 5,9 88,8 5,6 101,3 3,8
Diazinona 104,0 6,0 87,1 7,7 97,7 6,8
Dicofol 90,7 8,0 85,4 4,5 96,8 5,1
Dieldrin 86,3 9,7 79,3 3,9 89,7 4,9
Endossulfan Sulfato 91,5 6,4 91,5 3,5 110,1 4.4
Endrin 87,2 8,3 83,5 9,5 89,6 4,7
Fenitrotiona 114,2 2,1 85,5 6,4 90,1 4.4
Fipronil 1155 9,9 116,1 11,1 1109 165
Heptacloro 79,2 11,5 70,7 8,0 71,0 16,2
Heptacloro Ep6xido Endo 87.1 5,8 79,7 5,8 96,2 4.6
Hexaclorobenzeno (HCB) 70,8 5,1 71,6 13,1 74,1 5,9
Lindano 100,7 6,1 87,9 7,0 95,8 3,9
Malationa 92,2 7,5 81,3 3,9 98,0 3,4
Metalaxil 1064 83 96,1 6,2 1023 28
Metidationa 96,3 6,0 83,3 7,1 93,3 3,6
Mirex 28,8 23,7 22,0 26,4 25,1 16,4
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Niveis de Fortificacdo (ug L™)
0,5 1,0 2,0

Rec. RSDr Rec. RSDr Rec. RSDr
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Nome do Composto

Parationa Metilica 102,6 4.8 84,2 8,5 92,7 5.4
Permetrina 416 251 332 304 382 165
Pirimifds Etilico 26,3 7,5 16,9 12,9 13,1 13,4
Pirimifés Metilico 91,7 7.2 79,5 6,3 96,7 2,8
Procimidona 102,6 5,4 86,6 3,9 99,9 2,4
Tebuconazol 89,2 6,6 84,7 8,6 92,9 3,0
Tetraconazol 87,4 5,0 81,8 5,9 96,8 4,4
Tetradifona 98,7 6,3 88,3 8,4 99,0 2,8
Trifloxistrobina 87,8 6,8 72,6 10,2 836 3,9
Trifluralina 84,8 5,6 759 12,8 80,5 5,2
Trifluralina d-14 (PS) 89,2 6,72 875 7,8 88,9 8,3

A Tabela 9 mostra que 39 dos 43 compostos avaliados neste trabalho
apresentaram percentuais de recuperacgao entre 70 e 120%, demonstrando que
0 método efetivamente possui boa capacidade na extracdo dos mesmos. Os
ensaios para avaliacdo da precisao (repetitividade), apresentaram resultados
para aqueles compostos dentro da faixa aceitavel de recuperacéao (70 - 120%)
RSDr% variando entre 2,4 - 19,4%, assegurando para esta gama de
compostos variabilidade dentro do permitido para analise de residuos de
contaminantes (RIBANI et al., 2004; SANCO, 2012).

Foi possivel a avaliagdo do procedimento de extracdo através do uso do
padrao de substituicdo deuterado trifluralinda d-14, sendo observada pequena
variagdo quando utilizado o padrao de substituicAio em concentracdo nao
variavel (fixo) nos trés niveis de fortificagdo avaliados, indicando que a
execucado do procedimento de extracdo foi adequada. Quando se faz uso de
compostos deuterados como padrdo de substituicdo, ha vantagens pois 0s
mesmos nado sao utilizados na agricultura como agrotéxicos, portanto nao estéo

presentes em amostras ambientais.
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4.3.5 Precisdo Intermediaria

A avaliacdo da precisao intermediaria para os 43 agrotoxicos em estudo
foi realizada empregando-se dias diferentes daqueles que envolveram os
ensaios para a repetitividade. Na tabela 10 podem ser visualizados os valores
de recuperagdo e a precisdo intermediaria avaliada, na concentracdo de
1,0 ug L™

Tabela 10 — Percentuais de recuperacdo e RSD para a preciséo intermediaria

do método analitico em um nivel de fortificag&o.

