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SOLO AMBIENTE

Olha s6 quantos problemas
Que eu posso encontrar

Se no solo as boas préticas
N&o consigo implantar

Se néo cuido da erosao
Mais problemas eu vou ter
Uma grande vogoroca

De repente pode acontecer

E ai ndo tem mais jeito
Do processo reverter

Se ndo investir muito dinheiro

Minha terra vou perder

Dependendo do relevo

E do clima vou plantar
Somente aquilo que a terra
Podera propiciar

O cuidado com as maquinas
Com seu peso vou tomar
Pois ndo quero por descuido
O meu solo compactar

Exitem leis pra auxiliar
A seguranca do lugar
E todas devo seguir

Se por boas préticas me guiar

Plantio direto na cultura
Protege o solo também
Terracos na agricultura
Dependendo s6 faz bem.

Curvas de nivel ajudam
A problemas evitar.
Rotacao das culturas
Também vai facilitar.

Se tem fendas no meu solo
A agua vai percolar.

E se aplico agrotoxicos,
Também podem lixiviar.

Vao pro fundo... nos horizontes
E nos lenc¢dis podem chegar
Sem boas praticas ha perigo
Da agua contaminar.

Se nao deixo no descanso
Meu solo vou estressar.
Como é vida seu desempenho
Logo vai se abalar.

E assim novos insumos
Terei que nele aplicar
Para que a produtividade
Tentemos recuperar.

Mas nem sempre é possivel
Com sucesso alcangar
Caminhos de volta para aquilo
Que ndo pensamos estragar.

Por isso sempre iremos
Na prevencao trabalhar
Pois sai muitas vezes mais caro
Consertar do que evitar.

Dessa forma nos teremos
Boas praticas a seguir

E no campo junto iremos
SO sucesso conseguir.

Maria Conceicéo Peres Young Pessoa

e Vera Lucia Ferracini
(Embrapa Meio Ambiente)






RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de Pos-Graduacdo em Quimica
Universidade Federal de Santa Maria

DESENVOLVIMENTO DE METODO PARA A DETERMINAQAO SIMULTANEA DE
RESIDUOS DE AGROTOXICOS E MEDICAMENTOS VETERINARIOS EM SOLO
POR UHPLC-MS/MS
AUTOR: MICHELE CAMARA DE VICARI
ORIENTADOR: PROF. DR. RENATO ZANELLA
Santa Maria, 30 de agosto de 2013.

Normalmente, o solo é o destino final dos agrotoxicos utilizados na agricultura e dos
medicamentos veterinarios utilizados na criagdo de animais. A preocupacgdo mundial
com as possiveis consequéncias do aumento do uso destes compostos se reflete
em regulamentacdes cada vez mais exigentes sobre os niveis de residuos nos
produtos agricolas, produtos de origem animal e no ambiente. Isso resulta na
intensificacdo da demanda por certificacdo ambiental, reducéo dos limites méaximos
de residuos em alimentos e a introducdo de procedimentos que permitam a
rastreabilidade nos processos produtivos. Neste estudo, comparou-se diferentes
meétodos de extracdo, sendo eles, agitacdo mecanica, ultrassom e QUEChERS para
a determinacdo de 76 agrotoxicos e 9 medicamentos veterinarios em solo utilizando
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas em
Série (UHPLC-MS/MS). O método de extracdo que apresentou os melhores
resultados consistiu na pesagem de 10 g de solo, seguido da adicdo de 10 mL de
agua e mantido em repouso por 10 min. Em seguida adicionou-se 10 mL de
acetonitrila contendo 1% (v/v) de acido acético e procedeu-se a agitacdo mecanica
por 15 min. Logo apos, acrescentou-se 4 g de sulfato de magnésio anidro e 1,7 g de
acetato de sodio anidro e agitou-se manual e vigorosamente por 1 min.
Posteriormente, o tubo foi centrifugado por 8 min (3400 rpm) e o extrato foi filtrado e
diluido (1:4, v/v) em agua antes da analise por UHPLC-MS/MS. O método foi
validado avaliando-se varios parametros, como linearidade das curvas analiticas,
limites de deteccao e quantificacdo (LOD e LOQ), efeito matriz, assim como exatidao
e precisao, em termos de percentual de recuperacdo e RSD. As curvas analiticas
preparadas no solvente e no extrato “branco” da matriz apresentaram linearidade
adequada para a maioria dos compostos, com valores de coeficiente de
determinacdo maiores que 0,99, sendo que as curvas analiticas preparadas no
extrato “branco” da matriz foram utilizadas para compensar o efeito matriz. Para
verificar a exatidao e precisdo do método, efetuou-se a fortificacdo em quatro niveis
de concentracdo (10, 25, 50 e 100 ug kg™), e extracdo em replicata (n = 6), obtendo-
se valores de recuperacgéo entre 70 e 120%, com RSD menores que 20% para a
grande maioria dos compostos. Os valores de LOD e LOQ do método variaram entre
3,0 e 7,5 ug kgt e 10 e 25 ug kg™, respectivamente. Apés a validagdo, o método foi
aplicado para a determinacdo de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em
amostras reais, mostrando-se bastante eficiente para ser aplicado em analises de
rotina.

Palavras-chave: solo. agrotoxicos. medicamentos veterinarios. QUEChERS.
UHPLC-MS/MS.






ABSTRACT

Doctoral Thesis
Graduate Program in Chemistry
Universidade Federal de Santa Maria

DEVELOPMENT OF METHOD FOR SIMULTANEOUS DETERMINATION OF
PESTICIDE AND VETERINARY DRUGS RESIDUES IN SOIL BY UHPLC-MS/MS
AUTHOR: MICHELE CAMARA VICARI
ADVISOR: PROF. DR. RENATO ZANELLA
Santa Maria, August 30™, 2013.

Typically, soil is the final destination of pesticides applied in agriculture and of
veterinary drugs employed in animal production. The global concern about the
possible consequences of the increased use of these compounds is reflected in
increasingly stringent regulations on the levels of residues in agricultural products,
animal products and in the environment. This results in intensifying the demand for
environmental certification, reduction of Maximum Residue Levels in food and the
introduction of procedures for traceability in production processes. In this study, we
compared different extraction methods: mechanical agitation, ultrasound and
QUEChERS for the determination of 76 pesticides and 9 veterinary drugs in soil using
Ultra High Performance Liquid Chromatography coupled to tandem Mass
Spectrometry (UHPLC-MS/MS). The extraction method that showed the best results
consisted of weighing 10 g of soil followed by the addition of 10 mL of water and kept
at rest for 10 min. Then added 10 mL of acetonitrile containing 1% (v/v) acetic acid
and proceeded with mechanical shaking for 15 min. Then, it was added 4 g of
anhydrous magnesium sulfate and 1.7 g of anhydrous sodium acetate and shaked
manually and vigorously for 1 min. Subsequently, the tube was centrifuged for 8 min
(3400 rpm) and the extract was filtered and diluted (1:4, v/v) in water before analysis
by UHPLC-MS/MS. The method was validated by evaluating several parameters,
such as linearity of analytical curves, limits of detection and quantification (LOD and
LOQ), matrix effect, as well as accuracy an precision in terms of percentage of
recovery and RSD. The analytical curves prepared in solvent and in the “blank”
matrix extract showed linearity for most compounds, with coefficients of
determination greater than 0.99, and the standard curves prepared in "blank” matrix
extract were used to evaluate the matrix effect. To verify the accuracy and precision
of the method, fortification in four concentration levels (10, 25, 50 and 100 pg kg™)
we performed, and extracted in replicate (n = 6), resulting in recovery values between
70 to 120%, with RSD lower than 20% for most of the compounds. Values of method
LOQ and LOD were from 3.0 to 7.5 pg kg™ and from 10 to 25 pg kg™, respectively.
After validation, the method was applied to the determination of pesticides and
veterinary drugs in real samples, it showed to be very efficient to be applied in routine
analysis.

Keywords: Soil. Pesticides. Veterinary drugs. QUEChERS. UHPLC-MS/MS.
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1 INTRODUCAO

O solo é considerado ndo apenas um meio pelo qual se produz alimentos,
fibras e energia, mas um componente vivo que fornece nutrientes as plantas, além
de ser um reservatorio de carbono e agua e de abrigar uma enorme diversidade de
organismos. Quando utilizado de forma inadequada, as consequéncias sao
inUmeras, entre elas a erosdo e a diminuicdo de produtividade e qualidade.
Atualmente, os maiores danos causados ao meio ambiente sdo consequéncias de
desmatamentos, queimadas e uso indiscriminado e irracional de produtos quimicos
nas praticas agropecuarias, acarretando na reducéo da biodiversidade, aumento da
emissdo de gases de efeito estufa, bem como degradacdo do solo e poluicdo da
agua (EMBRAPA, 2013).

Os agrotoxicos sdo geralmente aplicados diretamente nos solos ou sobre as
plantas, sendo que neste ultimo caso, cerca de 50% da dose total aplicada podera
ter como destino final o solo, o qual atua como o principal receptor e acumulador
desses compostos. Caso semelhante acontece com os medicamentos veterinarios
utilizados para prevencdo e o controle de doencas, pois estima-se que em alguns
casos até 90% da dose administrada seja eliminada, em sua forma néo
metabolizada ou como metabolitos ativos. Ao entrarem em contato com o solo, estes
compostos estdo sujeitos a processos fisico-quimicos que regulam seu destino no
ambiente (FARIA, 2004; PEREIRA et al., 2012). Dentre estes processos, destaca-se
o escoamento superficial e a drenagem, pois estes sdo as maiores rotas de
dispersdo dos agrotdxicos e medicamentos veterinarios para sistemas aquaticos, o
que pode causar implicacdes até mesmo na qualidade das aguas superficiais e
subterraneas (OLIVEIRA; BRIGHENTI, 2011).

Por esse motivo, 0 monitoramento das possiveis contaminacfes oriundas do
uso de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em amostras ambientais tornou-se
um assunto de extrema relevancia, devido ao risco que estes compostos oferecem a
salude humana, além da sua persisténcia no meio ambiente e tendéncia de
bioacumulacéo (PICO et al., 2007).

Os procedimentos analiticos utilizados na determinacdo de agrotoxicos e

medicamentos veterinarios sdo complexos e necessitam de constante atualizacao
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em razao da insercado de novos produtos para o controle de pragas e doencas na
agropecuaria. Devido ao grande numero de compostos a serem analisados, a
exigéncia de monitorar niveis cada vez menores de concentracdo e a grande
complexidade das amostras, os métodos de andlise incluem uma etapa de preparo
da amostra preliminar, a qual é de fundamental importancia para garantir a eficiéncia
do processo analitico. Além disso, todas estas exigéncias tém demandado o
surgimento de novas técnicas de extracdo, novos eguipamentos e novos métodos
para analise de residuos de agrotdxicos e medicamentos veterinarios.

Considerando a importancia da utilizacao do solo para produc¢éo de alimentos,
0 uso intensivo de agrotoxicos para o controle de pragas e de medicamentos
veterinarios na criacdo de animais e, ainda, a consequente possibilidade destes
compostos contaminarem o homem e o0 meio ambiente, os objetivos deste trabalho
foram: (i) comparar diferentes procedimentos de extragdo a fim de estabelecer um
método adequado para o preparo da amostra; (i) otimizar e validar o método
escolhido utilizando Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas em Série (UHPLC-MS/MS) para a determinacdo de
residuos de 76 agrotoxicos e 9 medicamentos veterinarios em solo e (iii) demonstrar
a aplicabilidade do método validado para a determinacdo de residuos dos

compostos em estudo em amostras de solo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Solo

O solo € um meio complexo e heterogéneo, produto de alteracdo do
remanejamento e da organizagdo do material original (rocha, sedimento ou outro
solo), sob a acdo da vida, da atmosfera e das trocas de energia que ai se
manifestam. Além disso, é constituido por quantidades variaveis de minerais,
matéria organica, agua da zona nado saturada e saturada, ar e organismos Vivos,
incluindo plantas, bactérias, fungos, protozoarios, invertebrados e outros animais
(CETESB, 2012).

O solo é um recurso natural que sustenta a flora e a fauna, a agricultura, a
pecuaria, 0 armazenamento de agua e as obras de engenharia. Além de ser um
meio importante para a agricultura, € também um componente vital do
agroecossistema no qual ocorrem processos e ciclos de transformacgfes fisicas,
guimicas e biolégicas. Sabe-se que o solo é um recurso natural lentamente
renovavel, encontrado em diferentes posi¢cdes na paisagem. Sua origem resulta da
alteracdo de rochas e sedimentos pela acdo das variacdes climaticas (intensidade
das chuvas, variacdo de temperatura) e dos organismos vivos (fauna e flora), nas

mais diversas situacdes da paisagem, ao longo do tempo (STRECK et al., 2008).

2.1.1 Composicao do solo

O solo é constituido por trés fases: sdlida, liquida e gasosa. A fase sélida é
constituida pelo material parental (rocha) local ou transportado e material organico,
originario da decomposicao vegetal e animal. A fase liquida, a agua ou a solugéo do
solo (elementos organicos e inorganicos em solucdo), e a fase gasosa, de
composicdo variavel, de acordo com os gases produzidos e consumidos pelas
raizes das plantas e dos animais (CO; e O,). As propriedades fisicas, quimicas e

biolégicas do solo sdo determinadas pelo processo geoldgico de sua formagéo,
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origem dos minerais, e sua evolu¢édo de acordo com o clima e o relevo do local, além
dos organismos vivos que o habitam (CETESB, 2012).

O solo é formado por uma fase solida (minerais e material organico) e por
uma porosa. A propor¢cdo destas fases varia de um solo para outro, ou ainda, de
horizonte para horizonte, dentro do mesmo solo. A fase soélida do solo é formada por
material organico decomposto e particulas de diferentes tamanhos (areia, silte e
argila) que séo agrupadas em agregados ou torrdes, formando a estrutura do solo. A
agregacdo das particulas permite a existéncia de espacos vazios no solo,
denominados poros, que sao preenchidos por agua e ar. Um solo considerado ideal
para o crescimento de plantas apresenta as seguintes proporcdes de fases solida,
liquida e gasosa na camada superficial: 45% de minerais, 5% de matéria organica,
de 30 a 35% de agua e de 15 a 20% de ar. A fase sélida ocupa cerca de 50% do
volume do solo e é constituida por minerais e por material organico. Na fase soélida
mineral encontram-se particulas sélidas de formas e tamanhos variaveis. Estas séo
classificadas de acordo com o seu diametro em fracdes granulométricas. A Tabela 1
apresenta as escalas de fragcbes granulométricas mais utilizadas no Brasil
(MEURER, 2004).

Tabela 1 - Escala de fracdes granulométricas de particulas encontradas na fase
sélida mineral do solo.

Diametro médio das

Fracdo granulométrica .
a0 g particulas (mm)

Matacao > 200
Calhaus (ou pedras) 200 - 20
Cascalho 20 -2
Areia grossa 2-0,2
Areia fina 0,2-0,05
Silte (ou “limo”) 0,05 - 0,002
Argila < 0,002

Fonte: Adaptado de LEPSCH, 2002; MEURER, 2004
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A fase liquida do solo é constituida por agua acrescida de minerais e
compostos organicos nela dissolvidos, formando a solucdo do solo. A solugcdo do
solo é um sistema aberto, dindmico, que troca matéria e energia com suas
vizinhangas e sua composicéo é resultante das inUmeras rea¢des que ocorrem com
as outras fases que constituem o solo. O estudo e caracterizagdo da composi¢éo da
solucdo do solo podem ser utilizados para predizer transformacfes e reacfes de
sorcao, dissolucdo e precipitacdo que podem ocorrer no solo. A analise quimica da
solucéo do solo permite identificar as formas e quantidades de elementos quimicos
que estdo sendo adicionados ao solo e, também, a quantidade deles que esta sendo
transferida para outros compartimentos do ambiente, através do lencol freatico
(MEURER, 2004).

A fase gasosa que ocupa 0 espagco poroso do solo (principalmente
macroporos) € preenchida pelo ar do solo, que contém de 10 a 100 vezes mais CO;
e pouco menos O, que o ar atmosférico normal (na atmosfera os teores de CO,
estdo em torno de 0,03% e os de oxigénio em torno de 21%). As plantas néo

sobrevivem quando o teor de oxigénio no ar do solo € inferior a 10%.

2.1.2 Caracteristicas e propriedades do solo

A textura € uma caracteristica do solo relacionada as diferentes proporcdes
de areia, silte e argila, e influencia muito outras propriedades do solo. Embora
existam solos arenosos sem estrutura, a maioria dos horizontes € estruturada na
forma de agregados, que podem diferir entre solos e entre horizontes, podendo
apresentar diferentes formatos, tamanhos e resisténcia a desagregacdo (MEURER,
2004).

Os elementos que fornecem cor aos solos sdo principalmente o ferro e a
matéria organica. Enquanto a matéria organica fornece coloracdo escura aos
horizontes superficiais, o ferro fornece cores avermelhadas, alaranjadas e
amareladas ao solo. Solos sem excesso de agua sdo avermelhados, marrons ou
alaranjados. Solos moderadamente drenados ou solos de regides frias apresentam
cores amareladas com horizontes superficiais escuros (ricos em matéria organica).
Em solos alagados, devido a auséncia de ferro, a coloracdo é mais neutra variando

de cinza claro a preto. Além destas, outras carcteristicas nao visiveis a olho nu e
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ndo perceptiveis ao tato também variam entre solos e horizontes e dentre estas,
pode-se destacar a acidez, o teor de nutrientes, a porosidade, a agua disponivel,
entre outros. A combinacdo destas caracteristicas associada com a paisagem,
relevo, clima, geologia e drenagem, € que vai determinar a aptiddo dos solos para
uso agricola ou para outros usos (MEURER, 2004).

A matéria organica (humus) do solo inclui todos os compostos organicos,
exceto 0s materiais ndo decompostos e 0s organismos vivos (biomassa). A matéria
organica pode ajudar no aquecimento do solo e no suprimento de nutrientes para as
plantas, permitir troca de gases, estabilizar a estrutura e aumentar a permeabilidade.
Os organismos do solo sdo responsaveis pelos processos de decomposicao
(CETESB, 2012).

O Brasil € um pais extenso territorialmente e por conta disso apresenta uma
grande variedade de tipos de solo, que se diferenciam por conta da sua tonalidade,
granulacdo, composicao e producdo, e que é classificada de acordo com o Sistema
Brasileiro de Classificacdo de Solos (SiBCS) (EMBRAPA, 2013).

No Rio Grande do Sul, a combinacéo da diversidade geoldgica, climatica e de
relevo originou uma grande variedade de tipos de solos que contribuiram para os
diferentes padrées de ocupacdo das terras, do seu uso agricola e do
desenvolvimento regional. Considerando esses varios aspectos, “os solos podem
ser definidos como corpos naturais que cobrem a superficie terrestre, séo
constituidos por matérias minerais e organicas, contém organismos vivos e tem
potencial para o desenvolvimento de vegetacdo onde ocorrem e que foram em parte
modificados pela atividade humana” (STRECK, 2008).

O solo tem a capacidade de interagir com 0s compostos quimicos, sejam eles
agrotéxicos ou medicamentos veterinarios e, esta interacdo depende ndo sé das
propriedades fisico-quimicas dos compostos, como também das caracteristicas de
cada tipo de solo.

Dentre as caracteristicas do solo, a textura, a permeabilidade e a quantidade
de matéria organica tem relacdo direta na sorcao/dessorcdo de substancias
transportadas através do solo (KAH et al., 2007).

Segundo Muller e colaboradores (2007) e Kah e colaboradores (2007), as
principais caracteristicas dos solos que afetam a persisténcia dos agrotéxicos estéo

descritas a seguir.
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O tipo de solo influencia além da persisténcia e atividade dos agrotoxicos, a
taxa com quem estes sao convertidos em outros compostos. O fator mais importante
na persisténcia dos agrotoxicos no solo é o conteiddo de matéria organica. Esta
quantidade pode variar de menos de 1% a 50%, sendo que quanto maior a
porcentagem de carbono orgéanico (%C), maior sera a persisténcia dos agrotoxicos
no solo.

O conteudo de argila também é muito importante, pois solos que apresentam
uma grande quantidade de argila possuem uma é&rea superficial grande e, portanto,
podem reter uma maior quantidade de agrotoxicos, devido a maior area para
adsorcao.

A acidez do solo, ou a concentracdo de ions hidrogénio, pode influenciar a
quebra das moléculas dos agrotéxicos no solo de muitas maneiras, seja afetando a
estabilidade do material argiloso, a capacidade de troca iGnica ou a taxa pelas quais
as decomposicfes quimicas e bacterianas ocorrem.

O conteudo de minerais no solo influencia além de seu tipo e estrutura, a
persisténcia dos agrotéxicos, como por exemplo, o processo de decomposicao
catalitica dos compostos ocorre muito rapidamente em solos com alto teor de ferro.

O aumento da temperatura influencia nos processos de degradacao quimica,
decomposicdo bacteriana ou volatilizacdo, sendo que com temperaturas baixas,
estes processos ocorrem muito lentamente e as perdas de agrotoxicos s&o
pequenas. A umidade influencia na persisténcia dos agrotoxicos devido aos
efeitos de adsorcao destes compostos nas fracbes do solo. A agua pode competir
com o0s agrotoxicos pelos sitios de adsorcdo, pois € uma molécula muito polar e
fortemente adsorvida pelos coloides do solo.

E por fim, o sistema de estabelecimento da cultura, que de acordo com o
cultivo, o solo pode estar exposto a maiores quantidades de chuva, vento e sol, que

influenciam fortemente na persisténcia de agrotéxicos no solo.

2.2 Agrotoxicos

Nas ultimas décadas acentuou-se a preocupacgao quanto a contaminacao e

poluicdo do solo e das aguas superficiais e subterraneas devido a grande expansao
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urbana e industrial. Este avanco associado ao aumento da producao dos bens de
consumo resultou em uma grande carga poluidora, responsavel pela geracao de
residuos, que por muito tempo, foram descartados indiscriminadamente no
ambiente, provocando danos de dificil recuperacdo e muitas vezes irreversiveis
(MEURER, 2004).

Da mesma forma, o processo produtivo agricola tem ocasionado um aumento
na utilizacdo de moléculas com acao biocida (inseticidas, fungicidas, nematicidas,
herbicidas) para controlar pragas, moléstias e plantas invasoras que infestam as
lavouras. Varios desses produtos contém, além do principio ativo téxico, elementos
ou compostos potencialmente poluidores, como metais pesados, surfactantes,
emulsificantes, entre outros (MEURER, 2004).

2.2.1 Definigéo

Segundo o Codex Alimentarius, agrotoxico 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 processamento do
alimento ou racdo 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
substancias aplicadas tanto antes como apos a colheita, para proteger a mesma da
deterioracdo durante o armazenamento e transporte (FAO, 2005).

No Brasil (2002), o Decreto n® 4.074 regulamenta a Lei n° 7802/1989 e
estabelece que os defensivos agricolas, ou agrotéxicos, sdo produtos e agentes de
processos fisicos, quimicos ou biolégicos, destinados ao uso nos setores de
producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou plantadas, 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 de produtos empregados

como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento.
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Os agrotoxicos sdo moléculas sintetizadas para afetar determinadas reacoes
biogquimicas de insetos, microrganismos, animais e plantas que se quer controlar ou
eliminar, mas determinados processos bioquimicos sdo comuns a todos 0s seres
vivos e, assim, o efeito pode entéo atingir ndo s6 o organismo alvo, como também
outros seres do ambiente. Os efeitos de residuos de agrotdéxicos nem sempre sdo
isolados, pois as comunidades tém interacdes reciprocas de dependéncia ou
cooperacdo e a acao sobre uma determinada populacdo pode afetar todo o
funcionamento de um ecossistema (SPADOTTO & GOMES, 2013).

2.2.2 Classificacéo

Os agrotoxicos podem ser classificados de diferentes maneiras, sendo a
principal delas quanto ao seu modo de acao do ingrediente ativo no organismo alvo
ou a natureza da praga combatida, conforme descrito a seguir: herbicidas
(combatem as plantas daninhas), inseticidas (combatem os insetos), fungicidas
(combatem os fungos), acaricidas (combatem os acaros), moluscocidas (combatem
0os moluscos), rodenticidas (combatem os roedores), bactericidas (combatem as
bactérias), entre outros (BAIRD, 2002).

A classificacdo dos agrotoxicos conforme o grau de toxicidade para o ser
humano é fundamental, pois fornece a toxicidade desses produtos relacionados com
a Dose Letal 50% (DLso). A DLsp representa a quantidade (dose Unica) da substancia
necessaria para matar 50% dos animais testados nas condi¢cdes experimentais
utilizadas (BARBOSA, 2004). A Lei n° 7802, de 11 de julho de 1989, regulamentada
pelo Decreto n® 4074, de 04 de janeiro de 2002, obriga as formula¢cfes de pesticidas
a apresentarem no rétulo, a cor correspondente a classe de sua toxicidade para
alertar sobre o perigo desta formulacdo, conforme demonstrado na Figura 1
(BRASIL, 2002).

A classificacédo toxicologica garante a interpretacdo direta do grau de perigo
dos agrotdxicos a saude humana, facilitando ao consumidor identificar a dimenséao
do risco na utilizacdo destes compostos. E importante destacar que dentre as
substancias classificadas como extremamente toxicas (classe ), encontram-se

aquelas comprovadamente carcinogénicas e mutagénicas (LEVIGARD, 2001).
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Classel Rétulo vermelho - Extremamente téxico *DLso = 0— 50 mg kg?

Classell Roétulo amarelo - Altamente téxico *DLs, = 50 — 500 mg kgt

Classelll Rétulo azul - Medianamente téxico *DLs, = 500 — 5000 mg kg?

ClasselV Rétulo verde - Pouco téxico *DLso > 5000 mg kgt

*DLsy quantidade de uma determinada substancia que € necessaria ingerir ou administrar para
provocar a morte de pelo menos 50% da populacdo em estudo.

Figura 1 - Classificacao toxicoldgica dos agrotoxicos. Fonte: BRASIL, 2002.

2.2.3 Consumo e intoxicagdes

O processo produtivo agricola brasileiro esta cada vez mais dependente dos
agrotoxicos e fertilizantes quimicos. Segundo os dados divulgados pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Observatério da Indastria dos
Agrotéxicos da Universidade Federal do Parana, no 2° Seminario sobre Mercado de
Agrotoxicos e Regulagdo, em Brasilia (DF), em abril de 2012, enquanto, nos ultimos
dez anos, o mercado mundial de agrotdxicos cresceu 93%, o mercado brasileiro
cresceu 190%. Assim, em 2008, o Brasil ultrapassou os Estados Unidos e assumiu 0
posto de maior mercado mundial de agrotéxicos (CARNEIRO et al., 2012).

Os crescentes indices de produgcdo e produtividade no campo brasileiro
tornaram o Brasil atrativo para a industria quimica de defensivos agricolas. O pais ja
€ 0 maior mercado consumidor de agrotéxicos no mundo. Apenas no ano passado,
0s agricultores brasileiros consumiram 823,2 milhdes de toneladas de agrotoxicos.
Segundo informagdes do Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa
Agricola (SINDAG), essa posicao é resultado da possibilidade que o pais tem de
produzir mais de uma safra por ano (SINDAG, 2013).

Um mercado nacional que em 2002 representava R$ 2,5 bilhdes chega,
passados dez anos, a cifra de R$ 8,9 bilhdes (SINITOX, 2010). Os estudos do

impacto desses produtos ndo acompanham a propria liberagdo do comércio e,
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menos ainda, a informacao sobre 0 uso e como resultado deste crescente consumo,
mais pessoas estao morrendo pelo contato com estes compostos.

Segundo o Sistema Nacional de InformacgBes Toxicolégicas (SINITOX), no
Brasil, foram 5.463 casos registrados de intoxicagdo por esses produtos em 2010,
sendo que destes, 195 chegaram a O6bito, conforme apresentado na Tabela 2
(SINITOX, 2010).

Tabela 2 - Casos e O6bitos registrados de intoxicagdo humana no Brasil, por
agrotoxicos e produtos veterinarios por diferentes agentes, no ano de 2010.

Agrotoxicos/Uso Produtos Veterinarios
Agricola
Casos Casos

registrados de  Obitos  registrados de  Obitos

intoxicacao intoxicacao
Acidente individual 1217 8 479 -
Acidente coletivo 73 - 3 -
Acidente ambiental 111 1 2 -
Ocupacional 1308 3 56 -
Uso terapéutico 1 - 3 -
Prescricdo médica inadequada - - 2 -
Erro de administracao 5 - 8 -
Automedicacéo 6 - 1 -
Abuso 4 - 3 -
Ingestéo de alimentos 6 - 2 -
Tentativa de suicidio 2439 175 277 1
Tentativa de aborto 4 - 1 -
Violéncia/ homicidio 38 3 1 -
Uso indevido 32 - 26 -
Outras 218 5 26 -
Total 5463 195 885 1

Fonte: SINITOX, 2010.
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Os dados de intoxicagdes que chegam aos centros de toxicologia ainda sao
precarios, sendo que a maior parte deles ndo é registrada. O Ministério da Saude
aponta que para cada caso de intoxicacao registrado no Brasil, outros 40 casos néo
séo notificados.

Considerando o numero de casos de intoxicacdo e Obitos nas diferentes
regides do Brasil, destaca-se a regido sudeste que apresenta o maior indice com
2.823 casos de intoxicacdo humana por agrotéxicos, sendo que destes, 50 levaram
a Obitos, seguida da regido sul, com 898 casos de intoxicacédo e 20 6bitos, conforme
apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 - Casos, Obitos e Letalidade de Intoxicacdo Humana por agrotoxicos e
medicamentos veterinarios nas diferentes regides do Brasil, no ano de 2010.

Agrotoxicos/Uso Produtos
Agricola Veterinérios
NUmero de casos 115 25
Regido Norte  Numero de oObitos 1 -
Letalidade (%) 0,55 -
N Ndmero de casos 823 76
Regiao )
Numero de 6bitos 82 1
Nordeste .
Letalidade (%) 9,96 1,32
Numero de casos 2823 305
Regido Sudeste Numero de 6bitos 50 -
Letalidade (%) 1,77 -
Numero de casos 898 255
Regido Sul Numero de ébitos 20 -
Letalidade (%) 2,23 -
_ Numero de casos 804 224
Regido Centro- )
Numero de 6bitos 42 1
Oeste _
Letalidade (%) 5,22 0,45
NUmero de casos 5463 885
Brasil Numero de 6bitos 195 2
Letalidade (%) 3,57 0,23

Fonte: SINITOX, 2010
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E importante destacar que dos 898 casos de intoxicagdo na regido sul, 244
foram decorrentes de acidente individual, 8 de acidente coletivo, 1 de acidente
ambiental, 323 de intoxicacdo ocupacional, 283 de tentativa de suicidio, 17 de
violéncia/suicidio, 5 de uso indevido e 0s 17 restantes por causas ndo especificadas.
Além disso, dos 20 Obitos registrados, 1 foi decorrente de intoxicacdo ocupacional,
18 de tentativa de suicidio e 1 de causa ndo especificada (SINITOX, 2010).

As medidas mais importantes para minimizar o0 risco potencial da
contaminagdo por agrotoxicos em humanos sdo, ndo somente monitora-los nos
produtos agricolas e em frutas e verduras, mas também propor e empregar formas
alternativas que visem a reducdo desses compostos durante, principalmente, as
etapas de plantio de uma determinada cultura. De modo geral, quando os
agrotoxicos sdo aplicados seguindo as Boas Préaticas Agricolas (BPA), os Limites
Maximos de Residuos (LMR) ndo sédo excedidos, porém, a ma utilizacdo desses
compostos € que se torna preocupante, podendo deixar quantidades significativas
de residuos tanto em alimentos quanto em compartimentos ambientais (JARDIM,;
ANDRADE; QUEIROZ, 2009).

2.2.4 Propriedades fisico-quimicas dos agrotéxicos

E possivel estimar o comportamento de um agrotoxico no ambiente, desde a
sua aplicacao até o destino final, por meio do estudo de suas propriedades fisico-
quimicas e das propriedades do ambiente (PRIMEL et al., 2005).

A natureza de cada agrotoxico € uma funcdo composta de sua estrutura
molecular expressa pelo tamanho da molécula, ionizabilidade, solubilidade em agua,
lipofilicidade, polarizabilidade e volatilidade, dentre outras. Cada uma dessas
propriedades afeta a natureza geral de uma molécula em alguma extensdo, mas
geralmente uma ou duas propriedades tem uma influéncia predominante (SILVA,
FAY, 2004).

Portanto, cada agrotoxico tem sua estrutura molecular definida, a qual
determina, pelo menos parcialmente, o grau que ele ira interagir no ambiente. Com a
presenca de grupos funcionais contendo oxigénio, nitrogénio e enxofre, as
moléculas organicas modificam suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas.

Estes grupos geralmente tendem a tornar 0S compostos organicos mais reativos,
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tanto quimica como biologicamente, mais sollveis em agua e menos volateis
guando comparados aos hidrocarbonetos com o mesmo niumero de carbono. Muitos
desses grupos funcionais também podem conferir caracteristicas acidas ou basicas
aos compostos. A presenca de halogénios como, por exemplo, flior, cloro e bromo
também torna o agrotéxico menos sollvel em &gua, mais volatil e normalmente
menos reativo, tornando-o mais estavel ambientalmente (SILVA; FAY, 2004).

Alguns agrotéxicos ainda podem apresentar mais de um grupo funcional em
sua estrutura. Sendo assim, a soma dos efeitos individuais de cada grupo funcional
determina suas propriedades fisicas, quimicas e biologicas e, consequentemente,
seu comportamento e destino ambiental.

Dentre as inameras propriedades fisico-quimicas dos compostos, serao
descritas a seguir aquelas de fundamental importancia para um bom entendimento

do comportamento dos agrotoxicos no ambiente.
= Densidade

E a relagdo entre a sua massa por unidade de volume e, normalmente, é
expressa em g cm™, a uma determinada temperatura. A maioria dos compostos
organicos, incluindo todos os hidrocarbonetos alifaticos, tem densidades menores
que a agua (dagua = 0,998 g cm® a 20 °C), enquanto 0S compostos Organicos
halogenados tem densidades maiores. A densidade de um composto organico
determina seu potencial de lixiviagdo em uma dada situacdo. Os efeitos da
densidade e da miscibilidade s&o importantes no destino da maioria dos compostos
organicos (SILVA; FAY, 2004).

= Solubilidade

A solubilidade em agua pode ser definida como a quantidade maxima de um
composto organico que se dissolve em agua pura a uma determinada temperatura e
pH (SILVA; FAY, 2004). Esta propriedade é de fundamental importancia nos
processos ambientais, pois afeta o comportamento, transporte e destino dos
compostos organicos para as aguas subterraneas. A solubilidade em &agua é

dependente da estrutura quimica do composto, tamanho molecular, presenca de
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grupos funcionais, estado fisico, solvente e das condigbes ambientais, como
temperatura e pressao (CAPEL, 1993).

Moléculas altamente sollUveis tendem a ter coeficientes de adsorcdo, para
solos e sedimentos, relativamente baixos e fatores de bioconcentracdo também
relativamente baixos. Tendem a ser mais rapidamente biodegradaveis no solo e na
agua. A presenca de matéria organica dissolvida, como acidos humicos e fulvicos,
leva a um aumento da solubilidade de varios compostos devido a sua particdo na
matéria organica.

A presenga de grupos funcionais contendo nitrogénio, oxigénio, enxofre e
moléculas organicas, tais como, acidos, alcoois, cetonas, sais, aminas e tiois,
permite ligacbes destes com agua por pontes de hidrogénio e, portanto, aumenta a
solubilidade desses agrotoxicos em agua. A adicdo de halogénios ou grupos alquila
diminui a solubilidade em &gua de uma maneira sisteméatica baseada no tamanho do
substituinte (PIERZYNSKI; SIMS; VANCE, 1994).

= Constante de dissociacao

O pKa é um indice da forca acido-basica de um composto e € definido como o
pH no qual a metade do composto esta na sua forma ionizada e metade na forma
nao ionizada. Para as espécies ionizaveis, no valor de pH = pK,, a relacdo das
espécies ibnicas e moleculares é 1:1. A forma da molécula organica tem impacto
significante em sua solubilidade em agua e, portanto, em seu comportamento no
ambiente (SILVA; FAY, 2004). Quanto menor o valor de pK, maior € o grau de
dissociacao ibnica e, portanto, mais soluvel € a substancia. Em geral, a maioria dos
compostos organicos acidos tem os valores de pK, entre 4 e 5, muitos alcodis
organicos entre 9 e 11 e a maioria das aminas e nitrocompostos tem pK, entre 10 e
12. Além disso, a presenca de halogénios na molécula organica, diminui o valor do
seu pKa (BARCELO; HENNION, 2003).

= Pressao de vapor

E definida como a pressdo a determinada temperatura em que a fase de

vapor (gas) esta em equilibrio com a fase liquida e é a principal propriedade da
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molécula a ser utilizada no célculo de sua volatilizacdo. A pressdo de vapor €
expressa em mm Hg a 25 °C.

Quando um agrotéxico é incorporado ao solo, a perda por volatilizacdo
envolve a dessor¢do do agrotéxico do solo, movimento na superficie do solo e
volatilizacdo para a atmosfera. Portanto, os agrotoxicos incorporados ao solo
volatilizam a uma velocidade muito reduzida, dependente da pressdo de vapor
efetiva do agrotoxico no interior do solo e sua velocidade de movimento para a
superficie (SILVA; FAY, 2004).

De uma maneira geral, os compostos com baixa pressao de vapor,
apresentam menor transporte, menor mobilidade atmosférica, menor volatilizacéo e,
consequentemente, maior persisténcia. JA os compostos com alta presséao de vapor
apresentam maior transporte, maior mobilidade, maior Vvolatilizacdo e

consequentemente menor persisténcia.

= Lei de Henry (H)

A constante da Lei de Henry (H), também chamada de coeficiente de particdo
ar/adgua no ambiente, expressa a condi¢do de equilibrio entre a concentracdo em
solucdo de uma molécula organica dissolvida e a pressdo parcial do ar acima da
solucdo a uma dada temperatura.

7

A constante da Lei de Henry é expressa em atm mol* m3

e descreve
adequadamente o coeficiente de particdo ambiental ar-agua. Esta constante
juntamente com a presséo de vapor mostra a tendéncia do agrotoxico a volatilizar ou

permanecer na fase aquosa (SILVA; FAY, 2004).

= Coeficiente de particdo octanol-agua (Kow)

E definido como a relacdo da concentracdo de um agrotéxico na fase de n-
octanol saturado em agua e sua concentracdo na fase aquosa saturada em n-
octanol. Este coeficiente relaciona as propriedades lipofilicas e hidrofilicas,
demonstrando a tendéncia a bioconcentragdo destes compostos, sendo um fator
importante na avaliagao de riscos, pois em conjunto com os dados de degradacéo, o
potencial de acumulacdo pode ser usado na identificacdo dos agrotdoxicos que
podem ser transportados via cadeia alimentar (BARCELO; HENNION, 2003).
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= Tempo de meia vida

A longevidade de uma molécula organica é normalmente expressa em termos
de meia vida (Ty,) do composto parental, que é o tempo requerido para que a
metade da concentracdo do agrotoxico desapareca, independentemente da sua
concentracdo inicial no solo. A degradabilidade dos agrotoxicos, geralmente
expressa pela meia vida, € muito variavel, incluindo dias, meses ou anos e é
fortemente influenciada pelas condicbes ambientais. O tempo de meia vida é um
critério utilizado para determinar os efeitos ambientais relacionados a volatilizagéo,
potencial de lixiviacdo e caracteristicas de degradacdo de varios compostos
quimicos (SILVA; FAY, 2004). E util para a comparacéo da persisténcia relativa de
diferentes agrotoxicos no ambiente e é importante para o entendimento do potencial
de impacto no solo e na dgua (CABRERA et al., 2008).

