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RESUMO

ALVES, Renata Domingos, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2014.
Desenvolvimento de métodos baseados na microextragdao liquido-liquido
dispersiva e particao em baixa temperatura para determinagao multirresiduo
de agrotéxicos em agua e solo por cromatografia gasosa. Orientadora: Maria
Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz. Coorientadores: Antdnio Augusto Neves e Laércio
Zambolim.

A microbacia hidrografica do rio Manhuagu € uma sub-bacia do Rio Doce, cujo
principal rio € o rio Manhuagu. Essa bacia se localiza na zona leste de Minas Gerais,
que se destaca pela grande producao de café. A regidao ainda caracteriza-se pelo
relevo acidentado, favorecendo a erosao e também, com grandes possibilidades de
que os agrotoxicos e fertilizantes aplicados nas plantagbes de café contaminem as
aguas superficiais. Diante deste cenario, o objetivo deste trabalho foi diagnosticar
essa regido com relagdo a presenca de residuos de agrotoxicos e metais. Para
alcancgar este objetivo foram desenvolvidos métodos analiticos para a determinacgao
de residuos de 15 agrotéxicos de diferentes classes (aldrin, azoxistrobina,
clorotalonil, clorpirifés, ciproconazol, DDT, dieldrin, difenoconazol, disulfotom,
endosulfam, hexaclorobenzeno, lindano, tiametoxam e triadimenol) em amostras de
agua e solo. Foram determinados também os metais Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn
em amostras de agua. A separagéao, identificagdo e quantificagdo dos agrotéxicos
foram realizadas por cromatografia gasosa com detecgdo por captura de elétrons.
As técnicas extragao liquido-liquido com particdo em baixa temperatura (LLE/LTP) e
microextracao liquido-liquido dispersiva com solvente de baixa densidade
(DLLME/LDS) foram otimizadas e validadas para extracdo dos residuos de
agrotoxicos de amostras de agua. Para analise das amostras de solo foi
desenvolvido um novo método hifenando as técnicas extragéo sélido liquido com
particdo em baixa temperatura (SLE/LTP) e microextragao liquido-liquido dispersiva
com particdo a baixa temperatura (DLLME/LDS/LTP) e cromatografia gasosa. Nas
condigbes otimizadas, para amostras de agua foram obtidos limites de detecgéo
(LOD) na faixa de 0,7 & 91 ug L™ para LLE/LTP e de 0,007 a 2 ug L™ para
DLLME/LDS. Para as amostras de solo, o limite de detec¢gdo do método SLE/LTP-
DLLME/LDS/LTP variou de 0,4 a 479 pg kg™'. De modo geral as recuperacdes para a
maioria dos compostos ficaram na faixa de 70-120%, com desvio padrao relativo
(RDS) abaixo de 20%, para ambas as matrizes. Para agua, foi verificado um efeito
de matriz minimo para a maioria dos agrotoxicos. Entretanto, para o solo, uma
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supressdo média da resposta cromatografica (-20 a -50%) para a maioria dos
agrotoxicos (87%) foi verificada. O fator de enriquecimento do método DLLME/LDS,
para agua, variou de 37 a 110. Para solo, o fator de enriquecimento variou de 1,5 a
24.5. A espectrometria de emissao optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-
OES) foi utilizada para a determinagao de metais em amostras de aguas. Os valores
de LOD da técnica variaram de 3 a 50 ug L. As recuperacdes para amostras de
agua avaliadas em trés niveis de fortificacdo variaram de 70 a 110% com desvios
padréo relativos entre 0,5 a 19%. Os métodos DLLME/LDS-GC/ECD, SLE/LTP-
DLLME/LDS/LTP-GC/ECD foram aplicados em analises de amostras de agua e
solos da regido cafeicultora em estudo. Nenhum dos agrotdéxicos monitorados foi
detectado nas amostras de aguas superficiais e solos nos periodos avaliados. A
técnica ICP-OES foi utilizada para determinacdo de metais em amostras de agua.
Foram encontrados Fe, Mn, e Pb (este ultimo em uma amostra) em concentragoes
acima do limite maximo estabelecido pela legislagcdo brasileira. Verificou-se que
DLLME/LDS apresenta limites de deteccdo e quantificacdo mais baixos que
LLE/LTP, sendo, portanto, mais adequado na determinagao de agrotoxicos em nivel
de traco. Destaca-se, porém, que LLE/LTP é mais simples e rapida que DLLME/LDS
sendo mais adequado para analises de rotina que nao exijam elevada sensibilidade.
Ressalta-se, que pela primeira vez a etapa de centrifugagdo da técnica DLLME,
utilizada para acelerar a separacao de fases, foi substituida pelo abaixamento de
temperatura no novo método desenvolvido, obtendo-se resultados semelhantes e
uma etapa menos laboriosa. Desta maneira, ao melhor de nosso conhecimento, a
combinacdo de SLE/LTP com DLLME/LDS/LTP foi realizada pela primeira vez para
determinacao de niveis tragco de agrotéxicos de difererentes classes em solos
agricolas. O novo método SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP-GC/ECD ¢€ linear, exato,
preciso, utiliza pouca quantidade de solvente organico e apresenta bom fator de
enriqguecimento de maneira a permitir a utilizacido deste para analise de traco de

residuos de agrotoxicos em amostras de solos.
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ABSTRACT

ALVES, Renata Domingos, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2014.
Development of methods based on dispersive liquid-liquid microextraction and
low temperature partitioning for multiresidue determination of pesticides in soil
and water by gas chromatography. Adviser: Maria Eliana Lopes Ribeiro de
Queiroz. Co-advisers: Antonio Augusto Neves and Laércio Zambolim.

The Manhuagu River watershed is a sub-basin of the Doce River whose the main
river is the Manhuacu River. This basin is located in eastern of Minas Gerais, whose
economy is based on coffee production. The mountain region favours erosion and
also there is a high probability the pesticides and fertilizers applied on coffee
plantations contaminate surface water. Thereby, this work developed analytical
methods for the determination of 15 pesticides residues of different classes (aldrin,
azoxistrobin, chlorotalonil, chlorpyrifos, ciproconazole, DDT, dieldrin, difenoconazole,
disulfoton, endosulfan, hexachlorobenzene, lindane, thiamethoxan e triadimenol) in
water and soil samples. Metals such as Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb and Zn were also
determined in water samples. Pesticides were analysed by gas chromatography with
electron capture detection. The methods, liquid-liquid extraction with low temperature
partitioning (LLE/LTP) and dispersive liquid-liquid microextraction (DLLME) were
optimized and validated for the extraction of pesticide residues in water samples. For
analysis of soil samples, a new method was developed combining solid-liquid
extraction with low temperature partitioning (SLE/LTP) and dispersive liquid-liquid
microextraction (DLLME). Under the optimized conditions, the limits of detection
(LOD) were from 0.7 to 91 pg L™ and from 0.007 to 2 pg L' for LLE/LTP and
DLLME/LDS, respectively, for water samples. For soil samples, the limits of detection
ranged from 0.4 to 47 ug kg™'. The recoveries were in the range of 70-120% for most
of the compounds. Acceptable results for both methods of precision (repeatability
and intermediate precision) were obtained, the relative standard deviation were
below 20% for both matrices. For water, a minimum matrix effect for most of the
pesticides was observed. However, for soil, average signal suppression (from -20 to -
50%) for most of the pesticides (87%) was observed. The enrichment factor of
DLLME/LDS method for water ranged between 37 and 110. For soil, it ranged from
1.5 to 24.5. The Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP-
OES) was used for the determination of metals in water samples. The LOD of the