Nivel de Fortificacdo 1,0 pgL *

Nome do Composto

Rec. (%) RSDr (%)
2,4-DDD 82,9 10,3
4,4-DDE 71,8 8,3
Alaclor 84,2 18,1
Aldrin 71,3 10,7
Alfa Endossulfan 82,3 10,1
Alfa HCH 90,9 7,3
Atrazina 93,4 9,4
Beta Endossulfan 86,8 12,1
Beta HCH 71,0 7,0
Bifentrina 51,3 12,5
Bromofos Etilico 75,2 16,3
Bromofés Metilico 84,0 4,2
Clomazone 90,4 4,4
Clorotalonil 101,4 6,7
Clorpirifos Etilico 81,5 8,5
Clorpirifos Metilico 84,9 15,0

DDT 74,2 12,8
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Nivel de Fortificacdo 1,0 pgL *

Nome do Composto

Rec. (%) RSDr (%)
Delta HCH 100,6 10,0
Diazinona 84,9 9,8
Dicofol 87,7 4,7
Dieldrin 88,7 4,5
Endossulfan Sulfato 97,1 7,1
Endrin 76,2 6,8
Fenitrotiona 86,8 6,2
Fipronil 106,6 18,0
Heptacloro 70,2 14,5
Heptacloro Epéxido Endo 84,1 7.9
Hexaclorobenzeno (HCB) 72,1 7,2
Lindano 85,3 8,1
Malationa 87,4 9,0
Metalaxil 82,5 7,5
Metidationa 87,2 9,4
Mirex 29,8 22,8
Parationa Metilica 87,3 9,8
Permetrina 37,8 28,9
Pirimifés Etilico 17,3 14,8
Pirimifés Metilico 88,2 12,1
Procimidona 86,3 6,1
Tebuconazol 86,6 53
Tetraconazol 85,9 3,4
Tetradifona 92,0 7,8
Trifloxistrobina 75,6 11,2
Trifluralina 75,3 6,9

Trifluralina d-14 (PS) 89,8 7,0
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Os valores para o estudo da recuperacgdo e precisao intermediaria para a
maioria dos compostos variaram na faixa de 70,2 a 106,6%, com variabilidades
indicadas através do RSDpi% oscilando na faixa entre 3,4 a 18,1%, 0 que
reflete uma precisdo adequada para os compostos com recuperacdes dentro
da faixa aceitavel. O padrdo de substituicdo (trifluralina d-14) manteve seus
valores de recuperagao constante em relacdo aos encontrados para 0s ensaios
nos quais foram avaliados a precisao a nivel de repetitividade.

Cabe salientar que para matrizes ambientais a precisdo depende da
matriz avaliada, da concentracdo do analito e da técnica de andlise, podendo
variar entre 2% e mais de 20% (SANCO, 2012). Desta forma podemos inferir
através dos resultados observados que para a maioria dos compostos

analisados, os resultados obtidos estdo dentro dos limites sugeridos.

4.3.6 Robustez

A possibilidade de efetuar a extracdo dos agrotoxicos e armazenar 0s
cartuchos com o0s compostos retidos a baixas temperaturas pode trazer
beneficios quando ndo ha possibilidade de determinacédo imediata, no entanto
€ extremamente importante conhecer os dados sobre a estabilidade destes
compostos quando armazenados por um determinado tempo e acondicionado
a baixas temperaturas.

Os resultados referentes a avaliacdo da estabilidade dos compostos
estdo descritos na Tabela 11 e compreendem o0s percentuais de recuperacéo
para uma fortificacdo no extrato da matriz correspondendo a uma concentracéo
de 0,5 pg L. Através dos quais é possivel observar que logo apds uma
semana de armazenamento ja temos uma reducdo na recuperacdo para 5
compostos abaixo dos 70 — 120% (4,4-DDE, Aldrin, Bromofés Etilico,
Hexaclorobenzeno, Malationa), e 16 compostos com decréscimo de 10% ou

mais em sua concentracdo quando comparado a recuperacao inicial. Apos
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duas semanas temos 11 compostos com reducdo de 20 % ou mais em sua
concentracdo em relacdo a recuperacao inicial e apos trés semanas temos 21
compostos com reducdo de 30% ou mais na concentracdo em relacdo a
recuperacao inicial, o que representa quase 50% dos compostos passiveis de
determinacao através deste trabalho.