2.3 Medicamentos veterinarios

A producdo animal € uma das atividades mais expressivas do agronegécio
brasileiro e para assegurar a produtividade e competitividade do setor, o0s
medicamentos de uso veterinario tem sido amplamente utilizados e administrados
como aditivos em agua ou nos alimentos dos animais destinados ao consumo
humano, para garantir a salde animal, assim como permitir um aumento na
producdo de alimentos de origem animal (STOLKER; BRINKMAN, 2005;
REGITANO; LEAL, 2010). Deste modo, antimicrobianos, endectocidas, coccidios-
taticos, antiprotozoarios, antifingicos, promotores de crescimento, horménios,
anestésicos, tranquilizantes, agentes antiinflamatorios ndo esteroidais e produtos
para eutandsia sdo utilizados para assegurar a saude animal (SARMAH; MEYER,;
BOXALL, 2006).
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2.3.1 Definigéo e classificagcdo

Os medicamentos veterinarios sédo definidos pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como toda e qualquer substancia aplicada, em
qualquer animal destinado a producdo de alimentos, com fins terapéuticos,
profilaticos ou de diagndstico, ou para modificar as funcdes fisioldgicas, de
comportamento ou como promotor de crescimento (ANVISA, 2013).

De acordo com a agéncia Food and Drug Administration (FDA) e a Unido
Europeia (EU) estas substancias séo classificadas em dois grupos. O grupo A
compreende as substancias proibidas (estilbenos, agentes antitirebideos, esteroides,
lactonas do acido resorcilico, beta-antagonistas e nitrofuranos) e o grupo B
compreende outros medicamentos veterinarios autorizados, mas que possuem
limites estabelecidos (bactericidas, anti-helminticos, carbamatos e piretréides,
sedativos, antiinflamatorios nao esterbides, organoclorados e organofosforados)

(FDA, 2010; FVO, 2010).

2.3.2 Consumo e intoxicagdes

O Brasil é um dos cinco maiores mercados veterinarios em todo o mundo. O
setor vem apresentando crescimento sustentado devido, principalmente, a trés
fatores: 1) aumento das exportacfes de produtos veterinarios, uma vez que o Brasil
€ um centro de producdo importante para as multinacionais; 2) maior fiscalizacéo
sanitaria e critérios cada vez mais exigentes para a comercializacdo seja interna ou
externamente; e 3) maior conscientizacdo dos criadores da importancia de manter
0os rebanhos saudaveis, com programas sanitarios eficientes e regulares
(CAPANEMA et al., 2007). De acordo com o Sindicato Nacional da Industria de
Produtos para Saude Animal (SINDAN), o faturamento deste setor aumentou de
2,51 milhdes de reais em 2006 para 3,66 milhdes de reais no ano de 2012 (SINDAN,
2013).

Apesar das taxas de excre¢cdo dos antimicrobianos veterinarios (AV)
dependerem da substancia administrada, do modo de aplicacéo, da espécie animal
e do tempo de tratamento, estima-se que em alguns casos até 90% da dose

administrada seja eliminada, em sua forma ndo metabolizada ou como metabdlitos
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ativos, ja que a absorcao destas substancias geralmente ocorre de forma incompleta
no organismo (KEMPER, 2008; BAO et al., 2009).

Muitos destes compostos podem exercer efeitos genotdxicos, carcinogénicos,
enddcrinos, entre outros e, portanto, os Orgdos fiscalizadores exigem um severo
controle no uso destes compostos envolvendo a producéo de alimentos.

Segundo o SINITOX, em 2010, foram registrados 885 casos de intoxicacao
humana e 1 caso de 6bito por medicamentos veterinarios no Brasil. Dos 885 casos,
mais da metade (479) foram decorrentes de acidente individual e 277 foram
decorrentes de tentativa de suicidio, conforme apresentado na Tabela 2 (SINITOX,
2010).

De acordo com a Tabela 3 que apresenta 0s casos de intoxicagdo humana e
Obitos por medicamentos veterinarios por regido do Brasil, no ano de 2010, pode-se
observar que dos 885 casos no pais, o maior numero registrado foi na regido
sudeste com 305 casos, seguido da regido sul com 255 e da regiao centro-oeste
com 224 casos. Além disso, é possivel observar que dos dois 06bitos, um foi
registrado na regido nordeste e outro na regido centro-oeste (SINITOX, 2010).

Além disso, é importante destacar que dos 255 casos de intoxicacdo humana
na regido sul, 141 foram decorrentes de acidente individual, 32 por intoxicagao
ocupacional, 1 de erro de administracdo, 65 de tentativa de suicidio, 9 de uso
indevido e os 7 restantes de causas nao identificadas, sendo que nenhum destes
casos resultou em o6bito (SINITOX, 2010).

2.4 Residuos e contaminantes no solo

A Organizacado das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo, FAO (do
inglés, Food and Agriculture Organization) define o termo “residuo” como sendo a
fracdo de uma substancia, seus metabdlitos, produtos de conversao ou reacéo e
impurezas que permanecem no alimento proveniente de produtos agricolas e/ou
animais tratados com estas substancias (CODEX ALIMENTARIUS, 2010).

Ja o termo “contaminante” é definido como qualquer substancia que nao seja
intencionalmente adicionada aos alimentos. Os contaminantes podem estar

presentes nos alimentos como resultado das etapas de producao, transformacéo,
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acondicionamento, embalagem, transporte e armazenagem do alimento (CODEX
ALIMENTARIUS, 2010).

As deficiéncias nas boas praticas para a utilizacdo de agrotoxicos e
medicamentos de uso veterindrio resultam no aparecimento de residuos que, em
niveis acima dos Limites Maximos de Residuos (LMR), podem representar risco a
saude humana. Estes riscos estdo estritamente correlacionados com o desrespeito
as instrucbes de uso do fabricante contidas na bula dos agrotoxicos e dos
medicamentos veterindrios, tais como: indicacdo de uso para a espécie alvo,
dosagem, via de administracdo e periodo de caréncia (PRESTES, 2011).

O LMR é a quantidade legalmente permitida, ou reconhecida, como aceitavel
no alimento e é estabelecido para cada composto aprovado para uso em um
determinado alimento. O LMR sempre estd4 correlacionado a Ingestdo Diaria
Aceitavel.

O Joint Expert Committee on Food Additives (JECFA), 6rgdo da FAO, e o
FDA dos EUA, gue sao as organizacdes internacionais envolvidas com a saude
publica, estabelecem as diretrizes para os Limites Maximos de Residuos (LMR)
(DENOBILI, 2004). J& no Brasil, a competéncia para estabelecer estes limites, seja
de medicamentos veterinarios ou de agrotoxicos, é do Ministério da Saude através
da ANVISA.

Apesar de haver recomendacdes para alimentos, até os dias atuais nao
existem legislacdes que estabelecam limites especificos para a concentracdo de
medicamentos veterinarios no solo. Somente em 2001 a Agéncia Europeia, para a
Avaliacdo de Produtos Medicinais (EMEA, European Agency for the Evaluation of
Medical Products), determinou um limite genérico de 100 pg kg™ para farmacos
veterinarios em solo. Este valor foi estabelecido com base em estudos toxicol6gicos
realizados com os farmacos autorizados nos Estados Unidos e esta abaixo dos
niveis prejudiciais observados em minhocas, micrébios e plantas (VICH, 2010).

Com relacdo aos agrotoxicos, sdo precéarias as informacfes referentes aos
limites maximos permitidos em solo. A Asia-Pacific Centre for Environmental Law
(APCEL, 1995) propde limites maximos permitidos de residuos de agrotoxicos para
serem usados como padrbes no controle e na avaliacdo do nivel de contaminagéo
do solo. A Tabela 4 apresenta as concentracdes maximas permitidas para alguns

agrotoxicos pela APCEL.
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No que diz respeito a legislacdo ambiental brasileira, mais especificamente no
estado de Séo Paulo, em 2005, a CETESB, em conjunto com o Ministério da Saude,
estabeleceu valores orientadores (valores de referéncia de qualidade, de alerta e de
intervencdo) para alguns agrotéxicos presentes em compartimentos ambientais,
como solos e aguas subterrdneas, conforme apresentado no Anexo A. Esses
valores séo descritos apenas para alguns tipos de agrotéxicos (aldrin e dieldrin,
Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT), endrin, lindano e hexaclorobenzeno (HCB)) e
foram definidos com base em dados nacionais e em avaliacdo de risco a saude
humana, cujas respostas foram obtidas a partir do gerenciamento da qualidade dos

solos e das aguas subterraneas (CETESB, 2005).

Tabela 4 - Limites maximos permitidos de residuos de agrotoxicos no solo.

Agrotoxico Concentracao I\_/Iléxima Permitida
(mg kg™)

2,4-D 0,2
Atrazina 0,2
Cipermetrina 0,5
Dimetoato 0,1
Metolaclor 0,5
Monocrotofos 0,1
Paration-metilico 0,1
Simazina 0,2

Fonte: Asia-Pacific Centre for Environmental Law (APCEL, 1995).

Diante do exposto, constata-se que existe uma lacuna de conhecimento
guanto aos indicadores de risco ambiental de agrotoxicos e medicamentos
veterinarios para o solo. Por constituirem um grupo muito grande ingredientes ativos
(i.a.) em uso no Brasil, ha necessidade de que os trabalhos avancem no sentido de
estabelecer valores permitidos e/ou aceitaveis para esses compostos nos solos do

pais.
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2.5 Relagédo entre os agrotoxicos e o ambiente

Os agrotoxicos sdo os compostos de maior interesse agrondmico, dentre os
poluentes orgéanicos sintéticos, pois sdo utilizados em grandes quantidades e,
normalmente, seu destino final é o solo. Estes compostos atingem o solo ndo s6
pela incorporacdo direta, como também pelo tratamento de sementes com
fungicidas e inseticidas, no controle de fungos patogénicos e pragas e pela
eliminacdo de plantas invasoras pelos herbicidas. A contaminagdo ainda pode
ocorrer de forma indireta, pela pulverizacdo das partes verdes dos vegetais e pela
gueda de frutos e folhas que receberam a aplicacdo de agrotéxicos (MEURER,
2004).

Os mecanismos fisicos e biologicos possibilitam a distribuicdo dos residuos
de agrotdxicos nos ecossitemas pelo ar, pela agua e pela migracdo nos organismos.
Devido a alta complexidade dos processos ambientais, o estudo do efeito ambiental
dos agrotoxicos também é extremamente complexo. Geralmente, a absorcdo de
agrotoéxicos no solo é mais forte em comparacdo a absorcdo dos agrotoxicos de
outras matrizes, como por exemplo, frutas e vegetais (SCORZA, 2010).

A duracdo do efeito dos agrotoxicos e sua permanéncia no ambiente
estabelecem a sua persisténcia, sendo esta influenciada pela estrutura quimica do
composto, pelas condicbes do ambiente e pela presenca de micro-organismos
capazes de degradar estes compostos (MEURER, 2004).

Depois da aplicacdo de um agrotdxico, adubo ou fertilizante no solo, varios
processos fisicos, quimicos, fisico-quimicos e biolégicos determinam seus
respectivos comportamentos. O destino desses agroquimicos no ambiente é
governado por processos de retencdo (sorcao), de transformacdo (degradacao
guimica e biolégica) e de transporte (deriva, volatilizac&o, lixiviacdo e escoamento
superficial), e por interacbes desses processos. Além da variedade de processos
envolvidos na determinacédo do destino ambiental de agrotéxicos, diferencas nas
estruturas e propriedades das substancias quimicas, bem como nas caracteristicas
e condigcbes ambientais, podem afetar esses processos (GOMES; CERDEIRA;
SPADOTTO, 2013). Na Figura 2 sao apresentados, esquematicamente, 0s principais

processos que atuam na movimentacdo e na degradacdo de agrotdxicos na



o1

natureza, ilustrando os meios mais provaveis onde esses compostos podem ser
encontrados.

A Unica forma de predizer a dindmica desses produtos no ambiente é
compreender 0s processos basicos que os levam a dissipacdo e degradagdo no
ambiente e entender como tais processos sdo controlados pelas condigcbes
ambientais.

O aspecto mais importante que governa o destino dos agrotoxicos no sistema
solo-agua é a natureza da particdo entre o vapor, a solucao e as particulas do solo.
A particdo entre a solucdo e a fase soélida é determinada pela solubilidade do
composto e pelos processos de adsorcao/dessorcdo. A particdo entre a solugcéo e a
fase solida ou gasosa € controlada pelo processo de volatilizacdo (LAVORENTI,
2002).
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Figura 2 - Principais rotas de transporte e degradacao de agrotoxicos no ambiente.
Fonte: adaptado de JARDIM; ANDRADE; QUEIROZ, 2009.
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A retencdo dos agrotoxicos e de outros compostos organicos por sorbentes
naturais (solo, argila e sedimento) € normalmente denominada de sorcdo, sem
especificar a natureza da interacdo entre soluto e sorbente. A sor¢cdo envolve
processos de adsorcao, absorcéo e dessorcdo. A adsorcao descreve a transferéncia
das moléculas do agrotoxico da fase movel (liquida ou vapor) para a fase
estacionaria (particulas do solo), o que reduz a mobilidade das moléculas organicas
no solo. Por outro lado, a dessorcao representa 0 processo inverso. Ja 0 processo
de absorcdo refere-se a captagdo pelas plantas dos agrotoxicos do solo e é,
provavelmente, a maior fonte de bioacumulagéo na cadeia alimentar e uma fonte
importante de exposi¢do a contaminagdo dos animais e do homem (PATERSON et
al., 1990). Em geral, os compostos com baixa solubilidade em agua sao fortemente
adsorvidos, mas o contrario nem sempre é verdadeiro (SILVA & FAY, 2004).

Os principais processos envolvidos na degradacdo quimica dos agrotéxicos
segundo Schnoor e colaboradores (2011), Havens e colaboradores (1995) e
Radosevich e colaboradores (1997) estdo descritos a seguir.

A fotdlise envolve a degradacédo das moléculas no ambiente pela acdo da luz
solar. Esse processo atinge principalmente as moléculas que apresentam alto grau
de volatilidade, ja& que resultam da ativagdo de elétrons, através da excitabilidade
pela luz. Além da fotélise direta, pode-se contar também com a fotélise indireta,
onde a luz funciona como um catalisador para outros processos fisico-quimicos
especialmente na agua. Como é um processo que atinge a qualquer produto que
esteja sobre a superficie do solo e da agua, apresenta 0 maior espectro de acao.

A hidrdlise é considerada o processo fisico-quimico mais relevante para a
degradacdo de moléculas de agrotéxicos. Ela provoca a quebra da molécula em
partes cada vez menores, facilitando sua absorcdo e transformacdo pela biota do
meio. Existem produtos que inclusive prevéem a acdo da hidrélise para a ativacédo
de seu mecanismo de acdo. Uma das necessidades da hidrolise para sua acéo é a
presenca de agua, por ser um processo que ocorre preferencialmente, em ambiente
liquido. Entretanto, muitas vezes, a prépria umidade presente no solo ja é suficiente
para ativar o processo.

O processo de oxidagdo-reducdo atua principalmente nas trocas quimicas
que o agrotoxico efetua em suas reagbes com o0s componentes do solo,
fundamentalmente com a matéria organica presente. A oxi-reducao geralmente age

em conjunto com outras reac¢des aqui listadas.
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Os processos de adsorcdo-dessorcdo envolvem a adesdo da molécula do
agrotoxico com outras particulas do solo ou mesmo dissolvida na agua (particulas
em suspensdo). Nesses momentos, dependendo das forcas envolvidas, pode haver
a liberacdo de radicais, que contribuem para a degradacdo das moléculas de
agrotoxicos. E também um processo muito importante quando levado em conta que
ele é responsavel pela retencdo dos produtos em determinadas camadas do solo,
liberando-o lentamente para a solucédo do solo, permitindo a acdo de outras forcas
degradantes, como a biodegradacédo e a hidrélise. Esse processo € principalmente
regulado pelos coeficientes de particdo da molécula, além do volume de &gua
presente na solucéo do solo.

A volatilizagcdo é um processo mais ligado com o transporte do que com
transformacao em si. Entretanto passa pela mudanca de estado fisico, o que pode
tornar o agrotoxico mais vulneravel a degradacdo. Estd intimamente relacionado
com a taxa de vapor do produto, e pode contribuir para que a degradacdo do
produto seja acelerada no solo, ao reduzir seu volume pela transferéncia do mesmo
a atmosfera, onde entram em acdo forcas como a fotélise. Quanto menor a
volatiidade e a pressdo de vapor, menor ser4 a evaporacdo dos agrotoxicos e
menores seréo as perdas (SANTOS, 2009).

A biodegradacdo é mais ativa ha chamada zona de raizes, decrescendo sua
acao gradualmente, a medida que o produto se aprofunda no solo.

A degradacdo microbiolégica é talvez o método singular mais importante de
remocao de agrotoxicos do solo devido a presenca de certos grupos polarizados nas
moléculas que proporcionam pontos de ataque ao organismo, sendo eles, OH, NHR,
COOH e NR (SANTOS, 2009). Os maiores grupos de micro-organismos do solo séo
0s actinomicetes, fungos e bactérias. Os micro-organismos do solo tém uma funcéo
importante na atenuacéo dos efeitos ambientais dos compostos organicos, uma vez
gque podem adaptar-se a presenca desses compostos potencialmente toxicos e
sobreviver por meio de sua degradacdo, ou seja, utilizar essas moléculas como
nutriente e energia (SILVA; FAY, 2004).

Os agrotoxicos sao decompostos pelos micro-organismos, desde que, estes
possuam a capacidade de produzir as enzimas especificas necessarias para o
processo. Dependendo do grau de resisténcia a decomposi¢cdo que o principio ativo

do agrotoxico apresentar, havera uma atividade microbiana mais ou menos intensa
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e, consequentemente, um tempo de residéncia do poluente no solo diferenciado
(MEURER, 2004).

Alguns agrotéxicos dissipam-se rapidamente no solo através do processo de
mineralizacao, resultando na transformacéo do produto em H,O, CO, e NH3. Embora
parte desse processo seja ocasionada por reacfes quimicas, como a hidrélise e a
fotdlise, o catabolismo (conjunto das reacdes bioquimicas que regem a
transformacao da matéria prima em detritos que devem ser expelidos) microbiolégico
e 0 metabolismo s&o, geralmente, os principais meios de mineralizacao.

Alguns organismos possuem grande capacidade de bioacumular substancias
guimicas, caracterizando o processo de bioacumulacdo (processo no qual os
organismos (inclusive humanos) podem adquirir contaminantes mais rapidamente do
que seus corpos podem elimina-los, como muitos contaminantes ambientais) ou
bioconcentracdo. Se o processo de bioacumulacdo atingir niveis elevados em uma
cadeia trofica, passa a caracterizar, entdo, a biomagnificacdo (aumento na
concentracdo de um contaminante a cada nivel da cadeia alimentar) (GOMES;
CERDEIRA; SPADOTTO, 2013).

O transporte dos agrotoxicos pode ocorrer de muitas formas, incluindo a
migracdo em A&gua (em suspensdo ou dissolvidos), em particulas do solo
(adsorvidos) ou no estado de vapor pelo ar do solo. A agua pode dispersar 0s
agrotoxicos no ambiente via lavagem das folhas (plantas), escoamento superficial
(perda de agrotéxico do local de aplicacao pela forca do fluxo da dgua de superficie)
e lixiviagao (transporte de solutos para camadas subsuperficiais). O escoamento
pode contribuir para a contaminacdo da agua superficial e a lixiviagdo para a
contaminacao da agua subterranea, mas os ciclos hidrolégicos permitem a conexao
direta entre estes dois compartimentos (LEONARD, 1990).

As condicbes meteoroldgicas, a composicdo das populacdes de micro-
organismos no solo, a presenca ou auséncia de plantas, a localizacdo do solo na
topografia e as praticas de manejo dos solos podem também afetar o destino dos
agrotoxicos no ambiente. Além disso, a taxa e a quantidade de agua em movimento
na superficie e através do perfil do solo tém um grande impacto na mobilidade
desses compostos de uso agricola. Um entendimento dos processos de transporte
de agrotéxicos no ambiente, por exemplo, é essencial para direcionar planos de
monitoramento e avaliacdo de impactos ambientais (GOMES; CERDEIRA;
SPADOTTO, 2013).
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Laabs e colaboradores (2000); Reichenberger e colaboradores (2002); Allaire
e colaboradores (2009) realizaram alguns estudos e tem mostrado que agrotoxicos
considerados pouco moveis foram lixiviados para camadas profundas do solo
evidenciando, assim, o processo de transporte preferencial (JARVIS, 2007).

Estudos apontam que agrotoxicos utilizados em areas com cultivo de soja,
milho, cana-de-acucar e algoddo em Mato Grosso foram transportados
preferencialmente pelos macroporos, independentemente do potencial de retencéo
do pesticida no solo através da sor¢cdo (LAABS et al., 2000; REICHENBERGER et
al.,, 2002). O termo transporte preferencial implica que a agua e o pesticida,
infiltrando no solo, ndo tém tempo suficiente para se equilibrar com a matriz deste.
Dessa maneira, o tempo de contato do agrotoxico com a camada superficial do solo,
a qual possui maior capacidade para degradar o composto devido sua maior
atividade microbiana, € pequeno. Consequentemente, 0os agrotoxicos transportados
preferencialmente pelos macroporos poderédo chegar rapidamente as camadas mais
profundas, onde os processos de degradacdo e sorcdo sdo, geralmente, menos
efetivos. Diante desse cenario, € evidente que o transporte preferencial de
agrotoxicos através dos macroporos pode aumentar os riscos de contaminacdo do
lencol freatico. Em alguns solos argilosos estruturados, os macroporos podem
dominar a hidrologia, ja que funcionam como poros com alta condutividade
hidraulica (SCORZA; RIGITANO; FRANCO, 2010).

2.6 Relacédo entre os medicamentos veterinarios e o ambiente

Muitos dos medicamentos veterinarios administrados ndo sdo plenamente
metabolizados no organismo animal, sendo excretados na urina e nas fezes, tanto
na forma do composto original ou ja parcialmente metabolizados (SARMAH;
MEYER; BOXALL, 2006; KEMPER, 2008). Além das excre¢cdes dos animais em
pastejo, o esterco € muitas vezes lancado diretamente no pasto ou empregado como
fertilizante em terras cultivaveis sem nenhum cuidado prévio. Além disso, a
contaminacdo ambiental pode ocorrer pelas mas condicdes de armazenagem de

produtos néo utilizados ou com prazo de validade expirado (RATH et al., 2012).
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O comportamento e o destino dos medicamentos veterindrios no ambiente
sdo regulados, assim como 0s agrotoxicos, por processos quimicos, fisicos e
biologicos. Apds 0 composto atingir o solo, 0os processos de sorcédo, transformacao
(degradacao) e transporte (lixiviacdo e escoamento superficial) serdo os principais
responsaveis em ditar seu destino final no ambiente (SARMAH; MEYER; BOXALL,
2006). Estes processos sao, por sua vez, governados pelas propriedades fisico-
guimicas da molécula do farmaco (estrutura molecular, tamanho, forma,
solubilidade, especiagédo, hidrofobicidade, entre outros) e do solo (pH, textura,
quantidade de matéria organica, entre outros), além das condi¢cbes edafo-climaticas
locais (SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006; KEMPER, 2008).

A bioacumulacdo de antimicrobianos em plantas e organismos pequenos €&
um dos impactos provocados pela dispersdo destes compostos no solo. Kinney e
colaboradores (2008) observaram a bioacumulacdo de trimetoprima (TMP) e
diversos compostos organicos em minhocas, apés a aplicacdo de esterco e de lodo
de esgoto ao solo. Boxall e colaboradores (2006) detectaram florfenicol (FLO) e
trimetoprima em alface, além de enrofloxacina, florfenicol e trimetoprima nas raizes
da cenoura, ambas cultivadas em solos contaminados com os farmacos. A
sulfametazina (SMT) foi detectada, em concentra¢des variando entre 0,1 a 1,2 mg
kg™, em tecidos de milho, alface e batata (DOLLIVER; KUMAR; GUPTA, 2007).

Embora ndo existam evidéncias de que a bioacumulacdo de antimicrobianos
em plantas ofereca riscos a saude humana, ha estudos que mostraram que o
crescimento de espécies vegetais foi prejudicado por alguns farmacos. Migliori e
colaboradores (1998) confirmaram a inibicdo do desenvolvimento pds-germinativo
de varias plantas empregando concentracfes elevadas de sulfadimetoxina (SDX) no
solo. Hordeum disthicum (cevada) e Zea mays (milho) apresentaram peso inferior
em relagdo as plantas cultivadas em solos ndo contaminados. O tamanho das
raizes, cotilédones e da folhagem da Amaranthus retroflexus, Plantago major e
Rumex acetosella foi menor quando comparado as amostras de controle.

Além dos prejuizos causados as espécies vegetais, outros danos tambéem
podem ser provocados, jA que muitos micro-organismos do solo sdo sensiveis aos
antimicrobianos. Estima-se que, em solos cultiviveis, respectivamente, 10° e 10°
bactérias por grama, sejam responsaveis pela imobilizagdo de minerais e processos

naturais de decomposi¢cdo. Com a morte destes micro-organismos a capacidade do
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solo em degradar outros contaminantes, como 0s agrotéxicos, seria prejudicada
(BOXALL et al., 2003; KEMPER, 2008).

Em comparacédo a outros poluentes organicos, em especial os agrotoxicos, 0s
antibiéticos de uso veterinario apresentam uma série de particularidades, como
padrdes de uso, ocorréncia no ambiente em associagcdo com material organico (lodo
ou esterco animal), elevado peso molecular, presenca de diferentes grupos
funcionais ionizaveis, entre outros, o que torna o conhecimento ja acumulado nos
estudos com agrotoxicos nem sempre valido ou aplicavel para o entendimento do
seu comportamento no ambiente (KAY et al., 2005). O comportamento de farmacos
no meio ambiente ainda ndo tem sido extensivamente estudado. Sendo assim,
existe uma caréncia de dados quantitativos que estimem a extensdo desta
contaminacdo, de estudos sobre a mobilidade destes compostos, de métodos
adequados para a determinacdo dos mesmos no solo e dos impactos ambientais
provocados por sua presenca no ambiente (KEMPER, 2008; CONNOR; AGA, 2007).

2.7 Preparo da amostra para a extracdo de agrotoxicos e medicamentos

veterinarios em solo

Os agrotéxicos desempenham um papel importante na agricultura, assim
como os medicamentos veterinarios na criacdo de animais, porém eles devem ser
utiizados de forma eficiente a fim de serem economicamente viaveis e
ambientalmente sustentaveis. Muitos agrotoxicos foram classificados como
poluentes organicos persistentes e altamente toxicos e por isso foram banidos pelas
organizacfes reguladoras e substituidos por produtos mais ecolégicos. Devido a
legislacdo de muitos paises para a protecdo ambiental da contaminacdo desses
compostos, é necessario o desenvolvimento de métodos analiticos adequados para
a deteccdo de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em baixa concentragcdo no
ambiente. O solo destaca-se como uma importante matriz, uma vez que 0S
agrotoxicos sao frequentemente aplicados diretamente ou encontrados no solo ap6s
a sua aplicacao nas plantas (TADEO et al., 2012).

A determinagdo de residuos de agrotoxicos e medicamentos veterinarios,

devido ao fato das concentracbes dos analitos serem geralmente muito baixas,
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apresentarem propriedades quimicas distintas, bem como a complexidade das
matrizes, faz com que ocorra a necessidade de uma etapa prévia antes da
determinacao destes, denominada de preparo da amostra. Devido ao fato de que as
medidas sdo normalmente efetuadas em baixos niveis de concentracdo, as
interferéncias sao problemas frequentes que devem ser considerados. Portanto, 0os
principais objetivos do preparo da amostra SsGo promover a extracdo e o enriqueci-
mento dos analitos de interesse e remover, tanto quanto possivel, os interferentes.
As perdas de analito nesta etapa podem comprometer o resultado das andlises e,
por isso, o preparo da amostra € uma etapa crucial dentro de todo o processo
analitico (HERCEGOVA; DOMOTOROVA; MATISOVA, 2007; CHEN et al., 2010).

A extracao seletiva de agrotoxicos do solo é baseada nas diferencas de suas
propriedades fisico-quimicas. Estas incluem a solubilidade, polaridade, massa
molecular e volatilidade. A técnica de extragdo mais seletiva pode eliminar ou reduzir
a necessidade de limpeza do extrato (TADEO et al., 2012).

A extracdo do analito em amostras sélidas continua sendo um passo critico
na analise de contaminantes. Deve-se avaliar o método de extracdo sempre levando
em conta 0s seguintes aspectos: seletividade para os componentes de interesse,
recuperacdo do analito, volume do solvente organico necessario, toxicidade do
solvente, tempo de extracdo e numero de etapas de limpeza do extrato requeridas
ap0s a extracdo. Cada técnica tem seu proprio mérito e a escolha da extracao
depende, ainda, de outros fatores como o custo e a simplicidade de operacéo e a
disponibilidade de um método padrdo ou validado (FEDOTOV et al.,, 2004,
HAWTHORNE et al., 2000).

Diversas técnicas podem ser utilizadas para a extracdo dos agrotéxicos e
medicamentos veterinarios do solo. Dentre os métodos mais tradicionalmente
utilizados, destaca-se a extracdo solido-liquido (SLE, do inglés Solid-Liquid
Extraction), que se baseia no contato de uma amostra solida com um solvente
apropriado. A SLE inclui trés técnicas principais, sendo elas, Soxhlet, agitacdo e
extracdo assistida por ultrassom (UAS, do inglés Ultrasonic-Assisted Extraction)
(TADEO et al., 2012; RAMOS et al., 2010).

A extracdo por Soxhlet € uma técnica utilizada para extrair compostos nao
polares e semi-polares de amostras de solo. A amostra € colocada em um extrator
Soxhlet e a extracdo dos compostos € obtida por meio da condensacéo a quente de

um solvente organico que € continuamente refluxado através da amostra em um
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sistema fechado. Xin-Li e colaboradores e Wong e Bidleman (2010) isolaram
agrotoxicos organoclorados de amostras de solo utilizando a extracdo por Soxhlet e
diclorometano, enquanto Bangui e colaboradores (2010) realizaram o procedimento
de extracao utilizando uma mistura de hexano e acetona como solvente de extragao.

Apesar da excelente recuperacao, € um procedimento tedioso, pois o tempo
de extracdo € longo, com aproximadamente 16 h e somente uma amostra pode ser
extraida por aparelho. Além disso, pode degradar compostos termicamente labeis e
requer a utilizacdo de grandes volumes de solvente organico, o que torna essa
técnica ambientalmente inadequada e dispendiosa (QUINETE, 2005; BANJOO;
NELSON, 2005).

A técnica de agitacdo consiste na extracdo sucessiva de amostras solidas
com solvente organico empregando agitacdo vigorosa, sendo que esta agitacao
pode ser manual ou mecanica. Existem diversos equipamentos que sao utilizados
para a agitagcdo mecanica como, por exemplo, agitadores do tipo orbital, vortex e
pendular (TADEO et al., 2012).

Em geral, a maioria dessas técnicas emprega solventes organicos em alguma
de suas etapas. Os solventes mais comumente usados s&o acetona, metanol e
acetonitrila devido a sua miscibilidade em agua, embora alguns solventes imisciveis,
tais como, diclorometano e hexano podem ser usados (PRESTES et al., 2009;
TADEO et al., 2012).

A acetonitrila é considerada um dos melhores solventes, uma vez que
promove uma extracado bastante eficiente (altos percentuais de recuperagao) e extrai
baixas concentracdes de coextrativos da matriz, sendo eficaz na desnaturacao de
proteinas e na inativacdo de enzimas (PRESTES et al., 2009). Metanol e acetato de
etila também sdo amplamente utilizados, mas extraem elevadas quantidades de
coextrativos da matriz (MARAZUELA; BOGIALLI, 2009; LEDOUX, 2010; LEHOTAY
et al., 2010).

A técnica de extracao utilizando agitacdo € mais barata e eficaz em alguns
casos, mas na maioria das vezes é demorada ou apresenta baixos valores de
recuperacdo (DISERENS, 2001).

Métodos multirresiduos confiaveis para a analise de diferentes grupos
guimicos com uma grande faixa de polaridade sdo necessarios para 0s programas
de monitoramento de residuos de agrotoxicos em solo. Com esse objetivo, amostras

de solo foram extraidas utilizando agitacdo com acetona pura ou misturada com
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agua (DIEZ et al., 2007; AMELUNG et al., 2007; PARK et al., 2010; WANG et al.,
2008), com metanol-acetato de etila (NIELLI et al., 2010), ou com acetonitrila
(NISHINA et al., 2010). A adicdo de agua tem sido utilizada para aumentar as
recuperacbes de compostos polares, como alguns organofosforados, bem como
compostos ndo polares, tais como piretréides, pois favorecem a transferéncia de
massa do solo para a fase do solvente orgéanico (TADEO et al., 2012).

Esta técnica de preparo da amostra € simples, mas demorada e normalmente
envolve a utilizacdo de varias vidrarias e grandes volumes de solventes nocivos ao
ambiente.

A extracdo assistida por ultrassom é uma técnica convencional baseada na
extracdo de amostras com um solvente organico apropriado através da aplicacao de
radiacao ultrassonica. Esta técnica de extracdo € uma poderosa ferramenta utilizada
para acelerar o processo analitico no solo, pois o efeito mecanico do ultrassom induz
uma maior penetracdo do solvente na amostra e melhora a transferéncia de massa,
levando a um aumento da eficiéncia de extragdo dos analitos (TADEO et al., 2012).

As transformacdes observadas em um meio sob sonicagcdo sao consequéncia
da grande quantidade de energia gerada pelo fenbmeno da cavitacdo, que € definido
como o fendmeno de formagé&o, crescimento e subsequente colapso de microbolhas
no centro de um liquido (SUSLICK et al.,, 1999). A importancia da cavitacao
acontece quando as bolhas colapsam, pois em certo momento, as bolhas ndo mais
absorvem a energia do ultrassom e, entdo, implodem. A rdpida compressao
adiabatica de gases e vapores dentro das bolhas ou cavidades produz altas
temperaturas e pressdes. O tamanho das bolhas é pequeno com relacdo ao volume
total do liquido e por isso 0 aquecimento que produzem é rapidamente dissipado
sem nenhuma mudanca apreciavel nas condicbes ambientais (QUINETE, 2005;
CAPELO, MOTA; CURR, 2005).

Quando a cavitacdo ocorre em um liquido préximo de uma superficie sdlida, a
dindmica do colapso é diferente em comparacdo com liquidos puros onde a
cavidade mantém seu formato esférico durante a imploséo. Proximo a superficie
soélida, o colapso da cavidade é assimétrico e produz microjatos de liquido de alta
velocidade (v >100 m s) responséaveis pela limpeza e/ou renovacédo da superficie
solida, assim como também pela extracdo dos analitos da matriz sélida.

As altas e efetivas temperaturas no sistema sob sonicagcéo irdo aumentar a

solubilidade e difusibilidade, que aliadas as pressbes geradas, favorecem a
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penetracdo e transporte na interface entre uma mistura de solventes e a matriz
sélida, e que combinadas com a energia oxidativa dos radicais (hidroxila e peréxido
de hidrogénio para agua) gerados durante a sondlise (quebra de moléculas atraves
das ondas acusticas), resultam em alto poder extrativo (LUQUE-GARCIA; CASTRO,
2003; CAPELO; MOTA; CURR, 2005).

Para melhorar a extracdo, é necessario otimizar diferentes fatores, tais como,
o tipo de solvente e as condicdes de irradiacdo (temperatura e amplitude de
sonicagdo). Além disso, o tempo de sonicacdo, o tamanho das particulas da
amostra, a quantidade de amostra utilizada e o instrumento de ultrassom utilizado
sao outros fatores que influenciam na eficiéncia da extracdo (TADEO et al., 2012).

Esta técnica € rapida, barata e é uma alternativa aos outros métodos de
extragdo convencionais e, por isso tem sido bastante utilizada por diversos autores.
Os agrotoxicos organofosforados sdo compostos polares soluveis em agua e foram
extraidos de amostras de solo utilizando ultrassom e metanol ou uma mistura de
solventes (RAMOS et al., 2009). Por outro lado, os agrotéxicos organoclorados que
sao lipofilicos e tendem a permanecer adsorvidos na superficie da matéria organica
presente no solo foram extraidos utilizando metanol (MARTINEZ-PARREFIO;
LLORCA-PORCEL; VALOR, 2008) ou misturas de n-hexano com um outro solvente
organico mais polar como acetona (CHENG et al.,, 2008; LV et al., 2010). Para
compostos contendo nitrogénio, tais como triazinas (HU et al., 2010) e pirimidinas
(LIU et al., 2011), solventes organicos como metanol, sozinho ou em mistura com
agua, tem sido comumente utilizados.

A escolha de um solvente para a extracdo simultdnea de compostos de
diferentes classes quimicas com uma ampla faixa de polaridade é dificil e
frequentemente realizada com um solvente semipolar tal como acetato de etila ou
acetonitrila (SANCHEZ-BRUNETE et al., 2004). Fenoll e colaboradores (2009)
utilizaram um procedimento rapido com ultrassom utilizando uma mistura de
acetonitrila-agua (1:1, v/v) como solvente de extracdo para a determinacao
simultanea de 54 agrotoxicos em solo.

Alguns exemplos de determinagbes de residuos de agrotoxicos e
medicamentos veterindrios utilizando as técnicas tradicionais (Soxhlet, agitacdo e

ultrassom) estao apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Métodos tradicionais utilizados para a extracdo de agrotoxicos e medicamentos veterinarios de amostras de solo.

Analito (n°) Solvente de extracéo (mL)

Procedimento de extracao

Referéncias

Organoclorados (13) DCM (100)
Organoclorados (20) Acetona/hexano (1:1, v/v) (250)

Soxhlet (24 h)
Soxhlet (16 h)

WONG et al., 2010
BANGUI et al., 2009

Multiclasse (6) ACN (50) Agitacdo mecanica (1 h) NISHINA et al., 2010
Multiclasse (37) Acetona com 1% HAc (30) Agitacdo mecanica (30 min) DIEZ et al., 2008
Multiclasse (9) MeOH ou MeOH/EtAc Agitacdo mecanica (4 h) PAREJA et al., 2010
(70:30, viv) (20)
Organoclorados (17) MeOH (15) Ultrassom MARTINEZ-PARRENO et al., 2008
Organofosforados (7) MeOH/ACN (1:1, v/v) (10) Ultrassom RAMOS et al., 2009
Multiclasse (50) EtAc (10) Ultrassom SANCHEZ-BRUNETE et al., 2004
Multiclasse (54) ACN/H,0 (1:1, viv) (20) Ultrassom FENOLL et al., 2009
Antibioticos , . . .
o MeOH:ACN:EDTAtampao Ultrassom HO et al., 2012
veterinarios (9) Mcllvaine (30:20:25:25) (5)
Sulfonamidas (4) MeOH (18)1/ Ultrassom LIU etal., 2011
HCI 0,1 mol L™ (2)
Organoclorados (12) Eter de petréleo/acetona Ultrassom TOR et al., 2006

(1:1, viv) (50)

ACN: acetonitrila; HAc: acido acético; EtAc: acetato de etila; MeOH: metanol; tamp&o Mcllvaine: &cido citrico e hidrogeno fosfato de sodio.
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Varias novas técnicas de extracdo tém sido desenvolvidas nos ultimos anos,
na tentativa de ultrapassar as principais limitacdes dos métodos convencionais. Em
geral, estas técnicas permitem uma reducédo do consumo de solvente organico e um
aumento de rendimento da amostra, tais como Extracdo Assistida por Micro-ondas
(MAE, do inglés Microwave-Assisted Extraction), Extracdo com Liquido Pressurizado
(PLE, do inglés Pressurised-Liquid Extraction), Extragdo com Fluido Supercritico
(SFE, do inglés Supercritical Fluid Extraction) e Microextragdo em Fase Sdlida
(SPME, do inglés Solid Phase Microextraction).