method ranged from 3 to 50 pg L™, The recoveries for water samples evaluated at
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three fortification levels ranged from 70 to 110% with relative standard deviations
from 0.5 to 19%. The DLLME/LDS-GC/ECD, SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP-GC/ECD
and ICP-OES methods were applied in the analysis of water and soil samples from
the coffee-growing region under study. None of the target pesticides were detected in
surface water and soil samples. In the analysis of metals in surface water, Fe, Mn,
and Pb (the latter in one sample) were found at concentrations above the maximum
limit established by Brazilian legislation. It was found that DLLME/LDS is more
sensitive method than LLE/LTP, therefore, the former is more suitable to determine
the level of trace pesticides. The latter is simpler and faster than the former, so, it is
more suitable for routine analyzes that do not require high sensibility. It is the first
time that centrifugation step in DLLME method was replaced by low temperature
partitioning to accelerate the phase separation. The obtained results were similars.
Thus, to the best of our knowledge, the combination of SLE/LTP with
DLLME/LDS/LTP was performed at the first time for determination of trace levels of
multiresidue pesticides in agricultural soils. The new method SLE/LTP-
DLLME/LDS/LTP is linear, accurate, precise, with low organic solvent consumption,
relatively short sample preparation time and has a good enrichment factor so as to
allow for the use in trace analysis of pesticide residues in soil samples from coffee

producing region.
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INTRODUGAO GERAL

A Bacia do Rio Manhuagu, cujo principal rio € o Rio Manhuagu, € uma sub-bacia do
Rio Doce. O Rio Manhuagu nasce na Serra da Seritinga, divisa dos municipios de Divino
e Sao Jodo do Manhuagu, e desagua no Rio Doce pela margem direita, acima da cidade
de Aimorés, do qual € um dos principais afluentes. A microbacia hidrografica do Rio
Manhuagu apresenta uma populagdo estimada de 308.792 habitantes (Censo 2008),
abrange um total de 32 municipios, possui extensao de 264 km e area de drenagem de
9.011 km?, tendo como principais afluentes pela margem direita os rios José Pedro e Sao
Manuel (IGAM, 2012). Outros tributarios do Rio Manhuagu sdo Corrego Bom Jesus,
Ribeirdo Manhuaguzinho, Rio Sdo Simé&o, Ribeirdo Santo Apolinario, Rio Jacutinga, Rio
Alvarenga, Ribeirao Bueno, Rio ltueto, Ribeirdo Sao Luiz, Rio Jequitiba, Cérrego da Onga,
Ribeirdo Japu e Rio Capim (ONG-PRO-RIO-MANHUACU, 2011).

Essa bacia se localiza na regido de montanhas do leste de Minas Gerais, e possui
como principal produto agricola o café. Dentre os municipios que a compde, Manhuacgu,
Luisburgo e Sao Jodao do Manhuacu sdo destaques no cenario agricola regional em
virtude da elevada produtividade (FARIA et al.,, 2010). A regido das Matas de Minas,
formada pelos polos cafeeiros de Manhuagu, Muriaé e Vigosa, produziram em 2013
aproximadamente seis milhdes de sacas. Dessas, 3,3 milhdes foram da regido de
Manhuagu. Esse volume somado ao das regides do rio Doce e Central, representaram
cerca de 24% da produgao mineira e 12% da do pais. A area plantada de café na regiéo
de Manhuacu foi de 145.742 hectares, sendo 129.595 hectares com producéo estimada
em 3.282.440 sacas beneficiadas de 60 quilos e produtividade de 25,3 sacas por hectare
(EMATER, 2014). Além do café, verifica-se também a presenga de pastagens, que juntos
perfazem, em alguns casos, mais de 80% de todo o uso do solo (FARIA et al., 2010).

A maior parte de suas montanhas esta coberta por essa cultura em plantio em
curvas de nivel. A regiao caracteriza-se pelo relevo acidentado, o que favorece a erosao e
também, ha possibilidade de que agrotoxicos e fertilizantes aplicados nas plantagbes de
café sejam carreados para as aguas superficiais, contaminando-as (SOARES et al.,
2012).

A preocupacdo em relagcdo aos impactos das atividades agricolas ao meio
ambiente (PRIMEL et al., 2005; RISSATO et al., 2006; PERUZZO et al., 2008; ALVES et
al., 2013a; SCHMITZ et al., 2014a; SCHMITZ et al., 2014b; YOHANNES et al., 2014) tem
sido crescente nos ultimos anos, de modo que é necessario identificar os contaminantes
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e/ou caracterizar as principais fontes de contaminagao. A poluicdo das aguas superficiais
com produtos quimicos toxicos e excesso de nutrientes tem sido uma questdo de
preocupagao ambiental em todo o mundo (RISSATO et al., 2004; VEGA et al., 2005;
MALOSCHIK et al., 2007; HILDEBRANDT et al., 2008; HOAI et al., 2011; VARCA, 2012;
APARICIO et al., 2013), dada a importancia da qualidade da agua potavel para a saude
publica e da qualidade da agua bruta para a vida aquatica. As alteragées na qualidade
das aguas superficiais podem ter causas naturais, contudo modificagcbes podem ser
agravadas pelas atividades antropicas decorrentes do uso e ocupagao do solo, podendo-
se citar mudanga do regime hidrico, desmatamento, mineracdo, praticas agricolas,
urbanizagao, entre outros (EZAKI et al., 2011).

A qualidade das aguas superficiais e solos nos municipios de Manhuacu, Sao Joao
do Manhuagu e Luisburgo merece atencdo especial visto que estes municipios se
encontram localizados em uma regi&do de nascentes para a bacia hidrografica do Rio
Manhuagu e também por se constituirem importantes mananciais de captagdo de agua
para abastecimento publico. Destaca-se também que o rio Manhuagu apresenta
contaminacgao por efluentes domésticos nao tratados adequadamente. Contaminacéao esta
que tém aumentado ao longo dos anos, acompanhando o desenvolvimento da regido.
Assim, destaca-se a necessidade de se avaliar a qualidade das aguas superficiais e solos
na microbacia do Rio Manhuagu no que tange aos parametros fisicos e quimicos.

No comércio de Manhuagu podem ser encontrados dezenas de produtos agricolas
permitidos e utilizados na cultura de café. Para selegdo dos agrotdxicos a serem
analisados e também da regido de estudo, foram realizadas reuniées com o representante
regional da Emater-MG em Manhuagu, MG. Quinze principios ativos utilizados atualmente
ou no passado, foram selecionados para este estudo, visando elucidar o destino dos
mesmos no ambiente e avaliar a possivel contaminacdo na regido. Dentre os agrotoxicos
selecionados estdo: aldrin, azoxistrobina, ciproconazol, clorotalonil, clorpirifés, DDT,
dieldrin, difenoconazol, disulfotom, endosulfam |, endosulfam Il, hexaclorobenzeno,
lindano, tiametoxam e triadimenol. A estrutura e massa molar, bem como algumas
propriedades fisico-quimicas de cada agrotoxico sao apresentadas na Tabela 1.

Para determinacédo de residuos de agrotdxicos em amostras de agua superficial,
foram otimizadas, validadas e comparadas duas técnicas de extragédo: a primeiro emprega
a extracdo liquido-liquido com particdo em baixa temperatura (LLE/LTP) adaptado de
Goulart et al., (2010) e a segunda a microextragao liquido-liquido dispersiva (DLLME/LDS)
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(FARAJZADEH et al., 2009; MOINFAR; HOSSEINI, 2009). A analise dos extratos foi
realizada por cromatografia gasosa, empregando-se o detector por captura de elétrons
(GC/ECD).