Dentre os compostos com menor estabilidade pode-se citar o fipronil e a
malationa com uma reducdo bastante acentuada ja na primeira semana de
avaliacdo, chegando a 68,7% e 53,1% respectivamente, em relacdo a sua
recuperacao inicial.

Salienta-se também que alguns compostos praticamente mantém-se
estaveis apos as trés semanas de armazenamento, sendo o caso do beta
HCH, dicofol, tebuconoazol e tetraconazol.

Se considerado o desvio padréo relativo, que permite uma variabilidade
percentual de até 20% (RSD%) com recuperacdes chegando a 70-120 %,
mesmo ha primeira semana de armazenamento, jA& ha compostos com
variabilidade superior aos 20% e com niveis de recuperacdo inferiores aos
70%.

Tabela 11 — Estabilidade dos compostos para uma fortificagcdo de 0,5 pg L

'quando armazenados nos cartuchos em diferentes tempos.

Tempo de Armazenamento

Nao Apébs 1 Apos 2 Apbs 3
Nome do Composto  Armazenado* semana semanas semanas

Rec. Est. Rec. Est. Rec. Est. Rec. Est.

00 | 06 | ) | ) | %) | %) | %) | %)
2,4-DDD 78,5 100 71,8 91,5 69,2 88,1 50,8 64,8
4.4-DDE 70,0 100 50,9 72,7 53,7 76,8 455 65,0
Alaclor 114,0 100 91,1 79,9 89,8 78,8 75,5 66,3
Aldrin 70,4 100 60,4 85,8 52,6 74.8 40,1 57,0
Alfa Endossulfan 95,6 100 84,4 88,3 83,4 87,2 59,4 62,2
Alfa HCH 98,4 100 96,9 98,5 91,3 92,8 78,0 79,3
Atrazina 104,3 100 95,6 91,6 92,4 88,6 91,0 87,3
Beta Endossulfan 88,5 100 81,0 91,5 79,6 89,9 62,0 70,0
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Tempo de Armazenamento

Nao Apos 1 Apos 2 ApoOs 3
Nome do Composto  Armazenado* semana semanas semanas
Rec. Est. Rec. Est. Rec. Est. Rec. Est.
) | o) | @) | o) | @) | %) | %) | %)
Beta HCH 88,6 100 85,56 | 96,6 84,6 95,5 84,3 95,2
Bromofos Etilico 77,7 100 63,7 82,0 61,8 79,5 46,2 59,4
Bromofos Metilico 94,3 100 74,0 78,5 72,3 76,6 60,1 63,8
Clomazone 100,1 100 98,1 98,0 99,3 99,2 80,6 80,5
Clorotalonil 106,5 | 100,0 | 99,1 93,1 99,7 93,7 82,7 77,6
Clorpirifés Etilico 95,8 | 100,0 | 79,1 82,6 78,6 82,1 64,1 67,0
Clorpirifés Metilico 78,5 | 100,0 | 82,7 | 1054 | 855 | 108,99 | 67,2 85,6
DDT | 70,5 | 100,0 | 70,5 | 100,0 | 66,8 94,8 57,1 81,0
Delta HCH 101,5 | 100,0 | 86,4 85,1 80,9 79,7 75,4 74,3
Diazinona 104,0 | 100,0 | 89,7 86,3 82,9 79,7 69,6 66,9
Dicofol 90,7 | 1000 | 91,8 | 101,2 | 97,5 | 1075 91,9 | 101,3
Dieldrin 86,3 | 100,0 | 78,3 90,7 76,4 88,5 57,8 67,0
Endossulfan Sulfato 91,5 | 100,0 | 94,6 | 103,4 | 851 93,0 59,8 65,4
Endrin 87,2 | 100,0 [ 70,5 | 80,9 | 654 | 750 | 59,3 | 68,1
Fenitrotiona 114,2 | 100,0 | 85,0 74,5 84,2 73,7 65,8 57,6
Fipronil 115,5 | 100,0 | 79,4 68,7 62,2 53,9 56,4 48,8
Heptacloro 79,2 | 100,0 | 83,5 | 1054 | 73,7 93,1 51,3 64,8
reptacloro Epoxido. | g7.1 | 1000 | 90,2 | 1036 | 811 | 931 | 585 | 672
Hexaclorobenzeno 70,8 | 100,0 | 69,9 98,7 65,7 92,8 48,4 68,4
Lindano 100,7 | 100,0 | 97,3 96,6 98,0 97,3 73,5 73,0
Malationa 92,2 | 100,0 | 48,9 53,1 48,9 53,1 34,0 36,9
Metalaxil 106,4 | 100,0 [ 98,4 92,5 91,7 86,2 84,2 79,1
Metidationa 96,3 | 100,0 | 91,4 94,9 | 107,8 | 111,9 | 68,7 71,3
Parationa Metilica 102,6 | 100,0 74,0 72,2 86,9 84,7 80,6 78,6
Pirimifés Metilico 91,7 | 100,0 | 87,6 95,5 85,6 93,3 70,2 76,6
Procimidona 102,6 | 100,0 | 91,4 89,0 97,4 94,9 85,3 83,2
Tebuconazol 89,2 | 100,0 | 95,5 | 107,12 | 91,7 | 102,8 | 84,2 94,3
Tetraconazol 87,4 100,0 | 84,1 96,2 87,9 100,6 | 81,96 93,8
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Tempo de Armazenamento