Na técnica de Extracdo Assistida por Micro-ondas, a amostra é imersa num
frasco aberto ou fechado contendo solvente, sendo posteriormente irradiada com
micro-ondas. A principal limitacdo da técnica € o uso de solventes que absorvam
energia de micro-ondas, pois solventes ndo polares ndo absorvem essa energia
(CABRERA et al., 2012). Embora hexano ndo seja um bom solvente para MAE, tem
sido descrito como adequado para a extracdo de diferentes tipos de agrotdxicos do
solo quando misturado com um solvente polar (WANG et al., 2007; FUENTES;
BAEZ; LABRA, 2007; MORAIS et al., 2007). Nesta técnica, a energia das micro-
ondas causam movimentos moleculares que aguecem o0 solvente extrator e
promovem a extracdo dos analitos da matriz. Portanto, esta técnica ndo pode ser
utilizada para compostos termolabeis. A MAE é uma técnica moderna que promove
uma reducdo significante no consumo de solvente e na quantidade de amostra
utilizada, além da extracdo simultdnea de diversas amostras e de menores tempos
de extracdo. Por outro lado, é uma técnica de extracdo pouco seletiva e necessita de
limpeza do extrato (CAMEL, 1998; PAPADAKIS; VRYZAS; PAPADOPOULOQU-
MOURKIDOU, 2006; TADEO et al., 2012).

Na Extracdo com Liquido Pressurizado (PLE), o solvente é bombeado para
uma célula de extracdo que contém a amostra, onde é submetido a elevadas
temperaturas e pressdes. A temperatura € o parametro que exerce maior impacto na
velocidade de extracdo e recuperacdo dos analitos. No entanto, os compostos
sensiveis ao calor podem ser degradados durante o processo de extracdo. As
pressdes elevadas aumentam a penetracdo de solventes organicos na matriz, como
uma consequéncia da diminuicdo da viscosidade e tensdo superficial, e a
capacidade de superar as fortes interacbes solvente-matriz (ALBASEER et al.,
2010).
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Dentre as vantagens da PLE, pode-se destacar a automacéo do processo de
extracdo, o curto tempo de extragcdo, 0 consumo moderado de solventes e a
simplicidade no preparo da amostra. Por outro lado, tem-se custos elevados para
aquisicdo e manutencdo do equipamento, baixa seletividade de extracao,
necessidade de limpeza do equipamento entre as extracdes e ndo pode ser utilizada
na extracao de compostos termolabeis (SINGH; FOSTER; KHAN, 2004; CARABIAS-
MARTINEZ et al., 2005; GIERGIELEWICZ-MOZAJSKA; DABROWSKI; NAMIESNIK,
2001).

Vérios autores tem utilizado a PLE para a extragdo de compostos
organoclorados (WESTBOM et al., 2008; VEJA et al.,, 2008), piretréides (LUO;
SHAO; ZHANG, 2010), triazinas (GARCIA; DIAZ; BARCELO, 2010), multiclasse
(LESUEUR et al., 2008; MARTINEZ VIDAL et al., 2010), dentre outros.

A técnica de SFE utiliza um fluido supercritico como uma ferramenta de
extragdo para extrair os compostos organicos de matrizes sélidas. Normalmente CO,
€ utilizado para esta finalidade, uma vez que possui uma temperatura critica
relativamente baixa (31 °C) e baixa pressao critica (73 kPa), que nado é reativo e é
acessivel a um elevado grau de pureza e baixo custo (ATKINS, 2002). A SFE é
capaz de extrair compostos termolabeis, pois ndo ha& degradacdo durante a
extracdo, tem um consumo reduzido de solventes e um curto tempo de extracao.
Apesar destas vantagens, apresenta custos elevados de aquisicdo e manutencao do
equipamento, necessidade de limpeza do equipamento entre as extracbes e
operacdo complicada, quando comparada com as outras técnicas de extracao
(ABBAS et al., 2008; CAMEL, 1998; LEHOTAY, 2002; WARDENCKI; MICHULEC,;
CURYLO, 2004).

A SFE tem sido utilizada para a extracdo de compostos organoclorados
(HUSSEN et al.,, 2007), biopesticidas (PRESTES et al.,, 2012), agrotéxicos
multiclasse (LESUEUR et al., 2008), entre outros.

Para analitos volateis, a Microextracdo em Fase Soélida é uma opcao
consideravel. Na SPME ocorre a particdo dos analitos de interesse entre o
revestimento da fibra e a matriz da amostra em estudo até que o equilibrio seja
atingido, utilizando uma microsseringa contendo uma fibra com revestimento de
material adsorvente, proprio para o analito de interesse. Pode ser operada em modo
direto ou headspace (ALMEIDA et al., 2004). Nesta técnica, a utilizacdo de solventes

pode ser completamente eliminada, existe a possibilidade de reanalisar uma
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determinada amostra, a fibra pode ser utilizada muitas vezes sem perda de
adsorcdo e pode ser acoplada diretamente ao sistema cromatografico. Por outro
lado, existem alguns problemas de precisdo, poucas fibras sdo disponiveis
comercialmente, a otimizacdo do método é demorada e o percentual de recuperacao
dos analitos € relativamente baixo (VALSAMAKI et al., 2006; CORREIA; DELERUE-
MATOS; ALVES, 2001).

Dentre as aplicacbes de SPME em solo, pode-se destacar a determinacao de
organoclorados (ZHAO et al., 2006; HERBERT et al., 2006) e a determinacdo de
agrotoxicos de diferentes grupos quimicos (PUROVIC et al., 2010a, 2010b).

Estas técnicas apresentam, dentre outras caracteristicas, elevada eficiéncia,
entretanto geralmente demandam investimento consideravel em instrumentacao.
Além disso, tém como base a instrumentacdo, sendo a extragcdo muitas vezes
automatizada, demandam analistas treinados e etapas de limpeza entre extragdes, 0
que implica em um maior tempo de andlise. Outra desvantagem geralmente
apresentada € o0 escopo limitado de agrotdéxicos que podem ser extraidos sob
determinadas condigcbes. Sendo assim, estes procedimentos podem ser
empregados em algumas aplicacdes, mas estdo distantes de serem considerados
ideais para um método multirresiduo (LAMBROPOULOU; ALBANIS, 2007).

Na Tabela 6 estdo apresentados alguns exemplos de métodos de extracéo
utilizando Extracdo Assistida por Micro-ondas, Extracdo com Liquido Pressurizado,

Extracdo com Fluido Supercritico e Microextracdo em Fase Sdélida.
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Tabela 6 - Métodos de extracdo MAE, PLE, SPME e SFE de agrotoxicos e medicamentos veterinarios de solo.

Procedimento de

Analito (n°) Solvente de extracéo (mL) . Referéncias
extracdo
Organoclorados (10) acetona/hexano (1:1, v/v) (25) MAE WANG et al., 2007
Organofosforados (6)  H20/MeOH (1:1, viv) (1 a2 mL) e 0,02 M MAE FUENTES et al., 2007
KH,PO,4 homogeinizagdo 5 mL hexano
Organoclorados acetona/hexano (1:1, v/v) (10) MAE CONCHA-GRANA et al., 2003
Multiclasse (30) Acetona/DCM (1:1, viv) PLE HILDEBRANDT et al., 2007
Multiclasse (122) EtAc/MeOH (3:1, v/v) PLE MARTINEZ VIDAL et al., 2010
Multiclasse (24) H,O/ACN (1:2, viv) PLE LESUEUR et al., 2008
_ MeOH, evaporacéo, dissolu¢cdo em
Multiclasse (20) acetona e diluicdo (1:50, v/v, com 5% SPME DUROVIC, 2010
NaCl em agua)
Multiclasse (36) H,0 SPME FERNANDEZ-ALVAREZ et al., 2008,
FERNANDEZ-ALVAREZ et al., 2010
Organoclorados MAE: acetona/hexano (1:1, v/v) (20) e MAE e SPME HERBERT et al., 2006
SPME: etanol (720 pL) e agua (40)
Organoclorados H,0O (5) SPME ZHAO et al., 2006
Multiclasse (37) Acetona (80) SFE RISSATO et al., 2005

DCM: diclorometano; ACN: acetonitrila; EtAc: acetato de etila; MeOH: metanol.
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2.7.1 Método de extragcdo QUEChERS

A necessidade por um método multirresiduo simples, rapido, de baixo custo e
efetivo, capaz de promover alta qualidade dos resultados analiticos, levou
Anastassiades e colaboradores (2003) a desenvolver um novo método para preparo
das amostras. QUEChERS, do inglés “Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and
Safe” que significa rapido, facil, barato, efetivo, robusto e seguro, € uma técnica de
preparo de amostra que emprega solventes de extragdo como acetonitrila, acetato
de etila ou outros solventes organicos e particdo com sulfato de magnésio anidro
(MgSO,4) combinado com outros sais, geralmente cloreto de sédio (NaCl), seguido
por uma etapa de limpeza utilizando Extracdo em Fase Sélida dispersiva (d-SPE, do
inglés dispersive Solid Phase Extraction) adicionando pequenas quantidades de
sorventes ao extrato. O sorvente mais utilizado para d-SPE é a amina priméria e
secundaria (PSA, do inglés Primary Secondary Amine), no entanto, outros sorventes
tais como C18, Oasis HLB, carbono grafitizado, florisil também podem ser utilizados.
Apos a etapa de limpeza, o extrato € centrifugado e o sobrenadante pode ser
diretamente analisado ou, se necessario, pode ser concentrado (NUNEZ et al.,
2012).

Apesar da versdo original (Figura 3A) proposta por Anastassiades e
colaboradores (2003) ter fornecido excelentes resultados para diferentes tipos de
amostras (LEHOTAY et al., 2005; PAYA et al., 2007), algumas aplicaces mostraram
que certos compostos apresentavam problemas de estabilidade e/ou recuperagao
de acordo com o pH da matriz e, dessa forma, durante o periodo de otimizacao,
percebeu-se que a utilizacdo de tampdes promoviam recuperacdes satisfatérias para
compostos dependentes do pH (LEHOTAY et al., 2005; LEHOTAY; MASTOVSKA,;
LIGHTFIELD, 2005; ANASTASSIADES et al., 2007).

Lehotay, Mastovska e Lightfield (2005) desenvolveram o método “QUEChERS
acetato” (Figura 3B), no qual o efeito tamponante (pH 4,8) é promovido pela adicdo
de acetato de sodio. Anastassiades et al. (2007) propuseram o método “QUEChERS
citrato” (Figura 3C) que utiliza uma mistura de citrato de sodio dihidratado e
hidrogenocitrato de sédio sesquihidratado como responsaveis pelo efeito
tamponante (pH entre 5,0 e 5,5). Além disso, Prestes (2011) desenvolveu um

meétodo baseado no método “QUEChERS acetato” utilizando diferentes quantidades
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de amostra e acetonitrila, diferentes quantidades de sais, além de utilizar C18 na

etapa de limpeza do extrato, conforme apresentado na Figura 3D.

A B o} D
QUEChERS original QUECHhERS acetato QUEChHERS citrato QUEChERS modificado
Extragdo 10 g amostra e 10 g amostra TR
+ +
L 15 mL acetonitrila o 10 mL acetonitrila
10 mL acetonitrila com 1% CH,COOH 10 mL acetonitrila com 1% CH,COOH
s 2Ya N omso, N\ N
+
Particao 4 g MgSO, 6 g MgSO, 1 g NaCl 4 g MgSO,
> + + + +
1 g NaCl 1,5 g CH;COONa 1 g CgHsNaz07.2H,0 1,7 g CH;COONa
+
\ / \ / \0,5 g CGHGN8207.1 ,5H20/ \ /
4 1 mL sobrenadante hYs 1 mL sobrenadante N 1 mL sobrenadante N 1 mL sobrenadante A
Limpeza i v i v
150 mg MgSO, 150 mg MgSO, 150 mg MgSO, 150 mg MgSO,
+ + + +
\_ 25 mg PSA VALY 50 mg PSA VA 25 mg PSA VA 125 mg C18 W,
[ Analise Cromatografica J

Figura 3 - Representacao das etapas das principais versdes do método QUEChERS:
original, citrato, acetato e modificado.

O uso de acetonitrila, ao invés de acetona e acetato de etila, tem diversas
vantagens, pois possibilita a extragdo de uma menor quantidade de co-extrativos
lipofilicos provenientes da amostra, como por exemplo, ceras, gorduras e pigmentos
(MASTOVSKA; LEHOTAY, 2004), proporciona a extracdo de uma ampla faixa de
pesticidas com diferentes polaridades e, quando acidificada, permite recuperacdes
satisfatorias de pesticidas que geralmente apresentam problemas de estabilidade, a
facilidade de remocdo de agua residual com agentes secantes e a forma
diferenciada de particdo das fases com solventes néo polares, o qual pode promover
uma limpeza eficiente do extrato, caso necessario (TADEO et al., 2012). Outra
grande vantagem € que acetonitrila e mais adequada para LC-MS/MS que acetona e
acetato de etila e pode ser utilizada sem problemas na andlise por GC-MS/MS
(ANASTASSIADES et al., 2003).

Dependendo da natureza do solvente utilizado, a adicdo de sais para
promover o efeito salting out aumenta os percentuais de recuperagcéo para analitos

polares, uma vez que a adicado de sais diminui a solubilidade destes compostos na
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fase aquosa, bem como a quantidade de agua na fase organica e vice-versa
(PIZZUTTI et al., 2007). A adicdo de sais € muito conveniente na extracao utilizando
acetonitrila, uma vez que é facil, rapida e de baixo custo. Além disso, ndo ocorre a
diluicho do extrato da amostra e proporciona a separacdo das fases aquosa e
organica (PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011).

A adicado de sulfato de sodio (Na,SO,4) como sal secante tem a finalidade de
melhorar a recuperacdo de compostos polares. A utilizacdo de sulfato de magnésio
anidro (MgSO,4) ocorre devido a maior capacidade de remover &gua quando
comparado a outros sais. Esta reducdo do volume de fase aquosa é decorrente da
hidratacdo do sal, que é uma reacdo exotérmica, tendo como resultado o
aguecimento da amostra entre 40 e 45 °C durante as etapas de extracdo/particéo, o
que favorece a extracdo, especialmente dos compostos apolares
(ANASTASSIADES et al., 2003).

A etapa de limpeza utilizando d-SPE permite uma rapida e simultanea limpeza
do extrato e reducdo de agua residual. A remocdo de agua resulta em um extrato
final de menor polaridade, facilitando a precipitacdo de co-extrativos polares. O
sorvente PSA retém as interferéncias da matriz, como acidos graxos livres e outros
compostos polares presentes na matriz. J& o sorvente C18 juntamente com PSA
promove uma limpeza mais eficiente de algumas matrizes, em especial aquelas que
contém gordura. Esta técnica tem atraido a atencdo de laboratérios de analise de
agrotoxicos de todo o mundo e é mais comumente empregada no preparo de
amostras visando a analise multirresiduo de agrotéxicos em frutas e vegetais
(PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011).

2.7.2 Aplicacdes do método QUEChERS e comparacdo de métodos para extracao

de residuos de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em amostras de solo

Recentemente foi demonstrado grande interesse na aplicagdo do meétodo
QUEChERS em outras matrizes, como por exemplo, o solo. Modificacées do método
QUEChERS original utilizando extracbes com tampdes acidos, adicdo de 4gua para
obter uma umidade adequada ou utilizacdo de diferentes adsorventes na etapa de
limpeza dos extratos tem sido descritas para a extracao de agrotoxicos de solos com
bons resultados (TADEO et al., 2012).
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Muitos autores adicionam agua as amostras de solo para facilitar o acesso do
solvente de extracdo aos poros do solo, a fim de extrair os analitos mais fortemente
ligados. Alguns autores adicionam agua as amostras de solo 30 min antes da
extracdo com acetonitrila (RASHID et al., 2010; YANG; YING; KOOKANA, 2010),
enquanto outros adicionam &gua e acetonitrila ao mesmo tempo (DROZDZYNSKI;
KOWALSKA, 2009; DONG et al., 2009; PADILLA-SANCHEZ et al., 2010).

Varios autores realizaram a etapa de extracdo com tampao citrato ou acetato
com o objetivo de melhorar as recuperacdes dos compostos dependentes do pH. A
fim de estabilizar as possiveis perdas dos agrotoxicos devido ao aumento da
temperatura durante a extracdo inicial com acetonitrila pela adicdo de MgSQO,4, em
alguns casos, a acidificacdo foi realizada (DROZDZYNSKI; KOWALSKA, 2009;
RASHID et al., 2010; PADILLA-SANCHEZ et al., 2010).

Xia e colaboradores (2011) desenvolveram um método para a
determinacdo simultanea de 5 herbicidas em solo utilizando UHPLC-MS/MS. O
preparo das amostras foi realizado utilizando o método QUEChERS modificado, que
consistiu em 1 g de solo, 0,5 mL de &gua ultrapura, 4 mL de acetonitrila e agitacdo
por 2 min. Logo apos, foi adicionado 0,1 g de MgSO, e agitado por 20 s. A limpeza
dos extratos foi realizada com C18 e PSA. A faixa linear foi entre 0,5 e 200 pg L™
com coeficiente de correlacdo de 0,9984. Os limites de deteccao foram na faixa de
0,005 a 0,020 pg kg™ e os limites de quantificacdo foram na faixa de 0,017 a 0,067
ug kg™. O método foi validado com amostras de solo fortificadas em dois niveis de
concentracdo (4 e 40 pug kg™) e as recuperacées obtidas foram na faixa de 75,4 a
98,5% com desvio padrao relativo de 3,2 a 11,8%.

Caldas e colaboradores (2011) determinaram o0s agrotéxicos clomazone,
fipronil, tebuconazole, propiconazole e azoxistrobina em solo de lavoura de arroz por
LC-MS/MS. A extragdo dos compostos foi realizada utilizando o método QUEChERS,
onde algumas condicfes de extracdo foram testadas, como por exemplo, adicdo de
sais, acidificacdo das amostras, uso de tampao e etapa de limpeza dos extratos. O
meétodo otimizado trata de uma extracdo simples de 10 g de solo com 10 mL de
acetonitrila acidificada, seguida da adicdo de 4 g de MgSO4 e 1 g de NaCl. Foram
realizados estudos de validagdo e as recuperagOes das amostras fortificadas nos
niveis 10, 50, 100 e 500 pg kg™ foram entre 70,3 e 120% com desvio padrdo relativo
menor que 18,2%. Os limites de deteccdo foram na faixa de 4 a 17 pg kg™ e os
limites de quantificacdo foram entre 10 e 50 ug kg™.
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Yang e colaboradores (2010) desenvolveram e validaram um método para a
determinacao simultdnea de 38 agrotdxicos em agua de drenagem e solo utilizando
SPE e QUEChERS para a extracdo, respectivamente e GC-MS com ioniza¢ao por
impacto de elétrons para a analise. A extracdo das amostras de solo consistiu de 10
g de solo, 4 mL de agua, 20 mL de acetonitrila e agitacdo por 1 min. Para induzir a
separacdo das fases e a particdo dos pesticidas, uma mistura de sais (8 g de
MgSOy, 2 g de NaCl, 2 g de citrato de sédio dihidratado e 1,0 g de hidrogenocitrato
de sédio sesquihidratado) foi adicionada a suspensédo derivada da primeira extracdo
e agitada por 1 min. Apos centrifugacdo, 10 mL da fase de acetonitrila foi transferida
para um tubo contendo 1,5 g de MgSO, e 250 mg de PSA. O extrato foi evaporado
sob fluxo de nitrogénio e redissolvido com 1 mL de acetonitrila. Os estudos de
recuperacdo foram realizados a partir de amostras fortificadas nos niveis de
concentracdo de 10, 50 e 100 ng g™ e os resultados obtidos apresentaram valores
de recuperacao na faixa de 70 e 120% para a maioria dos compostos com desvio
padrao relativo (RSD, do inglés relative standard deviation) menor que 15%. Os
limites de quantificacao para os pesticidas estudados foram na faixa de 4,0 a 31,8 ug
kg™.

Salvia e colaboradores (2012) desenvolveram um método analitico baseado
no método QUEChERS para a andlise de tracos de horménios esterdides e
medicamentos humanos e veterinarios em solo, utilizando LC-MS. As amostras
foram extraidas com 10 mL de agua e 15 mL de ACN. Em seguida, foi adicionado o
tampdo acetato e agitado manualmente por 30 s e em vértex por 30 s. Apés a
centrifugacdo, 10 mL da fase organica (ACN) foi transferida para um tubo e
evaporado até a secura sob fluxo de nitrogénio a uma temperatura de 40 °C. Apos a
extracdo, o extrato dissolvido em &cido citrico (0,04 mol L™)/metanol (97:3, viv, pH =
2,5) foi percolado em um cartucho de troca anibnica forte (SAX) e em seguida em
um cartucho do sorvente polimérico Strata X (estireno-divinilbenzeno com superficie
modificada). A eluicéo foi realizada com 10 mL de metanol e o extrato foi evaporado
a secura sob fluxo de nitrogénio a 40 °C. O residuo seco foi dissolvido em 200 uL de
uma mistura de agua:metanol (95:5, v/v) e analisado por LC-MS/MS. Os antibiéticos
veterinarios apresentaram limites de detecc&o entre 0,005 e 0,79 pg L™ e limites de
quantificacéo na faixa de 0,016 e 1,27 pg L. Para todos os compostos, o coeficiente
de correlacdo foi maior que 0,99. Bons resultados foram obtidos para a precisao

intra-dia, com valores de RSD menores que 20% e para a precisao inter-dia, 0s
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valores obtidos foram menores que 30%. Além disso, as sulfonamidas apresentaram
valores de recuperacédo entre 35 e 107%.

Alguns exemplos de procedimentos de extracdo que utilizaram o método
QUEChERS para a determinacdo de agrotoxicos e medicamentos veterinarios de
solo estdo apresentados na Tabela 7.

Embora QUEChERS seja um método rapido e facil, condicdes de extracdo
mais fortes que agitacdo podem ser necessarias para romper as fortes ligacoes
caracteristicas do solo. Desta forma, Ramos e colaboradores (2010) e Santalad e
colaboradores (2010) utilizaram ultrassom em conjunto com o método QUEChERS
para melhorar a extracéo dos agrotéxicos do solo e Padilla-Sanchez e colaboradores
(2010) utilizaram agitacdo mecanica.

Ramos e colaboradores (2010) desenvolveram um método modificado para a
determinacdo de 10 pesticidas organofosforados em trés diferentes tipos de solos
(florestal, ornamental e agricola) utilizando Cromatografia a Gas com Detector de
Fosforo e Nitrogénio (GC-NPD, do inglés Gas Chromatography with Nitrogen
Phosphorus Detection) e Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de
Massas (GC-MS, do inglés Gas Chromatography-Mass Spectrometry). A extracao foi
realizada utilizando 10 g de solo e 20 mL de acetonitrila seguida da agitacao por 1
min e adicdo de 4 g de MgS0O4.H,0O, 1 g de NaCl, 1 g de citrato de sodio tribasico
dihidratado, 0,5 g de hidrogenocitrato de sddio sesquihidratado e sonificacdo por 5
min. Em seguida foi realizado a limpeza do extrato utilizando 1,5 g de MgS0O,4.H,0,
0,25 g de PSA e sonificagdo durante 1 min. O método foi validado e apresentou
limites de deteccdo do método na faixa de 0,48 a 12,5 pg kg’ e limites de
quantificacéo na faixa de 1,61 a 41,6 pg kg™. As recuperacdes ficaram entre 45 e
96% para todos os pesticidas e solos, com excecdo do malation e malaoxon em
solos florestais e ornamentais.

Santalad et al., (2010) desenvolveram um procedimento baseado no método
QUEChERS para a extracdo de 6 inseticidas carbamatos utilizando cromatografia
eletrocinética micelar. A extracao foi realizada utilizando 5 g de solo que foi sonicada
por 1 min com 3 mL de agua deionizada e em seguida, foi adicionado 5 mL de

acetonitrila e sonicado por 1 min. A particdo foi realizada com 2 g de MgSO,


http://www.chromatography-online.org/GC-Detectors/Nitrogen-Phosphorus-Detector-(NPD)/rs45.html
http://www.chromatography-online.org/GC-Detectors/Nitrogen-Phosphorus-Detector-(NPD)/rs45.html

Tabela 7 - Alguns exemplos utilizando o método QUEChERS para a extracao de agrotoxicos e medicamentos veterinarios de solo.

Analito (n°)

Solvente de extragao (mL)

Sais

Referéncias

Multiclasse (38)

Multiclasse (24)

Carbamatos

Organofosforados
(10)

Inseticidas

Metaflumizona

Procimidona
Oxadiargil

Organoclorados (19)

Organoclorados (14)

Imidacloprido e
tiametoxam

H,O (4) e ACN (20)

ACN (20)

H,O (3) e ACN (5)

ACN (20)

H,O (5) e ACN com 1% HAc
(5)
H,O (5) e ACN (10)

H,O (3) e ACN (10)
ACN (15)

H,O (10) e ACN com 1%
HAc (10)

H,O (3) e ACN (7)

ACN (20)

8 g MgSO0,, 2 g NaCl, 1 g hidrogenocitrato de sédio
sesquihidratado, 2 g citrato de sodio dihidratado

4 g MgSOy, 1 g NaCl, 0,5 g hidrogenocitrato de sédio
sesquihidratado, 1 g citrato de sodio dihidratado

2 g MgS0O,, 0,5 g NaCl

4 g MgSO,, 1 g NaCl, 0,5 g hidrogenocitrato de sédio
sesquihidratado

4 g MgSO,, 2 g NaCl, 0,5 g hidrogenocitrato de sédio
sesquihidratado, 1 g citrato de sodio dihidratado

4 g MgSO,, 1 g NaCl
2 g NaCl
4 g MgSO,, 1 g NaCl
4 g MgSQ,, 1,7 g NaAc
6 g MgSQOq, 1,5 g NaCl, 0,75 g hidrogenocitrato de

sédio sesquihidratado, 1,5 g citrato de sddio
dihidratado

4 g MgSO,, 1 g NaCl

YANG et al., 2010

LESUEUR et al., 2008
SANTALAD et al., 2010

RAMOS et al.,2010

DROZDZYNSKI et al., 2009

DONG et al., 2009

CHEN et al., 2010
SHI, et al., 2010

RASHID et al., 2010

CORREIA-SA et al., 2012

RAMASUBRAMANIAN et al., 2012

ACN: acetonitrila; HAc: acido acético.
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e 0,5 g NaCl, seguido de agitacdo vigorosa. O extrato foi filtrado e evaporado a
secura sob fluxo de nitrogénio. O extrato foi redissolvido em 10 mL de agua
deionizada antes da etapa de limpeza realizada com SPE utilizando cartuchos C18.
O método foi linear para todos os compostos na faixa de 1 a 100 pmol L™ com
coeficiente de correlacdo maior ou igual a 0,99, com exce¢dao do metomil que
apresentou faixa linear entre 10 e 250 pmol L. Os estudos de recuperacdo foram
realizados a partir de amostras fortificadas nos niveis de concentracdo de 70 e 100
pumol kg® para metomil e 25 e 40 pmol kg™ para os demais compostos e 0s
resultados obtidos apresentaram valores de recuperagéo na faixa de 82,3 e 114,3%
para a maioria dos compostos com RSD menor que 10,4%.

Padilla-Sanchez e colaboradores (2010) desenvolveram e validaram um
método, baseado no método QUEChERS para a andlise de 13 compostos fendlicos
em solo agricola utilizando GC-MS/MS. O método de extracdo proposto consistiu em
10 g de solo, 10 mL de acetonitrila (acido acético 1%, v/v), 5 mL de agua purificada,
agitacdo por 1 h em agitador rotatério. Em seguida, foi adicionado 1,7 g de acetato
de sodio, 6 g de MgSO,4 e 4 g de NaCl e agitou-se por 1 min. Apos centrifugacao por
5 min, 1,5 mL da camada de acetonitrila foi transferido para um tubo contendo 0,75 g
de MgSO,. Colocou-se 860 pL do extrato em um frasco de 2 mL, adicionou-se 20 uL
de piridina e 100 pL de acido anidrido acético e agitou-se em vortex por 1 min para
realizar a reacdo de derivatizacdo. O procedimento otimizado foi validado, obtendo-
se recuperacoes na faixa de 69-103% (10 pg kg™), 65-98% (50 ug kg™), 76-112%
(100 pg kg™) e 76-112% (300 pg kg™), com valores de precisdo, expressos como
RSD < 22%.

Alguns autores utilizam duas ou mais técnicas, para fins comparativos, com o
objetivo de avaliar a técnica de extracdo que apresenta os melhores resultados de
recuperacao para o0s agrotoxicos e medicamentos veterinarios em solo.

Lesueur e colaboradores (2008) compararam quatro métodos para a extracao
de pesticidas em solo, sendo eles, extracdo utilizando ultrassom, extracdo com
liguido pressurizado, extragdo conforme a Norma Europeia DIN 12393 para géneros
alimenticios (extracdo com acetona, particdo com acetato de etila/ciclohexano e
limpeza com Cromatografia de Permeacdo em Gel) e método QUEChERS. Dentre os
métodos avaliados, o0 método QUEChERS apresentou os melhores resultados. O
método QUEChERS consistiu em uma etapa de extracdo de 10 g de solo com 20 mL
de acetonitrila, seguida de uma etapa de particdo com 4 g de MgSQ,, 1 g de NaCl, 1
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g de citrato de sodio dihidratado e 0,5 g de hidrogenocitrato de soédio
sesquihidratado. A etapa de limpeza das amostras foi realizada com 15 mg de PSA
e 950 mg de MgSO, antes da filtracdo em filtro de 0,45 um. O método foi validado e
apresentou valores de limites de deteccdo entre 0,02 e 88 ug kg’ e limites de
quantificacdo entre 0,08 e 292 pg kg*. Todas as substancias apresentaram
comportamento linear nas analises de GC-MS e LC-MS/MS na faixa de
concentracdo de 20 a 4000 pg kgt. As recuperacdes foram na faixa de 27,3 a
120,9% com desvio padrao relativo entre 1,5 e 18,3%.

Prestes e colaboradores (2012) compararam varios procedimentos de
extracdo para a determinacdo de 10 bioagrotoxicos em solo por UHPLC-MS/MS.
Dentre os métodos testados (extracdo solido-liquido usando agitacdo mecanica,
sonificacdo, extracdo com liquido pressurizado e QUEChERS modificado), o método
QUEChERS apresentou os melhores resultados para os compostos analisados. A
extracao consistiu em 5 g de solo, 2,5 mL de agua (30 min), 5 mL de acetonitrila (1%
acido acético) e agitacdo por 1 min. Em seguida, foi adicionado 4,0 g de MgSQO,
anidro, 4,0 g de NaCl, 1 g de citrato de sédio dihidratado e 0,5 g de hidrogenocitrato
de sddio sesquihidratado e agitado por 5 min. Logo apds, o sobrenadante foi filtrado
através de filtro de nylon 0,2 um e analisado. O método foi validado para todos os
compostos na faixa de concentracdo de 10 a 100 pg kg™ e as recuperacées foram
na faixa de 68 a 116%, exceto para dois compostos que apresentaram valores
menores que 50%. A precisdo foi estimada através de estudos intra e inter-dia,
obtendo-se valores de precisdo intra-dia menor que 20% para a maioria dos
compostos e precisdo inter-dia menor que 25%. Os limites de deteccdo foram na
faixa de 1 a 5 pg kg™ e os limites de quantificacdo foram na faixa de 4 a 10 pg kg™.
Por fim, o método foi aplicado em 20 amostras reais de solo agricola e nenhum
residuo de bioagrotoxico foi encontrado acima do limite de quantificagédo.

Amadori e colaboradores (2013) compararam dois procedimentos (agitacdo e
ultrassom) para a extracdo de atrazina e seus principais metabdlitos utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector por arranjo de diodos. Um
ensaio preliminar foi realizado utilizando, como solvente de extragdo, 3 mL de uma
mistura composta por 80% acetonitrila e 20% agua. Para a extragdo por agitagao,
as amostras foram mantidas sob agitacdo por 1 h, em seguida centrifugada e o
sobrenadante reservado. Esta etapa foi realizada trés vezes e os sobrenadantes

foram misturados. Para extracdao por ultrassom, as amostras foram sonicadas por



76

10, 20 e 30 min, centrifugadas e os sobrenadantes misturados, conforme realizado
com a extracdo com agitacdo. Os melhores resultados foram obtidos utilizando
agitacdo e por isso, mais alguns ensaios foram realizados para avaliar o melhor
tempo de extracdo, a composicao do solvente extrator e o nimero de extragcdes. Os
melhores resultados foram obtidos utilizando 3 extragcdes, com acetonitrila/dgua
(40:60, v/v), por um tempo de 30 min. As curvas analiticas para a faixa de
concentracdo de 5 a 1000 ug L™ apresentaram valores de r maiores que 0,999 para
todos os compostos. Os valores de limite de quantificagdo foram entre 1,6 e 2,9 ug
L™ e as recuperacdes foram na faixa entre 61 e 108%.

Ozcan, Tor e Aydin (2009) desenvolveram um procedimento de extragcdo com
ultrassom miniaturizado para a determinacdo de diferentes agrotoxicos
organoclorados em solo por Cromatografia Gasosa com Deteccao por Micro Captura
de Elétrons (GC-uECD, do inglés Gas Chromatography-microElectron Capture
Detection) e compararam esta técnica com agitacdo, soxhlet e ultrassom em grande
escala. A extracao foi realizada utilizando 0,5 g de solo com 5 mL acetona-éter de
petréleo (1:1, v/v) e sonicacdo, sendo que este processo foi repetido 3 vezes. Os
limites de deteccdo foram na faixa de 0,02 a 1,34 pg kg'. Os ensaios de
recuperacao, realizados nos niveis 25, 50 e 100 ug kg™ apresentaram recuperacées
na faixa de 82 a 106% com RSD menor que 15%. Para fins de comparacdo, a
extracdo com ultrassom em grande escala foi realizada duas vezes usando 10 g de
solo e 25 mL de éter de petrdleo/acetona (1:1, v/v) por 20 min. Para a extracdo com
agitacdo, 10 g de solo foram agitados com éter de petréleo/acetona (1:1, v/v) por 12
h. A extracao soxhlet foi realizada utilizando 10 g de amostra e 150 mL de éter de
petréleo/acetona (1:1, v/v) por 18 h. Os resultados obtidos com o método proposto
sdo comparaveis aos resultados obtidos com a extracdo soxhlet e ultrassom em
grande escala. Além disso, a eficiéncia de extracdo do procedimento proposto é
geralmente maior que a extracao utilizando agitacao.

Chitescu e colaboradores (2012) desenvolveram um método para a
determinacdo simultanea de 42 compostos (farmacos, biocidas e fungicidas) em
solo. O uso de ultrassom e PLE foram comparados como técnicas de extracdo. A
extracdo utilizando ultrassom foi realizada com 5 g de solo e 20 mL de metanol/acido
citrico 0,2 mol L™ (50:50, v/v), seguido de ultrassom por 1 h e agitacdo por 1 h. Para
a PLE, 5 g de solo foram extraidos com acetona/acido citrico 0,2 mol L™ (50:50, v/v).
Os extratos foram purificados e concentrados utilizando SPE, seguidos pela
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separacao por UHPLC e deteccao por espectrometria de massas. A PLE apresentou
melhores valores de recuperacdo que ultrassom e permitiu a deteccdo de todos os
compostos de interesse, a maioria deles no nivel 10 pg kg™. As recuperacées dos
analitos foram entre 70 e 100% para 68% dos compostos, entre 40 e 70% para 21%
dos compostos e < 40% para 11% dos compostos.

De acordo com Hercegova e colaboradores (2007) um método multirresiduo
de preparo de amostra para andlise de pesticidas deve apresentar as seguintes
propriedades: incluir o maior numero de pesticidas possiveis, recuperacdes
proximas a 100%, remover 0s possiveis compostos interferentes da amostra, boa
precisdo e robustez, baixo custo, rapidez, facilidade e seguranca (utilizar pequenos

volumes de solventes de baixa toxicidade).

2.8 Técnicas cromatograficas para determinacao de residuos de agrotoxicos e

medicamentos veterinarios

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo dos componentes
de uma mistura, realizada através da distribuicdo desses 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 mével sobre a
fase estacionéaria, os componentes da mistura sao distribuidos pelas duas fases de
tal forma que cada um deles é seletivamente retido pela fase estacionaria, o que
resulta em migracdes diferenciais desses compostos (COLLINS; BRAGA; BONATO,
2006).

A Cromatografia a Gas (que utiliza um gas como fase movel) é uma técnica
com um poder de resolucdo excelente, tornando possivel, muitas vezes, a analise de
dezenas de substancias de uma mesma amostra. Esta técnica pode ser empregada
na analise de substanicas volateis ou volatilizaveis, que sejam termicamente
estaveis. As substancias presentes na amostra passam através de uma coluna
cromatografica, onde sdo separadas, e chegam ao sistema de detec¢cdo (COLLINS;
BRAGA; BONATO, 2009).

Ja que a maioria dos compostos ndo apresenta volatilidade suficiente para ser

analisados por Cromatografia a Gas, a Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia
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(HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography), que utiliza um liquido
como fase mével, tem tido grande destaque, uma vez que o principal requisito para a
analise é a solubilidade dos compostos na fase modvel (COLLINS; BRAGA;
BONATO, 2009; HARRIS, 2001). A HPLC é uma técnica bem estabelecida e
empregada nas mais diversas areas para solucionar inimeros problemas analiticos.
Durante os ultimos anos, muitas melhorias vém sendo incorporadas a esta técnica
como, por exemplo, o desenvolvimento de novas fases estacionarias e avancos na
instrumentacdo, o que permite que as analises sejam mais rapidas e mais eficientes
(MALDANER; JARDIM, 2012).

Nos ultimos anos, um novo conceito de cromatografia a liquido baseado nas
modificacdes dos parametros de fase estacionaria (coluna) e aumento de pressao
do sistema, possibilitou, no inicio de 2004, o primeiro sistema comercialmente
disponivel denominado Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UHPLC, do inglés
Ultra-High Performance Liquid Chromatography ou Ultra-High Pressure Liquid
Chromatography). E uma técnica que combina a utilizacio de colunas de dimensdes
reduzidas (5 a 10 cm de comprimento e diametro interno de 1 a 2,1 mm), recheadas
com particulas de fase estacionaria de didmetro menor que 2 pm e uma
instrumentacdo que permite operar a altas pressdes da fase movel. As altas
pressodes, variando de 6.000 a 15.000 psi, possibilitam uma diminuicdo significativa
do tempo de analise em comparacdo a Cromatografia Liquida convencional
(MALDANER; JARDIM, 2009, 2012).