Amostras de solo de areas agricolas da microbacia do rio Manhuagu também foram
avaliadas quanto a presenga de agrotoxicos. Para determinagdo dos 15 analitos em
estudo, foi desenvolvido um novo método, que consiste na hifenagcao de duas técnicas, a
extragdo sélido-liquido com particdo em baixa temperatura (SLE/LTP) e microextragao
liquido-liquido dispersiva (DLLME/LDS). A combinagcao destas duas técnicas possibilita a
determinacao de residuos de agrotoxicos em uma amostra complexa e une as vantagens
de ambas as técnicas: extracao e clean up da amostra na primeira etapa (SLE/LTP) e pré-
concentracao dos analitos (DLLME/LDS) na segunda etapa. Destaca-se ainda, que pela
primeira vez esta sendo proposta uma modificacdo da técnica DLLME/LDS ainda nao
relatada na literatura. Esta modificagcao visa eliminar a etapa de centrifugagao utilizada na
técnica convencional proposta inicialmente por Rezaee et al., (2006) e modificada por
Moinfar et al. (2009) e Farajzadeh et al. (2009). Como vantagem destaca-se que a

particao a frio em freezer € menos laboriosa que a etapa de centrigugacao.



Tabela 1. Propriedades dos agrotdxicos selecionados neste estudo
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Massa molar/

P -1 o
Composto Grupo quimico Classe (g mol) S/(mglL”) Kow PE/°C
Aldrin Ciclodieno Inseticida 364,91 0,027 6,5 145
N/\N
|
Azoxistrobina Q\OMO Estrobilurina Fungicida 403,40 6,7 2,5 360
Chlorotalonil Cloronitrila Fungicida 265,91 0,81 2,9 350
Clorpirifés IIOP( o Organofosforado  Inseticida 350,89 1,0 4,7 -
/
Ciproconazol Triazol Fungicida 291,78 93 3.1 -
DDT Organoclorado Inseticida 354,49 0,006 6,9 185
Dieldrin Organoclorado Inseticida 380,91 0,14 3,7 385

(continuacao na préxima pagina)
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Tabela 1. (Continuagao)

Massa molar/

Composto Férmula Grupo quimico Classe (g mol™) S/(mgL") Kow PE/°C
Difenoconzole £>;<> ’ Triazol Fungicida 406,26 15 4,4 101
N\N
i
S .
Disulfotom | Organofosforado Inseticida, 2744 25 3,9 -
CH3CH,SCH,CH,SP(OCH,CHs), acaricida
NS Organoclorado
O cl . « .
Endosulfam > : _(misturade lInseficida, 454 g3 0,32 4,7 ;
5 isbmeros alfa e acaricida
o . beta)
o o Hidrocarboneto
Hexaclorobenzeno aromatico Fungicida 284.8 0,0047 3,9 325
o o clorado
Lindano Organoclorado  MSeticida,  5q4 g5 8,5 3,5 323
acaricida

NO,

N/
s |
Thiametoxam CXJ/\@/C”’ Neonicotinoide Inseticida 291,71 4100 -0,13 -
°'4©7°_E_‘|’H°(°”3’3 Triazol (mistura
Triadimenol ,L\ de ismeros) Fungicida 295,76 72 3,2 -
{J

S = solubilidade em agua a 20 °C; k., = Log do coeficiente de particdo octanol-agua (pH 7,0 e 20 °C); PE = ponto de ebuligao.
Fonte: (ANVISA, 2012; CHEMSPIDER, 2012; IUPAC, 2012).




INTRODUGAO

Os metais também podem contaminar os cursos d’agua por causas naturais.
Entretanto, a contaminagdo também pode ter origem em fontes antropogénicas como
escoamento de aguas residuais sem tratamento, vazamentos acidentais e despejos de
residuos direto no solo (TURGUT, 2003). A presenga desses poluentes nas aguas
superficiais pode ter um impacto negativo na qualidade da agua, e afetar a populagdo em
geral, uma vez que as aguas de rios muitas vezes sao utilizadas para abastecimento
publico, irrigagdo de campos agricolas circundantes e para alimentagdo de animais,
favorecendo o seu potencial de bioacumulagdo na cadeia alimentar. Assim, a mobilizagao
de varios metais toxicos no meio ambiente pode causar exposi¢cdes excessivas as quais
podem ser perigosas a saude humana. Devido a toxicidade de muitos metais e n&o
metais, a sua concentragdo no meio ambiente, assim como a de agrotéxicos, devem ser
monitorados. Logo, foi avaliada, nesse estudo, a presenga de Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e
Zn em aguas superficiais por  espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES).

Entretanto, apesar da existéncia de indicadores referentes a contaminacdo da
microbacia do rio Manhuagu (SOARES et al., 2012; SOARES et al., 2013), onde ha
predominancia da agricultura com uso de agrotoxicos, ndo existem, até o momento,
informagdes se as praticas agricolas nestes municipios contribuem, ou ndo, com a
contaminagao dessas aguas. Vale destacar também, que além da pesquisa supracitada,
nao foi encontrado, na literatura, outro trabalho que avaliasse a contaminacdo ambiental
nessa regiao, motivando ainda mais o trabalho aqui proposto. Estudos para determinacéo
e quantificacdo de poluentes e sua toxicologia devem ser desenvolvidos de modo a

nortear as decisdes e agdes para combate e prevengao a poluigéo.



OBJETIVOS

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

O objetivo principal desse trabalho foi o desenvolvimento de métodos
analiticos que permitissem diagnosticar a qualidade de aguas e solos em relagao a

contaminagao por residuos de agrotoxicos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

e Estabelecimento das condi¢bes para analise multirresiduo por cromatografica
gasosa dos agrotoxicos: aldrin, azoxistrobina, ciproconazol, clorotalonil,
clorpirifés, DDT, dieldrin, difenoconazol, disulfotom, endosulfam |, endosulfam
I, hexaclorobenzeno, lindano, tiametoxam e triadimenol.

e Otimizagao e validacdo do método de extragao liquido-liquido com partigao
em baixa temperatura (LLE/LTP) para determinacdo de residuos de
agrotoxicos em amostras de agua superficial por GC/ECD.

e Otimizagao e validacdo do método de microextragao liquido-liquido dispersiva
com solvente de baixa densidade (DLLME/LDS) para determinagdao de
residuos de agrotdéxicos em amostras de agua superficial por GC/ECD.

¢ Emprego do método mais adequado para quantificar residuos de agrotoxicos
multiclasses em amostras de aguas superficiais e residuaria da microbacia
hidrografica do rio Manhuacgu coletadas em areas com influéncia da cultura de
café.

e Otimizagcdao e validagcdo de um novo método de extracdo baseado em
extragdo soélido-liquido com particdo em baixa temperatura (SLE/LTP) e
microextragao liquido-liquido dispersiva com solvente de baixa densidade e
particio por abaixamento de temperatura (DLLME/LDS/LTP) para
determinacdo de residuos de agrotoxicos em amostras de solo por

cromatografia gasosa.



OBJETIVOS

¢ Analise de residuos de agrotoxicos em amostras de solo coletadas em areas
agricolas da microbacia do rio Manhuagu por SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP e
GC/ECD.

e Determinacio das concentragdes de Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn por ICP-
OES em amostras de agua superficial da microbacia hidrografica do rio
Manhuacu.

e Fazer um diagndstico ambiental da regido produtora de café da microbacia
hidrografica do rio Manhuacgu, Minas Gerais em relagdo a presenca dos

residuos de agrotoxicos e metais estudados nesse trabalho.