N&o Apos 1 Apos 2 ApoOs 3
Nome do Composto  Armazenado* semana semanas semanas
Rec. Est. Rec. Est. Rec. Est. Rec. Est.
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Tetradifona 98,7 | 100,0 | 96,0 97,2 81,0 82,0 65,1 66,0
Trifloxistrobina 87,8 100,0 81,5 92,8 75,7 86,2 68,5 78,0
Trifluralina 84,8 100,0 73,2 86,3 70,1 82,7 54.6 64,3
Trifluralina d-14 (PS) 89,8 | 100,0 | 75,7 84,3 72,2 80,9 58,8 65,5

* N&o armazenado compreende a extracdo e determinacdo imediata, sem tempo de

armazenamento. (PS) Padréo de substituicdo.

4.3.7 Avaliacao do Efeito Matriz

Os dados referentes a avaliagdo do efeito matriz estdo descritos na

Tabela 12, demonstrando a relevancia da avaliagdo do mesmo, quando se

trabalha com técnicas suscetiveis a alteracées do sinal analitico por intermédio

das mais diferentes interacbes entre 0os compostos presentes na matriz, o

sistema de analise e os analitos.

Tabela 12 — Efeito matriz para os agrotoxicos avaliados por GC-(TQ)-MS/MS

1

2

Nome do Composto c.a. c.a. Efeito Matriz (%)
2,4-DDD 6532,4 5254,3 24,3
4,4-DDE 156834 135153 16,0
Alaclor 34741 31118 11,6
Aldrin 30631 25150 21,8
Alfa Endossulfan 8545,4 6839,6 24,9
Alfa HCH 27208 27814 -2,2
Atrazina 12022 11309 6,3
Beta Endossulfan 8388.,9 47393 -82,3
Beta HCH 56270 26513 112,2
Bifentrina 521400 431548 20,8
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1