O uso destas particulas, juntamente com as altas velocidades lineares da fase
movel, aumenta a resolucdo e a detectabilidade e diminuem o tempo das analises.
Além disso, pode-se citar como vantagens, a economia de fase estacionaria e fase
mével, o pequeno volume de amostra, a facilidade de transferéncia de um método
desenvolvido por HPLC para UHPLC, a grande variedade de colunas e
equipamentos disponiveis e a menor geracao de residuos (WATERS, 2013a).

O sistema de UHPLC requer algumas exigéncias para a obtencdo de alto
desempenho como, por exemplo, equipamento capaz de operar a pressdes
elevadas, acima de 1000 bar (~15.000 psi), sistema de injecao rapido, exato e
preciso na faixa de pequenos volumes, sistema de bombeamento robusto, volumes
internos reduzidos, detectores com alta taxa de aquisicdo de dados e colunas e
fases estacionarias adequadas. Entre estas fases estacionarias, destacam-se as

particulas de silica hibrida de terceira geracdo, produzidas pela empresa Waters,
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que consistem de particulas de silica hibrida (BEH, do inglés Ethylene Bridged
Hybrid) incorporadas com uma pequena quantidade de carga na superficie. Devido a
estabilidade quimica instrinseca da tecnologia de particulas hibridas, a coluna que
possuir esta fase estacionaria possui uma gama mais ampla de pH utilizavel (pH de
1 a 12), permitindo uma tecnologia de separacdo versétili e robusta para o
desenvolvimento de métodos analiticos (MALDANER; JARDIM, 2012; WATERS,
2013b).

Como qualquer outra técnica, também possui as suas dificuldades ou
limitagOes, principalmente no que diz respeito ao uso de rotina, como por exemplo, a
exigéncia de maiores cuidados com a limpeza cromatografica e os problemas
decorrentes do emprego de pressbes elevadas. A reducdo significativa nos
didmetros internos das tubulacdes e na porosidade dos filtros que retém as
particulas de fase estacionaria dentro das colunas de um sistema de UHPLC faz
com que estas pecas sejam muito mais suscetiveis ao entupimento que aquelas
empregadas em HPLC. O emprego de pressGes elevadas pode gerar alguns
incovenientes como, por exemplo, mudanca no volume molar das moléculas, que
em uma andlise cromatografica, pode implicar em mudancas na seletividade
(alteracdo na ordem de eluicdo dos compostos) ou na retencdo cromatografica
(provocando o deslocamento ou a sobreposicao de picos cromatograficos). Além
disso, o atrito entre as duas fases, gerado quando a fase mével passa através de um
leito cromatografico formado por pequenas particulas de fase estaciondria, provoca
um aquecimento. Este calor é dissipado ao longo e através da coluna
cromatografica, resultando em gradientes de temperatura longitudinal e radial que
podem influenciar na retencdo e na eficiéncia cromatogréafica e sdo dependentes do
controle da temperatura da parede externa da coluna (MALDANER; JARDIM, 2012).

2.8.1 Cromatografia acoplada a Espectrometria de Massas para determinacao de

residuos de agrotéxicos e medicamentos veterinarios

Apesar da cromatografia liquida ser uma excelente técnica de separacédo, o
uso de detectores classicos, de um modo geral, torna as analises quantitativas mais
limitadas, pois a identificacdo do analito através do seu tempo de retencdo (tr)

caracteristico pode gerar um grande problema, visto que varios compostos podem
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coeluir, ou seja, apresentar o mesmo tg ou valores muito préximos a este. Por isso,
existe a necessidade de uma técnica confirmatéria quando a confirmacdo da
estrutura quimica € também necessaria. A espectrometria de massas é a técnica
qgue melhor fornece as informacgdes estruturais necessérias e assim, o acoplamento
entre estas duas técnicas da origem a uma ferramenta versatil e de grande potencial
na analise quali e quantitativa (LANCAS, 2009). O acoplamento de um cromatografo
com o espectrometro de massas combina as vantagens da cromatografia (alta
seletividade e eficiéncia de separacdo) com as vantagens da espectrometria de
massas (obtencdo de informacé&o estrutural, massa molar e aumento adicional da
seletividade) (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

A Espectrometria de Massas (MS, do inglés Mass Spectrometry) é definida
como o estudo da matéria pela formacdo de ions em fase gasosa e posteriormente
caracterizados por um Espectrometro de Massas de acordo com sua massa, carga,
estrutura ou propriedades fisico-quimicas. O resultado de uma andlise por MS se da
pela forma de um espectro, onde a abscissa corresponde a razao entre a massa € 0
namero de cargas do ion (m/z) e a ordenada esta relacionada a sua intensidade. A
m/z tem como unidade o Dalton (Da). Em virtude do alto grau informativo das
analises, a MS pode ser utilizada tanto qualitativamente (ou seja, para identificacao
de composicdo elementar de compostos e elucidacdo estrutural) quanto como para
analises quantitativas, em geral onde se buscam determinar analitos nos niveis de
tracos em matrizes complexas (GROSS, 2004).

Um espectrdmetro de massas € constituido basicamente das seguintes
partes: sistema de introducdo de amostras, fonte de ionizacdo, analisador de
massas e detector (JARDIM; COLLINS; GUIMARAES, 2006). Em cromatografia a
liguido as fontes de ionizacdo geralmente mais utilizadas séo a ionizacdo quimica a
pressao atmosférica (APCI, do inglés Atmospheric Pressure Chemical lonization) e a
electospray (ESI, do inglés Electrospray Interface) (ALDER et al., 2006). De acordo
com Lancas (2009), a APCI é empregada na analise de moléculas menores e menos
polares e a ESI é utilizada na andlise de moléculas de maior polaridade e massa
molecular. Devido a importancia da fonte de ionizagdo, um enfoque sera dado na
ESI a qual foi utilizada neste trabalho, sendo o seu funcionamento descrito a seguir.

Na fonte de ionizagdo eletrospray, a fase movel contendo o analito de

interesse dissolvido na mesma, passa através de um capilar a pressdo atmosférica,
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que estd mantido sob alta voltagem e, forma pequenas gotas altamente carregadas
("spray") que sdo dessolvatadas.

Em geral, no caso de analitos basicos, € adicionado um aditivo a fase mével
com o objetivo de auxiliar a protonagdo do mesmo; esses aditivos devem ser
volateis e presentes em baixas concentracdes, a fim de se evitar que o mesmo
interfira no processo de ionizacdo do analito (processo esse conhecido como
supresséao de ionizagao) (TRUFELLI et al., 2010).

Como resultado desse processo, ao final do capilar sdo geradas pequenas
gotas que contém além da fase movel, ions carregados positivamente em excesso.
Nessa regido do espectrometro de massas, coaxialmente ao fluxo da fase moével, é
aplicado um géas com alto fluxo e temperatura (em geral N,, com fluxos superiores a
500 L h™! e temperaturas superiores a 350 °C). Esse gés, conhecido como gas de
dessolvatacdo, tem como objetivo eliminar as moléculas de solvente, diminuindo as
gotas previamente formadas até o limite onde a repulsdo entre as cargas positivas,
localizadas preferencialmente na superficie das mesmas, supere a forca de coesao
dessa gota (tenséo superficial). Ocorre entdo, a "explosdo couldmbica”, que produz
gotas com tamanhos equivalentes a 10% do tamanho das gotas das quais
originaram. IniUmeras explosdes entdo ocorrem até que sdo produzidos ions do
analito a partir destas gotas e estes sdo transferidos para o interior do espectrometro
de massas por uma série de dispositivos de focalizacdo (CHIARADIA; COLLINS;
JARDIM, 2008). Um esquema da fonte de ionizagdo ESI pode ser visualizado na

Figura 4.
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Figura 4 - Esquema da fonte de ionizagao ESI. Fonte: Adaptado de CHROMEDIA, 2013.
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A ESI permite que os compostos sensiveis a temperatura sejam ionizados
sem sofrer degradacao, pois a ionizacdo ocorre diretamente na solucdo. Devido ao
modo de obtencdo dos ions por esta fonte de ionizacdo, a sua aplicacdo a
compostos ionizdveis em solugdo e compostos altamente polares que podem ser
facilmente ionizados é favorecida (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

Em virtude do processo descrito, em geral se faz necessario o uso de agua na
composicdo de solventes para favorecer a separacao das cargas. Além disso, para
favorecer a separacdo cromatogréfica, usa-se um solvente organico miscivel com
agua (acetonitrila e/ou metanol). No caso de ESI positivo, pode-se adicionar acidos
volateis para favorecer a protonacdo do analito; os mais comuns séao acido formico
ou acético. Ja no caso de ESI negativo, utiliza-se hidréoxido de amonio para
favorecer a desprotonacao. Além disso, pode-se utilizar tampdes volateis para
controle do pH, sendo os exemplos mais comuns acetato e formiato de amonio
(CAHILL et al., 2004; CERNY et al., 2003).

A empresa Waters desenvolveu e patenteou uma fonte de ionizacdo para
UPLC-MS/MS que embora seja ESI é conhecida com Z-Spray, onde o caminho dos
ions gerados na solucéo e transferidos para a fase gasosa no “spray” até a chegada
ao hexapolo apresenta o formato da letra Z, como pode ser visualizado na Figura 5.
Esta tecnologia tem como principal vantagem promover a diminuicdo do ruido na
analise.
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Figura 5 - Fonte de ionizacao Z-Spray. Fonte: Adaptado de Waters, 2010.
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De acordo com a Waters (2010), este modo € muito similar ao convencional
modo de ion produto (ou varredura do ion produto) onde se seleciona um ion de
interesse especifico para ser fragmentado na cela de colisdo e assim obter as
informacdes estruturais. No entanto, 0 modo ScanWave acumula ions (intactos ou
fragmentos) no Q2 ou cela de colisao e depois libera os mesmos de acordo com a

sua massa, isso € realizado em sincronia com Q3 ou MS2, como mostra a Figura 6.
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Figura 6 - Modo de operacdo ScanWave. Fonte: Adaptado de Waters (2010) e CHROMEDIA
(2013).

Vale ressaltar que esta cela pode ser dividida em duas regides, uma para o
estoque dos ions e a outra a propria regido do ScanWave, como mostra a Figura 5.
Este modo de operacéo resulta em um significativo aumento na intensidade do sinal
do espectro do full scan.

Na ScanWave, a operacao da cela de colisédo acontece em trés estagios, sao
eles: o acumulo, a transferéncia e a ejecao do ion, conforme Figura 7. O acumulo
dos ions ocorre apdés 0os mesmos entrarem na cela de colisdo e encontrarem uma
barreira de DC e ficarem retidos na mesma como pode ser visto em “A”. Em seguida,
a barreira é rebaixada e uma T-Wave é aplicada nesta regido a fim de transferir os
ions, conforme mostrado em “B”. Posteriormente, a transferéncia dos ions se da
quando a barreira DC é erguida novamente e estes sdo confinados em um
compartimento da ScanWave, como pode ser observado em “C”. A eje¢éo dos ions
ocorre quando uma T-Wave é aplicada na regido ScanWave para que 0s ions sejam
forcados a passar pela barreira de radiofrequéncia em direcdo ao segundo
quadrupolo (Q3), como pode ser visualizado em “D”, e conforme vai sendo feita esta
ejecdo a barreira de radiofrequéncia vai diminuindo permitindo a passagem de todos

os ions. Esta separacéo ¢ feita de acordo com a razdo massa/carga de cada analito,
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sendo que os ions de maior massa saem primeiro e os de menor massa por ultimo,
como pode ser observado em “E” (WATERS, 2010).

Vale ressaltar que este modo de aquisicdo tem a vantagem de nado precisar
de segmentacdo, apresentar menores dwell time, além da rapidez eletrbnica

proveniente destas caracteristicas.
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Figura 7 - Separagdo das massas na cela de colisdo ScanWave. Fonte: KENNY;
WORTHINGTON; HOYES, 2010.
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7

O analisador de massas é a parte de um espectrdmetro responsavel por
separar os ions de acordo com sua m/z. Atualmente, com a grande variedade de
analisadores de massas disponiveis, a escolha do mais apropriado depende de
fatores como, por exemplo, a aplicacao (faixa de massas desejada), o desempenho
(resolucdo) e o custo. Dentre os exemplos disponiveis, quadrupolo (e triplo
quadrupolo), trapeamento de ions (do inglés, ion trap), tempo de véo e quadrupolo-
tempo de vboo, sera dado énfase ao analisador do tipo triplo quadrupolo que foi
utilizado neste trabalho (KEMMERICH, 2013).

O analisador de massas do tipo triplo quadrupolo (TQ) é constituido por trés
quadrupolos em série, sendo que o segundo quadrupolo nédo é utilizado para separar
ions de 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 com um gas inerte (CID, do inglés collision-induced
dissociation) e também é empregado como direcionador dos ions produzidos ao
terceiro quadrupolo. Todos os quadrupolos sdo controlados para transmitir ions de
uma unica razdo m/z ou de um intervalo de razes m/z para gerar informacao
analitica mais exata (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

O TQ, representado na Figura 8, apresenta algumas vantagens como, por
exemplo, a alta seletividade, alta reprodutibilidade e baixo ruido (HARRIS, 2001).
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Figura 8 - Esquema de um equipamento do tipo triplo quadrupolo, onde os dois
analisadores estdo separados por uma camara de colisdo. Fonte: IGLESIAS, 2013.
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Na dissociacdo induzida por colisdo (CID, do inglés collision-induced
dissociation), 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 colisbes com um gas inerte de elevada energia
(geralmente Ar, He ou Ny), 0 que leva a um aumento na energia potencial deste ion
até ocasionar sua fragmentacdo, conduzindo a formacdo dos ions produto
(CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; STASHENKO; MARTINEZ, 2010).

Existem diferentes técnicas de operacdo para a obtencdo do espectro de
massas em MS/MS, sendo elas: a varredura completa (full scan), o monitoramento
do ion selecionado (SIM, do inglés Selected lon Monitoring), a varredura do ion
produto, a varredura do ion precursor e monitoramento seletivo de reacées (SRM,
do inglés Selected Reaction Monitoring), também denominado “monitoramento de
reagoes multiplas” (MRM, do inglés Multiple-Reaction Monitoring) quando se
monitora a fragmentacao de varios ions precursores simultaneamente.

Neste trabalho, foi utilizado o modo de varredura SRM onde € monitorada a
fragmentacdo de um ion precursor selecionado no quadrupolo Q1 e seus
correspondentes ions produto que sao filtrados no quadrupolo Q3. Este método
permite que o0 equipamento focalize apenas o ion precursor e o produto,
aumentando a sensibilidade para o monitoramento, associado ao aumento na
seletividade (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; STASHENKO; MARTINEZ,
2010; DEMOLINER, 2008).

2.9 Validacado de métodos analiticos

Segundo Ribani e colaboradores (2004), para garantir que um novo método
analitico gere informacfes confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve
sofrer uma avaliagdo denominada validacdo. Dados analiticos ndo confiaveis podem
conduzir a decisdes desastrosas e a prejuizos financeiros irreparaveis.

Segundo Lancas (2004), validacdo € o ato ou efeito de validar, tornar valido,
tornar legitimo ou legal. Visa a diminuir ou controlar os fatores que levam a

imprecisao ou inexatiddo de um dado gerado.
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A validacdo de determinado procedimento analitico objetiva demonstrar que o
mesmo é adequado aos objetivos propostos, ou seja, que 0s parametros de
desempenho avaliados atendem aos critérios de aceitacdo preconizados. Trata-se
de um estudo experimental e integralmente documentado. A validagdo visa garantir
a qualidade metrolégica dos resultados analiticos, conferindo-lhes rastreabilidade,
comparabilidade e confiabilidade para a tomada de decisdes (BRASIL, 2011).

A validacdo do método analitico envolve um procedimento o qual prova que o
método fornece os resultados esperados com credibilidade, precisdo e exatidao
adequadas (LANCAS, 2004).

Segundo as orientacdes sobre validacdo de métodos e ensaios quimicos
estabelecidos pela ANVISA (2003), INMETRO (2003) e SANCO (2010), os
parametros utilizados para a validacdo do método analitico desenvolvido foram
seletividade, curva analitica e linearidade, limite de detecc¢édo, limite de quantificacao,
precisdo (repetitividade e precisdo intermediaria) e exatidao.

2.9.1 Seletividade

A seletividade é a extensdo na qual um procedimento analitico pode
determinar analito(s) particular(es) em mistura(s) ou matriz(es) sem a interferéncia
de outros componentes de comportamento semelhante. Portanto, é a capacidade do
procedimento analitico de discriminar entre a substancia a analisar e substancias
analogas (isdmeros, metabdlitos, produtos de degradacdo, componentes da matriz,
componentes que possam gerar interferéncias, entre outros) (BRASIL, 2011).

A seletividade de um método instrumental de separacdo é a capacidade de
avaliar, de forma inequivoca, as substancias em exame na presenca de
componentes que podem interferir com a sua determinacdo em uma amostra
complexa. A seletividade avalia o grau de interferéncia de espécies como outro
ingrediente ativo, excipientes, impurezas e produtos de degradacdo, bem como
outros compostos de propriedades similares que possam estar, porventura,
presentes. A seletividade garante que o pico de resposta seja exclusivamente do
composto de interesse. Se a seletividade nao for assegurada, a linearidade, a

exatidao e a preciséo estardo seriamente comprometidas (RIBANI et al., 2004).
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2.9.2 Efeito matriz

O efeito matriz € um estudo de seletividade que objetiva averiguar possiveis
interferéncias causadas pelas substancias que compdem a matriz gerando,
basicamente, fendmenos de diminuicdo ou ampliagdo do sinal instrumental ou
resposta instrumental (BRASIL, 2011b).

Em cromatografia a Gas, o efeito matriz, além de gerar porcentagens de
recuperacdo superiores a 100%, pode causar outras alteracdes na andlise
cromatografica, como: i) mascaramento do pico do analito de interesse, gerando um
resultado falso negativo. Isso ocorre, por exemplo, quando ha perdas de quantidade
do agrotéxico no sistema de injecdo, fornecendo baixa resposta e dificultando a
integracdo (SANCHEZ-BRUNETE et al., 2005); ii) erro na identificacdo do analito,
pois componentes da matriz podem ser erroneamente identificados como o analito
de interesse quando, na verdade, este estd ausente, gerando resultado falso
positivo. Este problema é mais facil de ser contornado, com a utilizacdo de um
espectrdbmetro de massas para monitoramento dos analitos (HAJSLOVA et al., 1998;
SALVADOR et al., 2006); iii) aumento no sinal do detector, levando a
superestimacdo do resultado. Isso ocorre quando impurezas volateis sao eluidas
com mesmo tempo de retencdo dos agrotoxicos (HAJSLOVA et al., 2003); extingéo
do sinal no detector, ou seja, o sinal do analito é diminuido gerando uma
subestimacdo do resultado, fato comum aos detectores fotométricos de chama
(MONTIGNY et al., 1998).

E possivel observar o efeito matriz quando existe uma diferenca consideravel
na resposta obtida utilizando padrdes preparados no solvente e padrdes preparados
no extrato da matriz, com boa preciséo (PICO et al., 2004). A matriz pode exercer
efeito positivo (aumento de sinal) ou efeito negativo (diminuicdo de sinal) sobre o
resultado da andlise. Quando o resultado for maior que 10%, pode-se considerar
que o efeito matriz comeca a exercer influéncia nas anélises (HAJSLOVA;
ZROSTLIKOVA, 2003).

A minimizagdo e/ou eliminagédo do efeito matriz pode ser obtida através da
reducdo da quantidade de componentes da matriz que co-eluem com os analitos no
detector e, por isso, € necessario o desenvolvimento de métodos de extracdo mais

seletivos e etapas de limpeza dos extratos mais eficientes (PICO et al., 2004).
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2.9.3 Curva analitica e faixa de trabalho

Para qualguer método quantitativo, existe uma faixa de concentracbes do
analito ou valores da propriedade no qual o método pode ser aplicado. Todo
experimento de determinacdo da faixa de trabalho é iniciado pela escolha de uma
faixa preliminar. A faixa de trabalho deve cobrir a faixa de aplicacdo para a qual o
ensaio vai ser usado e a concentracdo mais esperada da amostra deve, sempre que
possivel, se situar no centro da faixa de trabalho (INMETRO, 2011).

A resposta para um procedimento analitico € a relagdo existente, dentro de
uma faixa especifica, entre a resposta (sinal, area, altura do pico, absorcédo) e a
concentracéo (quantidade) de analito na amostra (ROZET et al., 2007).

Na maior parte dos casos, a relacdo matematica entre o sinal e a
concentracdo ou massa da espécie de interesse deve ser determinada
empiricamente, a partir de sinais medidos para massas ou concentragdes
conhecidas dessa espécie (RIBANI et al., 2004). Essa relagdo matemética, muitas
vezes, pode ser expressa como uma equacao de reta chamada de curva analitica, a
qual é geralmente aceita com um minimo de 5 pontos (NETO et al., 2002; LANCAS,
2004). Esta relacdo produz uma equacédo de regressao linear y = ax + b, que
relaciona as duas variaveis x e y e gera os coeficientes de regressao a e b que se
referem a inclinacdo da curva e a intersecdo da curva analitica com o eixo y, quando
x = 0, respectivamente.

A partir desta equacdo é possivel calcular o coeficiente de correlacao r, que
pode ser utilizado para estimar a qualidade da curva analitica, uma vez que
demonstra uma menor variacdo dos dados obtidos quanto mais préximo de 1 for o
valor de r (RIBANI et al., 2004). Segundo a ANVISA (2003) e INMETRO (2003), séo
recomendados valores de coeficiente de correlacdo iguais ou superiores a 0,99 e
0,90, respectivamente. Os valores de coeficiente de determinacdo (r?) sdo tidos
como satisfatorios a partir de 0,98 (CHASIN et al., 1998).

Segundo Ribani e colaboradores (2004), a quantificagdo do composto de
interesse pode ser obtida através dos seguintes métodos: padronizacdo externa,
padronizacao interna, superposi¢do de matriz e adi¢cdo padréo, sendo que o método
de padronizagéo deve fornecer a melhor exatiddo possivel, além de um alto nivel de

precisao.
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Neste trabalho foi utilizado o método da padronizagéo interna, que consiste na
preparacdo das solucbes padrédo de concentracbes conhecidas da substancia de
interesse, as quais se adiciona a mesma quantidade conhecida de um composto
chamado padrao interno (PI). Apds analise dessas solucdes, constroi-se um grafico,
relacionando a razdo de areas (area da substancia/area do padréo interno que tem
concentracdo constante) com a concentracdo (variada) da substancia. A amostra
também € analisada ap0s a adicdo da mesma quantidade conhecida do padréo
interno. Através da razdo de areas obtidas no cromatograma tem-se a concentracao
da substéancia na amostra.

A substancia utilizada como padrao interno deve ser similar a substancia a ser
guantificada, ter tempo de retencdo proximo a esta substancia, ndo reagir com a
substancia ou outro componente da matriz e ndo fazer parte da amostra (RIBANI et
al., 2004).

A faixa linear é definida como sendo a faixa de concentracdo na qual a
detectabilidade pode ser considerada constante e € normalmente expressa nas
mesmas unidades do resultado obtido pelo método analitico. A faixa linear de um
método de ensaio € o intervalo entre os niveis inferior e superior de concentracdo do
analito no qual foi demonstrado ser possivel a determinacdo com precisao, exatidao

e linearidade exigidas, sob as condicfes especificas do ensaio (INMETRO, 2003).

2.9.4 Limite de Detecc¢éo (LOD) e de Quantificagédo (LOQ)

Quando séo realizadas medidas em amostras com baixos niveis do analito ou
de uma propriedade, como por exemplo, andlise de tracos, € importante saber qual o
menor valor de concentracdo do analito ou da propriedade que pode ser detectado
pelo método (INMETRO, 2003).

O limite de deteccao (LOD, do inglés Limit of Detection) é a menor quantidade
do analito presente em uma amostra que pode ser detectado, porém nao
necessariamente quantificado, sob as condicbes experimentais estabelecidas.

O limite de quantificacdo (LOQ, do inglés Limit of Quantification) € o menor
valor de concentragdo em que o analito pode ser quantificado com certo limite de
confianga, ou seja, abaixo deste valor medicdes ndo apresentam suficiente

confianga para quantificagdo (THOMPSON et al., 2002).
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Os limites de deteccdo e quantificacdo séo estabelecidos por meio da analise
de solucbes de concentracbes conhecidas e decrescentes do analito e sédo
expressos em unidade de concentracdo (BRASIL, 2003; ICH, 1995; INMETRO,
2003).

Os LOD e LOQ podem ser calculados de trés maneiras diferentes: método
visual, método relacdo sinal-ruido e método baseado em parametros da curva
analitica, sendo que neste trabalho estes valores foram estabelecidos como sendo a
concentragdo que apresentou um sinal analitico no minimo 3 e 10 vezes a relacdo

sinal/ruido, respectivamente.

2.9.5 Preciséo (repetibilidade e precisdo intermediaria)

A precisdo representa a disperséo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padrées, sob condi¢des definidas (ICH, 1995; INMETRO, 2003). Segundo Ribani e
colaboradores (2004), a precisao pode ser considerada em trés niveis diferentes:
repetitividade, preciséo intermediaria e reprodutibilidade.

A repetibilidade representa a concordancia entre os resultados de medicdes
sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condi¢cdes de
medicdo, chamadas condicbes de repetitividade: mesmo procedimento; mesmo
analista; mesmo instrumento de medi¢do usado sob as mesmas condi¢cdes; mesmo
local; repeticdes em um curto intervalo de tempo (RIBANI et al., 2004; ALBANO et
al., 2009).

A precisdo intermediaria refere-se a precisdo avaliada sobre a mesma
amostra, amostras idénticas ou padrbes, utilizando o mesmo método, mesmo
laboratoério, mas alterando algumas condicfes, tais como: dias de analise, analistas,
equipamentos e condicbes ambientais, entre outras (BRASIL, 2011; ALBANO et al.,
2009). A precisédo intermediaria é reconhecida como a mais representativa da
variabilidade dos resultados em um unico laboratorio e, como tal, mais aconselhavel
de ser adotada. O objetivo de avaliar a precisdo intermediaria € verificar que no
mesmo laboratorio o método fornecera resultados semelhantes (RIBANI et al.,
2004).Tanto a repetibilidade como a precisdo intermediaria podem ser expressas

através da estimativa do desvio padréo relativo (RSD, do inglés Relative Standard
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Desviation) (RIBANI et al., 2004) e para métodos empregados em determinacdes ao
nivel de tracos, valores de RSD de até 20% séo aceitaveis (HUBER, 1998).

2.9.6 Exatidao

A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004).

Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método sao:
materiais de referéncia; comparacdo de métodos; ensaios de recuperacédo; adicao
padrdo. Quando nado se tem disponivel os materiais de referéncia certificados, pode-
se avaliar a exatiddo através de ensaios de fortificagdo e recuperagdo (CODEX
ALIMENTARIUS, 2010), geralmente expressa em percentual.

A recuperacdo dos analitos pode ser estimada pela andlise de amostras
fortificadas com quantidades conhecidas desta. Na maioria dos casos, a dispersao
dos resultados aumenta com a diminuicdo da concentragdo e a recuperacao pode
diferir substancialmente a altas e baixas concentragdes.

Por esse motivo, a recuperacao deve ser avaliada na faixa de concentracao
esperada para o composto de interesse. Isto pode ser feito adicionando a substancia
em pelo menos trés diferentes concentracdes, por exemplo, proximo ao limite de
quantificacdo, préximo a concentracdo maxima permitida pelo método em teste e em
uma concentracdo proxima a média da faixa de uso do método (RIBANI et al., 2004).
Como a quantidade do analito adicionado ndo esta necessariamente na mesma
forma que se apresenta na amostra, isto se torna uma limitagéo desse procedimento
(INMETRO, 2003). Para avaliagdo da exatiddo do método pode-se fazer uso do
padréo de controle (surrogate) o qual, € uma substancia de concentragdo conhecida
adicionada as amostras com o objetivo de monitorar diferencas nos valores de
recuperacdo, bem como, detectar problemas durante a extracdo. Esta substancia
deve ter propriedades similares aos compostos em estudo (FRIGGI, 2012).

Para a analise de residuos de pesticidas, geralmente os intervalos aceitaveis
estdo entre 70 e 120%, com precisdo de no maximo 20% (HUBER, 1998; SANCO,
2011).



3 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Andalises de Residuos de
Pesticidas (LARP) do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM) e consistiu na avaliacdo de diferentes técnicas de preparo de amostra
para a extracdo de residuos de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em
amostras de solo e posterior otimizacéo e validacdo do método proposto, utilizando
analise por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massas em Série (UHPLC-MS/MS).

Para o processo de validacdo, os seguintes parametros analiticos foram
avaliados: seletividade, efeito matriz, faixa linear, limites de deteccdo e
guantificacdo, exatiddo e precisdo, em termos de repetibilidade e precisdo

intermediaria.

3.1 Instrumentacéao

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho estdo

descritos abaixo:

= Agitador vortex - Biomixer Modelo QL-901 (Microtécnica, Brasil);
Balanca analitica de precisdo, modelo SV-200 (AND, Japdao);
Balanca analitica de precisdo, modelo AUW-220D (Shimadzu, Japao);
Balanca analitica de precisdo UX-420H (Shimadzu, Japao);
Centrifuga Centribio, modelo 80-2B (Centribio, Brasil);
Centrifuga refrigerada, modelo NT 825 (Nova técnica, Brasil);

Estufa com circulacdo e renovacéao de ar, modelo TE-394/1 (Tecnal, Brasil);

g & 4 4 3 3 3

Mesa agitadora pendular, modelo TE-240/1, operando a 150 rpm (Tecnal,

Brasil);

4

Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (Brand, Alemanha e
Eppendorf, Canada);
= Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Direct UV3® (Millipore, EUA);
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= Ultrassom Sonorex, modelo RK 510, frequéncia de 40 KHz e poténcia de 135
W (Bandelin, Alemanha);
Sistema UHPLC™-MS/MS (Waters, USA) equipado com:

Cromatdégrafo Liquido com sistema binario de bombas;

Amostrador automatico sample manager (Acquity);

Coluna analitica: ACQUITY UPLC®BEH Cig, (50 x 2,1 mm d.i) e 1,7 pm de
tamanho de particula (Waters, EUA);

Detector espectrométrico de massas do tipo triplo quadrupolo, modelo
Xevo TQ;

Interface/Fonte de lonizag&o por eletronebulizacao;

Sistema de aquisicdo de dados através do software MassLynx (versao 4.1)
(Waters, EUA).

Sistema gerador de nitrogénio, modelo SF2FF (Atlas Copco, EUA);

3.2 Materiais utilizados

seqguir:

Os materiais utilizados no desenvolvimento deste trabalho estdo listados a

= Filtros de nylon de 13 mm de diametro e 0,2 um de tamanho de poro (Vertical

4

Chromatography, Tailandia);

Frascos de vidro (vial), capacidade de 4,0 e 2,0 mL;

Ponteiras de polipropileno com capacidade de 200 pL, 1 mL e 10 mL (Brand,

Alemanha);

Tubos de polipropileno, com tampas rosqueadas, capacidade de 50 e 15 mL

(Sarstedt, Alemanha);

Vidrarias de laboratorio em geral.
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3.3 Solventes, reagentes e gases

Os solventes, reagentes e gases utilizados neste trabalho estdo listados

abaixo:
= Acetato de sédio anidro p.a. (J.T. Baker, EUA);

Acetona 99,5% ACS (Tedia, EUA);
Acetonitrila grau HPLC (Mallinckrodt, EUA);
Acido acético glacial 99,9% (Merck, Brasil);
Acido férmico 98% (Sigma-Aldrich, Brasil)
Agua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q Direct UV3® (resistividade de
18,2 MQ cm);
Citrato de sodio dihidratado p.a. (Sigma Aldrich, EUA);
Cloreto de sodio p.a. (Merck, Brasil);

4 4 4 4 8

Extran® neutro (Merck, Brasil);

4 4 4 0

Gas argbnio usado como gas de colisdo no sistema UPLC-MS/MS com
99,9992% de pureza (Air Products, Brasil);

Hexano p.a. 98,5% (Caledon, Canadd);

Hidrogenocitrato de sodio sesquihidratado p.a. (Sigma Aldrich, EUA);

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

Sorvente Bondesil C;g com tamanho de particula de 40 um (Agilent, EUA);
Sorvente Bondesil PSA com tamanho de particula de 40 ym (Agilent, EUA);

4 & 8 4 4 8

Sulfato de magnésio anidro p.a. (J.T. Baker, EUA).

3.4 Agrotéxicos e medicamentos veterinarios selecionados

Os agrotoxicos e medicamentos veterinarios selecionados para este estudo
sdo compostos comumente utilizados na agricultura e no tratamento de animais.
Estes compostos foram adquiridos da companhia Dr. Ehrenstorfer (Ausburg,
Alemanha) e estéo listados na Tabela 8, contendo informagfes referentes a classe
quimica, grupo quimico, férmula molecular e grau de pureza. A férmula estrutural de

cada composto estudado esta apresentada na Tabela 24, no APENDICE A.
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3.5 Selecao do padréo interno e do padréo de controle

A correta execucdo do procedimento de extragcdo e da andlise de cada
amostra pode ser assegurada através da utilizacdo de padrdes em diferentes fases
do procedimento analitico. Estes compostos, além de auxiliar na localizacdo de
fontes de erros, podem ser utilizados para melhorar a robustez de métodos,
corrigindo varios fatores dentro de um procedimento analitico que pode ter um
impacto sobre os resultados da analise. Os compostos que sao adicionados antes
da etapa de extracdo sdo denominados Padrédo de Controle (PC) e aqueles
adicionados no extrato final, imediatamente antes da injecdo sdo denominados
Padréo Interno (Pl) SANCO (2011).

Neste trabalho, trifenilfosfato (TPP, do inglés triphenyl phosphate) foi utilizado
como padr&o interno na concentracéo de 20 pg L™ e linurom deuterado (linuron-d6)
como padrdo de controle nas mesmas concentracdes empregadas para a avaliacédo
dos ensaios de recuperacdo (100, 50 e 10 pg kg?). A quantificacéo foi realizada
utilizando calibragéo externa. O padrao interno foi utilizado somente para verificagcao

da resposta do equipamento, ou seja, hao foi empregado na quantificacao.

Tabela 8 - Agrotoxicos e medicamentos veterinarios selecionados e determinados
por UHPLC-MS/MS, com a respectiva classe, grupo quimico, formula molecular e
pureza do padrdo analitico.

(continua)
Férmula Pureza
Composto Classe Grupo guimico molecular (%)
Atrazina Herbicida Triazina CgH14CINsg 99,0
2,4-D Herbicida Acido ariloxialcanéico CgHeCl,04 99,0
Azinfés metilico Inseticida Organofosforado C1oH12N305PS, 99,0
Azoxistrobina Fungicida Estrobilurina CxH17N305 99,0
Bentazona Herbicida Benzotiadiazinona C1oH12N203S 97,0
Bispiribaque-sédico Herbicida o ACid_O _ Ci9H17N4,OgNa 99,0
pirimidiniloxibenzoico
Bitertanol Fungicida Triazol C,oH23N30,5 98,5
Boscalida Fungicida Anilida C15H12CILN,O 99,5

Bromuconazole Fungicida Triazol C13H12BrCI,N;O 99,0
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Tabela 8 - Agrotoxicos e medicamentos veterinarios selecionados e determinados
por UHPLC-MS/MS, com a respectiva classe, grupo quimico, férmula molecular e
pureza do padrdo analitico.

(continuacéo)

Formula Pureza

Composto Classe Grupo quimico molecular (%)
Buprofezina Inseticida Tiadiazinona Ci16H23N30S 99,0
Carbaril Inseticida Carbamato C12H1:NO; 98,5
Carbendazina Fungicida Benzimidazol CoHgN30, 99,0
Carbofurano Nemaf[ic.:ida/ Metilcarbamat.o de C1,H1sNO; 98,5

inseticida benzofuranila
Carbofurano 3-OH Inseticida Carbamato C12H1sNO, 98,6
Cianazina Herbicida Triazina CyH13CINg 99,0
Clomazone Herbicida Isoxazolidinona C12H14CINO, 98,5
Cloranfenicol Antibidtico Aminopropanodiol C11H1,CoN, Os 98,5
Clorimuron etilico Herbicida Sulfonilureia C15H15CIN,OgS 97,0
Clorpirifés etilico Inseticida Organofosforado CyH1,CIsNOsPS 99,5
Clorpirifés metilico Inseticida Organofosforado C,H,CI;N5sPS 97,0
Clorprofam Herbicida Carbamato C10H12CINO, 99,5
Diazinona Inseticida Organofosforado C12H»1N,O5PS 99,0
Diclofluanida Fungicida Organoclorado CyH411ClLFN,0,S, 99,0
Difenoconazole Fungicida Triazol C19H17CIL.N;O4 99,0
Dimetoato Inseticida Organofosforado CsH1,NO5PS, 98,0
Epoxiconazole Fungicida Triazol C,7H13CIFN;O 99,0
Fempropatrina Inseticida Piretroide C22H22NO3 99,5
Fempropimorfe Fungicida Morfolina CyoH33NO 94,5
Fenarimol Fungicida Pirimidina C,7H12CILN,0 97,5
Fentiona Inseticida Organofosforado C10H1503PS, 97,0
Fipronil Inseticida Pirazol C2H.ClLFsN,OS 96,5
Fluquiconazole Fungicida Triazol C16HsClL,FNsO 98,5
Fluroxipir Herbicida Acido C/HsCLFN,O; 96,5
piridiniloxialcandico

Flutolanil Fungicida Carboxamida C17H16F3NO» 99,0
Imazalil Fungicida Imidazol C14H14CILN,0 97,5
Imidacloprido Inseticida Neonicotinbide CoH10CIN5O, 98,0
Iprovalicarbe Fungicida Carbamato CigH28N203 97,5
Linurom Herbicida Ureia CoH10CIoN,O, 99,4
Linuron d6 (PC) - - CyD1oCI,N,0, 99,9
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Tabela 8 - Agrotoxicos e medicamentos veterinarios selecionados e determinados
por UHPLC-MS/MS, com a respectiva classe, grupo quimico, férmula molecular e
pureza do padrao analitico.

(continuacao)

Formula Pureza

Composto Classe Grupo guimico molecular (%)
Malationa Inseticida Organofosforado C10H1004PS> 99,0
Mecarbam Inseticida Carbamato C10H20NOsPS, 98,0
Mepronil Fungicida Carboxamida C,7H19NO, 99,0
Metaconazole Fungicida Triazol C17H2.CIN3O 99,0
Metalaxil Fungicida Acilaninato Ci5H21NO, 99,5
Metiocarbe sulfona Inseticida Carbamato C11H1sNO,S 99,0
Metiocarbe sulfoxido Inseticida Carbamato C11H1sNO3S 95,0
Metsulfurom metilico Herbicida Sulfoniluréia C14H15N506S 99,0
Mevinfos Inseticida Organofosforado C;H1:06P 92,0
Miclobutanil Fungicida Triazol C1sH17CINg 98,5
Monesina Anticoccidiano lonoforo CssHs:NaOq; 98,0
Monocrotofés Inseticida Organofosforado C;H14NOsP 97,5
Monolinurom Herbicida Uréia CyH;:CIN,O, 99,0
Paraoxon etilico Inseticida Organofosforado CgH10NOgP 99,0
Piraclostrobina Fungicida Estrobilurina C1oH18CIN3O4 97,5
Pirazofés Inseticida Organofosforado C14H20N30sPS 97,0
Piridaben Inseticida Piridazinona C19H25CIN,OS 99,0
Piridafentiona Fungicida Organofosforado C14H17N,O4PS 97,5
Piridato Herbicida Fenilpiridazina C19H23CIN,O,S 96,5
Pirimetanil Fungicida Anilinopirimidina CioH13N3 99,0
Pirimicarbe Inseticida Carbamato C11H1sN4O5 98,5
Pirimifés metilico Inseticida Organofosforado C11H»0N305PS 99,0
Profenofés Inseticida Organofosforado C.1H1sBrClO5PS 98,0
Propargito Acaricida Sulfito de alquila C19H»604S 91,5
Propiconazole Fungicida Triazol C5H17CIL.N30, 99,0
Propizamida Herbicida Benzimidazol C12H1,CILNO 99,5
Propoxur Inseticida Carbamato C11H15NO3 99,0
Quinoxifeno Fungicida Quinolina Ci5HsCILFNO 99,0
Robenidina Anticoccidiano Guanidina C15H13Cl:Ns 95,0
Salbutamol Antibiético Betagonista C13H21NO3 99,0
Salinomicina Antibiético lonéforo C42H70011 98,0
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Tabela 8 - Agrotoxicos e medicamentos veterinarios selecionados e determinados
por UHPLC-MS/MS, com a respectiva classe, grupo quimico, férmula molecular e
pureza do padrdo analitico.