CAPITULO 1

CAPITULO 1: DESENVOLVIMENTO DE METODOS ANALITICOS PARA
AVALIACAO DA QUALIDADE AMBIENTAL DE AGUAS SUPERFICIAIS E
RESIDUARIAS

1. INTRODUGAO

Sistemas agricolas de produgdo intensiva necessitam utilizar, mais
frequentemente, fertilizantes quimicos e agrotéxicos para suprir as deficiéncias do
solo e para o controle das pragas que atacam as lavouras e prejudicam as colheitas.
Desta maneira, uma gama variada de agrotoxicos e fertilizantes quimicos tem sido
utilizada em grande quantidade ao longo dos anos em regides agricolas para
assegurar a alta produtividade (ANDRADE et al., 2011). Dados recentes da literatura
mostram que as aguas e solos de areas agricolas (PRIMEL et al., 2005; VEGA et al.,
2005; CORBI et al., 2006; RISSATO et al., 2006; MALOSCHIK et al., 2007;
BAKOURI et al., 2008; HILDEBRANDT et al., 2008; PERUZZO et al., 2008; MISHRA
etal., 2012; VARCA, 2012; YANG et al., 2012; ZHANG et al., 2012; APARICIO et al.,
2013; SEQUINATTO et al., 2013; ZHOU et al., 2013; GERONIMO et al., 2014) estéo
contaminados com residuos de agrotoxicos e poluentes orgéanicos persistentes.
Portanto, a utilizacdo nao criteriosa destes produtos pode comprometer a qualidade
das aguas superficiais e subterrdneas e, consequentemente, gerar sérios problemas
para a flora, fauna e saude humana (CRUZ et al., 2003; CID et al., 2007; HUI et al.,
2008; ZACHARIA et al., 2010; FREIRE et al., 2012; ALVES et al., 2013a; FREIRE et
al.,, 2013; ALVES et al.,, 2014b; FREIRE et al., 2014; SCHMITZ et al., 2014a;
SCHMITZ et al., 2014b; ZHOU et al., 2014).

O uso eficaz de agrotoxicos deve ser visto num contexto mais amplo do que
simplesmente o controle eficiente de pragas. Deve-se levar em conta também os
efeitos da acumulacao de agrotdxicos no meio ambiente, especialmente no solo, na
agua e nos alimentos produzidos, depois de sucessivas aplicagdes dos mesmos
(KAMMERBAUER; MONCADA, 1998). Assim, verifica-se a importancia do
monitoramento de residuos de agrotdéxicos em aguas e solos proximos a areas
agricolas em todo o mundo.

Dentro deste contexto, a etapa de preparo de amostras em matrizes
ambientais desempenha um papel importante. As técnicas de rotina para a

determinacado de residuos de agrotoxicos no meio ambiente e em amostras de
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CAPITULO 1

alimentos normalmente envolvem varias etapas como extragcao, clean up e
concentracdo antes da analise instrumental. Tradicionalmente, a extracdo liquido-
liquido (LLE) e extragdo em fase soélida (SFE) sdo técnicas amplamente utilizadas
para o preparo de amostras (KOOTSTRA et al., 1995; TRAN et al., 2007; WANG et
al., 2009; MOMPLAISIR et al., 2010; WU et al., 2010; ALVES et al., 2014a). Mas
estas técnicas exigem maior volume de solventes organicos toxicos, além disso, a
operacao é demorada e tediosa. Para contornar essas dificuldades, a microextracao
em fase sdlida (SPME) foi desenvolvida (ARTHUR; PAWLISZYN, 1990;
PAWLISZYN, 1995). Esta técnica baseia-se num equilibrio dos analitos entre a
amostra e a fibra de silica fundida revestida com uma fase estacionaria e inclui a
extracdo e pré-concentracdo simultdnea dos analitos de amostras aquosas ou no
espaco superior das amostras (headspace). SPME n&o utiliza solvente de extragao,
entretanto, a fibra de extragao é cara, fragil e com tempo de vida limitado, além da
possibilidade de efeito de memédria (PROSEN; ZUPANCIC-KRALJ, 1999;
ALPENDURADA, 2000).

A demanda por baixas concentracbes de uma variedade de agrotdxicos a
serem monitorados em amostras de aguas superficiais tem estimulado o
desenvolvimento de meétodos analiticos com alta sensibilidade para analises
multirresiduos destes compostos. Neste contexto, a técnica de microextragdo em
fase liquida (LPME) para o preparo de amostra emergiu em meados dos anos 90.
Muitas variantes desta técnica tém sido desenvolvidas desde entdo, e as técnicass
de LPME sao geralmente divididos em trés principais grupos: microextracdo em gota
unica (SDME) (JEANNOT; CANTWELL, 1996), microextracdo em fase liquida por
membrana (M-LPME) (SHEN; LEE, 2002) e microextracao liquido-liquido dispersiva
(DLLME) (REZAEE et al., 2006). Todas estas técnicas utilizam pouco solvente
organico e tém boa sensibilidade, no entanto, para as duas primeiras algumas
desvantagens sao relatadas. Para SDME o tempo de extragéo € longo, e na maioria
dos casos o equilibrio ndo é atingido mesmo apds longo tempo, agitagdo rapida
tende a deslocar a gota de solvente organico e ha possibilidade de formacao de
bolhas de ar (SHEN; LEE, 2002; RASMUSSEN; PEDERSEN-BJERGAARD, 2004;
AHMADI et al., 2006; PAVON et al., 2008). Para as técnicas que utilizam
membranas, alguns inconvenientes podem ocorrer como efeitos de memoaria, por
serem utilizadas em varias extragdes (OLIVEIRA et al., 2008) e baixa precisao em
virtude de operagdes manuais da membrana (PSILLAKIS; KALOGERAKIS, 2003), o
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CAPITULO 1

que inclui o preparo, impregnagao e acomodagao da fibra no sistema (OLIVEIRA et
al., 2008) podem ser citados.

Em 2006, foi introduzida a microextracéo liquido-liquido dispersiva (DLLME)
(BERIJANI et al., 2006; REZAEE et al., 2006), uma nova e recente variacdo da
microextracao em fase liquida. Nesta técnica, uma mistura adequada de solventes
extrator e dispersor € rapidamente injetada na solugdo aquosa para formar uma
solugédo nuvem (solugao turva). O equilibrio € alcangado rapidamente devido a maior
superficie de contato entre as goticulas do solvente extrator e a amostra aquosa. Em
seguida, o solvente de extragdo pode ser separado por centrifugagdo. O
procedimento é extremamente simples, rapido, de baixo custo, eficiente, com baixo
consumo de solvente extrator e alto fator de enriquecimento (BIRJANDI et al., 2008;
XIONG; HU, 2008). Nos ultimos anos, varias publicagbes tém demonstrado a
aplicabilidade de DLLME na analise de clorofendis (LI et al., 2013a; WANG et al.,
2014b), fenilureias (WANG et al., 2011c), triazois (WANG et al., 2011a; WANG et al.,
2011b; FARAJZADEH; KHOSHMARAM, 2013), hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HPAs) (XU et al., 2009; LEONG et al., 2010; GUO; LEE, 2011; TSENG
et al., 2014), antidepressivos triciclicos (GE; LEE, 2013), antibidticos (HERRERA-
HERRERA et al., 2013), hormbnios (CHANG; HUANG, 2010), ésteres ftalatos (GUO;
LEE, 2013; ZHANG,; LEE, 2013), agrotoxicos organofosforados (XIONG; HU, 2008;
FARAJZADEH et al, 2009; WANG et al, 2009; ALVES et al., 2012;
SEEBUNRUENG et al., 2014), agrotoxicos piretroides (WANG et al., 2009; LIU et al.,
2010; WU et al., 2012; FARAJZADEH; KHOSHMARAM, 2014), agrotdxicos
organoclorados (LEONG; HUANG, 2009; LI et al, 2013b), carbamatos
(KHODADOUST; HADJMOHAMMADI, 2011) e agrotdoxicos multiclasses (JUYBARI
et al.,, 2011; MARTINS et al., 2014; YANG et al., 2014).