2

Nome do Composto c.a. c.a. Efeito Matriz (%)
Bromofos Etilico 45276 36121 25,3
Bromofos Metilico 6203,7 3201,1 93,8
Clomazone 44771 65368 -31,5
Clorotalonil 66603 32497 105,0
Clorpirifos Etilico 42278 34810 21,5
Clorpirifés Metilico 27094 12210 121,9
DDT | 6528,4 5170,1 26,3
DDT Il 61162 7986,2 665,8
Delta HCH 20017 15294 30,9
Diazinona 32127 27142 18,4
Dicofol 116787 85612 36,4
Dieldrin 8534 7556,6 12,9
Endossulfan Sulfato 38654 35281 9,6
Endrin 7811,5 5796,1 34,8
Fenitrotiona 14157 10019 41,3
Fipronil 2269 1854,1 22,4
Heptacloro 28866 23875 20,9
Heptacloro Epéxido Endo 15294 14122 8,3
Hexaclorobenzeno (HCB) 44232 36029 22,8
Lindano 24775 23614 4,9
Malationa 421933 318851 32,3
Metalaxil 25089 20666 21,4
Metidationa 53929 39541 36,4
Mirex 125416 122180 2,6
Parationa Metilica 18505 13347 38,6
Permetrina 82593 64843 27,4
Pirimifés Etilico 108251 13007 732,3
Pirimifos Metilico 31921 25151 26,9
Procimidona 47685 42037 13,4
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Nome do Composto c.a.’ c.a.’ Efeito Matriz (%)
Tebuconazol 79354 59110 34,2
Tetraconazol 18373 14517 26,6
Tetradifona 19699 17562 12,2
Trifloxistrobina 12532 10593 18,3
Trifluralina 46404 39232 18,3
Trifluralina d-14 64286 53426 20,3

c.a. coeficiente angular da curva na matriz. c.a.” coeficiente angular da curva no solvente
(acetonitrila).

Quando é observada variacdo decorrente de incremento ou supressao
de sinal analitico para um determinado composto (>10%), podemos identificar a
presenca de efeito da matriz sobre o sistema, quando comparado com o sinal
analitico obtido para o mesmo composto em solvente organico. O efeito matriz
€ mais significativo na analise de agrotoxicos quando estes se encontram em
concentracbes mais baixas ou quando a proporcdo de componentes da
matriz/analito é muito alta (GOSETTI et al., 2010; HAJSLOVA &
ZROSTLIKOVA, 2003; SANCO, 2012).

E possivel identificar através da avaliagdo dos dados descritos na
Tabela 11 que a matriz exerce influéncia no sinal analitico, com valores
inclusive bastante expressivos, tendo nos dois extremos o pirimifés etilico com
732,3% e o beta endossulfam com -82,3%.

Como ja destacado para a técnica de cromatografia em fase gasosa é
mais frequente o incremento de sinal analitico como resultado do efeito matriz
do que a supressdao de sinal. Dos compostos avaliados apenas dois
apresentam efeito matriz com supressdao de sinal analitico, seis néo
apresentam efeito matriz e 35 efeito matriz com incremento no sinal analitico.

Estes dados refletem a relevancia desta avaliacdo a fim de corregcao
desta interferéncia, justificando/necessitando o preparo das solucfes analiticas
no extrato da matriz, possibilitando uma correta determinacédo e quantificacéo

dos compostos de interesse. Quando os valores encontrados para o efeito
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matriz sdo superiores a 50% revelam grande sinal de alerta, visto que sao
fontes de erro quantitativo bastante importante (ECONOMOU et al., 2009).

Pinho et al. (2009) destacam que para amostras aquosas as fontes mais
relevantes que exercem interferéncia na analise estdo relacionados a matéria
organica, acidos humico, os diferentes solidos dissolvidos na amostra. Os
acidos humicos compreendem uma mistura complexa de moléculas com alto
peso molecular, semelhantes entre si e formadas pela decomposicdo de
plantas e organismos aquaticos (PINHO et al., 2009; TOSCANO et al., 2000).

As caracteristicas fisico-quimicas da matriz que podem ser observadas
na Tabela 4, evidenciam presenca de sélidos totais dissolvidos na
concentracdo de 34,5 mg L * e condutividade de 71,4 uS cm™, parametros que
estdo ligados a quantidade de ions presentes na amostra branco. A avaliacédo
da carga organica presente, pode ser feita através da demanda quimica de
oxigénio, que esta ligada a necessidade de oxigénio para estabilizar a matéria
organica referente a parcela biodegradavel quanto a ndo biodegradavel, que
esteja presente na amostra. As inferéncias obtidas através destes dados
apresentam ligacdes diretas com o efeito matriz observado, j& que estdo
envolvidos com na variagdo do sinal analitico oriundos do efeito matriz.