(concluséo)

Formula Pureza

Composto Classe Grupo quimico molecular (%)
Simazina Herbicida Triazina C,;H1>CINs 98,5
Sulfadimetoxina Antibidtico Sulfonamida C1oH14N,O,4S 97,5
Sulfametazina Antibidtico Sulfonamida C1oH14N4,O,S 99,0
Sulfatiazol Antibidtico Sulfonamida CoHoN30,S, 99,5
Tebuconazole Fungicida Triazol C16H22CIN3O 98,8
Terbutilazina Herbicida Triazina CyH16CINs 99,0
Tetraconazole Fungicida Triazol C13H11ClF4N3O 98,5
Tiacloprido Inseticida Neonicotinbide C10HoCIN,S 98,0
Tiametoxam Inseticida Neonicotinbide CgH10CINsO3S 98,0
Tiodicarbe Inseticida Metilcarpamato de C10H18N4O4S3 99,5

oxima
Tolcofés metilico Fungicida Clorofenil CyH;:Cl,0O5PS 99,5
Triadimefom Fungicida Triazol C14H16CIN3O, 99,5
Triadimenol Fungicida Triazol C14H15CIN3O, 98,0
Triazofos Inseticida Organofosforado C1oH16N3O5PS 97,0
Triclorfom Inseticida Organofosforado C,HgCl;0,P 97,0
Trifenilfosfato (PI) Inseticida Organofosforado CoH1504P 99,5
Trifloxistrobina Fungicida Estrobilurina CyoH19F3N>04 99,0
Triflumizole Fungicida Imidazol C15H15CIF3N50 98,5
Trimetoprima Antibiético Pirimidina C1aH1N,Os 99,5
Anticoccidiano

Vamidationa Fungicida Organofosforado CgH1sNO4PS, 98,0

PC: Padrao de controle; PI: Padrdo interno.

3.6 Preparo das solug¢des analiticas

O preparo das solucdes analiticas estoque, na concentracdo de 1000 mg L™

foi iniciado efetuando-se o célculo para determinar a quantidade de cada padréo
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solido a ser pesado, considerando a sua pureza, para se obter solu¢des individuais
de cada composto nesta concentracao.

Em seguida, os padrbes solidos foram pesados individualmente, em vidraria
apropriada para pesagem de padrbes, transferidos para baldes volumétricos e
dissolvidos em 10 mL de acetonitrila grau HPLC. Logo apéds, foram agitados em
vortex por 1 minuto para completa dissolucéo.

A partir das solu¢des de concentragdo 1000,0 mg L™, preparou-se 25 mL de
uma solucéo de trabalho na concentracdo 5,0 mg L™ contendo todos os agrotéxicos
e medicamentos veterinarios estudados, incluindo o padrdo de controle, linuron-
deuterado (d6). Esta solucéo foi utilizada para o estudo da linearidade do método e
para os ensaios de fortificagdo. A partir da mistura 5,0 mg L™, foram preparadas as
solugbes de trabalho nas concentra¢des de 250,0; 200,0; 150,0; 100,0; 50,0; 25,0;
10,0; 5,0 e 2,5 ug L™ em acetonitrila e no extrato da matriz avaliada.

Para a injecdo no sistema UHPLC-MS/MS, foram realizadas diluicdes das
solucbes de trabalho em &gua. Para isto, em um vial foi adicionado 200 uL das
solucdes de trabalho preparadas em acetonitrila ou no extrato da matriz, 800 uL de
agua purificada e 20 pL de padrdo interno (1,0 mg L™), resultando em solucées com
concentracdes iguais a 50,0; 40,0; 30,0; 20,0; 10,0; 5,0; 2,0; 1,0 e 0,5 pg L™,
respectivamente.

Para o preparo do padrao interno trifenilfosfato, solu¢cdes estoque de 1000,0 e
100,0 mg L™ foram preparadas conforme descrito anteriormente. Em seguida, foi
preparado 10 mL de uma solucdo na concentracdo de 10,0 mg L™ contendo apenas
TPP. A partir dessa solucdo preparou-se uma solugdo na concentracdo 1,0 mg L™, a
gual foi adicionada 20 yL ao extrato final para injecéo.

Todas as solucdes analiticas foram armazenadas em frascos ambar a
temperatura menor que -10 °C, sendo que antes de serem utilizadas as solucoes
foram retiradas do freezer e esperou-se que estas atingissem a temperatura

ambiente para posterior analise.
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3.7 Amostra de solo empregada na etapa de validacao

A amostra de solo utilizada neste estudo foi coletada em uma propriedade
rural, que ndo desenvolve atividade agropastoril, localizada no interior de Sao
Martinho da Serra - RS. Para a coleta, foi retirado cerca de 2,0 cm da cobertura
vegetal existente no local e coletado o solo até uma profundidade de
aproximadamente 20 cm. O solo foi seco em estufa com circulagao e renovacédo de
ar a uma temperatura de 25 °C por aproximadamente 24 h e em seguida peneirado
em peneira com malha de 2 mm.

A amostra coletada foi analisada no Departamento de Solos, do Centro de
Ciéncias Rurais da Universidade Federal de Santa Maria, apresentando o0s
seguintes resultados:

- Acidez do solo e calagem: pHagua (1:1) = 4,9; Ca = 5,9 cmol/dm?® Mg = 1,4
cmol/dm®; Al = 0,8 cmol/dm® H + Al = 9,7 cmol/dm®;, CTCeter. = 8,1 cmol/dm?;
Saturacao (%): Al =9,9; Bases = 43,1; SMP =5,3.

- Macronutrientes: % MO (matéria organica) = 2,2 (m/v); % argila = 20 (m/v);
textura = 3,0;

- Micronutrientes e relagdes molares: Cu = 6,0 mg/dm?; Zn = 2,0 mg/dm?; B =
0,3 mg/dm?®; Ca/Mg = 4,3; (Ca + Mg)/K = 70,80; K/(Ca+Mg)Y? = 0,038.

A amostra foi acondicionada em frascos ambar e armazenada a temperatura
ambiente até a etapa de extracdo para a etapa de desenvolvimento do método e de
validacdo. No processo de validacdo de um método devem ser utilizadas amostras
isentas dos compostos que serdo avaliados, uma vez que, isto pode interferir nas
andlises, levando a uma quantificacdo errbnea dos analitos de interesse. Estas
amostras isentas dos compostos avaliados sdo denominadas amostras “branco”.

Sendo assim, para avaliar a auséncia de residuos de agrotéxicos e
medicamentos veterinarios em estudo na amostra coletada, esta foi submetida ao

processo de extracao descrito no item 3.10.5 e analisada por UHPLC-MS/MS.
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3.8 Otimizac&do do sistema cromatografico UHPLC-MS/MS para determinacédo

de residuos de agrotéxicos e medicamentos veterinarios em solo

As analises foram realizadas empregando a Cromatografia a Liquido de Ultra
Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas em Série (UHPLC-MS/MS). Esta
técnica tem se tornado uma tendéncia mundial, visto que tem como vantagem
principal o aumento expressivo na eficiéncia de separacdo dos analitos, mesmo com
vazles elevadas da fase movel. Como resultado, h4 o aumento da eficiéncia e
também se obtém uma melhor resolucdo, um menor tempo de analise e uma melhor
detectabilidade (QUEIROZ, 2012).

A combinacdo de UHPLC-MS/MS fornece vantagens significativas com
relacdo a seletividade, detectabilidade e velocidade de andlise, sendo a deteccao
por espectrometria de massas uma ferramenta analitica essencial para andlise e

confirmacédo dos analitos de interesse em niveis de tracos.

3.8.1 Escolha da fase moével

A escolha da fase mdvel levou em consideracdo as condicfes utilizadas
frequentemente no Laboratério de Analise de Residuos de Pesticidas (LARP-UFSM)
onde foi desenvolvido este trabalho.

Inicialmente, a fase movel consistiu do uso do aditivo &cido formico aos
solventes utilizados, porém foi verificado que alguns compostos que ja estavam na
Quanpedia foram infusionados com a adicdo de formiato de aménio e acido férmico
aos solventes. Logo, optou-se por testar uma fase moével contendo os dois aditivos.
ApoOs o teste foi possivel verificar que a fase moével contendo apenas acido férmico
como aditivo foi mais eficaz para a maioria dos compostos e, portanto, a fase mével
empregada neste trabalho foi uma mistura agua:metanol (98:2, v/v) acidificada com
0,1% de acido formico como solvente A e metanol acidificado com 0,1% (v/v) de

acido formico como solvente B.
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3.8.2 Condicdes utilizadas no sistema UHPLC-MS/MS

A espectrometria de massas em série foi utilizada para a operacdo do
equipamento, no modo de varredura MRM e ionizacdo por eletronebulizagdo no
modo positivo.

Com o objetivo de otimizar as condicbes de analise para cada um dos
compostos estudados e montar 0 método, inicialmente fez-se uso de um banco de
dados, presente no UHPLC-MS/MS, chamado “Quanpedia”’, onde constam
informacdes dos compostos, tais como 0s ions precursores e ions produtos, as
energias de colisdo e as energias do cone. Para 0s compostos ausentes neste
banco de dados, foram realizadas injecdes diretas (infusdes) no espectrébmetro de
massas, com a solucdo analitica na concentracdo 500 pg L™ de cada analito
individualmente, no modo combinado, ou seja, sem coluna analitica e na presenca
de fase modvel. A partir destas infusGes os ions caracteristicos de cada composto
selecionado foram monitorados no modo SIM no quadrupolo (Q1) e no quadrupolo
(Q3) foi realizada a varredura do ion produto variando as energias de colisdo, com o
objetivo de otimizar as melhores condi¢ces de deteccdo. Com isso, selecionou-se 0
modo de ionizagcdo da fonte (eletronebulizacdo positiva), voltagem do capilar,
energias de colisdo para fragmentar o ion precursor e gerar ions produtos.

Em seguida, foram avaliadas as transicées, no modo SRM a serem utilizadas
para a quantificacdo (transicdo de maior intensidade) e confirmacao (transicdo de
segunda maior intensidade) dos compostos estudados e estes dados foram
inseridos no banco de dados “Quanpedia”.

Posteriormente, realizou-se a analise de uma solucdo analitica contendo
todos os agrotéxicos e medicamentos veterinarios na concentracdo de 20 pg L™
preparada em acetonitrila, a fim de verificar o tempo de retencdo dos analitos e a

intensidade do sinal analitico.
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3.9 Avaliacdo e otimizacdo do método de extracdo para a determinacdo

simultanea de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em solo

O preparo da amostra é uma etapa muito importante na andlise de residuos
de agrotéxicos e medicamentos veterinarios em solo, devido a complexidade da
matriz e aos baixos niveis de concentracdo em que estes compostos Sao
encontrados nas amostras. Neste estudo, foram avaliados diferentes procedimentos
para o preparo das amostras de solo a fim de se obter o método de extracdo mais
eficiente para os compostos em estudo.

Para isto, foram realizados varios ensaios com o objetivo de avaliar os
percentuais de recuperacao dos analitos utilizando ultrassom (ensaios E1), agitacao
mecanica (ensaios E2) e procedimentos baseados no método QUEChERS, incluindo
algumas combinacdes dos ensaios citados anteriormente (ensaios E3, E4, E5 e EB6).

Cabe salientar que todos os ensaios de recuperacao foram avaliados no nivel
de concentracdo de 100 pg kg™ em triplicata (n = 3), sendo que apo6s a diluicéo dos
extratos em 4gua, a concentracdo injetada corresponde a uma solucdo analitica na

concentracdo 20 pg L™ (concentracdo tedrica).

3.9.1 Extracgéo utilizando ultrassom (Ensaios E1)

Para avaliar a eficiéncia da extracdo ultilizando ultrassom, inicialmente pesou-
se 10,0 + 0,1 g de solo diretamente em tubos de polipropileno tipo Falcon de fundo
conico (capacidade de 50 mL) com tampa rosqueada. Em seguida, a amostra foi
fortificada no nivel de concentracdo de 100 ug kg™, contendo todos os agrotéxicos e
medicamentos veterinarios em estudo. Apds um tempo de contato de 1 h para
permitir a interagéo dos analitos com o solo (PRESTES et al., 2012), adicionou-se 10
mL de acetonitrila (ACN) e agitou-se o tubo fechado vigorosamente para misturar o
solvente e 0 solo. As amostras foram submetidas a diferentes tempos de extragcao
no ultrassom, sendo eles, 5, 10, 15, 20 e 30 min, para avaliar o melhor tempo de
extracdo. Logo apoés a extracdo, adicionou-se 4,0 g de sulfato de magnésio anidro e
agitou-se manual e vigorosamente durante 1 min, a fim de garantir a auséncia de

agua no extrato. Logo apos a centrifugacao realizada por 8 min em 3400 rpm, o
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extrato foi filtrado em filtros de nylon de 0,2 um de tamanho de poro (sendo que foi
utilizado um filtro para cada extrato) e diluido em agua (1:4, v/v).

O mesmo procedimento foi repetido utilizando a adicdo de 10 mL de agua
purificada ao solo, e este mantido em repouso por 10 minutos (LESUEUR et al.,
2008), antes da etapa de adicédo de acetonitrila.

A representacéao utilizada para identificar os ensaios realizados nos diferentes
tempos de extracdo com ultrassom esta apresentada na Tabela 9.

Na Figura 9 estédo representadas as etapas realizadas no procedimento de

extracao utilizando ultrassom.

Tabela 9 - Ensaios de extracao utilizando ultrassom (Ensaios E1).

. Identificacdo do Tempo de
Ensaios ; .
ensaio ultrassom (min)
E1 5 A 5
_ E1 10 A 10
Sem a adicao de
A ] E1 15 A 15
agua
E1 20 A 20
E1 30_A 30
E1 5B 5
_ E1 10 B 10
Com a adicao de
B ] E1 15 B 15
agua
E1 20 B 20
E1 30 B 30

3.9.2 Extracao utilizando agitacdo mecanica (Ensaios E2)

A extracdo utilizando mesa agitadora foi realizada pesando-se 10 + 0,1 g de
amostra em tubos de polipropileno tipo Falcon de fundo cénico (capacidade de 50
mL) com tampa rosqueada. Em seguida, realizou-se a fortificagdo da amostra no

nivel de concentracéo de 100 pg kg™.
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Apds uma 1 h de contato, adicionou-se 10 mL de acetonitrila (ACN) e agitou-
se o tubo fechado vigorosamente para misturar o solvente e o solo. As amostras
foram agitadas em mesa agitadora (150 rpm) em diferentes tempos de agitacéo (5,
10, 15, 20 e 30 min). Logo apds, adicionou-se 4,0 g de sulfato de magnésio anidro,
agitou-se manualmente durante 1 min e centrifugou-se por 8 min em 3400 rpm. As
amostras foram filtradas em filtros de nylon de 0,2 um de tamanho de poro e diluidas
em agua (1:4, v/v) antes da analise.

O mesmo procedimento foi repetido utilizando a adicdo de 10 mL &gua
purificada ao solo, e este mantido em repouso por 10 minutos (KVICALOVA et al.
2012), antes da etapa de adic&o de acetonitrila.

A representacao utilizada para identificar os ensaios de extracado realizados

utilizando diferentes tempos de agitacdo mecéanica estd demonstrada na Tabela 10.

Tabela 10 - Ensaios de extracdo utilizando agitacdo mecanica (Ensaios E2).

. Identificagéo do Tempo de
Ensaios : ;
ensaio ultrassom (min)
E2 5 A 5
_ E2_10_A 10
Sem a adicao de
A E2_15 A 15
agua
E2 20 A 20
E2 30_A 30
E2 5 B 5
. E2_10 B 10
Com a adicao de
B ] E2 15 B 15
agua
E2 20 B 20
E2_30_B 30

Na Figura 9 estdo representadas as etapas realizadas no procedimento de

extragao utilizando a mesa agitadora.
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10 g solo

ﬂ Fortificacdo (tempo de contato: 1 h)

10 mLACN ou
10 mLagua + 10 mLACN

Ensaio E1 I__> Ensaio E2

Ultrassom Agitacao mecanica

Tempo Tempo
5,10, 15,20 e 30 min 5,10, 15, 20 e 30 min

L <

4 g MgSO, anidro

ﬂ Agitacdo manual por 1 min

Centrifugacéao
3400 rpm/8 min

ﬂ Filtracdo e diluicdo (1:4, v/v) em agua

Analise UHPLC-MS/MS

Figura 9 - Representacdo das etapas realizadas nos procedimentos de extracao
utilizando ultrassom (Ensaios E1) e mesa agitadora (Ensaios E2).

3.9.3 Extracao baseada no método QUEChERS

A partir do método “QUEChERS original” proposto por Anastassiades e
colaboradores (2003), do método “QUEChERS acetato” proposto por Lehotay e
colaboradores (2005), do método “QUEChERS citrato” proposto por Anastassiades e
colaboradores (2007) e do método “QUEChERS modificado” proposto por Prestes
(2011), foram realizados os ensaios para avaliar a eficiéncia destes métodos na
extracdo dos compostos em estudo da amostra de solo.

Os ensaios foram realizados utilizando para a etapa de particdo os sais

sulfato de magnésio, cloreto de sodio, acetato de sédio, hidrogenocitrato de sédio
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sesquihidratado e citrato de sddio dihidratado e para a etapa de limpeza dos extratos
foram utilizados amina primaria e secundaria (PSA) e C18 como adsorventes,
conforme apresentado na Figura 3.

A fim de verificar a eficiéncia da etapa de limpeza dos extratos, 0S mesmos
ensaios anteriores foram repetidos, excluindo-se esta etapa do procedimento. Logo
apos, foram realizados ensaios, baseados nos métodos ja descritos, porém
utilizando a adicdo de &gua purificada (DONG et al., 2009; RASHID et al., 2010) a
amostra de solo antes da adicdo de acetonitrila e sem a etapa de limpeza dos
extratos. Em seguida, novos ensaios foram realizados com as melhores condigdes
determinadas nos ensaios anteriores, ou seja, com adicdo de agua e sem a etapa de
limpeza dos extratos, substituindo a agitacdo em vortex ou manual, nhormalmente
utilizadas, por agitacdo mecéanica e utilizagcdo de ultrassom no procedimento de
extracao.

A identificacdo dos ensaios foi realizada da seguinte maneira:

- Ensaios baseados no método “QUEChERS original”: E3;

- Ensaios baseados no método “QUEChERS citrato”: E4;

- Ensaio baseado no método “QUEChERS acetato”: E5;

- Ensaios baseados no método “QUEChERS modificado”: E6

A identificacdo descrita acima foi seguida por uma identificacéo alfabética de
acordo com a modificacéo das etapas realizadas, conforme descrito a seguir:

A: ensaio com etapa de limpeza do extrato;

B: ensaio sem etapa de limpeza do extrato e sem adicao de agua;

C: ensaio sem etapa de limpeza do extrato, com adicdo de agua e agitacao
em vortex;

D: ensaio sem etapa de limpeza do extrato, com adicdo de agua e agitacado
mecanica por 15 min;

E: ensaio sem etapa de limpeza do extrato, com adicdo de agua e utilizacao

de ultrassom por 15 min.

A Figura 10 apresenta um fluxograma que demonstra 0os ensaios realizados

com as diferentes modificacdes do método QUEChERS.



109

A
) Comlimpeza
Ensaio do extrato B c
, e N N
Sem adigéo Agitacdo em
[ QUEChERS J\ de agua { vortex por 1 min
AN / : /
Semlimpeza |~ /
do extrato / D
Y~ T N/ P ] AN
Comadicdo |/ 15 min em mesa
de agua N\ agitadora
\ P NN /
AN E
N ™
15 min em
ultrassom
\ J

Figura 10 - Fluxograma demonstrando os ensaios realizados baseando-se nos
diferentes métodos de QUEChERS.

Na Tabela 11 e na Figura 11 estdo descritos e demonstrados os ensaios (E3)
baseados no método “QUEChERS original” e as modificacbes deste com agitacao

mecanica e ultrassom.
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Tabela 11 - Ensaios realizados para a otimizagao da etapa de extragdo baseados no método “QUEChERS original” e combinagdes

com ultrassom e agitacdo mecanica.

Ensaio Procedimentos baseados no Método “QUEChERS original”
1 mL sobrenadante Centrifugagao
E3 A centrifugagao 150 +|v| < 3400 rpm/8,0 min —
— agitacdo 4,0 g MgSO 3400 rpm/8,0 min mg+ 904 filtracdo e diluicdo
, ) 4 H 2
10 g solo 10 mL ACN em vortex ¥ agitagao manual 25 mg PSA — UHPLC-MS/MS
1 min 1,0 g NaCl
E3 B centrifugacdo 3400 rpm/8,0 min
— — filtragdo e diluicdo — UHPLC-MS/MS
E3 C agitagdo manual
- agitacéo 1 min
em vortex
10 mL agua — L min 4,0 g MgSO, ; centrifugacdo 3400 rpm/8,0 min
E3_.D 10gsolo repouso por 10 min + ultrassom 15 min o A ’
510 mL ACN 1,0 g NaCl — filtragao e diluicdo — UHPLC-MS/MS
agitacao
mecanica itaca
E3 E ! agitacéo manual
- 15 min 1 min
(150 rpm)

A etapa de filtrag&o foi realizada utilizando filtros de nylon de 0,2 um de tamanho de poro e a dilui¢céo foi realizada em agua (1:4, v/v).
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" Fortificagdo {tempo de contato: 1 h)
Agua
(repouso 10 min)

Agitagao mecanica
15 min

Agitagao manual

1 min Ultrassom 5 min

Filtragdo e diluigdo
(1:4,v/v) em agua

Filtragéo e diluigdo
(1:4,v/) em agua

Figura 11 - Representacdo das etapas realizadas nos procedimentos de extracédo
utilizando método “QUEChERS original” e combinagdes utilizando ultrassom e
agitacdo mecanica, incluindo a limpeza do extrato.

Na Tabela 12 e na Figura 12 estdo apresentados os ensaios realizados
baseados no método “QUEChERS citrato” utilizando agitagcdo mecéanica e
ultrassom combinados na etapa de extragdo dos compostos da matriz solo

(ensaios E4).
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Tabela 12 - Ensaios realizados para a otimizacédo da etapa de extracdo baseados no método “QUEChERS citrato” e combinacdes

com ultrassom e agitacdo mecanica.

Ensaio Procedimentos baseados no Método “QUEChERS citrato”
4,0 g MgSO, 1 mL sobrenadante centrifugacao
+1,0 g NaCl centrifugacao * 3400 rpm/8,0 min —
E4_A acs + 1,0 g citrato 3400 rpm/8,0 min 150 mg+MgSO4 filtrac&o e diluicdo
agiacao trissédio N — UHPLC-MS/MS
10 g solo 10 mL ACN em vortex dihidratado agitacao 25 mg PSA
. manual 1 min
1 min +0,5¢ _ .
E4 B hidrogenaocitrato centrifugacdo 3400 rpm/8,0 min
- dissodico — filtracdo e diluicdo — UHPLC-MS/MS
sesquihidratado
agitacao
E4_C agitacio 4,0 g MgSO, manual 1 min
. + 1,0 g NaCl
enivo_rtex +1,0 g citrato
10 mL 4gua — min trissédio ultrassom : x -
E4 D 10gsolo repouso por 10 min dihidratado 15 min .centflfugacl;ag ?400 pm/8,0 min
510 mL ACN +05g — filtragao e diluicdo — UHPLC-MS/MS
aoitacio hidrogenaocitrato
grtage dissédico o
E4 E mecanica sesquihidratado agitacao
- 15 min manual 1 min
(150 rpm)

A etapa de filtrag&o foi realizada utilizando filtros de nylon de 0,2 um de tamanho de poro e a dilui¢éo foi realizada em &gua (1:4, v/v).
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Solo

Agua A
(repouso 10 min)

Fortificacdo (tempo de contato: 1 h)

ACN

d

Agitacdo em vortex
1 min

L,

Agitagdo mecanica
15 min

|—_> MgSO, anidro A

NaCl
CgH:Na;0;.2H,0
CeHeNay0;.1,5H,0

Agitacdao manual :

1 min

L,

Ultrassom 15 min

: Centrifugacédo :

3400 rpm/8 min

Filtrac&o e diluicdo
(1:4, v/v)em agua

|_—> Limpeza do extrato

Filtrac&o e diluicdo

Analise UHPLC-MS/MS

(1:4, v/iv)em agua

Figura 12 - Representacdo esquematica das etapas realizadas no preparo da
amostra utilizando modificagdes do método “QUEChERS citrato” combinado com

ultrassom e agitacdo mecanica.

Os ensaios baseados no método “QUEChERS acetato” e em combinagdo com

as técnicas de ultrassom e agitacdo mecanica estdo apresentados na Tabela 13

(ensaios E5) e os ensaios (E6) baseados no método “QUEChERS modificado”

incluindo etapas de agitacdo mecéanica e utilizacdo de ultrassom estdo descritos a

Tabela 14.
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Tabela 13 - Ensaios realizados para a otimizacdo da etapa de extracdo baseados no método “QUEChERS acetato” e combinacdes
com ultrassom e agitacdo mecanica.

Ensaio Procedimentos baseados no Método “QUEChERS acetato”
1 mL sobrenadante centrifugacdo
centrifugacao + 3400 rpm/8,0 min —
E5 A 150 mg MgSO,

3400 rpm/8,0 min filtracdo e diluicdo

agitagao 6,0 g MgSO, + +
. , 4 Hacs — UHPLC-MS/MS
15 g solo 15 mL ACN emvortex 15 g acetato de agitagao 50 mg PSA
1% HAc em ACN : P manual 1 min
1 min sadio
E5 B centrifugacdo 3400 rpm/8,0 min
- — filtragao e diluicdo — UHPLC-MS/MS
E5.C _ agitagao
agitacso manual 1 min
em vortex
15 mL agua — 1 min
E5 D 15qsolo €POUSO por 10 min 2O9MISDa - uitrassom centrifugag&o 3400 rpm/8,0 min
- 9 — 15 mL ACN =9 cedic 15 min — filtrag&o e diluicdo — UHPLC-MS/MS
1% HAc em ACN
agitacéo
mecanica itaca
E5 E ! agitagao
- 15 min manual 1 min
(150 rpm)

A etapa de filtragdo foi realizada utilizando filtros de nylon de 0,2 um de tamanho de poro e a dilui¢éo foi realizada em agua (1:4, v/v).
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Tabela 14 - Ensaios realizados para a otimizagao da etapa de extracdo baseados no método “QUEChERS modificado”, proposto
por Prestes (2011) e combinag¢des com ultrassom e agitagdo mecanica.

Ensaio Procedimentos baseados no Método “QUEChERS modificado”
1 mL sobrenadante centrifugacdo
E6 A centrifugacao 500 +|v| <o 3400 rpm/8,0 min —
— - 3400 rpm/8,0 min Mg Mg=Sa filtrac&o e diluicdo
OmL 1% HAcem  coiio A0GMISOL soomgcis  — UHPLC-MSIMS
10 g solo em vortex 1,7 g acetato de gragao mg
ACN : P manual 1 min
1 min sadio
E6 B centrifugacdo 3400 rpm/8,0 min
- — filtragao e diluicdo — UHPLC-MS/MS
E6 C agitagao
- agitacso manual 1 min
em vortex
10 mL agua — 1 min
E6 D 10qsolo '€POUSO por 10 min [oPOMISDa - uitrassom centrifugag&o 3400 rpm/8,0 min
- 9 — 10 mL 1% HAc ' gsé dio 15 min — filtragdo e diluigdo — UHPLC-MS/MS
em ACN
agitacéo
mecanica itaca
£6 E ! agitagao
- 15 min manual 1 min
(150 rpm)

A etapa de filtragdo foi realizada utilizando filtros de nylon de 0,2 um de tamanho de poro e a dilui¢éo foi realizada em agua (1:4, v/v).
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A Figura 13 apresenta as etapas realizadas para os ensaios baseados no
método “QUEChERS acetato” e “QUEChERS modificado”.

Solo

Agua

(repouso 10 min)

d

ACN ouACN com
1% (v/v) CH;COOH

1 min

Agitacao em vortex

Fortificacdo (tempo de contato: 1 h)

NI

Agitacao mecanica
15 min

MgSO, anidro
acetato de sodio

Agitacao manual
1 min

NI|IN

L,

Filtracdo e diluicdo
(1:4,viv)em agua

Ultrassom 15 min

Centrifugacéao
3400 rpm/8 min

d

L,

Limpeza do extrato

Analise UHPLC-MS/MS

d

Filtracdo e diluicdo
(1:4,viv)em agua

Figura 13 - Representacdo esquematica das etapas realizadas no preparo da
amostra utilizando variagbes do método “QUEChERS acetato” e “QUEChERS
modificado” combinado com ultrassom e agitagdo mecéanica.
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3.10 Validagdo do método QUEChERS modificado para andalise de agrotdxicos

e medicamentos veterinarios em solo

Para a validagdo do método analitico foram utilizados os seguintes
parametros: seletividade, efeito matriz, curva analitica e faixa de trabalho, limites de
deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ), precisdo (repetibilidade e precisao
intermediaria) e exatidao (ANVISA, 2003; INMETRO, 2003; SANCO, 2010).

3.10.1 Seletividade

A avaliacdo da seletividade do método foi realizada através da comparagéo
dos cromatogramas obtidos por injecdes dos extratos de amostras “branco” e
extratos de amostras fortificadas no sistema UHPLC-MS/MS. Esta avaliacdo tem por
objetivo verificar a presenca de interferentes no mesmo tempo de retencdo dos
analitos em estudo. Os solventes e reagentes também foram avaliados, através do

procedimento de extracdo, porém sem a presenca de amostra de solo.

3.10.2 Efeito matriz

Algumas consideracfes devem ser feitas em relagédo ao efeito matriz quando
a espectrometria de massas for empregada como sistema de deteccdo em
associacdo com a cromatografia liquida, uma vez que a matriz pode causar uma
supressdo da eficiéncia de ionizacdo e, consequentemente, pode ocorrer uma
reducdo na sensibilidade do método (ROGATSKI; STEIN, 2005).

Os possiveis efeitos da matriz na analise cromatografica devem ser levados
em consideracdo no desenvolvimento de um método analitico e, por isso foram
preparadas curvas analiticas tanto em solvente, como no extrato “branco” da matriz
e realizou-se a comparacao das areas obtidas para a avaliacdo do efeito matriz. A
Equacéo 1 foi utilizada para a realizacdo do célculo do efeito matriz (GOSETTI et al.,
2010; SANCO 2010).
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: : X, =X
EfeitoMatr iz% = —1——2 x100 (1)
2
onde:
X1 = Média das é&reas da solugéo analitica de cada composto avaliado, preparado no
extrato da matriz, em uma dada concentracéo;
X, = Média das areas da solucdo analitica de cada composto avaliado, preparada

em solvente, em uma dada concentracao.

Deste modo, € possivel verificar se a matriz exerce efeito positivo (aumento
de sinal) ou negativo (diminuicdo de sinal) sobre o resultado da anélise. O efeito
matriz comeca a exercer influéncia nas andlises quando o resultado for acima de
20% e, entdo recomenda-se a construcdo das curvas analiticas no extrato da matriz
para minimizar o efeito (GOSETTI et al., 2010; FERRER et al., 2011).

3.10.3 Curva analitica e faixa de trabalho

A curva analitica foi obtida a partir das solucdes analiticas, contendo todos os
agrotoxicos e medicamentos veterinarios em estudo, preparadas de acordo com o
item 3.6, tanto em solvente, quanto no extrato da matriz solo, nas concentragdes 0,5;
1,0; 2,0; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0 e 50,0 pg L™.

As solucdes para obtencao das curvas analiticas foram injetadas em triplicata
e posteriormente, realizaram-se 0s célculos da média das areas e do RSD (%). Além
disso, através dos dados de regressao, obtidos com o auxilio do software (MassLynx
4.1) do equipamento, avaliou-se através do coeficiente de determinacédo (r?), o
modelo de calibracdo mais adequado para ser utilizado (linear ou quadratico) e
ainda foi determinada a faixa de trabalho para cada composto analisado por UHPLC-
MS/MS.
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3.10.4 Limite de detecc¢ao e limite de quantificagao

A partir da avaliacdo dos dados de linearidade das curvas analiticas e dos
ensaios de fortificacdo, de cada um dos compostos estudados, procedeu-se a
determinacdo da estimativa do limite de deteccdo do instrumento (LOD;) e do
método (LODy,), bem como do limite de quantificacdo do instrumento (LOQ;) e do
meétodo (LOQn).

A determinacdo do LOQ; foi realizada adotando-se o menor ponto da curva
analitica para cada analito, levando em consideracdo a relacdo sinal ruido
(INMETRO, 2011). Para isto, foram realizadas injecées de solucdes analiticas de
diferentes concentracdes preparadas em acetonitrila, seguida de diluicdo 1:4 (v/v)
em &gua. A partir destes valores, o LOD; foi determinado como sendo a
concentracéo 3,33 vezes menor que o LOQ;. Os limites de deteccao e quantificacdo
instrumentais foram expressos em pg L™

O limite de quantificacdo do método é considerado como sendo a menor
concentracdo que, fortificada na matriz, apresenta resultados de recuperacao entre
70 e 120%, com RSD menor ou igual a 20% (SANCO, 2011).

Para os compostos que ndo apresentaram resultados satisfatorios no nivel de
fortificacdo de 10 pg kg™, preparou-se um nivel de fortificacdo extra, na
concentracdo de 25 pg kg, para ser adotado com o LOQ,,.. J& o limite de deteccéo
foi determinado como sendo a concentracdo 3,33 vezes menor que o LOQpn,

obtendo-se os valores de LODy, e LOQm em pg kg™

3.10.5 Ensaios de fortificacao e recuperacao para avaliacao da exatidao

Para avaliar a exatiddo, o preparo da amostra foi realizado utilizando um
procedimento baseado no método “QUEChERS modificado”, proposto por Prestes
(2011). Sendo assim, pesou-se 10 + 0,05 g de amostra de solo, diretamente em
tubos de polipropileno com tampa rosqueavel (capacidade de 50 mL), e efetuou-se a
fortificacdo com a mistura dos pesticidas estudados, nas concentracdes de 10,0;
25,0; 50,0 e 100,0 pg kg™, adicionando para isso, respectivamente, 25,0; 50,0; 100,0
e 200,0 pL de uma solucdo analitica 5,0 mg L™. Os tubos contendo o solo fortificado

foram agitados por 1 min em agitador tipo vortex e mantidos em repouso por 1 h.
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Logo apos, adicionou-se 10 mL de &gua, agitou-se por 1 min e a mistura foi mantida
em repouso, por aproximadamente 10 min para hidratacdo das amostras.

Adicionou-se 10 mL de acetonitrila contendo 1% de &cido acético em cada
tubo, e apos fecha-los efetuou-se agitacdo em mesa agitadora por 15 minutos. Em
seguida, acrescentou-se 4,0 g de sulfato de magnésio anidro e 1,7 g de acetato de
sédio, e agitou-se o tubo manual e vigorosamente por 1 minuto. Apds a
centrifugacéo dos extratos a 3400 rpm durante 8 minutos, os extratos foram filtrados
e diluidos em agua na proporcéao de 1:4 (v/v) e adicionou-se 20 uL do padréo interno
na concentracdo 1 mg L™. Cabe ressaltar que ap6s a adicdo do padréo interno, as
solugdes seguiram diretamente para a analise por UHPLC-MS/MS, ou seja, sem
passar por nenhum procedimento de purificagdo, mesmo se tratando de uma matriz
complexa.

Foram realizados ensaios de fortificacao utilizando amostras “branco”, isto é,
livre da presenca dos agrotoxicos e medicamentos veterinarios em estudo, para o
estudo da exatiddo do método, avaliando-se, assim, a recuperacdo dos compostos
em estudo.

O procedimento de extragdo das amostras fortificadas foi realizado 6 vezes,
para cada um dos niveis de fortificacdo (10,0; 25,0; 50,0 e 100,0 pg kg') e, cada
nivel foi injetado uma vez, obtendo-se 6 replicatas (n= 6, 6 extracfes x 1 injecao
cada).

A exatiddo foi calculada com auxilio do software (MassLynx 4.1) do
equipamento e € expressa em percentagem. O célculo de recuperacao foi realizado
de acordo com a Equacado 2, conforme recomendacdes do guia de validacdo do
INMETRO (2011).

R (%) = % x100 @)

Onde:
C, = Concentracao determinada na amostra fortificada;
C, = Concentracao determinada na amostra nao fortificada,

C3; = Concentragéo teorica.
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3.10.6 Preciséao (repetibilidade e precisédo intermediaria)

A precisdo do instrumento foi avaliada através de quatro injecdes, no sistema
UHPLC-MS/MS, de cada concentracdo das solugBes analiticas preparadas no
extrato da matriz.

Para avaliar a precisdo do método, em termos de repetibilidade (RSD,), foram
realizadas sete extracfes de cada nivel de fortificacdo e cada extrato foi injetado
umavez (n =7).

A precisdo intermediaria (RSDp) do metodo foi avaliada realizando o
procedimento analitico em dias diferentes, através da injecdo da curva analitica e
das amostras “branco” fortificadas no nivel intermediario 50 pg kg™.

A precisdo foi avaliada a partir de um valor numérico obtido da formula do
desvio padréo relativo (RSD), conforme a Equacéo 3.

RSD (%) = x100 (3)
X

m

Onde:

s = estimativa de desvio padréao absoluto;
s = {3(xi — xm)* N - 1}*2;

x; = valores individuais;

Xm = média das medidas em replicatas;

N = nimero de medidas.
3.11 Aplicagdo do método

A aplicacdo do método desenvolvido e validado foi realizada em quatorze (14)
amostras coletadas em areas experimentais de cultivo de arroz, soja e pastagem
onde sao aplicados agrotéxicos. A coleta foi realizada da mesma forma que foram
coletadas as amostras de solo “branco”. As amostras foram coletadas em Santa
Maria-RS, no més de junho de 2013.






4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Otimizacdo do sistema cromatografico UHPLC-MS/MS para a determinacao

de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em solo

O trabalho foi desenvolvido utilizando Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas em série (UHPLC-MS/MS),
empregando analisador Triplo Quadrupolo.