Apesar das vantagens inerentes sobre outras técnicas classicas, a técnica
convencional requer o uso de solventes de extragao halogenados téxicos (TSENG et
al., 2014). Assim, para superar esses inconvenientes tém-se utilizado solventes com
densidade inferior a da &gua (DLLME/LDS) (FARAJZADEH et al., 2009;
FARAJZADEH et al., 2010; ALBASEER et al., 2012; ALMEIDA et al., 2012; ALVES
et al., 2012; BIPARVA et al., 2012; MORENO-GONZALEZ et al., 2012), que sao
ambientalmente mais amigaveis. Os solventes de baixa densidade, mais

amplamente utilizados s&o tolueno, n-hexano e 1-octanol.
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Outra técnica de preparo de amostras ambientalmente segura, simples,
rapida e eficiente em analises de rotina em fungao do reduzido numero de etapas no
procedimento tem sido a extracio liquido-liquido com particdo em baixa temperatura
(LLE/LTP) (LENTZA-RIZOS et al., 2001a; LENTZA-RIZOS et al., 2001b; VIEIRA et
al.,, 2007). A principal vantagem da técnica & permitir, em uma unica etapa, a
extragao dos agrotoxicos e clean up da amostra (PINHO et al., 2010b; MAGALHAES
et al., 2013; MORAIS et al., 2014; SOUSA et al., 2014). A técnica é baseada na
particdo dos analitos entre a matriz aquosa e o solvente organico miscivel em agua
a temperatura ambiente. Com o abaixamento da temperatura (-20 °C), a fase aquosa
(congelada ou apenas resfrigerada) separa-se da fase organica superior. Assim,
solvente organico e analitos séo isolados e posteriormente analisados (GOULART et
al., 2012) por cromatografia gasosa ou liquida. Aplicagdes da técnica também
podem ser encontradas para matrizes aquosas (GOULART et al., 2010; GOULART
et al., 2012; SILVERIO et al., 2012), gordurosas (LI et al., 2007a; LI et al., 2007b; LI
et al., 2007c; GOULART et al., 2008; RUBENSAM et al., 2011; GOULART et al.,
2012; HUANG et al., 2014), viscosas (PINHO et al, 2010a), biologicas
(MAGALHAES et al., 2012), além de amostras sélidas (VIVIAN et al., 2007;
ANDRADE et al., 2010; MARTHE et al., 2010; PINHO et al., 2010b; DARDENGO et
al., 2011; LOPES et al., 2011; MORENO et al., 2012; SILVA et al., 2012; CHO et al.,
2013; MAGALHAES et al., 2013; BARBOSA et al.,, 2014; FREITAS et al., 2014;
HELENO et al., 2014; MORAIS et al., 2014; SOUSA et al., 2014). Em relagédo as
técnicas convencionais, apresenta ainda vantagens como, baixo consumo de
solventes organicos, baixo custo, além de ser confiavel, seletiva e facilmente
aplicavel a analise de rotina (GOULART et al., 2008; LOPES et al., 2011; GOULART
et al., 2012). A principal desvantagem da técnica € o baixo fator de enriquecimento,
porém, baixos limites de detecgdo tém sido obtidos para analise de varios
contaminantes organicos nas diversas matrizes acima citadas.

A analise de metais em aguas superficiais € uma etapa importante para
garantir a saude humana e ambiental (ALVES et al., 2014c; LIU et al., 2014). A
presenca de metais e outras substancias inorgénicas toxicas em aguas, sao
atribuidas ao intemperismo das rochas, carreamento de solos e também, aos
residuos das atividades antropogénicas. A contaminagdo por metais pode ocorrer
por fontes difusas, como deposicéo sélida e lixiviagdo do solo de areas agricolas, e
por fontes pontuais caracterizadas principalmente pelas emissbdes de efluente
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industriais, esgotos domeésticos, depodsitos de lixo, despejos de mineragéo e também
pelo uso de fertilizantes e agrotoxicos (CAMPOS et al., 2002; TURGUT, 2003).
Estudos visando a detecgéo dos possiveis impactos da agricultura tém demonstrado
que, principalmente em areas abertas, sem mata ciliar, produtos téxicos (fertilizantes
e agrotoxicos) utilizados nas culturas agricolas tém contaminado aguas superficiais
(TURGUT, 2003; GOWD; GOVIL, 2008; KAR et al., 2008; FRIESE et al., 2010) e
sedimentos (MUCHA et al., 2003; CORBI et al., 2006; CORBI et al., 2008; CHAND;
PRASAD, 2013) com metais em virtude do escoamento dos mesmos (CORBI et al.,
2006) e causado bioacumulacao em diferentes niveis troficos (CORBI; TRIVINHO-
STRIXINO, 2008; CORBI et al., 2008; CHIBA et al., 2011; CORBI et al., 2011;
MISHRA; SHARMA, 2011; HARGUINTEGUY et al., 2014; LIU et al., 2014; MONROY
etal., 2014).

Ao longo dos anos, varias técnicas tém sido desenvolvidos para analise das
concentracbes de metais em agua, muitas delas baseados em espectrometria de
emissao ou absorcédo atdbmica. Entre estes, a espectrometria de absor¢cdo atébmica
(AAS) (NARIN et al., 2000; TURGUT, 2003; XIA et al., 2004; JAHROMI et al., 2007;
FARAJZADEH et al., 2008; VAREJAO et al., 2011; ALVES et al, 2013b), a
espectrometria de emissdo 6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES)
(MALLAH et al., 2008; ESCUDERO et al., 2010; CUlI et al., 2011; SERESHTI et al.,
2011; SERESHTI et al., 2012) e espectrometria de massas com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) (RAHMI et al., 2007; TRUJILLO et al., 2012;
WANG et al.,, 2014a) tém sido amplamente relatadas com diversas variagdes. A
espectrometria de absor¢do atbmica em chama (FAAS) tem sido amplamente
utilizada para determinacdo de metais trago por ser relativamente simples e utilizar o
equipamento mais barato. Entretanto, determinacdes diretas de metais em nivel
traco por FAAS é limitada nao apenas devido a baixa sensibilidade, mas também
pelas interferéncias da matriz (MA et al., 2009). A espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) e a espetrometria de emissédo 6ptica com
plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) sao adequadas para analise de amostras
de agua para deteccdo em nivel de traco. Para aplicacbes onde é necessaria
elevada sensibilidade, ICP-MS é a técnica de escolha. Entretanto, ICP-OES é mais
robusta e mais facilmente aplicavel em amostras com alto teor de sélidos totais
dissolvidos. Além disso, a utilizagdo de ICP-OES no modo de vista axial tem ajudado
a superar a desvantagem de baixa sensibilidade, aumentando a faixa de
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concentracdo medida em niveis de ppt para muitos elementos (SAROJAM, 2012).
ICP-OES €& um método muito atraente para a determinagdo de elementos
inorganicos em amostras ambientais e biolégicas, em virtude da capacidade de
analise multi-elementar e alta taxa de transferéncia analitica (SILVA et al., 2009;
SAROJAM, 2010).