A relacdo existente entre a interferéncia causada pelas substancias
hamicas com outros compostos organicos, aqui podendo ser destacado os
agrotoxicos, esta relacionado as interacbes através de adsorcdo, efeitos
solubilizantes, hidrdlises e efeitos fotossensibilizantes. Fatores que mesmo em
pequenas propor¢cdes acabam tendo dimensdes significativas na ionizagao de
compostos ou na adsorcdo a superficies no sistema de injecdo da amostra
(TOSCANO et al., 2000).

Na figura 17 € possivel observar a variagdo que ocorre na curva de
calibracdo, através das curvas analiticas preparadas no extrato da matriz e em
solvente organico (acetonitrila) para os agrotoxicos: (A) beta endossulfan e (B)
pirimifos etilico, ambos representando dentre todos os agrotéxicos avaliados os
valores mais extremos para o efeito matriz de - 82,3% e 732,3%,

respectivamente.
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Figura 17 - Curvas analiticas preparadas no extrato da matriz e em solvente organico
(acetonitrila), para os agrotdxicos: (A) beta endossulfan e (B) pirimifés etilico obtidas por GC-
(TQ)-MS/MS.
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4.3.8 Aplicacdo do Método

O método desenvolvido foi aplicado em 10 amostras reais visando
investigar a presenca de residuos dos agrotoxicos avaliados. A Tabela 13
representa os resultados obtidos na avaliagdo das amostras analisadas,
através da qual é possivel perceber a presencga de até 09 agrotéxicos em uma
das amostras avaliadas, indicando a Iimportancia de programas de
monitoramento, principalmente nos periodos relacionados a aplicacdo de
agrotoxicos nas diferentes culturas cultivadas na regido. As amostras 09 e 10
ndo apresentaram residuos de agrotoxicos avaliados através deste método e
passiveis de determinagdo. A Figura 18 mostra o cromatograma e 0 espectro
de massas para 3 compostos encontrados na amostra 04, onde temos:

metidationa em (a), 4,4-DDE em (b) e endossulfan sulfato em (c).
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Figura 18 — Cromatogramas e suas respectivas transicdes obtidas no modo MRM para 3

compostos encontrados na amostra 04, sendo: metidationa em (a), 4,4-DDE em (b) e

endossulfan sulfato em (c).
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Tabela 13 — Agrotdxicos encontrados nas amostras analisadas por SPE e GC-(TQ)-MS/MS

Amostra 01 gL Amostra 02 pgL * Amostra 03 pgL * Amostra 04 pgL *
Clomazone 10,47 Clorotalonil 1,25 Beta HCH 0,38 Clomazone 8,51
Clorotalonil 1,17 Clomazone 9,73 Clorotalonil 1,08 Trifluralina 1,54
Metidationa 4,41 Metidationa 3,67 Metidationa 3,65 Diazinona 1,20
DDT 13,45 DDT 0,40 trifluralina 1,47 Clorotalonil 1,06

- - - - Clorpirifos etilico 2,30 Procimidona 2,05

- - - - - - Metidationa 4,71

- : : : : : 4,4-DDE 0,19

- - - - - - Endossulfan Sulfato 0,32
- - - - - - Clorpirifos etilico 2,49

Amostra 05 ngL * Amostra 06 ngL * Amostra 07 ngL * Amostra 08 ngL *
Trifluralina 1,38 Clorotalonil 0,89 Clomazone 9,35 Trifluralina 1,39
Clomazone 8,47 Metidationa 4 54 Clorotalonil 0,54 Clomazone 8,36
Clorotalonil 0,68 Trifluralina 1,25 Metidationa 3,23 Clorotalonil 1,08

Metidationa 9,21 - - - - Metidationa 421




5 CONCLUSOES

Através do presente trabalho obteve-se um método multirresiduo, que
possibilita a avaliacdo da presenca de agrotoxicos em aguas superficiais,
sejam elas aguas de rios, nascentes, ou acudes.