As condi¢cdes empregadas no sistema cromatografico UHPLC-MS/MS para a
determinacdo de residuos de agrotoxicos e medicamentos veterinarios avaliados
neste estudo estdo descritas a seguir:

= Cromatografia em fase reversa utilizando coluna analitica ACQUITY UPLC®
BEH C18 (2,1 x 50 mm, 1,7 um);

= Fase movel: agua : metanol (98:2, v/v), acidificada com 0,1% de acido férmico
(A) e metanol acidificado com 0,1% de acido férmico (B);

= Gradiente de eluicdo: 95% (A) e 5% (B) de 0 a 0,25 min; alternando até atingir

100% (B) em 7,75 min (permanecendo até 8,50 min); alternando até 95% (A)

e 5% (B) em 8,51 min (permanecendo até 10 min), conforme apresentado na

Tabela 15;

Tabela 15 - Gradiente de fase mével utilizado para a eluicdo dos compostos.

Tempo (min) % A % B
0,00 95 5
0,25 95 5
7,75 0 100
8,50 0 100
8,51 95 5
10,00 95 5

A: agua: metanol (98:2, v/v), acidificada com 0,1% de acido formico; B: metanol acidificado

com 0,1% de &cido férmico.



124

Vazdo da fase mével: 0,225 mL min:;
Volume de injeg&o: 10 pL;

Fonte de ionizacéo: ESI;

g 4 4 8

Detector: Espectrometro de massas, do tipo Triplo Quadrupolo, operando no
modo MS/MS;
Tempo da analise cromatografica: 10 min.

4

4.2 Condig¢Oes de analise por UHPLC-MS/MS para determinagcdo de agrotoxicos

e medicamentos veterinarios em solo

Os principais parametros do sistema cromatografico UHPLC-MS/MS foram
otimizados previamente no LARP-UFSM e as condi¢des utilizadas para a otimizacao
do método e andlise dos agrotdéxicos e medicamentos veterinarios em amostras de
solo estdo descritas a seguir.

Temperatura da coluna: 40 °C;

Presséo: 15000 psi;

Voltagem capilar: 2,0 kV;

Temperatura de dessolvatacéo: 500 °C;

Vazdo do gas de dessolvatacéo (N,): 600 L h;
Vaz&o do spray: 80 L h:;

Vazao do géas colisdo (Argdnio): 0,15 mL min™;

g & 4 4 43 43

Temperatura da fonte: 150 °C.

Os agrotéxicos e medicamentos veterinarios que foram analisados por
UHPLC-MS/MS, utilizando o modo de ionizagdo ESI (+), com excecdo de 2,4-D,
cloranfenicol e fipronil que utilizam ESI (-), e modo de aquisicdo SRM estao listados
na Tabela 16, com seus respectivos tempos de retencéo (tr), faixas de retencéo,
fons precursores, ions produto e energia de colisdo das transicdes monitoradas.
Como apresentado na Tabela 16, foram selecionadas duas transi¢bes

caracteristicas para cada composto, sendo a transicdo mais intensa (mais estavel)
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utilizada para a quantificagcdo dos compostos e a segunda transicdo mais intensa

para a confirmacado dos mesmos.

Tabela 16 - Agrotéxicos e medicamentos veterinarios analisados por UHPLC-MS/MS com
0 respectivo tempo de retencdo (tr), faixa de retencdo, ion precursor, ion produto e
energia de coliséo.

(continua)
12 transicao 22 transicao
Quantificacdo Confirmacao
lon lon . lon lon .
Compostos (rrEFizn) precursor produto Egggéa (ii/e)z precursor  produto Egl?;gga(gi
(m/z) (m/z) (m/z) (m/z)

Atrazina 5,37 216,1 174,1 23 216,1 96,1 18
Azoxistrobina 5,86 404,0 329,0 30 404,0 372,0 15
Bentazona 4,96 2411 107,2 26 2411 199,1 12
Bispiribaque-sédico 6,04 431,3 275,2 20 431,3 196,1 14
Bitertanol 6,87 338,1 99,1 8 338,1 70,1 16
Boscalida 5,90 342,9 307,0 20 342,9 139,9 20
Bromoconazole 6,50 376,0 158,9 25 376,0 70,1 35
Buprofezina 7,01 306,1 201,0 20 306,1 57,4 12
Carbaril 5,02 202,0 145,0 28 202,0 117,0 22
Carbendazina 2,06 192,0 160,1 28 192,0 132,1 18
Carbofurano 4,81 222,1 165,1 16 222,1 123,0 16
Carbofurano 3-OH 3,56 238,0 163,0 16 238,0 181,0 10
Cianazina 4,30 2410 2140 25 241,0 96,0 17
Clomazone 5,65 240,0 89,0 46 240,0 125,0 18
Cloranfenicol 3,80 321,0 152,1 18 321,0 257,1 12
Clorpirifos etilico 7,40 349,9 97,0 32 349,9 198,0 20
Clorpirifés-metilico 6,99 321,8 289,0 20 321,8 125,0 16
Clorprofam 6,48 214,1 154,0 18 2141 172,0 8
Diazinona 6,70 305,1 96,9 35 305,1 169,0 22
Diclofluanida 6,30 330,2 123,0 17 330,2 141,0 18
Difenoconazole 7,04 406,0 251,1 60 406,0 1111 25
Dimetoato 3,22 230,1 199,0 20 230,1 125,0 10
Epoxiconazole 6,30 330,0 101,0 50 330,0 121,0 22
Fempropatrina 7,60 350,1 97,0 34 350,1 125,0 14
Fempropimorfe 5,60 304,2 147,1 30 304,2 57,2 28
Fenarimol 6,30 331,0 268,0 34 331,0 81,0 22
Fentiona 6,67 279,1 169,1 16 279,1 247,1 13
Fipronil 6,50 435,3 330,2 26 435,3 250,1 16
Fluroxipir 4,50 254,9 208,8 22 254,9 180,8 16
Flutolanil 6,00 324,1 65,0 40 324,1 262,1 18

Imidacloprido 3,10 256,1 175,1 20 256,1 209,1 15
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Tabela 16 - Agrotéxicos e medicamentos veterinarios analisados por UHPLC-MS/MS com
0 respectivo tempo de retencdo (tr), faixa de retengdo, ion precursor, ion produto e
energia de coliséo.

(continuacao)

12 transicao 22 transicao
Quantificacao Confirmagéo
lon lon . lon lon .
Compostos (rrt1|i?n) precursor produto Eonltiasrg(l)a((\j/()a precursor produto Egliesrg:)a(ij;)a
(m/z) (m/z) (m/z) (m/z)

Iprovalicarbe 6,20 321,1 119,1 16 321,1 203,1 10
Linurom 6,20 249,1 160,1 18 249,1 181,1 16
Linurom d6 (PC) 5,84 255,3 160,0 20 255,3 185,5 17
Malationa 6,00 331,0 99,0 24 331,0 127,0 12
Mecarbam 6,30 330,0 97,0 35 330,0 227,1 8
Mepronil 6,00 270,1 91,0 44 270,1 119,0 28
Metaconazole 6,80 320,1 125,0 22 320,1 70,0 36
Metalaxil 5,40 280,1 192,1 17 280,1 220,1 13
Metiocarbe sulfona 3,50 258,1,0 107,1 15 258,1 122,1 38
Metiocarbe sulféxido 3,70 242,0 185,0 28 242,0 122,0 14
Metsulfurom metilico 4,70 382,0 167,0 16 382,0 198,9 22
Mevinfés 3,57 225,1 127,1 15 225,1 193,1 8
Miclobutanil 6,10 289,1 70,2 18 289,1 125,1 32
Monesina 8,30 693,5 461,4 50 693,5 479,5 52
Monocrotofés 2,47 2241 127,1 12 224,1 98,1 16
Monolinurom 4,96 215,0 99,0 34 215,0 126,0 22
Paraoxon metilico 4,30 248,0 90,0 25 248,0 202,0 19
Piraclostrobina 6,70 388,1 163,0 25 388,1 193,9 12
Pirazofés 6,80 374,0 194,0 32 374,0 222,1 22
Piridaben 7,80 365,1 1471 24 365,1 309,1 12
Piridafentiona 6,10 341,0 92,0 34 341,0 189,0 22
Piridato 8,00 379,0 207,0 18 379,0 351,1 10
Pirimetanil 5,11 200,0 82,0 24 200,0 107,0 24
Pirimicarbe 3,56 239,1 72,0 18 239,1 182,1 15
Pirimifés metilico 6,60 306,1 108,1 32 306,1 162,1 22
Profenofés 7,20 372,9 127,9 40 372,9 302,6 20
Profoxidim 7,90 466,4 238,2 19 466,4 280,2 16
Propargito 7,59 368,0 175,0 15 368,0 231,0 15
Propiconazole 6,70 342,0 69,0 22 342,0 159,0 34
Propizamida 6,47 256,2 156,1 15 256,2 190,1 15
Propoxur 4,76 210,0 111,0 16 210,0 168,0 10
Quinoxifeno 7,40 308,0 161,9 44 308,0 197,0 32
Robenidina 6,30 372,2 159,0 32 372,2 172,1 48
Salbutamol 0,80 240,2 121,0 30 240,2 148,1 20
Salinomicina 8,50 773,6 403,4 61 773,6 431,4 50
Simazina 4,73 202,0 96,0 22 202,0 124,0 16

Sulfadimetoxina 3,80 3111 92,0 32 3111 156,0 20
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Tabela 16 - Agrotdéxicos e medicamentos veterinarios analisados por UHPLC-MS/MS
com o respectivo tempo de retencgéo (tr), faixa de retencdo, ion precursor, ion produto e
energia de coliséo.

(concluséao)

12 transicéo 22 transicao
_ Quanpificagéo _ Confi}rma(;éo
tr lon lon Energia de lon lon Energia de
Compostos (min) precursor produto colis3o (V) precursor produto colisio (V)
(m/z) (m/z) (m/z) (m/z)
Sulfametazina 2,70 279,1 92,0 28 279,1 186,0 16
Sulfatiazol 2,00 256,0 92,0 25 256,0 156,0 15
Tebuconazole 6,60 308,0 70,1 22 308,0 125,0 40
Terbutilazina 6,00 230,0 96,0 28 230,0 174,0 16
Terbutilazina 6,00 230,0 96,0 28 230,0 174,0 16
Tetraconazole 6,30 372,0 70,1 20 372,0 159,0 30
Tiacloprido 3,80 253,0 90,1 40 253,0 126,0 20
Tiamethoxam 2,70 292,0 132,0 22 292,0 211,2 12
Tiodicarbe 5,00 355,0 87,9 16 355,0 107,9 16
Tolcofos metil 6,80 301,1 125,0 17 301,1 174,9 29
Triadimefom 6,10 294,1 69,3 20 294,1 197,2 15
Triadimenol 6,20 296,1 70,2 10 296,1 99,1 15
Triazofds 6,20 314,1 118,9 35 314,1 161,9 18
Triclorfom 3,20 256,9 127,0 17 256,9 257,0 5,0
Trifenilfosfato (PI) 6,70 327,2 152,1 37 327,2 215,2 28
Trifloxistrobina 7,30 409,0 145,0 40 409,0 186,0 16
Triflumizole 6,70 346,0 60,0 10 346,0 277,9 10
Trimetroprima 2,60 291,0 123,0 27 291,0 230,0 25
Vamidationa 3,40 288,0 118,0 28 288,0 146,0 10

PC: Padrao de controle; PIl: Padrao interno

As Figuras 14 e 15 apresentam, respectivamente, 0os cromatogramas obtidos
por UHPLC-MS/MS para a solugéo analitica preparada no solvente (acetonitrila) e no
extrato “branco” da matriz de solo contendo os agrotdéxicos e medicamentos
veterinarios em estudo na concentracdo 20 pg L™.

Analisando as Figuras 14 e 15 é possivel observar que varios compostos co-
eluiram, pois apresentaram tempos de retencdo muito proximos. Isso ocorre devido
ao grande numero de compostos analisados em um pequeno periodo de tempo e a

complexidade da matriz.
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Figura 14 - Cromatograma obtido por UHPLC-MS/MS para uma solug&o analitica (20 pg L™) preparada em acetonitrila contendo os
agrotoxicos e medicamentos veterinarios avaliados.
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Figura 15 - Cromatograma obtido por UHPLC-MS/MS para uma solucéo analitica (20 pg L™), preparada no extrato “branco” da
matriz solo, obtido pelo método descrito no item 3.10.5, contendo os agrotoxicos e medicamentos veterinarios avaliados.
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Andlises como esta, quando a resolucdo dos cromatogramas nao é
adequada, podem ser um problema para a Cromatografia Liquida com detectores
tradicionais, como por exemplo, detector ultravioleta (UV) ou até mesmo detector de
arranjo de diodos (DAD), os quais ndo sdo seletivos suficientes quando as
diferencas espectrais sdo pequenas, prejudicando a quantificacdo (FERNANDEZ-
ALBA, 2005; PICO et al., 2004). No entanto, a combinagéo da Cromatografia Liquida
de Ultra Eficiéncia com a Espectrometria de Massas em Série pode contornar estes
problemas de separacdo cromatografica, pois agrega as vantagens da
Cromatografia, como a alta seletividade e eficiéncia de separacao, as vantagens da
Espectrometria de Massas em série, como a informagdo estrutural e seletividade
(VEKEY, 2001). O emprego do modo de aquisicio SEM com as transicdes
apresentadas na Tabela 16 permite a quantificacdo dos analiticos, mesmo quando

0s picos cromatograficos estdo sobrepostos.

4.3 Avaliacdo dos métodos de extragcéo

A avaliacdo dos ensaios de extragao realizados neste estudo foi realizada
utilizando amostras “branco” de solo, fortificadas na concentracdo 100 pg kg™ e cada
ensaio foi realizado em triplicata. Apos a fortificacdo, as amostras foram mantidas
em repouso por 1 hora antes de realizar o procedimento de extracao (PRESTES et
al., 2012).

Com base na literatura, diferentes técnicas de extracdo foram utilizadas como,
por exemplo, ultrassom (LESEUER et al., 2008, PRESTES et al., 2012), agitacao
mecanica (KVICALOVA et al. 2012; PRESTES et al., 2012) e QUEChERS (DONG,
2009; MEI, 2011; PADILLA-SANCHEZ, 2010; RASHID, 2010), a fim de verificar qual
o melhor procedimento de extracdo dos compostos da amostra de solo e limpeza do
extrato, conforme as especificagdes do item 3.10.

A acetonitrila foi utilizada como solvente de extragdo em todos 0s ensaios
(ultrassom, agitacdo mecéanica e método QUEChERS), pois esta proporciona a
extragdo de uma ampla faixa de compostos com diferentes polaridades e, quando
acidificada, permite recuperacdes satisfatorias de agrotoxicos que geralmente

apresentam problemas de estabilidade. Vale destacar que a acetonitrila ndo é
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classificada como um agente carcinogénico e ndo é persistente no meio ambiente e,
sua baixa volatilidade diminui a exposicdo do analista (ANASTASSIADES et al.,
2003). Além disso, € mais adequada para trabalhar com cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas em série, que acetona ou acetato de etila
(PRESTES et al., 2009).

A partir destes ensaios foram avaliados quais dos métodos de extracao

apresentaram os melhores valores de recuperacfes para 0s compostos em estudo.

4.3.1 Avaliagdo do método utilizando ultrassom

Inicialmente, realizou-se o0s ensaios utilizando apenas acetonitrila com
diferentes tempos de exposicdo da amostra ao ultrassom, conforme descrito no item
3.9.1. Os resultados destes ensaios estao identificados pela letra A na Figura 16. Em
seguida, estes ensaios foram repetidos adicionando uma quantidade de agua
purificada, a fim de hidratar a amostra antes da adicdo de acetonitrila e estes
resultados podem ser visualizados na Figura 16 e, estao identificados pela letra B.

Como pode-se observar, os resultados dos ensaios estdo apresentados em
termos de recuperacéo dos analitos.
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Ensaios de extracdo - ultrassom

Figura 16 - Percentual de compostos que apresentaram recuperacdes meédias entre
70 e 120% e RSD < 20% obtidos para os ensaios (E1l) de extracdo utilizando
ultrassom (A: sem a adi¢do de dgua e B: com a adicdo de agua).
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Nos dois casos, foi utilizado o sulfato de magnésio com o objetivo de garantir
a auséncia de 4gua nos primeiros ensaios (A) e de reduzir o volume de fase aquosa
nos ultimos ensaios (B), facilitando a migracdo dos analiticos polares para a fase
organica.

Avaliando os resultados obtidos pela extracdo dos compostos utilizando
ultrassom € possivel verificar que os resultados ndo foram satisfatorios, uma vez que
a porcentagem de compostos que apresentaram recuperacdes na faixa de 70 e
120% e RSD < 20% néo ultrapassou 60%. Ainda € possivel observar que 0s ensaios
gue utilizaram uma etapa de hidratacdo da amostra, antes da adicdo de acetonitrila
apresentaram um aumento do numero de compostos que recuperaram na faixa
esperada, sendo que 0 ensaio que apresentou o maior percentual de compostos

recuperados (60%) foi utilizando o tempo de ultrassom de 15 min.

4.3.2 Avaliacao dos ensaios de extracao utilizando agitagdo mecanica

Os ensaios de extragdo utilizando agitagcdo mecanica seguiram 0S mesmos
objetivos dos ensaios que fizeram uso de ultrassom. Avaliou-se os diferentes tempos
de agitacdo da amostra e a influéncia da adicdo de dgua a amostra antes da adicdo
de acetonitrila, conforme descrito no item 3.9.2. Sulfato de magnésio também foi
utilizado para a remocao de agua do sistema.

Os resultados de recuperacao dos ensaios realizados com agitacdo mecanica
estdo apresentados na Figura 17, sendo que a letra A identifica os ensaios
realizados sem a adicao de agua e a letra B identifica os ensaios com a adicao da

mesma.
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Figura 17 - Percentual de compostos que apresentaram recuperacfes médias entre
70 e 120% e RSD < 20% obtidos para os ensaios (E2) de extracdo utilizando
agitacdo mecanica, sendo A sem adi¢cédo de agua e B com adicdo de agua.

Analisando a Figura 17, observou-se que a 0s ensaios realizados utilizando
agitagcdo mecanica e acetonitrila ndo apresentaram bons resultados, sendo que a
porcentagem de compostos, que apresentaram recuperacao entre 70 e 120%, ficou
em torno de 40%. Além disso, pode-se observar um aumento consideravel no
namero de compostos recuperados com a utilizacdo de agua antes da adicao de
acetonitrila na etapa de extracdo, sendo que estes ensaios permitiram que em torno

de 65% dos compostos apresentassem recuperacdes na faixa esperada.

4.3.3 Avaliagdo dos ensaios de extragdo utilizando o método QUEChERS

Os ensaios iniciais utilizando o método QUEChERS foram baseados nos
procedimentos descritos na Figura 3 (QUEChERS original;, QUEChERS citrato;
QUEChERS acetato e QUEChERS modificado) e descritos nas Tabelas 11, 12, 13 e
14, identificados como E3_A, E4_A, E5_A e E6_A. Na sequéncia, com o objetivo de
avaliar a necessidade das etapas de limpeza dos extratos em cada ensaio realizado,
0s mesmos testes foram repetidos, excluindo-se esta etapa do procedimento,
conforme descrito nos ensaios E3 B, E4 B, E5 B e E6_B das mesmas Tabelas. Os

resultados destes testes iniciais estdo demonstrados na Figura 18.
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Figura 18 - Resultados em porcentagem do niumero de compostos com recuperacao
entre 70 e 120% e RSD < 20% nos ensaios iniciais utilizando o método QUEChERS
original (E3), QUEChERS citrato (E4), QUEChERS acetato (E5) e QUEChERS
modificado (E6), sendo que A representa os ensaios utilizando etapa de limpeza e B
sem a utilizacao de limpeza dos extratos.

Observando a Figura 18, é possivel verificar que em todos os pares de ensaio
realizados, ndo houve grandes variagées no percentual de compostos recuperados e
gue dos 4 tipos de ensaios realizados, 3 deles apresentaram melhores resultados
nos procedimentos que nédo realizaram a etapa de limpeza dos extratos, sendo eles,
E3 B, E5 B e E6_B. Com isso, pode-se dizer que 0 processo de preparo da
amostra utilizando os adsorventes dispersivos nao apresentaram influéncia
significante na purificacdo dos extratos e recuperacfes dos analitos avaliados. O
sorvente PSA retém as interferéncias da matriz por possuir uma estrutura bidentada
gue apresenta um elevado efeito quelante, devido a presenca dos grupos amino
primario e secundéario. Como resultado, a retencdo de &cidos graxos livres,
acucares, alguns pigmentos de outros compostos polares presentes na matriz €
muito forte (PRESTES,; ADAIME; ZANELLA, 2012). Por outro lado, C18 € um
sorvente de fase reversa que € efetivo na remocao de amido e acucar de algumas
amostras (KOESUKWIWAT, 2008). Estes tipos de coextrativos ndo devem estar
presentes nos extratos de solo e, portanto, o processo de limpeza ndo aumentou 0s

valores de recuperacéo.
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Com base nestes resultados, conclui-se que a etapa de limpeza dos extratos
ndo se faz necessaria, podendo ser eliminada do processo e diminuindo o tempo de
realizacdo do procedimento, uma vez que diminui o tempo de pesagem dos sais e
adsorventes e o tempo de agitacdo e centrifugacdo da amostra.

Além disso, vale destacar que os melhores resultados foram obtidos utilizando
0 método “QUEChERS acetato” e “QUEChERS modificado”, com valores de
porcentagem de compostos que recuperaram entre 70 e 120% em torno de 70 e
60%, respectivamente.

De posse destes resultados iniciais, foram realizados novos ensaios sem a
utilizacdo da etapa de limpeza dos extratos e avaliou-se a adi¢cdo de agua ao solo,
antes de ser acrescentada a acetonitrila na etapa de extracdo, conforme 0s ensaios
E3 C, E4 C, E5 C e E6_C, descritos nas Tabelas 11, 12, 13 e 14. A Figura 19
apresenta os resultados dos ensaios com a adicdo de &gua (C) e a fim de
comparacao, apresenta hovamente os resultados dos ensaios que néo utilizam agua

(B).
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Figura 19 - Percentual de compostos que apresentaram faixas de recuperacdo de
70-120% e RSD < 20% nos ensaios realizados sem a utilizacédo de agua (B) e com a
adicdo de agua (C), com o procedimento realizado sem a etapa de limpeza dos
extratos, sendo método QUEChERS original (E3), QUEChERS citrato (E4),
QUECHhERS acetato (E5) e QUEChERS modificado (E6).
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A adicdo de 4gua as amostras antes da etapa de extracdo é utilizada para
enfraquecer as interacdes dos analitos com a matriz e garantir a particao adequada
em amostras secas (BRAGANCA, 2012).

Com base nos resultados apresentados na Figura 19, observa-se que nos
ensaios onde ocorreu a hidratacdo da amostra, o0 nimero de compostos que
apresentaram valores satisfatérios de recuperacao, foi maior que nos ensaios onde
nao houve a adicdo de agua as amostras, chegando a 77% dos compostos
recuperados na faixa entre 70 e 120% utilizando o método “QUEChERS acetato”.

A utilizacdo de MgSO, tem a finalidade de melhorar a recuperacdo de
pesticidas polares (ANDERSSON & PALSHEDEN, 1991) e reter agua do sistema.
Além de reduzir o volume de fase aquosa, sua hidratacdo é uma reacdo exotérmica,
tendo como resultado o aquecimento entre 40 e 45 °C da amostra durante as etapas
de extracao/particdo, favorecendo a extracdo, especialmente dos compostos
apolares (ANASTASSIADES, 2003).

Apos estes testes iniciais, onde ficou definido que os melhores ensaios foram
obtidos sem a etapa de limpeza dos extratos e adicionando agua as amostras antes
da etapa de extracdo, realizou-se novos ensaios utilizando duas técnicas de
extragdo no mesmo procedimento de preparo da amostra.

Foram testados os diferentes métodos QUEChERS incluindo uma etapa de
ultrassom de 15 min (ensaios E3_D, E4 D, E5 D e E6_D) e utilizando agitacao
mecanica por 15 min (ensaios E3_E, E4 E, E5 E e E6_E), conforme descrito nas
Tabelas 11, 12, 13 e 14, sendo que o tempo de 15 minutos foi escolhido por ter
apresentado os melhores resultados de recuperacéo nos ensaios E1 e E2.

Na Figura 20 estdo apresentados os resultados dos ensaios descritos
anteriormente e, para fins de comparacao, também estdo apresentados novamente
0s ensaios realizados com a adicdo de agua e sem etapa de limpeza dos extratos
qgue foram realizados utilizando agitacdo em vértex por apenas 1 min, demonstrados

pela letra C.
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Figura 20 - Resultados do percentual de compostos recuperados na faixa de 70 e
120% e RSD < 20% utilizando os diferentes métodos QUEChERS (3: original; 4:
citrato; 5: acetato; 6: modificado) com adicdo de agua e sem etapa de limpeza dos
extratos, sendo C: agitacdo em vortex por 1 min, D: ultrassom por 15 min e E:
agitacdo mecanica por 15 min.

Os resultados apresentados na Figura 20 demonstram um aumento do
namero de compostos recuperados na faixa de 70 a 120% com a utilizacdo de
agitacdo mecanica e ultrassom por 15 minutos em todos os diferentes métodos
QUEChERS utilizado. Além disso, vale ressaltar que o ensaio E6_E (baseado no
método “QUEChERS modificado e 15 minutos de agitagdo mecéanica) apresentou o
maior percentual de compostos que apresentaram recuperacfes satisfatorias, com
86% e portanto foi 0 ensaio escolhido para a realizacédo da validacao.

A Figura 21 apresenta os dados apresentados de uma maneira diferente, ou
seja, agrupados de acordo com o método QUEChERS utilizado, sendo que 1
representa os ensaios baseados no método “QUEChERS original”, na sequéncia
descrita na Tabela 11, 2 representa os ensaios baseados no método “QUEChERS
citrato”, descritos na Tabela 12, 3 representa os ensaios utilizando “QUEChERS
acetado”, descritos na Tabela 13 e 4 representa 0s ensaios utilizando o método
“QUEChERS modificado”, conforme descrito na Tabela 14.



138

100 100 1
g 90 s
w90 E 80 -
30 T M0
;.’_ B0 - 2 60 -
8 50 - S 50+
Q 40 1 g 40+
W [
g 31 é 30 -
E X £
© 104 10 1
0 0-
E3 B E3.C E3.D E4 B E4 C E4 D 4 E
Ensaios de extragdo - "QUECKERS onglnal" Ensaios de extragdo - "QUECHERS citrato”

100 - . 100
90 - H 90 - EI

80 80

70 101
60 1 60 1
50 50 1
40 1 40
30 4 30 -
2 - 20 -
10 | 10 -
0 0

E5 B 5C E5 D 5E E6D
Ensaios de extracdo - "QUEChERS acetato” Ensaios de extracdo - "QUEChERS modificado”

Compostos recuperados (%)
Compostos recuperados (%)

Figura 21 - Resumo dos resultados obtidos nos ensaios baseados no método
QUEChERS original (1), QUEChERS citrato (2), QUEChERS acetato (3) e
QUEChERS modificado (4), realizados conforme descritos nas Tabelas 11, 12, 13 e
14, respectivamente.

De acordo com os resultados apresentados, as melhores condigbes
empregadas foram: procedimento baseado no método “QUEChERS modificado”,
com adicdo de agua purificada a amostra, seguido de extracdo com acetonitrila
acidificada com acido acético, com agitacdo mecéanica por 15 min, utilizando sulfato
de magnésio e acetato de sodio na etapa de particdo e sem limpeza dos extratos.

Um fluxograma com as condi¢Bes selecionadas esta apresentado na Figura 22.
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4.4 Validagdo do Método QUEChERS modificado para a anélise de residuos de
agrotoxicos e medicamentos veterinarios

A validagdo do método QUEChERS foi realizada utilizando UHPLC-MS/MS
seguindo o procedimento descrito na Figura 22 na qual foram avaliados os

agrotoxicos e medicamentos veterinarios listados na Tabela 8.

10 g solo
Fortificagéo
Y {tempo de contato: 1 hora)
Extracao 10 mL 4gua
— purificada
+ Repouso 10 minutos
10 mL acetonitrila
com 1% CH;COOH Agitagdo mecénica
15 minutos
409 MgSO4
Particao e ~
P ) b

1,7 g CH;COONa

Agitagdo manual
4 1 minuto

/
\

N\

Centrifugacéo
v / 3400 rpm por8 minutos

Filtragédo e Filtro 0,2 pm
diluicdo 1:4 (v/v)

Diluigdao em agua
\ : ’ purificada /

[ Anélise Cromatografica }

Figura 22 - Representacdo do método QUEChERS modificado utilizado para
extracdo dos agrotoxicos e medicamentos veterinarios nas amostras solo.
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Todas as solucdes analiticas empregadas neste estudo foram preparadas em
acetonitrila e no extrato branco da matriz solo. Deste modo, foi possivel avaliar o
efeito da presenca do extrato da matriz na determinacao dos valores de LOD e LOQ,
tanto do instrumento quanto do método, da linearidade das curvas analiticas (faixa
linear, equacéo da curva e coeficiente de determinacdo), uma vez que o efeito matriz
pode influenciar nos resultados. Além disso, vale ressaltar que o0s niveis de
fortificacdo na matriz 10,0; 25,0; 50,0 e 100,0 pg kg™, correspondem no solvente a
2,0; 5,0; 10,0 e 20,0 ug L™, devido & diluicéo do extrato (1:4) em agua. Sendo assim,
a validacdo do método QUEChERS desenvolvido foi realizada segundo os
parametros descritos a seguir;

4.4.1 Seletividade

A partir dos resultados das analises, é possivel afirmar que ndo existem
interferentes com mesmos ions de quantificacdo e confirmacdo no tempo de
retencdo dos analitos avaliados na amostra de solo “branco” garantindo, assim, a
seletividade do método desenvolvido.

A partir da analise dos solventes e reagentes, sem a presenca da amostra de
solo também verificou-se a auséncia de contaminantes que poderiam interferir na

anélise cromatogréfica.

4.4.2 Avaliagéo do efeito matriz em UHPLC-MS/MS

O aumento ou a supressdo de sinal analitico (também chamados de efeito
matriz) sdo conhecidos por serem problematicos no que diz respeito a andlise de
residuos de agrotoxicos por LC-MS/MS (HAJSLOVA; ZROSTLIKOVA, 2003).

Existem diversos fatores que podem afetar a ionizacéo, a identificacdo e,
consequentemente, o processo de quantificacdo. Portanto, é de fundamental
importancia a escolha adequada do processo de preparo da amostra e otimizagédo
das condicdes de analise.

O efeito matriz € mais significativo quando as concentra¢cdes dos analitos sdo

mais baixas ou quando a propor¢cdo de componentes da matriz/analito é muito alta.
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Logo, quando é realizada a analise dos extratos, apenas uma pequena quantidade
insignificante do analito é adsorvida, pois a propor¢do de componentes da
matriz/analito € muito alta e os interferentes sdo preferencialmente adsorvidos
(PINHO et al., 2009). Segundo Kruve e colaboradores (2008), o efeito matriz € mais
acentuado no método QUEChERS, uma vez que a supressdo de ionizacao é maior
para muitos agrotoxicos, apesar de este ser um método mais econdémico em termos
de tempo, trabalho e solventes, além de apresentar uma maior recuperacado para
Muitos compostos.

Os resultados obtidos para a avaliacdo do efeito matriz, realizada a partir da
comparaGao entre as areas dos analiticos da solucdo analitica (20 pg L™) preparada
no solvente e no extrato da matriz, através da Equacédo 1, estdo apresentados na
Tabela 17.

Tabela 17 - Avaliacdo do efeito matriz percentual dos agrotoxicos e medicamentos
veterinarios analisados por UHPLC-MS/MS, a partir de solugfes analiticas (20 pg L
!y preparadas em acetonitrila e no extrato da matriz avaliada.

(continua)
Compostos Efeito Matriz (%) Compostos Efeito Matriz (%)

2,4-D 85,6 Diazinona 4,2

Atrazina 1,7 Diclofluanida 68,1
Azinfés metilico -80,4 Difenoconazole 0,6

Azoxistrobina -3,9 Dimetoato 132,5
Bentazona -10,6 Epoxiconazole -8,2

Bispiribaque-sddico -19,3 Fenarimol -16,5
Bitertanol 27,6 Fempropatrina 287,3
Boscalida -45,3 Fempropimorfe 87,6
Bromuconazole 3,8 Fentiona 14,3
Buprofezina 60,1 Fipronil -18,2
Carbaril 20,7 Fluguiconazole -14.,5
Carbendazina -16,7 Fluroxipir 0,4

Carbofurano -40,3 Flutolanil 21,3
Carbofurano 3-OH 19,0 Imazalil -14,0
Cloranfenicol 8,5 Imidacloprido 16,3
Clorprofam 21,0 Iprovalicarbe -10,6
Clorpirifés etilico -19,0 Linuron deuterado -12,0
Clorpirifés metilico 267,4 Linurom 9,9

Clomazone -17,2 Malationa -41,5
Clorimuron etilico 11,9 Mecarbam 86,9

Cianazina 0,3 Mepronil 3,6
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Tabela 17 - Avaliacdo do efeito matriz percentual dos agrotoxicos e
medicamentos veterinarios analisados por UHPLC-MS/MS, a partir de solucdes
analiticas (20 pg L™) preparadas em acetonitrila e no extrato da matriz avaliada.

(concluséao)

Compostos Efeito Matriz (%) Compostos Efeito Matriz (%)
Metalaxil -3,4 Quinoxifeno -13,0
Metaconazole -13,6 Robenidina 6,4
Metiocarbe sulfona 48,5 Salbutamol -19,8
Metiocarbe sulféxido -13,0 Salinomicina -61,8
Metsulfurom metilico 16,0 Simazina -6,7
Mevinfés 100,7 Sulfadimetoxina 3,2
Monesina -22,0 Sulfametazina 16,0
Monocrotofds -16,7 Sulfatiazol -7,0
Monolinurom -24,7 Tebuconazole 21,7
Miclobutanil -7,4 Terbutilazina -16,0
Paraoxon etilico 38,9 Tetraconazole -17,1
Pirimicarbe 18,0 Tiacloprido -11,8
Pirimifés metilico -10,0 Tiametoxam -18,5
Profenofos -12,6 Tiodicarbe -23,9
Propargito 32,0 Tolcofés metilico 7,1
Propiconazole -6,3 Triadimefom -34,6
Propizamida 15,0 Triadimenol -94.3
Propoxur 9,6 Triazofés -4,1
Piraclostrobina -2,0 Triclorfom 10,2
Pirazofés 1,7 Trifloxistrobina -3,4
Piridaben 12,0 Triflumizole -20,0
Piridafentiona -3,4 Trimetoprima -17.,4
Piridato 87,5 Vamidationa 12,2
Pirimetanil 0,4

Através dos resultados apresentados na Tabela 17 é possivel observar que
para a maioria dos compostos, o efeito matriz ndo foi significativo, pois
apresentaram variacdo inferior a 20% (FERRER et al.,, 2011). No entanto, para
varios compostos, como por exemplo, buprofezina, mecarbam, mevinfés e piridato, o
efeito matriz foi bastante evidente, demonstrando que a presenca de coextrativos é
bastante pronunciada na matriz estudada. Sendo assim, vale ressaltar que é de
extrema importancia que para a determinacdo dos agrotoxicos e medicamentos
veterinarios na matriz solo por UHPLC-MS/MS, as solugdes analiticas sejam

preparadas no extrato da matriz.
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4.4.3 Curva analitica e faixa linear

Através das injecdes das solucdes analiticas preparadas tanto em acetonitrila
como no extrato da matriz, nas concentracdes 0,5; 1,0; 2,0; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0;
40,0 e 50,0 pg L™, foi possivel determinar a faixa de trabalho de cada agrotéxico e
medicamento veterinario estudado, assim como os valores de coeficiente de
determinacdo (r’) e os modelos de calibracdo e equacdes das curvas analiticas,
conforme apresentados nas Tabelas 18 e 19, respectivamente.

Alguns compostos ndo apresentaram coeficientes de determinagdo maior ou
igual a 0,99 com o modelo linear e, portanto, optou-se pela utilizacdo do modelo
quadratico a fim de torna-lo aceitavel para a quantificacao.

Vale destacar que a estabilidade do instrumento foi comprovada através da
utilizacdo do padréo interno trifenilfosfato na verificagdo da repetibilidade do sinal
analitico do sistema cromatografico em todas as inje¢des realizadas.

Baseado nos resultados obtidos pode-se concluir que a maioria dos
compostos avaliados apresentou valores de coeficiente de determinacdo (r?)
superiores a 0,99 e, portanto, os modelos lineares e quadraticos sao satisfatorios.

Como é dificil adequar a otimizagdo do método analitico para todos os
analitos em uma anélise multirresiduo, para alguns compostos o valor de r? ficou
entre 0,98 e 0,99 quando preparados em solvente, como é o caso do bitertanol,
fempropatrina, fentiona, malationa e metiocarbe sulfona e quando preparados no
extrato da matriz como é o caso do carbaril, clorprofam, clorpirifés etilico,
fempropatrina, fentiona e pirimicarbe. Além disso, os compostos azinfés metilico,
diclofluanida, tiodicarbe e triadimenol apresentaram valores de r? inferior a 0,97
guando preparados no extrato da matriz e ainda os dois Ultimos apresentaram sinal
analitico apenas nas concentracdes a partir de 10,0 pg L™ e, por isso ndo serdo
utilizados nos demais parametros de validacdo do método.
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Tabela 18 - Valores da faixa de trabalho, coeficiente de determinacéo (r%), modelo e equac&o das curvas analiticas, obtidos para os
agrotoxicos e medicamentos veterinarios analisados a partir das solugdes analiticas preparadas em acetonitrila.

(continua)

Faixa de trabalho

Coeficiente de

Modelo

Composto (g L) deterr(rrmzi;]agéo Equacéao
2,4-D 50-50 0,9912 linear y =42,5918 x - 36,1548
Atrazina 0,5-50 0,9948 linear y = 2080,67 x - 390,348
Azinfés metilico 10 -50 0,9923 guadratica y = 0,0635823 x* + 1,05261 x + 3,85217
Azoxistrobina 0,5-50 0,9916 linear y =281,782 x - 111,994
Bentazona 5,0-50 0,9877 guadratica y =0,361118 x* + 17,9649 x - 4,37538
Bispiribaque sodico 2,0-50 0,9924 guadratica y = 0,809163 x* + 107,977 x - 36,2616
Bitertanol 50-50 0,9842 quadratica y = 0,0412184 x* + 26,132 x - 28,2568
Boscalida 1,0-50 0,9902 linear y = 288,194 x - 41,5342
Bromuconazole 1,0-50 0,9913 linear y =595,5 x - 346,283
Buprofezina 0,5-50 0,9911 linear y =773,375 x - 114,548
Carbaril 1,0-50 0,9927 linear y = 224,694 x - 3,38371
Carbendazina 1,0-50 0,9911 linear y = 286,71 x -104,135
Carbofurano 0,5-50 0,9913 linear y =617,201 x + 16,5364
Carbofurano 3-OH 1,0-50 0,9905 guadratica y =-2,11655 x? + 162,587 x - 38,9168
Cloranfenicol 0,5-50 0,9927 linear y = 37,9549 x - 2,25946
Clorprofam 5,0-50 0,9928 guadratica y = 0,478789 x* + 66,1192 x + 12,4199
Clorpirifés etilico 50-50 0,9924 guadratica y = 0,350337 x* + 15,0239 x + 8,25507
Clorpirifés metilico 2,0-50 0,9907 linear y =57,1136 x - 24,0301
Clomazone 0,5-50 0,9913 linear y =451,521 x - 119,875
Clorimuron etilico 5,0-50 0,9921 guadratica y = 0,555718 x* + 5,44215 x - 4,65908
Cianazina 0,5-50 0,9960 linear y = 754,302 x - 242,601
Diazinona 0,5-50 0,9952 linear y = 3483,94 x - 502,383
Diclofluanida 5,0-50 0,9894 quadratica y =0,711613 x* + 28,1719 x - 15,7685
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Tabela 18 - Valores da faixa de trabalho, coeficiente de determinacéo (r?), modelo e equacéo das curvas analiticas, obtidos para os
agrotoxicos e medicamentos veterinérios analisados a partir das solugdes analiticas preparadas em acetonitrila.