A microbacia hidrografica do rio Manhuagu pertencente a bacia hidrografica
do rio Doce, é composta de trinta e dois municipios situados na zona leste de Minas
Gerais cuja economia é baseada principalmente no cultivo do café (FARIA et al.,
2010). O relevo acidentado da regido favorece a erosdo e também, ha possibilidade
de que agrotoxicos e fertilizantes aplicados nas plantagées de café sejam carreados
para as aguas superficiais, contaminando-as. Ao melhor de nosso conhecimento, ha
apenas um estudo que avalia a presenga de residuos de agrotdéxicos em aguas
superficiais em uma sub-bacia ao norte dessa regidao (SOARES et al., 2013). Vinte e
quatro agrotoxicos diferentes foram detectados por Soares et al., (2013) e dentre
estes, DDT foi detectado em 5 amostras de agua em concentragao entre 0,01 a 0,05
mol L™. Em 67% das amostras de aguas coletadas em periodo chuvoso e em 21%
das amostras coletadas em periodo de seca foi detectado pelo menos um
agrotéxico. Desta maneira, a qualidade das aguas nos municipios de Manhuagu,
Luisburgo e Sdo Jodo do Manhuagu merece atengdo especial, visto que estes
municipios se encontram localizados em uma regido de nascentes e suas aguas
superficiais sao utilizadas como mananciais de captacdo para abastecimento
publico.

Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a contaminagdo ambiental (metais
e agrotoxicos) em aguas superficiais e residuarias da microbacia hidrografica do rio
Manhuagu. Os compostos foram selecionados em fungdo do uso agricola dos
mesmos. Os niveis de Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn foram determinados por ICP-
OES. Residuos de agrotéxicos, aldrin, azoxistrobina, ciproconazol, clorotalonil,
clorpirifés, DDT, dieldrin, difenoconazol, dissulfotom, endosulfam |, endossulfam I,
hexaclorobenzeno, lindano, tiametoxam e triadimenol foram determinados por
GC/ECD. Duas diferentes técnicas de preparo de amostras para analise de residuos
de agrotdxicos foram otimizadas e comparadas quanto aos principais parametros
analiticos. Extragao liquido-liquido com particdo em baixa temperatura (LLE/LTP) foi
escolhida por ser uma técnica simples, rapida, passivel de ser empregada em
analises de rotina dada a alta frequéncia analitica da mesma e a realizagdo de
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extracdo e clean up da amostra em uma unica etapa. Microextracao liquido-liquido
dispersiva com solvente de baixa densidade (DLLME/LDS) foi selecionada por ser
uma técnica que favorece a concentragdo dos analitos, logo, ideal para analise
multirresiduo de agrotdxicos em nivel de trago em amostras ambientais de agua. Ao
melhor de nosso conhecimento, LLE/LTP e DLLME/LDS tem sido aplicada pela
primeira vez para analise deste grupo de compostos em amostras de agua por
GC/ECD. Também, pela primeira vez, essa regido da microbacia do rio Manhuacgu
tem sido avaliada quanto a presenca de residuos de agrotoxicos e metais em

amostras de aguas superficiais e residuarias.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. REAGENTES E SOLUGOES

Foram utilizados reagentes quimicos de grau analitico e agua ultrapura (18,2
mQ cm™) obtida pelo sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore, Massachusetts,
Estados Unidos da América). Todos os experimentos foram realizados a temperatura
ambiente. Gas argbnio foi utilizado nas analises em ICP-OES tripla pureza de
99,999% (White Martins, Rio de Janeiro, Brasil). Nitrogénio foi utilizado nas analises
cromatograficas com 99,999% de pureza (Air Products, Sdo Paulo, Brasil).

Os reagentes hidroxido de sdédio (99% m/m), acido nitrico (65% m/m) e acido
cloridrico (37% m/m) foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil) e cloreto de
sédio (99,0% m/m) e acido acético (99,7% v/v) adquiridos da Isofar (Duque de
Caxias, Brasil). Acetato de etila (99,5% v/v), 1-octanol (99% v/v) e acetona (99% v/v)
também foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Metanol (99,9% v/v) e n-
hexano (99,0% v/v) foram adquiridos da Carlo Erba Reagents (Val de Reuil, Franga).
Neste experimento também foram empregados tolueno (99,9% v/v) da Sigma-Aldrich
(Missouri, Estados Unidos da Ameérica) e acetonitrila (99,9% v/v) da Merck
(Darmstadt, Alemanha). Foram utilizados também papel de filtro qualitativo (14 um,
J. Prolab, Parana, Brasil), papel de filtro quantitativo (7,5 um Nalgon, Sao Paulo,
Brasil) e membranas de nitrato de celulose (0,45 um, Sartorius Stedim Biotech,
Goettingen, Alemanha).

Para os estudos em ICP-OES foram preparadas solugdes estoque de Cr, Cu,
Fe, Mn, Pb e Zn na concentragdo de 100 mg L pela dissolugcdo de quantidades

15



CAPITULO 1

apropriadas de KyCr,O;7 (Impex, Sao Paulo, Brasil), CuSO, x5H,0O (Dinémica,
Diadema, Sao Paulo, Brasil), Fe(NH4)2(SO4)2 x6H20 (Nuclear, Sdo Paulo, Brasil),
MnSO4 xH,O (Dindmica, Diadema, Sao Paulo, Brasil), Pb(NOs), (Dinamica, Sao
Paulo, Brasil) e Zn bastdo (Riedel-de Hien, Seelze, Alemanha) em solugdo acida
diluidas, respectivamente, modificado do método 3111B (APHA, 2005). Solugdes
estoque comerciais de Co e Ni foram obtidas da Merck (Darmstadt, Alemanha) a
1000 mg L. Estas duas solucdes foram diluidas a 100 mg L' A partir destas
solugdes estoque, foram preparadas solugbes de trabalho multielementares em
concentragcdes equivalente a 20 e 250 vezes o valor maximo permitido (VMP) pela
resolucdo CONAMA n°® 357 (2005) (codigo STM1 e STM2, respectivamente). A
concentracdo dos elementos nestas solugdes de trabalho é apresentada na Tabela
2. Foi adicionado HNO3; 1,4 mol L™ no preparo das solugdes de trabalho e as
mesmas foram posteriormente utilizadas no preparo das solugdes para construcao
das curvas analiticas. Para os estudos de recuperagao, foi preparada uma solugao
de trabalho (STM3) contendo todos analitos a 25 mg L™ a partir de diluicdes das
solugdes estoque (100 mg L™). Todas as solucdes foram armazenadas em frascos

de polipropileno e armazenadas a 4 °C até a analise.

Tabela 2. Concentracdo de elementos na solugao de trabalho usada para preparar as

solugdes da curva analitica para determinar metais em égua por ICP-OES
Concentragio de metais / (mg L)

Elemento STM1 (20 VMP) STM2 (250 VMP)
& 1 12
Cr 1 12
cu 0,2 2
Fe 6 I
Mn 2 25
Ni 0,5 6
Pb 0,2 2
o 4 45

STM=Solucao de Trabalho de metais; VMP=valor maximo permitido.

Os agrotoxicos utilizados nesse estudo foram azoxistrobina (99,9% m/m),
ciproconazol (99,8% m/m), clorotalonil (99,3% m/m), dieldrin (97,9% m/m),
difenoconazol (97,0% m/m), endosulfam (73,2% e 26,6% m/m para endosulfam | e
endosulfam |l, respectivamente), hexaclorobenzeno (99,8% m/m), lindano (99,8%

m/m) e tiametoxam (99,7% m/m) adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim,
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Alemanha); aldrin (98,5% m/m) e DDT (98,8% m/m) adquiridos da Supelco
(Bellefonte, Estados Unidos da América); clorpirifos (99,0 % m/m) da Chem Service
(West Chester, Estados Unidos da América), disulfotom (97,0% m/m) e triadimenol
(99,0% m/m) da Dr Ehrenstorfer (Augsburg, Alemanha). Bifentrina (92,2% m/m),
adquirida da FMC (Sao Paulo, Brasil) foi utilizada como padrao interno.