A realizacdo de uma etapa de planejamento experimental no
desenvolvimento de métodos analiticos mostra-se essencial, visto que
possibilita a obtencdo de condi¢cdes experimentais otimizadas, principalmente
guando se trabalha com grande quantidade de compostos e ainda com
caracteristicas fisico-quimicas diferentes, buscando-se condicbes que sejam
favoraveis para a determinacdo do maior niumero de analitos possiveis. O
planejamento fatorial em estrela permitiu encontrar as condigbes otimizadas
para a extracdo dos agrotoxicos avaliados neste trabalho, bem como comparar
0 Mmesmo processo para trés tipos diferentes de sorvente, sendo identificada a
fase polimérica componente do cartucho Oasis® HLB como a mais indicada
para a execugcao deste trabalho em fungcdo da quantidade de compostos
recuperados.

A avaliacdo das figuras de mérito para o método proposto foram
satisfatorias, com 0s agrotoxicos avaliados apresentando curvas analiticas
lineares com coeficientes de determinacéo superiores a 0,99 na faixa de 5 a
200 pg L?*, com valores de LOD, e LOQ, de 0,03 e 0,10 pg L?,
respectivamente. Quando avaliada as recuperacbes empregando SPE, foi
encontrado valores entre 70 e 120% para a maioria dos agrotoxicos, com
excecdo da bifentrina, pirimifés etilico, mirex e permetrina, quando avaliada a
precisdo os valores obtidos ficaram dentro do limite aceitavel (RSD < 20%).

Quando avalia-se o custo dos cartuchos, € importante destacar que o
sorvente Strata C18 apresenta um valor comercial reduzido quando comparado
aos outros dois sorventes poliméricos avaliados. A possibilidade de adaptacéo
do método utilizando o sorvente Strata C18 torna-se possivel a medida que
haja necessidade de reducédo de custos, levando em consideracdo que o
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namero de compostos recuperados utilizando este tipo de sorvente consta de
28 agrotoéxicos na faixa de recuperagédo de 70-120%, podendo ser considerado
uma quantidade expressiva para a determinacdo em apenas uma corrida
cromatografica.

Por fim a aplicacdo do método em amostras reais corrobora a
necessidade de programas de monitoramento para as atividades de
piscicultura, bem como a obtencéo dos objetivos tracados para este trabalho,
na busca pelo desenvolvimento de um método que possibilitasse a
investigacdo de residuos de agrotoxicos que pudessem estar presentes em

amostras ambientais.



6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Ampliar o escopo dos compostos avaliados neste trabalho;
Avaliar outros tipos de matrizes como o filé de peixe e também o
sedimento dos acgudes.

Fazer um estudo mais aprofundado do planejamento experimental
avaliando mais fatores a fim de buscar a otimizacdo das
condi¢Bes para um numero maior de compostos inclusive os que
puderem ser acrescentados.

Investigar a possibilidade de implantacdo de monitoramento nas

regioes de piscicultura.
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8 DESTINO DOS RESIDUOS GERADOS

7

A busca pela reducdo de residuos nas atividades humanas é etapa
fundamental em todos os processos, as desenvolvidas em laboratérios nao
fogem a esta regra e mesmo com esta crescente busca sempre ha a geracao
de residuos liquidos e solidos proveniente dos ensaios analiticos, que devem
ser tratados e descartados de forma adequada.

Neste sentido os residuos liquidos e sdlidos foram recolhidos, e
armazenados em recipientes separados e rotulados devidamente, sendo os
liquidos como halogenados e n&o halogenados e logo apds, encaminhados
para o Almoxarifado do departamento de quimica, responsavel pelo destino
final destes residuos na UFSM, através de uma empresa terceirizada com

competéncia técnica nesta area.



Anexo |: Férmulas Estruturais dos compostos em estudo neste trabalho.
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