(continuacéo)

Faixa de trabalho Coeficiente de

Composto (g L) deterr(r;zi;lagéo Modelo Equacéao
Difenoconazole 0,5-50 0,9913 linear y = 418,354 x - 146,292
Dimetoato 0,5-50 0,9900 guadratica y = - 1,45372 x* + 270,187 x - 91,397
Epoxiconazole 0,5-50 0,9930 linear y = 352,659 x - 96,5863
Fenarimol 1,0-50 0,9904 linear y = 273,754 x - 113,805
Fempropatrina 5,0-50 0,9803 guadratica y = 0,313423 x* + 21,0462 x + 12,6317
Fempropimorfe 0,5-50 0,9914 linear y = 2082,53 x - 659,359
Fentiona 2,0 -50 0,9876 quadratica y = - 0,289457 x* + 105,738 x + 40,2112
Fipronil 1,0-50 0,9909 linear y =122,273 x - 43,0398
Fluquiconazole 2,0-50 0,9917 linear y = 244,556 x - 94,8892
Fluroxipir 2,0-50 0,9907 linear y = 70,6367 x - 39,9981
Flutolanil 1,0-50 0,9901 quadratica y =-0,528173 x* + 222,144 x + 68,1056
Imazalil 0,5-50 0,9926 linear y =697,426 x - 198,671
Imidacloprido 2,0-50 0,9925 guadratica y =-0,866775 x> + 89,2496 x + 30,7535
Iprovalicarbe 2,0-50 0,9904 linear y = 207,051 x - 184,49
Linuron deuterado (PC) 2,0-50 0,9901 linear y=112,427 x - 31,254
Linurom 0,5-50 0,9915 linear y = 255,561 x + 124,914
Malationa 2,0-50 0,9879 guadratica y = 0,0632233 x* + 51,3256 x - 27,3516
Mecarbam 1,0-50 0,9901 guadratica y = 3,19425 x* + 49,798 x + 61,1311
Mepronil 0,5-50 0,9916 linear y = 2556,04 x - 171,365
Metalaxil 0,5-50 0,9919 linear y =769,493 x - 142,434
Metaconazole 1,0-50 0,9931 linear y = 361,952 x - 141,945
Metiocarbe sulfona 2,0-50 0,9885 guadratica y = 0,147093 x* + 90,7183 x + 17,7901
Metiocarbe sulféxido 0,5-50 0,9904 linear y =509,118 x - 218,529
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Tabela 18 - Valores da faixa de trabalho, coeficiente de determinacéo (r?), modelo e equacéo das curvas analiticas, obtidos para os
agrotoxicos e medicamentos veterinérios analisados a partir das solugdes analiticas preparadas em acetonitrila.

(continuacéo)

Faixa de trabalho Coeficiente de

Composto (g L) deterr(rrmzi;]agéo Modelo Equacéao
Metsulfurom metilico 1,0-50 0,9901 linear y =120,089 x - 54,0729
Mevinfos 2,0-50 0,9905 linear y = 260,954 x - 14,6617
Monesina 0,5-50 0,9929 linear y = 2408,46 x + 148,809
Monocrotofos 0,5-50 0,9901 linear y =410,26 x - 122,181
Monolinurom 1,0-50 0,9907 linear y = 339,503 x - 102,152
Miclobutanil 1,0-50 0,9900 linear y = 492,822 x - 248,887
Paraoxon etilico 5,0-50 0,9912 guadratica y =0,16164 x* + 30,5774 x - 21,8763
Pirimicarbe 0,5-50 0,9941 linear y = 1654,07 x + 39,7042
Pirimifés metilico 0,5-50 0,9927 linear y =2713,77 x - 143,671
Profenofos 2,0-50 0,9907 linear y = 86,6587 x - 60,425
Propargito 0,5-50 0,9908 linear y = 25,2185 x + 0,676246
Propiconazole 0,5-50 0,9905 linear y =1392,71 x - 429,155
Propizamida 0,5-50 0,9908 linear y = 301,526 x - 86,4284
Propoxur 0,5-50 0,9935 linear y =324,474 x + 38,873
Piraclostrobina 1,0-50 0,9956 linear y = 180,181 x - 58,4385
Pirazofés 0,5-50 0,9912 linear y =1447,22 x - 397,831
Piridaben 5,0-50 0,9933 quadratica y =0,277581 x* + 41,0992 x - 32,9665
Piridafentiona 1,0-50 0,9941 linear y = 456,645 x - 106,65
Piridato 2,0-50 0,9930 guadratica y =-0,265771 x> + 69,6505 x + 9,75795
Pirimetanil 0,5-50 0,9963 linear y =2251,91 x - 390,941
Quinoxifeno 0,5-50 0,9958 linear y = 784,989 x - 190,667
Robenidina 0,5-50 0,9911 linear y =1291,26 x - 124,606

Salbutamol 0,5-50 0,9902 linear y = 228,266 x - 97,5608
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Tabela 18 - Valores da faixa de trabalho, coeficiente de determinacéo (r?), modelo e equacéo das curvas analiticas, obtidos para os
agrotoxicos e medicamentos veterinérios analisados a partir das solugdes analiticas preparadas em acetonitrila.

(concluséo)

Faixa de trabalho Coeficiente de

Composto (g L) deterr(rrlzi;]agéo Modelo Equacéao
Salinomicina 0,5-50 0,9925 linear y =5043,09 x + 543,063
Simazina 1,0-50 0,9902 guadratica y = - 1,3584 x? + 553,235 x - 87,8367
Sulfadimetoxina 0,5-50 0,9940 linear y =627,204 x - 134,21
Sulfametazina 2,0-50 0,9910 linear y = 139,185 x - 83,0432
Sulfatiazol 2,0-50 0,9911 linear y=173,748 x - 73,8524
Tebuconazole 0,5-50 0,9904 linear y = 615,162 x - 244,416
Terbutilazina 0,5-50 0,9926 linear y =1802,28 x - 430,901
Tetraconazole 0,5-50 0,9933 linear y =1031,77 x - 251,09
Tiacloprido 0,5-50 0,9926 linear y = 882,674 x + 84,8053
Tiametoxam 2,0-50 0,9921 linear y = 46,1346 x - 15,5646
Tiodicarbe 10 -50 0,9906 guadratica y =0,276171 x* + 6,00623 x + 3,9888
Tolcofés metilico 1,0-50 0,9911 linear y = 306,47 x + 53,1867
Triadimefom 2,0-50 0,9903 linear y =294,91 x - 100,893
Triadimenol 5,0-50 0,9648 guadratica y = 0,243853 x* + 23,2088 x + 10,9498
Triazofés 0,5-50 0,9930 linear y = 853,029 x - 188,183
Triclorfom 0,5-50 0,9918 linear y = 380,725 x - 107,931
Trifloxistrobina 1,0-50 0,9903 linear y = 264,381 x + 38,217
Triflumizole 0,5-50 0,9935 linear y = 848,544 x - 210,454
Trimetoprima 2,0-50 0,9929 linear y = 648,004 x - 226,698
Vamidationa 2,0-50 0,9919 linear y = 346,631 x - 119,709

PC: padréo de controle
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Tabela 19 - Valores da faixa de trabalho, coeficiente de determinacéo (r*), modelo e equacéo das curvas analiticas, obtidos para os
agrotoxicos e medicamentos veterinarios analisados a partir das solugcfes preparadas no extrato da matriz.

(continua)

Faixa de trabalho

Coeficiente de

Modelo

Composto (g L) deterr(rrmzi;]agéo Equacéao
2,4-D 5,0-50 0,9951 quadratica y =0,62228 x* + 11,6605 x + 3,00237
Atrazina 0,5-50 0,9988 linear y =1925,28 x - 417,071
Azinfés metilico 5,0-50 0,9320 linear y =4,37375 x - 10,4086
Azoxistrobina 0,5-50 0,9954 linear y = 293,254 x - 30,0931
Bentazona 2,0-50 0,9977 guadratica y = 0,467086 x* + 26,6384 x + 3,62701
Bispiribaque sodico 2,0-50 0,9915 guadratica y = 0,934856 x* + 89,7997 X - 74,6955
Bitertanol 2,0-50 0,9807 guadratica y = - 0,203369 x* + 40,1226 x - 14,5007
Boscalida 0,5-50 0,9865 linear y =222,595 x - 47,7091
Bromuconazole 0,5-50 0,9953 linear y = 589,808 x - 254,648
Buprofezina 0,5-50 0,9953 linear y =1161,04 x - 257,86
Carbaril 0,5-50 0,9874 guadratica y =-1,09982 x? + 275,06 x - 52,815
Carbendazina 0,5-50 0,9915 linear y = 325,902 x - 135,515
Carbofurano 0,5-50 0,9900 linear y =728,227 x - 103,838
Carbofurano 3-OH 1,0-50 0,9962 guadratica y =0,937294 x* + 11,599 x + 4,61874
Cloranfenicol 0,5-50 0,9911 linear y =41,0759 x - 4,55316
Clorprofam 5,0-50 0,9845 guadratica y = - 0,359332 x? + 95,3005 x - 110,191
Clorpirifés etilico 50-50 0,9835 guadratica y = 0,0566428 x* + 23,0447 x - 29,5033
Clorpirifés metilico 2,0-50 0,9905 guadratica y = - 0,394983 x? + 109,062 x - 50,3202
Clomazone 0,5-50 0,9915 linear y =479,88 x - 33,4832
Clorimuron etilico 5,0-50 0,9918 guadratica y = 0,511485 x* + 3,73914 x + 12,4447
Cianazina 0,5-50 0,9933 linear y=727,361 x - 183,719
Diazinona 0,5-50 0,9937 linear y =3308,4 x - 267,836
Diclofluanida 5,0-50 0,9570 quadratica y = - 0,329857 x? + 47,9355 X + 4,72459
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Tabela 19 - Valores da faixa de trabalho, coeficiente de determinacéo (r%), modelo e equacéo das curvas analiticas, obtidos para os
agrotoxicos e medicamentos veterinarios analisados a partir das solugdes preparadas no extrato da matriz.

(continuacéo)

Faixa de trabalho

Coeficiente de

Modelo

Composto (g L) deterr(rrmzi;]agéo Equacéao
Difenoconazole 0,5-50 0,9921 linear y =382,41 x - 63,7509
Dimetoato 0,5-50 0,9910 linear y = 485,099 x + 19,7163
Epoxiconazole 1,0-50 0,9926 linear y = 395,609 x - 177,951
Fenarimol 1,0-50 0,9955 linear y = 257,757 x - 202,137
Fempropatrina 5,0-50 0,9849 guadratica y = - 0,190696 x? + 31,8007 x + 24,2992
Fempropimorfe 0,5-50 0,9932 linear y = 3111 x - 48,5014
Fentiona 2,0-50 0,9812 guadratica y =-1,58553 x? + 190,654 x - 106,116
Fipronil 0,5-50 0,9912 linear y = 130,86 x - 60,0922
Fluquiconazole 1,0-50 0,9939 linear y =216,032 x - 67,1677
Fluroxipir 2,0-50 0,9903 linear y = 74,3484 x - 23,6595
Flutolanil 1,0-50 0,9946 linear y =227,128 x - 15,0485
Imazalil 0,5-50 0,9917 linear y = 670,779 x - 88,8249
Imidacloprido 1,0-50 0,9927 guadratica y = 0,355694 x* + 50,6974 x + 15,3856
Iprovalicarbe 2,0-50 0,9907 guadratica y = 2,04678 x* + 128,242 x - 138,83
Linuron deuterado (PC) 1,0-50 0,9914 linear y = 110,998 x - 28,7987
Linurom 0,5-50 0,9912 linear y = 246,265 x + 38,5441
Malationa 2,0-50 0,9907 guadratica y = 0,303268 x* + 48,3489 x - 26,2102
Mecarbam 2,0-50 0,9918 linear y =136,04 x + 1,47963
Mepronil 0,5-50 0,9921 linear y =2474,6 X - 65,2988
Metalaxil 0,5-50 0,9926 linear y =775,357 x - 153,141
Metaconazole 1,0-50 0,9917 linear y = 401,156 x - 165,041
Metiocarbe sulfona 0,5-50 0,9914 linear y = 540,873 x - 63,0594
Metiocarbe sulfoxido 0,5-50 0,9907 linear y = 682,051 x - 315,788
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Tabela 19 - Valores da faixa de trabalho, coeficiente de determinacéo (r%), modelo e equacéo das curvas analiticas, obtidos para os
agrotoxicos e medicamentos veterinérios analisados a partir das solugdes preparadas no extrato da matriz.

(continuacéo)

Faixa de trabalho Coeficiente de

Composto (g L) deterr(rrmzi;]agéo Modelo Equacéao

Metsulfurom metilico 2,0-50 0,9907 linear y =176,228 x - 159,553

Mevinfos 1,0-50 0,9912 linear y = 288,478 x - 52,4615

Monesina 0,5-50 0,9900 linear y =1929,05 x - 173,926

Monocrotofos 1,0-50 0,9915 linear y =410,401 x - 181,644

Monolinurom 0,5-50 0,9902 linear y =312,336 x - 95,1107

Miclobutanil 0,5-50 0,9912 linear y =473,202 x - 154,917

Paraoxon etilico 0,5-50 0,9919 linear y = 946,444 x - 270,775

Pirimicarbe 1,0-50 0,9823 guadratica y = - 3,45277 x* + 1409,13 x - 126,628
Pirimifés metilico 0,5-50 0,9910 linear y =2729,59 x - 442,795

Profenofos 2,0-50 0,9901 linear y = 102,094 x - 48,9863

Propargito 0,5-50 0,9939 linear y = 54,0616 x - 7,34924
Propiconazole 0,5-50 0,9909 linear y =1421,34 x - 450,537

Propizamida 2,0-50 0,9904 linear y = 336,496 x - 186,526

Propoxur 0,5-50 0,9976 guadratica y = 3,78737 x* + 252,576 x - 46,6543
Piraclostrobina 2,0-50 0,9948 quadratica y=-1,11771 x* + 204,731 x - 112,084
Pirazofés 0,5-50 0,9926 linear y = 1575,83 x - 576,432

Piridaben 1,0-50 0,9910 guadratica y = 0,159674 x* + 71,9958 x - 39,4352
Piridafentiona 0,5-50 0,9900 linear y =404,444 x - 80,8734

Piridato 2,0-50 0,9910 linear y =211,752 x - 17,3302

Pirimetanil 0,5-50 0,9966 linear y =2146,55 x - 327,109

Quinoxifeno 0,5-50 0,9912 linear y = 887,895 x - 129,817

Robenidina 0,5-50 0,9925 linear y =1345,74 x + 106,377

Salbutamol 2,0-50 0,9903 linear y = 195,029 x - 127,793
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Tabela 19 - Valores da faixa de trabalho, coeficiente de determinacéo (r%), modelo e equacéo das curvas analiticas, obtidos para os
agrotoxicos e medicamentos veterinérios analisados a partir das solu¢des preparadas no extrato da matriz.

(concluséo)

Faixa de trabalho Coeficiente de

Composto (g L) deterr(rrlzi;]agéo Modelo Equacéao

Salinomicina 2,0-50 0,9928 linear y =1861,69 x - 168,576

Simazina 0,5-50 0,9905 linear y =411,347 x - 21,5264
Sulfadimetoxina 0,5-50 0,9950 linear y = 596,889 x - 91,8302
Sulfametazina 2,0-50 0,9902 linear y = 98,2167 x - 69,6361

Sulfatiazol 2,0-50 0,9912 linear y = 168,154 x - 80,2939
Tebuconazole 0,5-50 0,9909 linear y = 656,882 x - 182,319
Terbutilazina 0,5-50 0,9925 linear y =1318,22 x - 227,539
Tetraconazole 0,5-50 0,9908 linear y = 1066,13 x - 227,739

Tiacloprido 0,5-50 0,9903 linear y = 819,558 x + 74,5986
Tiametoxam 2,0-50 0,99050 linear y = 35,0397 x + 3,83301

Tiodicarbe 10 -50 0,9705 linear y =13,4571 x - 32,2394

Tolcofés metilico 2,0-50 0,9918 guadratica y =-0,166704 x* + 305,51 x - 99,7113
Triadimefom 2,0-50 0,9905 guadratica y = 1,48897 x* + 212,887 x - 94,8261
Triadimenol 10 -50 0,9549 guadratica y = 0,495746 x* + 9,56304 x - 32,856
Triazofos 0,5-50 0,9919 linear y =901,994 x - 196,712

Triclorfom 0,5-50 0,9908 linear y = 441,688 x - 43,6572
Trifloxistrobina 0,5-50 0,9904 linear y = 252,743 x - 50,0951

Triflumizole 0,5-50 0,9915 linear y =902,529 x - 51,5966
Trimetoprima 2,0-50 0,9905 linear y = 439,005 x + 98,6527
Vamidationa 2,0-50 0,9902 linear y = 198,505 x - 49,0372

PC: padréo de controle
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4.4.4 Determinagéo dos valores de LOD e LOQ, do instrumento e do método

A determinacao dos valores de limites de deteccdo e quantificacdo, tanto para
o instrumento quanto para o método foi realizada conforme descrito no item 3.10.4.

O LOQ; variou de 0,5 a 5,0 yg L™ e o LOD;, determinado como sendo 3,33
vezes menor que o LOQ;variou de 0,15 a 1,5 pyg L™:. O LOQ,, obtido como sendo o
menor nivel de fortificacéo, foi de 10 ou 25 ug kg™ e o LODy, a concentracéo 3,33
vezes menor que este valor, ou seja, 3,0 ou 7,5 ug kg, conforme apresentados na
Tabela 20.

Nao existe uma legislagdo especifica com valores de limites maximos de
residuos permitidos (LMR) para estes compostos em solo, mas o0s valores
determinados estdo de acordo com os niveis de concentracdo encontrados na

literatura.

Tabela 20 - Valores dos limites de deteccdo e quantificacdo do instrumento e do
método.

(continua)
LOD; LOQ; LODn LOQm
composto (bg L) (bg L) (bgkg  (ug kg™
2,4-D 15 5,0 7,5 25
Atrazina 0,15 0,5 3,0 10
Azoxistrobina 0,15 0,5 3,0 10
Bentazona 0,6 2,0 3,0 10
Bispiribaque sédico 0,6 2,0 3,0 10
Bitertanol 0,6 2,0 7,5 25
Boscalida 0,15 0,5 7,5 25
Bromuconazole 0,15 0,5 7,5 25
Buprofezina 0,15 0,5 3,0 10
Carbaril 0,15 0,5 3,0 10
Carbendazina 0,15 0,5 7,5 25
Carbofurano 0,15 0,5 7,5 25
Carbofurano 3-OH 0,3 1,0 7,5 25
Cloranfenicol 0,15 0,5 3,0 10
Clorprofam 1,5 5,0 3,0 10
Clorpirifés etilico 1,5 5,0 3,0 10
Clorpirifés metilico 0,6 2,0 7,5 25
Clomazone 0,15 0,5 7,5 25
Clorimuron etilico 1,5 10,0 3,0 10

Cianazina 0,15 0,5 7,5 25
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Tabela 20 - Valores dos limites de deteccdo e quantificacdo do instrumento e do

método.
(continuacéo)
LOD; LOQ; LODy, LOQn
composto (bg L™ (hg L) (bgkg™)  (ugkg?)

Diazinona 0,15 0,5 3,0 10
Difenoconazole 0,15 0,5 7,5 25
Dimetoato 0,15 0,5 7,5 25
Epoxiconazole 0,3 1,0 3,0 10
Fenarimol 0,3 1,0 3,0 10
Fempropatrina 1,5 5,0 3,0 10
Fempropimorfe 0,15 0,5 7,5 25
Fentiona 0,6 2,0 7,5 25
Fipronil 0,15 0,5 3,0 10
Fluquiconazole 0,3 1,0 3,0 10
Fluroxipir 0,6 2,0 7,5 25
Flutolanil 0,3 1,0 7,5 25
Imazalil 0,15 0,5 3,0 10
Imidacloprido 0,3 1,0 7,5 25
Iprovalicarbe 0,6 2,0 3,0 10
Linuron - deuterado 0,3 1,0 7,5 25
Linurom 0,15 0,5 7,5 25
Malationa 0,6 2,0 7,5 25
Mecarbam 0,6 2,0 7,5 25
Mepronil 0,15 0,5 3,0 10
Metalaxil 0,15 0,5 3,0 10
Metaconazole 0,3 1,0 3,0 10
Metiocarbe sulfona 0,15 0,5 3,0 10
Metiocarbe sulféxido 0,15 0,5 7,5 25
Metsulfurom-metilico 0,6 2,0 3,0 10
Mevinfos 0,3 1,0 7,5 25
Monesina 0,15 0,5 3,0 10
Monocrotofds 0,3 1,0 3,0 10
Monolinurom 0,15 0,5 7,5 25
Miclobutanil 0,15 0,5 7,5 25
Paraoxon-etilico 0,15 0,5 3,0 10
Pirimicarbe 0,3 1,0 7,5 25
Pirimifés-metilico 0,15 0,5 3,0 10
Profenofés 0,6 2,0 7,5 25
Propargito 0,15 0,5 7,5 25
Propiconazole 0,15 0,5 7,5 25
Propizamida 0,6 2,0 3,0 10
Propoxur 0,15 0,5 7,5 25
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Tabela 20 - Valores dos limites de deteccdo e quantificacdo do instrumento e do
método.

(concluséo)

LOD; LOQ; LODn LOQm
composto (bg L™ (bg L™ (bgkg™)  (ugkg?)
Piraclostrobina 0,6 2,0 3,0 10
Pirazofés 0,15 0,5 7,5 25
Piridaben 0,3 1,0 3,0 10
Piridafentiona 0,15 0,5 3,0 10
Piridato 0,6 2,0 3,0 10
Pirimetanil 0,15 0,5 3,0 10
Quinoxifeno 0,15 0,5 7,5 25
Robenidina 0,15 0,5 7,5 25
Salbutamol 0,6 2,0 7,5 25
Salinomicina 0,6 2,0 3,0 10
Simazina 0,15 0,5 3,0 10
Sulfadimetoxina 0,15 0,5 3,0 10
Sulfametazina 0,6 2,0 7,5 25
Sulfatiazol 0,6 2,0 7,5 25
Tebuconazole 0,15 0,5 3,0 10
Terbutilazina 0,15 0,5 3,0 10
Tetraconazole 0,15 0,5 3,0 10
Tiacloprido 0,15 0,5 3,0 10
Tiametoxam 0,6 2,0 7,5 25
Tolcofés metilico 0,6 2,0 3,0 10
Triadimefom 0,6 2,0 3,0 10
Triazofés 0,15 0,5 3,0 10
Triclorfom 0,15 0,5 7,5 25
Trifloxistrobina 0,15 0,5 3,0 10
Triflumizole 0,15 0,5 7,5 25
Trimetoprima 0,6 2,0 7,5 25
Vamidationa 0,6 2,0 7,5 25

4.4.5 Ensaio de fortificacdo para avaliacdo da exatiddo do método

Com o objetivo de avaliar a exatiddo do método, foram realizados ensaios de
fortificacdo, em trés niveis de concentracdo 10, 50 e 100 pg kg™, utilizando o método
QUEChERS otimizado. Para os compostos que nao se verificou confiabilidade
suficiente para a quantificacdo no nivel mais baixo, foi empregado um nivel de

fortificacdo maior, na concentracdo de 25 pg kg™.
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As recuperagdes foram calculadas conforme o item 3.10.5 e os resultados

podem ser visualizados na Tabela 21.

Neste trabalho, seguiu-se a recomendacdo de validacdo de métodos

cromatograficos, na qual as recuperacdes devem estar entre 70 e 120% (RIBANI et
al., 2004; SANCO, 2011).

Tabela 21 - Percentuais de recuperagdo e RSD para a repetibilidade do método de
extracdo de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em solo.

(continua)

Niveis de fortificacao

Compostos 10 pg kg* 25 ug kg™ 50 g kg™ 100 pg kg™

Rec RSD Rec RSD Rec RSD Rec RSD

) ) ) %) % %) (%) (%)
2,4-D n.g. n.g. 92,0 11,5 70,7 15,3 75,9 15,6
Atrazina 90,6 7,5 - - 88,5 10,2 90,1 7,6
Azoxistrobina 76,3 30,2 - - 89,7 17,5 97,5 18,7
Bentazona 108,6 32,7 - - 96,2 12,6 99,5 15,5
Bispiribaque sddico 77,3 17,4 - - 83,4 18,4 106,4 254
Bitertanol n.g. n.g. 96,5 1364 154 44,3 99,2 18,6
Boscalida n.g. ng. 10,3 19,5 106,2 185 73,0 19,8
Bromuconazole n.g. n.g. 77,5 17,9 76,5 16,8 79,5 18,4
Buprofezina 92,8 17,1 - - 83,0 9,5 85,6 8,9
Carbaril 82,3 11,7 - - 100,3 8,3 88,2 15,5
Carbendazina n.g. n.g. 71,2 12,2 84,6 194 75,5 15,0
Carbofurano n.g. n.g. 78,9 122 1119 126 75,1 12,2
Carbofurano 3-OH n.g. n.g. 74,1 20,0 1234 5,2 86,4 17,7
Cianazina 88,2 14,4 - - 87,2 7,5 88,1 5,2
Clomazone 78,7 16,1 - - 88,0 9,4 85,5 9,0
Cloranfenicol 1159 12,2 - - 90,2 19,4 104,3 148
Clorimuron etilico n.g. n.g. 172,9 18,2 100,7 29,3 21,7 92,5
Clorpirifés etilico n.q. n.g. 99,1 27,3 1172 22,5 90,7 15,3
Clorpirifés metilico 72,1 18,4 - - 1196 21,2 111,3 11,1
Clorprofam n.g. n.g. 93,0 12,1 82,2 14,3 77,6 17,4
Diazinona 90,2 14,3 - - 90,0 4,8 90,6 6,1

Difenoconazole

n.g.

n.g.

107,0 19,8 97,4 12,2 1004 17,8
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Tabela 21 - Percentuais de recuperacdo e RSD para a repetibilidade do método de
extracao de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em solo.

(continuacao)

Niveis de fortificacao

10 pg kg* 25 ug kg™ 50 ug kg™ 100 ug kg™

Compostos

Rec RSD Rec RSD Rec RSD Rec RSD

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Dimetoato n.g. n.g. 74,4 15,1 115,8 12,9 118,7 10,9
Epoxiconazole 93,4 19,2 - - 73,1 10,4 914 15,6
Fempropatrina 102,8 90,8 - - 107,7 72,5 110,21 16,8
Fempropimorfe 79,0 10,3 - - 85,0 9,1 86,1 9,9
Fenarimol n.g. n.g. 83,2 18,6 77,3 12,1 94,8 17,9
Fentiona n.g. n.g. 107,12 19,6 66,9 46,6 98,7 16,5
Fipronil 90,1 14,7 - - 87,3 9,5 83,1 14,5
Fluquiconazole 80,9 11,8 - - 106,4 12,5 86,6 19,9
Fluroxipir n.g. n.g. 35,9 39,3 70,5 19,0 71,8 7,6
Flutolanil n.q. n.q. 70,9 11,7 70,7 3,5 85,2 13,2
Imazalil 94,1 13,6 - - 76,2 14,7 80,2 15,1
Imidacloprido n.g. n.g. 70,7 20,6 73,1 19,0 85,7 20,1
Iprovalicarbe 103,1 18,9 - - 103,9 19,6 118,2 17,9
Linurom n.g. n.g. 85,2 186 111,4 16,2 78,7 16,8
Linuron deuterado n.g. n.g. 90,1 13,0 100,6 13,4 92,3 12,9
Malationa n.g. n.g. 88,9 77,4 99,2 17,7 69,4 17,4
Mecarbam n.g. n.g. 70,8 7,7 91,1 14,9 83,0 18,4
Mepronil 80,7 18,5 - - 102,0 8,0 90,5 10,7
Metaconazole 72,9 17,3 - - 71,1 12,4 84,2 17,1
Metalaxil 77,6 17,5 - - 98,5 13,3 91,2 7,3
Metiocarbe sulfona 95,6 14,8 - - 93,5 8,9 91,6 6,2
Metiocarbe sulféxido n.q. n.q. 70,1 6,9 1139 10,9 82,1 8,5
Metsulfurom metilico  100,3 13,8 - - 70,9 4,2 88,7 19,4
Mevinfos n.q. n.q. 72,9 9,6 113,9 18,2 73,8 15,1
Miclobutanil 78,8 16,0 - - 84,4 11,7 84,4 12,4
Monesina 88,3 11,4 - - 120,2 8,0 90,3 3,9
Monocrotofés n.g. n.g. 72,3 9,3 101,9 8,2 1029 16,4
Monolinurom n.g. n.g. 76,6 7,4 90,5 13,3 99,9 9,9
Paraoxon-etilico 88,8 12,6 - - 87,9 15,5 72,7 19,8

Piraclostrobina n.g. n.g. 82,6 13,9 111,7 19,6 117,3 13,0
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Tabela 21 - Percentuais de recuperacdo e RSD para a repetibilidade do método de
extracao de agrotéxicos e medicamentos veterinarios em solo.

(continuacéo)

Niveis de fortificacao
10 pg kg* 25 ug kg™ 50 ug kg™ 100 ug kg™

Compostos

Rec RSD Rec RSD Rec RSD Rec RSD

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Pirazofés 106,2 10,4 - - 92,3 18,2 90,2 11,0
Piridaben n.g. n.g. 75,6 18,0 106,5 24,6 84,9 25,0
Piridafentiona n.g. n.g. 82,4 179 1055 175 1043 19,0
Piridato n.q. n.q. 86,9 20,6 1143 11,0 72,2 14,3
Pirimetanil 84,4 11,9 - - 82,1 4,3 79,4 6,7
Pirimicarbe n.g. n.g. 110,8 9,9 154,6 7,0 79,3 10,2
Pirimifés metilico 85,3 13,5 - - 86,1 11,4 85,4 7,1
Profenofos n.g. n.g. 73,2 17,8 108,7 19,6 1125 16,9
Propargito 78,1 20,5 - - 2126 105 1174 6,3
Propiconazole 77,3 12,5 - - 85,8 10,4 91,1 10,8
Propizamida 90,7 14,8 - - 1015 195 90,5 19,0
Propoxur 78,2 13,3 - - 116,12 16,8 73,9 16,4
Quinoxifeno n.g. n.g. 109,1 49 117,21 10,5 71,5 8,6
Robenidina n.g. n.g. 81,9 145 107,3 13,1 90,0 5,6
Salbutamol n.g. n.g. 23,4 17,5 16,7 18,7 13,6 445
Salinomicina 87,9 13,3 - - 120,6 3,7 74,7 8,6
Simazina 91,7 15,3 - - 106,9 12,3 85,0 10,6
Sulfadimetoxina 95,8 7.4 - - 88,3 6,7 79,1 5,9
Sulfametazina n.g. n.g. 84,4 17,8 100,2 17,3 75,2 18,3
Sulfatiazol n.g. n.g. 71,3 13,9 70,6 8,2 71,3 18,7
Tebuconazole 86,8 16,5 - - 84,4 11,3 88,4 11,3
Terbutilazina 93,7 10,2 - - 1185 16,4 78,7 9,8
Tetraconazole 90,8 18,2 - - 89,6 8,9 90,4 16,7
Tiacloprido 93,6 12,8 - - 110,3 8,6 96,6 4,4
Tiametoxam n.g. n.g. 107,8 18,8 109,8 254 105,6 7,5
Tolcofés metilico 76,4 15,3 - - 105,8 15,7 91,0 14,1
Triadimefom 105,12 18,9 - - 77,5 5,8 96,0 14,3
Triazofos 87,3 20,0 - - 87,6 17,6 92,6 7,6
Triclorfom n.g. n.g. 68,8 2,9 103,2 6,8 89,5 15,0

Trifloxistrobina 79,8 13,7 - - 109,7 20,0 104,4 14,0
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Tabela 21 - Percentuais de recuperacdo e RSD para a repetibilidade do método de
extracao de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em solo.

(concluséo)

Niveis de fortificacao
10 pg kg* 25 ug kg™ 50 ug kg™ 100 ug kg™

Compostos
Rec RSD Rec RSD Rec RSD Rec RSD
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Triflumizole n.g. n.g. 79,2 18,5 86,1 9,7 85,7 7,5
Trimetoprima n.g. n.g. 43,6 14,6 65,8 3,1 65,1 211
Vamidationa n.g. n.g. 87,4 9,1 1999 10,6 74,7 15,4

ng: ndo quantificado

Analisando a Tabela 21, observou-se que 88% dos agrotoxicos avaliados na
matriz solo apresentaram percentuais de recuperacao entre 70-120% com RSD <
20%. Os compostos bitertanol, clorimuron etilico, fempropatrina, fentiona, fluroxipir,
piridaben, pirimicarbe, propargito e vamidationa ndo foram quantificados com
seguranca nos niveis de fortificagcdo avaliados, uma vez que apresentaram valores
médios de recuperacédo fora da faixa aceitavel para a andlise de residuos (70-120%)
e/ou valores de RSD > 20%. Dos nove medicamentos veterinarios analisados, os
compostos salbutamol e trimetoprima ndo apresentaram percentuais de recuperacao
e RSD considerados satisfatérios. A baixa recuperacdo destes compostos pode ser
explicada pelas propriedades fisico-quimicas que dificultam a extracdo dos mesmos
em métodos multirresiduos. Avaliando algumas propriedades de cada um desses
compostos, € importante destacar que bitertanol, fempropatrina, fentiona, piridaben e
propargito apresentam baixa solubilidade em agua e, portanto, tendem a apresentar
uma maior capacidade de retencdo no solo. Os resultados de recuperagdo dos
agrotoxicos e medicamentos veterinarios estdo ilustrados nas Figuras 23 e 24,
respectivamente.

O composto linuron deuterado, utilizado como padrdo de controle, apresentou
eficacia na extracdo, com valores de recuperacdo entre 90 e 100% nos trés niveis
de fortificagdo propostos, demonstrando, desse modo, que o procedimento de
extracdo ndo apresentou alteracdes drésticas.

Vale ressaltar que alguns compostos apresentaram confiabilidade suficiente

para serem quantificados no nivel 10 pg kg™ e, para estes, foram considerados os
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niveis 10, 50 e 100 ug kg™. Porém, para os compostos que ndo foram quantificados

com confiabilidade no nivel 10 pg L™, foram considerados os niveis 25, 50 e 100 ug

1

kg™.
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Figura 23 - Percentual de agrotoxicos em solo, que apresentaram faixas de
recuperacdo de <70%, entre 70 e 120% e >120%, apoOs ensaios de fortificacdo e
recuperacao, extraidos com método QUEChERS desenvolvido.
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Figura 24 - Percentual de medicamentos veterinarios em solo, que apresentaram
faixas de recuperacdo de <70%, entre 70 e 120% e >120%, apOs ensaios de
fortificacdo e recuperacgéo, extraidos com método QUEChERS desenvolvido.
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4.4.6 Precisao (repetibilidade e precisédo intermediaria)

A precisdo do método desenvolvido foi avaliada em funcdo da repetibilidade e
da precisédo intermediaria.

A repetibilidade do método foi avaliada a partir de 7 extracdes de cada nivel
de fortificagdo proposto, sendo realizada uma injecdo de cada extrato. Os valores
detalhados de RSD, estdo apresentados juntamente com os resultados de
recuperacéo na Tabela 22.

A precisdo intermediaria do método foi avaliada utilizando dias de analise
diferentes e o nivel de fortificacdo 50 pg kg™. Os resultados de recuperacdo e RSD
para a precisao intermediaria estdo apresentados na Tabela 22.

Os resultados para o estudo da repetibilidade e precisao intermediaria dos
agrotoxicos e medicamentos veterinarios nas amostras de solo, em termos de RSD,
para a grande maioria dos compostos ficaram abaixo de 20%. Para matrizes
ambientais e de alimentos, a precisdo € dependente da matriz da amostra, da
concentracdo do analito e da técnica de analise, podendo variar entre 2% e mais de
20% (SANCO, 2010).

Tabela 22 - Percentuais de recuperacdo e RSD para a precisdo intermediaria do
método QUEChERS modificado, no nivel de fortificacdo de 50 pg kg™ (n=7).

(continua)
Nivel de fortificacéo
Compostos 50 pg kg™
Rec (%) RSD,; (%)
2,4-D 70,4 18,0
Atrazina 85,4 9,4
Azoxistrobina 81,3 16,6
Bentazona 73,1 19,2
Bispiribaque sodico 72,4 20,4
Bitertanol 87,3 22,6
Boscalida 75,0 12,5
Bromuconazole 77,3 17,4
Buprofezina 80,8 11,0
Carbaril 86,7 10,8
Carbendazina 70,0 16,5
Carbofurano 72,4 18,3

Carbofurano 3-OH 80,5 12,8
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Tabela 22 - Percentuais de recuperacdo e RSD para a precisdo intermediaria do
método QUEChERS modificado, no nivel de fortificacdo de 50 pg kg™ (n=7).

(continuacéo)

Nivel de fortificacao

Compostos 50 pg kg™
Rec (%) RSD,; (%)
Cianazina 109,8 18,0
Clomazone 79,2 17,8
Cloranfenicol 78,0 17,0
Clorimuron etilico 87,1 20,4
Clorpirifés etilico 82,2 12,8
Clorpirifés metilico 71,0 16,3
Clorprofam 90,1 16,2
Diazinona 91,1 10,9
Difenoconazole 86,7 13,9
Dimetoato 125,9 17,8
Epoxiconazole 84,9 20,6
Fempropatrina 92,1 40,0
Fempropimorfe 73,5 19,8
Fenarimol 78,6 11,4
Fentiona 77,4 25,8
Fipronil 84,1 20,3
Fluquiconazole 73,7 19,1
Fluroxipir 71,0 27,5
Flutolanil 88,0 13,7
Imazalil 71,0 11,5
Imidacloprido 66,7 32,6
Iprovalicarbe 112,3 18,8
Linurom 75,4 17,7
Linuron deuterado 70,9 18,3
Malationa 68,0 12,5
Mecarbam 84,4 23,4
Mepronil 82,6 11,5
Metaconazole 84,1 10,0
Metalaxil 77,2 21,9
Metiocarbe sulfona 89,6 9,8
Metiocarbe sulféxido 72,0 17,5
Metsulfurom metilico 74,0 16,8
Mevinfos 72,5 20,5
Miclobutanil 83,7 8,6
Monesina 91,5 10,9
Monocrotofés 86,8 17,8
Monolinurom 88,6 15,2
Paraoxon etilico 76,5 23,8

Piraclostrobina 78,9 25,9
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Tabela 22 - Percentuais de recuperacdo e RSD para a precisdo intermediaria do
método QUEChERS modificado, no nivel de fortificacdo de 50 pg kg™ (n=7).