Solugdes padrdo estoque de cada principio ativo individual (1000 mg L)
foram preparadas em acetonitrila pura e estocadas a -20 °C. Solugbes padrao
estoque intermediarias individuais (100 mg L'1) foram preparadas por diluigdo das
anteriores em acetonitrila.

As solugdes de trabalho de todos os agrotoxicos para otimizacéo LLE/LTP,
foram preparadas pela diluicdo das solucdes padrao estoque com acetonitrila. Uma
solucdo de trabalho | (ST1) contendo 10 mg L™ de aldrin, clorotalonil, clorpirifés,
endosulfam e hexaclorobenzeno; 20 mg L™ de azoxistrobina e 50 mg L' de
ciproconazol, difenoconazol e tiametoxam. A solugcdo de trabalho Il (ST2) foi
preparada com DDT, dieldrin e lindano a 10 mg L™ e disulfotom e triadimenol a 30
mg L. A solugdo de trabalho de bifentrina (padrdo interno) foi preparada em
acetonitrila a 10 mg L. Para os estudos de recuperagio e linearidade do método
LLE/LTP-GC/ECD, foram preparadas solugdes de trabalho contendo os agrotoxicos
em concentragdes equivalentes a 30, 100 e 1000 vezes o LOQ do método.

Para otimizacdo de DLLME/LDS foi preparada a solugéo de trabalho Il (ST3)
em acetonitrila contendo 200 pg L de aldrin, clorotalonil, clorpirifés, DDT, dieldrin,
hexaclorobenzeno e lindano e 1000 ug L' de azoxistrobina, difenoconazol,
ciproconazol, disulfotom, endosulfam, tiametoxam e triadimenol. Para estudos de
recuperacao e linearidade do método DLLME/LDS-GC/ECD foram preparadas
solucdes de trabalho em acetonitrila contendo os agrotoxicos em concentragdes

equivalentes a 100, 500 e 1500 vezes o LOQ do método.

2.2. INSTRUMENTAGAO

As amostras de agua superficial para analise de metais foram digeridas em
forno de micro-ondas, modelo Ethos1 (Milestone, Connecticut, Estados Unidos da
América). A determinagédo dos elementos inorganicos em amostras de agua foi feita
em um espectrémetro de emissao éptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-
OES) modelo Optima 8300 (Perkin Elmer, Massachusetts, Estados Unidos da
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América). A tocha foi colocada com vista axial, além disso, foi utilizado o detector de
estado solido CCD (charge-coupled device), sistema optico Echelle e software
WinLab32 para ICP versao 5.2 para medida simultanea de todos comprimentos de
onda dos analitos de interesse. Um amostrador automatico S10 foi acoplado. Os
parametros instrumentais utilizados para as analises sao apresentados na Tabela 3
e seguiram as recomendagdes do fabricante. Os comprimentos de onda (nm)
escolhidos foram os seguintes: Co (228,6), Cr (267,7), Cu (327,4), Fe (238,2), Mn
(257,6), Ni (231,6), Pb (220,3) e Zn (213,8).

Tabela 3. Condi¢cdes de operacio do ICP-OES

Parametro

Nebulizador Mira Mist
Camara de Spray Camara ciclonica
Tocha Quartzo
Injetor Alumina
Poténcia (W) 1300
Vazao do plasma (L min™) 12
Vazao do auxiliar (L min™) 0,2
Vazao do nebulizador (L min™) 1,0
Fluxo da bomba peristaltica (mL min™) 1,5
Tempo de estabilizagao (s) 15
Tempo de lavagem da agulha (s) 15
Tempo de integracao (s) 1-5

Um cromatégrafo a gas Shimadzu (Kioto, Japao), modelo 2014, equipado
com detector por captura de elétrons ®*Ni (GC/ECD), auto injetor AOC-20i e coluna
capilar ZB-5, Zebron (Phenomenex, Estados Unidos da América) (30 m x 0,25 mm
d.i. € 0,10 um) recheada com 5% de fenil e 95% de dimetilsiloxano foi utilizada para
analise de residuos de agrotoxicos em extratos de amostras de agua superficial. As
condigdes cromatograficas de analise foram: temperatura do injetor e do detector
280 e 300 °C, respectivamente. A programacao de aquecimento do forno da coluna
foi 150 °C (1 min), rampa de 15 °C min™" até 200 °C (4 min), seguida de rampa de 5
°C min™ até 210 °C e rampa de 60 °C min™" até 290 °C, sendo esta temperatura
mantida por 4 min. O nitrogénio foi empregado como gas de arraste a um fluxo de

1,2 mL min™. As injecdes foram feitas com divisao de fluxo (split) de 1:5. O volume
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injetado foi de 1,0 yL e o tempo total de analise foi de 18,6 minutos. As corridas
foram gerenciadas pelo software Shimadzu GCsolution. A identificagdo dos picos foi
baseada em comparacido dos tempos de retencdo dos compostos em solugdes
padrao.

Foram utilizados também, balanga analitica BP 221S (Sartorius, Goéttingen,
Alemanha) de resolucdo 1,0 x 10* g, bomba a vacuo TE-058 (Tecnal, Séo Paulo,
Brasil), sistema de filtracdo a vacuo (Supelco, Pennsylvania, Estados Unidos da
América), evaporador rotativo a vacuo modelo 802 (Fisatom, Sdo Paulo, Brasil),
banho termostatizado TE-184 (Tecnal, Sao Paulo, Brasil) com controle de
temperatura, potencidbmetro com eletrodo combinado de vidro modelo DM21
(Digimed, Sao Paulo, Brasil), mesa agitadora TE-420 (Tecnal, S&do Paulo, Brasil),
agitador Vortex Certomat MV (B. Braun Biotech International, Melsungen,
Alemanha), centrifuga Q222-T28 (Quimis, Sao Paulo, Brasil), freezer 280 L (Consul,
Minas Gerais, Brasil), GPS eTrex Vista H (Garmin, Kansas, Estados Unidos da
América), micropipetas automaticas monocanal de volume variavel da HTL (Labmate
Pro LMP100, LMP1000 E LMP10000, Varsovia, Polénia).

Para as analises in situ foram utilizados kit medidor de pH 330i portatil, a
prova dagua (WTW, Weilheim in Oberbayern, Alemanha) e medidor de
condutividade portatil LF 613T (Schott Instruments, Mainz, Alemanha).

2.3. REGIAO DE ESTUDO

Na regiao de montanhas do Leste de Minas foram selecionados 0s municipios
de Manhuagu, Luisburgo e Sao Jodo do Manhuagu para avaliagdo do potencial
contaminagao por agrotoxicos e metais. Esses municipios destacam-se pela elevada
producgao cafeeira com uso intensivo de agrotoxicos e insumos agricolas.

Foram coletadas amostras de aguas superficiais em oito pontos ao longo do
rio Manhuacgu, proximo a propriedades cafeeiras. Foram selecionados pontos a
montante e a jusante dos trés municipios para verificar a contribuigcdo antrépica na
contaminagao das aguas superficiais. A regiao de estudo da microbacia do rio
Manhuagu encontra-se indicada na Figura 1.
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Figura 1. Mapa da Bacia do rio Manhuagu, MG com a indicagéo da regido de estudo nos
municipios de Luisburgo (13), Manhuagu (14) e Sao Jodao do Manhuagu (23).