(concluséo)

Nivel de fortificacao

Compostos 50 pg kg™
Rec (%) RSD,; (%)
Pirazofos 81,3 13,4
Piridaben 90,4 19,0
Piridafentiona 114,0 17,5
Piridato 85,5 8,6
Pirimetanil 90,7 9,9
Pirimicarbe 72,4 11,8
Pirimifés metilico 97,9 14,8
Profenofds 83,4 14,8
Propargito 73,2 8,2
Propiconazole 78,4 16,8
Propizamida 76,8 19,9
Propoxur 78,2 7,3
Quinoxifeno 70,0 15,9
Robenidina 85,3 7,7
Salbutamol 8.6 27,5
Salinomicina 69,6 5,7
Simazina 80,1 18,5
Sulfadimetoxina 83,8 12,0
Sulfametazina 67,9 19,5
Sulfatiazol 68,8 17,8
Tebuconazole 71,3 12,7
Terbutilazina 82,6 18,7
Tetraconazole 85,0 17,1
Tiacloprido 95,2 9,9
Tiametoxam 74,8 35,9
Tolcofés metilico 86,8 29,8
Triadimefom 75,7 15,6
Triazofos 84,4 21,8
Triclorfom 90,5 13,3
Trifloxistrobina 91,2 18,6
Triflumizole 76,4 14,6
Trimetoprima 48,6 18,1
Vamidationa 71,8 17,8

A repetibilidade do instrumento foi avaliada através da injecdo da solucéo
analitica 20 pg L™ preparada no extrato da matriz em replicata (n = 7). Observando

os resultados, apresentados na Tabela 23, percebe-se que o valor percentual de
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RSD foi inferior a 20% para a maioria dos agrotdxicos e medicamentos veterinarios,
comprovando assim, a repetibilidade das injecdes.

Tabela 23 - Percentuais de RSD para a repetibilidade do instrumento para a solucéo
analitica 20 pg L™ preparada no extrato da matriz.

(continua)
Compostos RSD (%) Compostos RSD (%)
2,4-D 15,0 Imazalil 3,2
Atrazina 4,6 Imidacloprido 54
Azoxistrobina 15,7 Iprovalicarbe 14,4
Bentazona 16,6 Linurom 17,2
Bispiribaque sédico 14,5 Linuron deuterado 12,3
Bitertanol 7,0 Malationa 10,9
Boscalida 16,0 Mecarbam 19,8
Bromuconazole 13,9 Mepronil 12,5
Buprofezina 4,7 Metaconazole 19,2
Carbaril 18,2 Metalaxil 14,7
Carbendazina 18,5 Metiocarbe sulfona 12,2
Carbofurano 15,5 Metiocarbe sulfoxido 16,5
Carbofurano 3-OH 18,6 Metsulfurom metilico 2,6
Cianizina 9,5 Mevinfés 3,3
Clomazone 13,8 Miclobutanil 10,7
Cloranfenicol 13,3 Monesina 7,4
Clorimuron etilico 11,7 Monocrotoféos 18,0
Clorpirifés etilico 13,5 Monolinurom 8,3
Clorpirifés metilico 5,4 Paraoxon etilico 11,0
Clorprofam 10,3 Piraclostrobina 13,4
Diazinona 10,5 Pirazofés 7,6
Difenoconazole 16,7 Piridaben 19,6
Dimetoato 1,6 Piridafentiona 5,7
Epoxiconazole 15,8 Piridato 15,1
Fempropatrina 12,8 Pirimetanil 3,4
Fempropimorfe 5,2 Pirimicarbe 6,0
Fenarimol 4,0 Pirimifés metilico 8,8
Fentiona 19,7 Profenofds 17,7
Fipronil 13,2 Propargito 17,0
Fluguiconazole 7,7 Propiconazole 9,8
Fluroxipir 17,5 Propizamida 17,2

Flutolanil 18,9 Propoxur 15,5
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Tabela 23 - Percentuais de RSD para a repetibilidade do instrumento para a
solucdo analitica 20 pg L™ preparada no extrato da matriz.

(concluséo)

Compostos RSD (%) Compostos RSD (%)
Quinoxifeno 17,8 Tiacloprido 12,0
Robenidina 13,4 Tiametoxam 17,0
Salbutamol 0,9 Tolcofds metilico 14,9
Salinomicina 19,8 Triadimefom 14,7
Simazina 18,0 Triazofés 7,7
Sulfadimetoxina 0,7 Triclorfom 7,9
Sulfametazina 4,3 Trifenilfosfoato 14,7
Sulfatiazol 15,5 Trifloxistrobina 12,3
Tebuconazole 20,0 Triflumizole 4,3
Terbutilazina 7,4 Trimetoprima 18,9
Tetraconazole 11,0 Vamidationa 16,0

4.5 Aplicagdo do método

O método desenvolvido foi aplicado para a determinacdo de residuos de

agrotoxicos e medicamentos veterindrios em 14 amostras de solo coletadas na

cidade de Santa Maria-RS. Do total

de amostras analisadas,

seis delas

apresentaram residuos de agrotoxicos, sendo que quatro apresentaram residuos de

carbendazina em concentracdo acima de 20 pg kg™, duas apresentaram residuos de

tebuconazole em concentracdo acima de 25 ug kg™ e uma apresentou residuo de

epoxiconazole em concentragéo acima de 10 pg kg™.



5 CONCLUSOES

Neste estudo, foram comparadas diferentes técnicas de extracédo de residuos
de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em solo. Para a extragdo foram
avaliados procedimentos baseados no método QUEChERS, ultrassom e agitacao
mecanica e, ainda, a combinacdo destas técnicas.

O método de extracdo otimizado utilizando QUEChERS e agitacdo mecéanica
apresenta algumas vantagens com relacdo a outros métodos de extracdo, pois é um
procedimento simples, barato e ambientalmente correto, uma vez que utiliza pouca
guantidade de solvente organico e a exposicao do analista a este solvente é baixa.

Além disso, a eliminacdo da limpeza dos extratos resulta em um menor
namero de etapas analiticas, diminuindo a probabilidade de erros no processo, além
de um menor consumo de reagentes e, consequentemente, de menor custo. Apesar
da adicdo de uma etapa de agitacdo mecanica ao método, este tempo adicional é
compensado pela auséncia da etapa de limpeza dos extratos, pois a mesa agitadora
permite que diversas amostras sejam extraidas ao mesmo tempo. Além disso, é um
equipamento de baixo custo e facil manuseio. Sendo assim, o método de preparo da
amostra desenvolvido pode ser aplicado na andlise de rotina de qualquer laboratdrio,
devido a simplicidade de operacdo, para investigar a presenca multirresiduo de
agrotéxicos e medicamentos veterinarios simultaneamente em amostras de solo.

O método proposto para determinacdo de residuos de agrotoxicos e
medicamentos veterinarios em solo empregando extracdo por QUEChERS modificado
combinado com agitagcdo mecénica e quantificacdo por UHPLC-MS/MS demonstrou ser
eficiente, apresentando resultados de recuperacao satisfatorios entre 70 e 120% para a
grande maioria dos compostos, com valores de RSD menores que 20%, comprovando a
confiabilidade do método.

O efeito matriz, avaliado através da comparacdo entre as curvas analiticas
preparadas em solvente e no extrato da matriz, foi pronunciado em alguns casos,
demonstrando aumento da intensidade do sinal quando preparados no extrato da matriz
e, evidenciando a importancia da quantificacdo das amostras utilizando curvas analiticas
preparadas no extrato “branco” da matriz.

A maioria dos compostos apresentou uma faixa linear adequada com valores de

coeficiente de determinacdo maiores que 0,99. Os valores de LOD do método
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variaram entre 3,0 e 7,5 pg kg, enquanto os valores de LOQ do método entre 10 e
25 ug kg™

As condicbes cromatograficas otimizadas para a determinacdo dos
agrotoxicos e medicamentos veterinarios por UHPLC-MS/MS permitiram a
confirmacédo e quantificacdo dos compostos de forma adequada. A utilizacdo de
UHPLC-MS/MS proporcionou além de detectabilidade, seletividade satisfatoria e alta
sensibilidade.

Vale salientar que dos 76 agrotoxicos estudados, nove ndo foram
quantificados com seguranca nos niveis de fortificacdo avaliados, sendo eles,
bitertanol, clorimuron etilico, fempropatrina, fentiona, fluroxipir, piridaben, pirimicarbe,
propargito e vamidationa. Além disso, dos nove medicamentos veterinarios
avaliados, os compostos salbutamol e trimetoprima ndo apresentaram percentuais
de recuperacdo e RSD considerados satisfatérios.

Amostras reais de solo foram utilizadas para a verificacdo da aplicabilidade do
meétodo validado para a extracao de agrotdxicos e medicamentos veterinarios, sendo
gue o meétodo mostrou-se bastante eficiente, uma vez que das 14 amostras
analisadas, 6 apresentaram residuos de agrotoxicos (carbendazina, epoxiconazole e
tebuconazole) e, além disso, ndo foi observada a ocorréncia de interferéncias. A
contaminacdo do meio ambiente provocada pela presenca de agrotéxicos e
medicamentos veterinarios é uma realidade e, por isso, é de extrema importancia o
desenvolvimento de métodos analiticos adequados para a determinacdo destes
compostos no solo.

E importante destacar que este trabalho contribui no sentido do desenvolvimento
de métodos analiticos validados empregando técnicas modernas de extragcdo, e também
devido a existéncia de poucos trabalhos cientificos publicados até 0 momento sobre a
extracdo simultanea de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em solo.

Portanto, 0s objetivos tracados para este trabalho foram alcancados com
sucesso, uma vez que 0 método mostrou-se eficiente para a analise simultanea de
residuos de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em amostras de solo, podendo
ser usado como uma técnica de rotina em laboratérios de analises visto que, para
maioria dos compostos analisados, os parametros de validacdo encontraram-se

dentro dos limites exigidos para validacdo de métodos cromatograficos.



DESTINO DOS RESIDUOS GERADOS

As atividades laboratoriais produzem residuos que devem ser gerenciados
corretamente, a fim de minimizar os danos ao meio ambiente.

Durante o desenvolvimento deste trabalho foram gerados residuos soélidos e
liquidos. Os residuos solidos foram armazenados em sacos plasticos brancos e
identificados. Ja os residuos liquidos foram acondicionados separadamente em
bombonas plasticas, devidamente identificadas de acordo com sua classificacao:
residuos halogenados, residuos ndo halogenados e residuos de alcool e acetona.
Todos estes residuos foram encaminhados ao almoxarifado do Departamento de
Quimica da UFSM, para posterior tratamento e descarte adequado por uma

empresa terceirizada capacitada para este servico.






SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Ampliacdo do escopo de agrotoxicos e medicamentos veterinarios a serem

analisados;

Otimizar os parametros cromatograficos para 0s compostos para 0s quais nao

foi possivel determinar uma faixa linear de trabalho;

Desenvolvimento de um método cromatografico para determinacdo de
residuos de agrotéxicos e medicamentos veterinarios em solo utilizando a
técnica de Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de Massas para

compostos ndo passiveis de analise por UHPLC-MS/MS;

Avaliar a aplicacdo deste método em outras amostras ambientais como, por

exemplo, outros tipos de solo, sedimento e lodo.

Avaliar o impacto dos residuos dos compostos estudados em pequenos

organismos e micro-organismos.
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Tabela 24 - Formulas estruturais dos compostos estudados.
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Tabela 24 - Formulas estruturais dos compostos estudados.
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Cromatogramas UHPLC-MS/MS, no modo SRM, a partir de uma

solucéo preparada no extrato “branco” de solo, na concentragéo 20 ug L™.
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APENDICE B - Cromatogramas UHPLC-MS/MS, no modo SRM, a partir de uma solucéo
preparada no extrato “branco” de solo, na concentracéo 20 pg L™ (continuacao).
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APENDICE B - Cromatogramas UHPLC-MS/MS, no modo SRM, a partir de uma solucdo
preparada no extrato “branco” de solo, na concentragéo 20 pg L™ (continuacao).

2141 > 154 Diazinona 305.1>96.9
Clorprofam
+005
00— 2.470e+004 100 7.160e+00
%3 %3 /\
E | — . .
0+ ...!.|....|..."."|....|. min 0 ..|....|.|...|....|.I...........,....|.m|n
F7-MRM of 2 channels ES+
2141 > 172 3051 > 169
100+ 8.480e+003 100 6.989e+005
%o |/\| % /\
D_II I||I|||||||||I|||||I||I| min O IIIIII||||||||||||||I|||||||||||||||||||| min
5.000 G.200 6.500 6.750 7.000 7.250
: : 3302 > 123 Difenoconazole 406 = 2511
Diclofuanida 4 520e+003 1.286e+005
100 100
] | | i AN
117 ——r—— min u} |....|..|..|....|.l...|.... e Mmin
330.2 = 141 406 = 111.1
100+ 6.989e+003 100 9.472e+004
%o | | Yo /\
D_|||||!|||||||||||||||||| min 0 ||ﬁ|||||||||||||||!|||||||||||||||||||| min
6.00 6.25 6.50 6.75 B6.750 7.000 7.250 7.500
Dimetoato 230.1 > 199 Epoziconazole 330 > 101
8.356e+004 7.673e+004
100 100
% % /\
B | | B
O srrror e pre e e e eere. Min O e prrrr e e Mmin
2301 > 125 330 > 121.04
100 1.669e+005 100 5.071e+004
% 9% /\
B | | B
0 |||||||||||||I||||||||I||T|||||||||||||||mln 0 TTrr [T rtr[rrrrrrrrjrrrrprrrrprrrrprorr [Tin
3.250 3.500 3.750 6.250 6.500 6.750
Fempropatrina 350.1 = 97 Fempropimorfe 3042 > 1471
2. 444e+004 9.076e+005
100 100
5 /\ %
o T i oo e min 0 ||||||||||||||||||||||||||||||I||||||||||||||||||| min
3501 =125 3042 > 572
100 3.421e+003 100 1.989e+005
% /\ %
O SR i ey — —  min O |||||||||||||||||I||||||||||||||||||I|||||||||||||||| min
7.250 7.500 7.750 &.000 520 540 5.60 5.80 6.00
Fenarimol 331 >268 Fentiona 279.1 > 169.1
G.008e+ : .
00 08e+004 || 3.242e+004
00%
0 min min
331 > 81 2791 = 247 1
05,
100 1.895e+004 100 4.0342+004
oc% : *_.. Yo
e |
D min 0 1r_1|1r'|r1|l|I:r1|||':|1"|l‘|"l'|T1:|-||r1r|i|r min
6.250 &.500 6.750 6250 6500 G.750 7000
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APENDICE B - Cromatogramas UHPLC-MS/MS, no modo SRM, a partir de uma solucéo
preparada no extrato “branco” de solo, na concentracéo 20 pg L™ (continuacao).

2549 > 1808

Fipronil 4353 > 3302 Fluquiconazole 376 = 306.9
4 257e+004
100 2.413e+004 100 e
%o /\ %%
U:............!l....l....|!....|........rnin 'G-|!||u-.l....l|....|....| min
435.3 > 250.1 376 = 348.8
549
100 1.350e+004 100 1.549e+004
Oy i E %é /\
| e} _
0 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||Iﬂin 'D|||'||||||||||'||||||||||| min
6.250 6.500 6.750 6.200 6.400
+
100 3.632e+004 100 8.188e+004
%% |' '|, %%
OSrrprrrrrrrrprrrrprrer e peeer e min O rrorprrrrprrrrprerr e min

3241 > 2621

100
1A
0 ]

5.212e+004

e min

100 2.421e+004 100 1.120e+005
iy /L\ %o
— ] _ _ _ _
0 [T I T T[T T T T [T T[T T[T Trrrrrrrrrrrrrr ITin 0 |"|||||||||Illl|llII|IIIII|IIII|IIII|III|n|n
4.250 4.500 4750 5.000 5.730 6.000 6.250 6.500
_ 297>159 Imidacloprido 2561 > 1751
Imazalil .
2.029e+005
100 e 100 2.421e+004
o /\ O
{:]I""I""'"'ll""I"'l'l""l""""rﬂir| 0 III"""!'I""II"'TIIII e Min
F
297>69 256.1 >209.1
100 ) ) 4.753e+004 100 2.816e+004
% /\ %é A
| | - _
D|.|||||...||||||||||||||||||||||||||||||mln 0 ..|‘|||||..|||||||||||||||T|||_||||||||T||mln
4.750 5.000 5.250 5.500 3.000 3.250 3.500 3.750
Iprovalicarb 321.1 > 119.06 Linurosn 249 1>160.1

1.046e+005

min

321.1 > 2031 249.1=1811
1003 1.372e+004 0 1.567e+003
% /\ | QEE /\
O IIIII|IllI|Illl_illll|lIII|IIII|IIII|IIII|ﬂin (0] -Ij....|.1..||....|.. T min
6.250 6.500 6.750 5.800 G.000
i 255.3>1855 331 =99
Linuron D6 i
- 5.058e+004 Malationa 3.423e+004
100 100
1 % /\
b | | R
] [ e LS B e e e e e S 11
%]
. 331 =127
: 100 7.044e+003
1 %o : S |/\ B
D_|...'.|.ﬁ.|....|....|._.._. min (0] |||||||||||||'||||||||||||||||||||||||||min
5.25 5.50 575 6.00 6.25 5.750 6.000 65.250 6.500




APENDICE B - Cromatogramas UHPLC-MS/MS, no modo SRM, a partir de uma solucdo
preparada no extrato “branco” de solo, na concentragéo 20 pg L™ (continuacao).

6.250 6.500 6.750

Mecarbam 330 >97 Mepronil 2701 > 91
628e+ 51e+005
100 2. 628e+004 100 7.451e+00
%3 /\ %3 /\
E | | - R
Ot e e min 0 .|....|.|...|....|....||....|....|......m|n
330 =227 1 2701 =119
100 3.748e+004 100 3.490e+005
O %o
O ||||||||||||||||||||||||||||||||||||I||||_Inin O ||||||||!||||||||||||||||||I||||I|||||||Inin
6.250 6.500 6.750 5750 5.000 6.250 6.500
Metalaxil 280.1 > 192.1 Metconazole 3201 > 125
2.979e+005 7.204e+004
100 © 100 e
% %é
_ ] | _
o """"I'!"|""|'I"'|""""I""rnln o R L B I I R IR R L)
280.1 = 2201 3201 =70
2 : 5
00 2.205e+005 ||, 1 324e+00
% %é
0 |||||||ﬁ||||||||||||||||||||||||||||||||I'nirl 0 ||||||!|||||||||||_||||||||||||||||||||| min
5250 5.500 5750 6750 7000 7.250
Metiocarbe sulfona 2581 = 107 1 Metiocarbe sulfoxido 242 > 185
1.850e+005
100 © 100 1.734e+005
% A o
0 uuu-u--|u------u|-quu|uuu-|-|--n|-nn-I'nin [u} ||||lllll|llll|lll=l LI L R B R B min
258.1 = 1221 242 = 122
5
100 1.074e+00 100 1.932e+005
%3 /\ Yo
0 ....|....|....|....:....|....||....|...-min 0 ....|||||||||||||||||||||||||||||||||||||min
3.250 3.500 3.750 3.250 3.500 3.750
Metsulfurom metilico 382 > 167 ' 2251 =127 1
6.501e+004 Mevinfos 1.159e+005
100 100
% /\ %
| | _
O rrrrrrrprrer e e pere e e Min i ..r.r...rl-.-.|1.-.~|1.~r]....r.-....... min
382 = 1989 2251 = 1931
100 1.407e+004 100 7.095e+004
O /\ ao% /\
. _ | - -
0 ||||||||||||||||||||'|_|||||'|||||IIII|IIIIﬂln ] ||||||r|||r|-||:|-||||:|||||||||||||_|||||r'l'llr'l
4 250 4 500 4.750 5.000 3.250 3.500 3.750
Miclobutanil 2891 > 1251 Monesina 6935 > 461 .4
+005 _ v
100 1.224e+00 100 1.108e+006
% %3}_53 /\
0 I....,....|.I... e Min 0 ..—..|....|....||....|...|7'|....|‘....|.... min
2891 >70.2 6935 > 4795
5 9
100~ 3.116e+004 100 1.149e+006
'D_I|||||||!|||||||||||||||||||||||||||||II|ﬂin 0 |||||||||||||||I|||||||||||||I||||||||III min

T.750 8.000 8.250
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APENDICE B - Cromatogramas UHPLC-MS/MS, no modo SRM, a partir de uma solucéo
preparada no extrato “branco” de solo, na concentracéo 20 pg L™ (continuacao).

Monocrotofos 2241 > 127 1 Monolinurom 215.04 = 126.01
8.065e+004
100 9.263e+004 100 e
% %é
O~ = e min O~ e e e e e min
224 1> 981 215.04 > 99
5
100 2247e+004 100 1.114e+00
% /—[\/\ %
3 | | _ B
||||||||'||||||'||||||||||||||||||||||||| min 0 |||l||l|I||I|||||||||I||||||||||||||||||_|I'nln
2.750 3.000 3.250 4.750 5.000 5250 5.500
- 276.1>248 2 Piraclostrobina 388.1 > 163
Paraoxom etil 5 0646+004 4 4096+004
100 100
%% ‘?"b%
O e e e min OV e e e e min
276.1>2201 3881 >1939
546 5 c
100 3.946e+00 100 3.639e+004
%é %
0 ..|....||||||||||||||||l|||||||||||||||||min 0 |||||||||||....:..||||||||||||||||||||Wmin
5.000 5250 5.500 5750 6.750 7.000 7.250
Pirazofos 374 > 194 Piridabem 365.1 > 1471
. +005 : +
100 4.602e+005 || 7.447e+004
o] o] A
Ot min 0 ........ll....ll.... ST e e Min
374 > 2221 365.1 > 3091
i 5 119
100 1.741e+005 ||, 3.119e+004
Yo %o
D....|..I..|....|.|...|....|....|....|.|||min 0 L B B B R min
6.750 7.000 7.250 7.750 8.000 8.250
Piridafentiona 341 = 189 Piridato 379 = 207
. +005 1.311e+005
100 1.013e+005 || e
%o %
(0] -.|...|.|....|....|I........|.... =T Min Ot min
341 > 92 379 > 3511
100 4. 605e+004 1004 1.626e+004
%é %3 /J\
. 3 | | . .
0 TT [T rrrrrir[rrrrprrrrprrrrprrrrprrrrqr [Min 0 ||||||||||||'|||||'|||||||||||||||||||||| min
6.000 6.250 6.500 6.750 T.750 8.000 8.250 8.500
Pirimetanil 5200 ’102 Pirimicarbe 62356-’1%&
+| e "z
100 5.917e+005 100 ? e
q‘b% ‘%%
0} |||||||||||||||||||||||_|||||||'nin 0 |||||||||'| LI B L LI min
200 = 82 2391 > 1821
5
100 2.318e+005 100 6.144e+00
q‘b% ‘%%
DI||||||||||||||||||||||||||||||I'nin 0 |l|lll|lIII|IIII|IIII|IIII|nirl
5.000 5.200 3.25 3.50 3.75 4.00 425




APENDICE B - Cromatogramas UHPLC-MS/MS, no modo SRM, a partir de uma solucdo
preparada no extrato “branco” de solo, na concentragéo 20 pg L™ (continuacao).

100

%%

Pirimifos metil

306.1 = 1081
5.307e+005

0

min

306.1 = 164.1
3.834e+005

Procloraz

376 = 70.1
3.876e+003

100
%3 A -

=

—— TN

376 = 3071
5.268e+003

100 100
%3 Vo I/\ |
0 |||..'.||....||||||||||||||||||||||||||||min D_l"|||||||||Il|llII|IIII|IIII|IIII|IIII|nin
6.500 6.750 7.000 7.250 6.250 6.500 6.750
6.508e+004 Profoxidim 2.482e+004
100 1003
% %o J\
_ E | e _
0 L L L B B L L L B B e i R A1 ] 0 R B B B e e B e ey e A0 18]
3729 > 3026 466 4 > 2382
100 65.094e+004 100 5.162e+003
%o %o I/\I —
0 ||||||||||||||||||||||||||||||I||||||||||Iﬂin 0 TTT T[T I T T[T T T T[T T T T[T T T T[T T T [ TTTT[TTTT min
7.000 7.250 7.500 7.750 7750 5.000 8.250
. 368.0>1750 . 342 > 159
Propargito 4 6426+004 Propiconazole 2 917e+005
100 100
q‘b% ‘?"b%
0 ....|....|....|....|....|.|........... min 0= min
368.0>231.0 342 > 69
100 6_146e+004 100 2.124e+004
% %
0 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| min D_"'il'"'|"'I'|""|""|""|""|"" min
7.250 7.500 7.750 6.750 7.000 7.250
2562 > 1901 210 =111
Propizamida 5 882e+004 Propoxur 1.999e+005
100 100
%3 9%
O II|"|"|""|""|""|""""""|'I'ﬁin 0 IIIIIIIIIII|""|I""""|""""|'I'nirl
2562 > 1561 210 = 168
5
100 2.385e+003 100 7.257e+004
%3 9%
| | - _
0 TT [T T Trrr[rrrrrrrrrrrrrrrrprrrrpr ITin (0] ..||||||||I||||||||||||||||||||||||||||||mln
5.000 6.250 6.500 6.750 4 500 4750 5.000 5.250
. - 308 = 161.9 - 3722>172.1
Quinoxifen 5 5330+005 Robenidina 5 5180+005
100 100
9"6% 9%
O IIII|lllI||IIII|IIII|II|II|II"""|IIII min 0 ----,ul-..|....|.|---T--u-uu-u--|--umin
308 > 197 3722 > 159
5 Ly -
100 2.730e+00 100 3.354e+005
% %3
0 .|.|||||||||||||||||I||||||||||||||||||| min 0 ||||||I||||||||||I|||T|||||||||||||||||||I'nin
7.250 7.500 T.750 5750 6.000 65.250
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APENDICE B - Cromatogramas UHPLC-MS/MS, no modo SRM, a partir de uma solucéo
preparada no extrato “branco” de solo, na concentracéo 20 pg L™ (continuacao).

240.2 >1481

T7r3.6>4314

5750 6.000 6.250

Salbutamol Salinomicina ;
1.171e+006
100 4 985e+004 100 e
%o q‘b%
0 L B B B B B B B min 0 |||||I|||||||||_||||| L L L L L N L B min
2402 =121 7736 >4034
5. 5
100 2.013e+004 100 007e+00
053 /\_1 %%
E | R B
0 |||||||I||||||'||||||||||||||||||||||||| min 0 IIII|||||||||||l|llll|llll|llll|llll|llll min
1.750 2.000 2250 8.250 &.500 8.750
> . : 3111 > 156
Simazina | 3450+005 Sulfadimetoxina 1.714e+005
100 100
% /\ %
O .|....|....|I....|...|.|........l...... min 0 L L Ly L e e N 0 11
202 > 96 311.1 =92
100 2. 741e+005 100 9.765e+004
% /\J %
'D |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |'nin D ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| Iﬂin
4.250 4. 500 4750 5.000 3.750 4.000 4.250
. 279.1 =186 . 256 > 156
Sulfametazina 6 332e+004 Sulfatiazole 3 581e+004
100 100
% /\ %é //\
| | R
0 T[T Tt it [rrrrqrrrrjrrrr[rrrrprrrr o [Mnin 0] |_|7||_|TI-||_||I||I||||||Illll_llll_llllllll min
279.1 > 92 256 > 92
5.059
100 059e+004 100 2 797e+004
| | B
0] Tr[ i T [ rr Tt rrrrprorr e [min 0 III_I_|III_I|II_II_|II|II||||I_|IIIWI_III|IIII min
2.500 2.750 3.000 3.250 1.750 2.000 2250
308 > 701 289>57 2
Tebuconazole 1.678e+005 Terbufos 1.596e+003
IDD 100
J/\ %o | /\I
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||-I'nin (0] |||||[||||||||!|||||||||| min
308 = 125 289=103
5939
100 7.924e+004 100= 939e+003
C_!,-'O% /\ %—; | /\|
D |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||Iﬂin O_ll|||[|||||||||I||||I|||| Iﬂin
6.500 6750 7.000 7.250 7.200 7.400
I 230 =174 372 =159
Terbutilazina 5 5796+005 Tetraconazole 2 962e+005
100 100
% /\ % A
0} |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||'n|n 0 |||||||||||||||||||||||||||||| CELELE N B min
230 > 96 372>=701
100 1.225e+005 1 DU 2.063e+004
0 |||||||||||I||||||||||I||||||||||||||||||I'nin D IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|II?Iﬂin

6.250 6.500 6.750




APENDICE B - Cromatogramas UHPLC-MS/MS, no modo SRM, a partir de uma solucdo
preparada no extrato “branco” de solo, na concentragéo 20 pg L™ (continuacao).

i 253 =126 292> 2112
Tiacloprido 3 152e+005 Tiametoxam 2 574e+004
100 1003
E | B
] .||||||||I|||..l|||||||||||||T||||||||||| min 0 L R B N L e e e A 11 ]
253 >901 292 > 132
100 1.4316+005 | ;00 1.024e+004
Oy %%
0 ||||||||!|||||||||||||||||||||||||||Illl min O '_-'_l_'T'_“'"l""T'_"'|""|""|""|'-rnin
3.750 4 000 4 250 2.500 2750 3.000 3.250
. 355 > 1079 . 301.1 > 174.9
Tiodicarb 5 223e+003 Tolcofos metil 0 115e+004
100 100
q"b%»___ """”""‘}A‘* e %%
0 e e e e min O e e e e min
355>879 301.1 =125
100 4 911e+003 1004 2.920e+004
%%_ o 4}A—F— R %3
0 LI L B O B min _||||||I|||||||||||!||||||||_||_||||_II|TII_|T'Iirl
4.750 5.000 5250 5.500 6.750 7.000 7.250
> 296.1 > 70.2
Triadimefom 29;;;74gfgdi Triadimenol 6.018e+003
100 100
q,-b% /\ ‘%3_ | /\J S
- - _ | - .
0 |||||||||||||||||||||I|||||||||||||||||‘nin 0 u--uuuu|--u-,uu,---u|u!u|---uuuu-||'n|n
294 1 >69.3 296.1 > 991
100 4. 559e+004 100 4 .575e+003
%3 /\ 003 _— ____Am
8] ||||||l|||||||||||||I|||||||||||||||||||||‘nin 0 |||||||||||||||||||||||||||||||||||III|.|nin
5750 6.000 6.250 6500 5750 6000 6.250 6500
. 3141 > 1189 . 256.9 = 127
Triazofos 2 135e+005 Triclorfom 1.437e+005
100 100
%é /L %3 /\_A
0O 'l"'l""l""l'!"""|""|""|""min 0 """"Il""l""l""'="'|"""" min
314.1 = 161.9 256.9 = 257
100 2.238e+005 100 1.095e+005
% /\ 3 /\
0O ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||l|lInin 0 ....,....||.||||||||||T_||'|'||W|'|||_|_||F|Tmin
6.250 6.500 6.750 3.250 3.500 3.750
ifeni 3272 > 152.1 o : 200 > 145
Trifenilfosfato 5 911e+005 Trifloxistrobina 9 978e+004
100 100
C_!,.b% /\ %% /\
0 |||I|||||||..|||||||||||||||||||||||.... min O |lIll|llIII|IIII|IIII||IIIIll_lllllllll min
3272 >2152 409 > 186
100 1.523e+005 100 3.696e+004
C_!,.b% /\ %% /\
_ | L _
0 I||||||||||||||I||||||||||||||||||||||||| min 0 TTrrrprrrrrrrr[rrrrqrrrrprrrrprrrrprrr [T
6.750 7.000 7250 6.750 7.000 7.250 7.500
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APENDICE B - Cromatogramas UHPLC-MS/MS, no modo SRM, a partir de uma solucéo
preparada no extrato “branco” de solo, na concentracéo 20 pg L™ (conclusao).

346 =277.9

Triflumizole 2.184e+005

A

291 > 230

Trimetoprima 1 618e+005

3.250 3.500 3.750

0O ll|||Illll|llll|llll|llll min 0 T LI B B B B min
346 = 60 201 > 123
100 1595e+003 100 7.881e+004
o] /\ ”
O ""l'"'lllllllllllll'!'lllllllllllllll Inin O |||||I!|IIII|IIIII|IIII|IIII|IIII|I||||| Ihin
6.750 7.000 7.250 2.500 2750 3.000 3.250
. . 288 = 118
Vamidotiona 1.301e+005
100
O ...|.|....||.... e min
288 = 146
100 8.477e+004
'O |||||||||||||I||||||||||||||||||||||||||| I'nin
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ANEXO A - Valores orientadores para solo e agua subterranea no Estado de S&o
Paulo

VALORES ORIENTADORES PARA SOLO E AGUA SUBTERRANEA NO ESTADO DE SAO PAULO

Solo (mg.kg™ de peso seco) " Agua
Subterranea
L
Substancia CAS N2 Referéncia Prevencao Intervencao Intervencao
de Agricola Residencial Industrial
qualidade APMax
Inorgénicos
Aluminio 7429-90-5 - - - - - 200
Antiménio 7440-36-0 <0,5 2 5 10 25 5
Arsénio 7440-38-2 35 15 35 55 150 10
Bario 7440-39-3 75 150 300 500 750 700
Boro 7440-42-8 - - - - - 500
Cadmio 7440-48-4 <0,5 1,3 3 8 20 5
Chumbo 7440-43-9 17 72 180 300 900 10
Cobalto 7439-92-1 13 25 35 65 90 5
Cobre 7440-50-8 35 60 200 400 600 2.000
Cromo 7440-47-3 40 75 150 300 400 50
Ferro 7439-89-6 - - - - - 300
Manganés 7439-96-5 - - - - - 400
Mercurio 7439-97-6 0,05 0,5 12 36 70 1
Molibdénio 7439-98-7 <4 30 50 100 120 70
Niquel 7440-02-0 13 30 70 100 130 20
Nitrato (como N) 797-55-08 - - - - - 10.000
Prata 7440-22-4 0,25 2 25 50 100 50
Selénio 7782-49-2 0,25 5 - - - 10
Vanadio 7440-62-2 275 - - - - -
Zinco 7440-66-6 60 300 450 1000 2000 5.000
Hidrocarbonetos aromaticos volateis
Benzeno 71-43-2 na 0,03 0,06 0,08 0,15 5
Estireno 100-42-5 na 0,2 15 35 80 20
Etilbenzeno 100-41-4 na 6,2 35 40 95 300
Tolueno 108-88-3 na 0,14 30 30 75 700
Xilenos 1330-20-7 na 0,13 25 30 70 500
Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
Antraceno 120-12-7 na 0,039 - - - -
Benzo(a)antraceno 56-55-3 na 0,025 9 20 65 1,75
Benzo(k)fluoranteno 207-06-9 na 0,38 - - - -
Benzo(g,h,i)perileno 191-24-2 na 0,57 - - - -
Benzo(a)pireno 50-32-8 na 0,052 0,4 1,5 3,5 0,7
Criseno 218-01-9 na 8,1 - - - -
Dibenzo(a,h)antraceno 53-70-3 na 0,08 0,15 0,6 1,3 0,18
Fenantreno 85-01-8 na 3,3 15 40 95 140
Indeno(1,2,3-c,d)pireno 193-39-5 na 0,031 2 25 130 0,17
Naftaleno 91-20-3 na 0,12 30 60 90 140
Benzenos clorados @
Clorobenzeno (Mono) 108-90-7 na 0,41 40 45 120 700
1,2-Diclorobenzeno 95-50-1 na 0,73 150 200 400 1.000
1,3-Diclorobenzeno 541-73-1 na 0,39 - - - -
1,4-Diclorobenzeno 106-46-7 na 0,39 50 70 150 300
1,2,3-Triclorobenzeno 87-61-6 na 0,01 5 15 35 (a)
1,2,4-Triclorobenzeno 120-82-1 na 0,011 7 20 40 (a)
1,3,5-Triclorobenzeno 108-70-3 na 0,5 - - - (a)
1,2,3,4-Tetraclorobenzeno 634-66-2 na 0,16 - - - -
1,2,3,5-Tetraclorobenzeno 634-90-2 na 0,0065 - - - -
1,2,4,5-Tetraclorobenzeno 95-94-3 na 0,01 - - - -
Hexaclorobenzeno 118-74-1 na 0,003® 0,005 0,1 1 1
Etanos clorados
1,1-Dicloroetano 75-34-2 na - 8,5 20 25 280
1,2-Dicloroetano 107-08-2 na 0,075 0,15 0,25 0,50 10
1,1,1-Tricloroetano 71-55-6 na - 11 11 25 280

Etenos clorados
Cloreto de vinila 75-01-4 na 0,003 0,005 0,003 0,008 5
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1,1-Dicloroeteno 75-35-4 na - 5 3 8 30
1,2-Dicloroeteno - cis 156-59-2 na - 1,5 2,5 4 (b)
1,2-Dicloroeteno - trans 156-60-5 na - 4 8 11 (b)
Tricloroeteno - TCE 79-01-6 na 0,0078 7 7 22 70
Tetracloroeteno - PCE 127-18-4 na 0,054 4 5 13 40
Metanos clorados

Cloreto de Metileno 75-09-2 na 0,018 45 9 15 20
Cloroformio 67-66-3 na 1,75 3,5 5 5 200
Tetracloreto de carbono 56-23-5 na 0.17 05 0.7 1.3 2
Fenois clorados

2-Clorofenol (o) 95-57-8 na 0,055 0,5 1,5 2 10,5
2,4-Diclorofenol 120-83-2 na 0,031 1,5 4 8 10,5
3,4-Diclorofenol 95-77-2 na 0,051 1 3 6 10,5
2,4,5-Triclorofenol 95-95-4 na 0,11 - - - 10,5
2.,4,6-Triclorofenol 88-06-2 na 1,5 3 10 20 200
2,3,4,5-Tetraclorofenol 4901-51-3 na 0,092 7 25 50 10,5
2,3,4,6-Tetraclorofenol 58-90-2 na 0,011 1 3,5 7,5 10,5
Pentaclorofenol (PCP) 87-86-5 na 0,16 0,35 1,3 3 9
Fendis nao clorados

Cresois na 0,16 6 14 19 175
Fenol 108-95-2 na 0,20 5 10 15 140
Esteres ftalicos

Dietilexil ftalato (DEHP) 117-81-7 na 0,6 1,2 4 10 8
Dimetil ftalato 131-11-3 na 0,25 0,5 1,6 3 14
Di-n-butil ftalato 84-74-2 na 0.7 - - -
Pesticidas organoclorados

Aldrin @ 309-00-2 na 0,0015® 0,003 0,01 0,03 (d)
Dieldrin @ 60-57-1 na 0,043® 0,2 0,6 1,3 (d)
Endrin 72-20-8 na 0,001® 04 1,5 2,5 0,6
DDT @ 50-29-3 na 0,010® 0,55 2 5 (©)
DDD @ 72-54-8 na 0,013 0,8 3 7 (c)
DDE @ 72-55-9 na 0,021 0,3 1 3 (c)
HCH beta 319-85-7 na 0,011 0,03 0,1 5 0,07
HCH — gama (Lindano) 58-89-9 na 0,001 0,02 0,07 1,5 2
PCBs

total na 0.0003® 0,01 0.03 0.12 35

(1) - Procedimentos analiticos devem seguir SW-846, com metodologias de exiragao de inorganicos 3050b ou
3051 ou procedimento equivalente.

(2) - Para avaliagao de risco, devera ser utilizada a abordagem de unidade toxicolégica por grupo de
substancias.

(3) - Substéancia banida pela Convencao de Estocolmo, ratificada pelo Decreto Legislativo n® 204, de 07-05-
2004, sem permissao de novos apories no solo.

na- nao se aplica para substéncias orgénicas.
(a) somatbéria para triclorobenzenos = 20 pg.L'*.

(b)
(c) somatdéria para DDT-DDD-DDE = 2 pg.L'1.
) somatdria para Aldrin e Dieldrin = 0,03 ug.L'1.

somatéria para 1,2 dicloroetenos; = 50 pg.L ™"

Fonte: CETESB, 2005