Adaptado de: <http://comites.igam.mg.gov.br/comites-estaduais/bacia-do-rio-doce/ do6-cbh-
aguas-do-rio-manhuacu>

Foram selecionados cinco pontos no rio Manhuagu (dois em S&o Joéo de
Manhuagu, dois em Manhuagu, e um na principal nascente do Rio Manhuagu,
localizada entre os municipios de Sdo Jodo do Manhuagu e Divino). Dois pontos
foram selecionados em um afluente desse rio, ou seja, no rio Sdo Luiz, no municipio
de Luisburgo, préximo a propriedades cafeeiras. Também foi selecionado um ponto
no Coérrego Manhuaguzinho, abaixo de uma das maiores propriedades cafeeiras do
municipio de Manhuagu e acima do principal manancial de abastecimento publico
desse municipio.

Os oito pontos de amostragem foram georreferenciados e as coordenadas
geograficas dos pontos amostrados na microbacia do Rio Manhuagu séao
apresentadas na Tabela 4, bem como as principais caracteristicas dos locais de

coleta.
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Tabela 4. Pontos de amostragem de égua superficial na Bacia do Rio Manhuagu

Coordenadas
Ponto Descrigcao
(UTM 23K SAD 69)
P1 6794098 / 7736638 Nascente do Rio Manhuacu.

Ponte de acesso a propriedades cafeeiras a
P2 6796951 / 7739806 montante do municipio de Sao Jodo do Manhuacu,
Rio Manhuagu.

Ponte de acesso a propriedades cafeeiras, apds
P3 6797322/ 7746237 um posto de gasolina e a Jusante do municipio de
Sao Jodo do Manhuacu, Rio Manhuagu.

Ponte de acesso ao Parque de Exposi¢cédo no
P4 6807886 / 7755438 municipio de Manhuacu, apds encontro do Rio Sao
Luiz com o Rio Manhuagu.

Leito do Rio Manhuagu a jusante do municipio de

P5 6812024 / 7759055
Manhuacgu.

Ponte de acesso a propriedades cafeeiras a

P6 6801858 / 7736710 montante de Luisburgo, Rio Sao Luiz.

Ponte de acesso a propriedades cafeeiras a

P7 6805163 / 7738355 jusante de Luisburgo, Rio Sao Luiz.

Represa abaixo de uma grande propriedade
P8 6800689 / 7763068 cafeeira e acima do manancial de abastecimento
publico de Manhuagu, Cérrego Manhuaguzinho.

Amostras de agua residuaria (n=4) do processacemeto de pds-colheita do
café foram coletadas em novembro de 2013 em uma grande fazenda cafeeira
localizada em Martins Soares, MG. Nesta fazenda, ha 3 anos havia sido implantado
trés tanques com lona impermeabilizante para tratamento da agua residuaria antes
que a mesma fosse descartada em uma lagoa de agua superficial. Foram coletadas
uma amostra (1 L) em cada tanque e uma na lagoa para avaliagdo da presencga de

residuos de agrotdxico nas mesmas.

2.4. COLETA E PRESERVAGAO DE AMOSTRAS DE AGUA

Foram realizadas quatro campanhas de amostragem de agua superficial nas
épocas de chuva e seca em: margo de 2012, junho de 2012, dezembro de 2012 e
marc¢o de 2013. As amostras de agua foram coletadas manualmente em frasco de

polietileno de boca larga (12 L), previamente descontaminado. As coletas foram
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realizadas a meia profundidade (30 a 60 cm), no centro do rio e contra a correnteza,
sendo a maioria realizada sob pontes. Essas amostras foram posteriormente
transferidas para frascos menores de acordo com a analise a ser realizada,
conforme descrito a seguir.

Para analise de residuos de agrotoxicos, cerca de 1 L de amostra de agua foi
transferido para um frasco de vidro ambar. Para metais totais, foram transferidos
cerca de 2 L de amostra de agua para frascos de polietileno.

Todos os frascos, contendo as amostras de agua superficial, foram
imediatamente colocados em sacos de polietileno, armazenados e transportados
para o laboratério de Quimica Analitica (LAQUA) em caixa de isopor com gelo (4 °C)
para a realizacdo dos procedimentos analiticos.

As amostras de agua para andlise de agrotoxicos foram filtradas
primeiramente em papel qualitativo (14 um) e depois em membrana de nitrato de
celulose (0,45 um) com auxilio de bomba a vacuo. As amostras destinadas a analise
de metais totais foram acidificadas com HNO3; concentrado para obter um pH inferior
a 2, como recomendado pelo método 3010B (APHA, 2005). Todas as amostras
foram armazenadas em geladeira (< 4 °C) até o inicio das analises.

A coleta, transporte e armazenamento das amostras de agua residuaria

seguiram os mesmos procedimentos das amostras de agua superficial.

2.5. ANALISES FiSICAS E QUIMICAS

No momento da coleta de amostras de aguas superficiais foram determinados
pH, temperatura, condutividade elétrica e oxigénio dissolvido.

Em campo foram realizadas as medidas de pH através da leitura direta em
potencidmetro utilizando eletrodo combinado de vidro e eletrodo Ag/AgCl como
referéncia, com compensacao de temperatura. A calibracdo foi realizada
previamente com solugdes tampao de pH 7,0 e pH 4,0.

A condutividade elétrica e temperatura das amostras foram medidas com
medidor portatil de condutividade. As medidas foram diretas apds calibragdo do
eletrodo com solugdo padrdo de KCI 0,01 mol L™, cuja condutividade padrao € de
1,4 mS cm™.

No laboratério da estagao de tratamento de agua da Universidade Federal de
Vigcosa (ETA-UFV), foram realizadas as analises de cor e turbidez. As analises foram

realizadas em menos de 24 h apds a coleta das mesmas. A determinacao de cor foi
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realizada por comparagao visual direta, em tubos de Nessler, utilizando solugdes
padrao de cloroplatinato de potassio como referéncia (1 mg L' KoPtClg corresponde
a uma unidade de cor, definigdo de Hazen). A turbidez das amostras de agua foi
determinada pelo método nefelométrico, Standard Methods 2130-B (APHA, 2005),
utilizando um turbidimetro digital Hach, modelo 2100P.

A alcalinidade das amostras de agua superficial foi determinada pelo método
potenciométrico (USEPA, 1978). O método consiste na titulagdo potenciométrica das
amostras de agua com solucdo de HCI (0,02 mol L") padronizado. Cloreto também
foi determinado nas amostras pelo método argentimétrico, Standard Methods
4500CI-B, utilizando solucéo de nitrato de prata (AgNO3) como titulante e cromato de
potassio (K,CrO4) como indicador (APHA, 2005).

As amostras de agua residuaria foram coletadas e levadas imediatamente
para o laboratério de analises quimicas e microbiolégicas, Laboratério Agua Limpa,
em Manhuacgu, MG, para caracterizagao das mesmas quanto aos parametros: DQO
(Standard Method 5220-D), DBO (Standard Method 5210-B), condutividade elétrica
(Standard Method 2510-B), pH (Standard Method 4500H"-B), sélidos totais(Standard
Method 2540-B) , sdlidos fixos (Standard Method 2540-E), sdlidos volateis (Standard
Method 2540-E) e sdlidos sedimentaveis (Standard Method 2540-F). Todas as
analises utilizaram métodos descritos no Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater (APHA, 2005).

2.6. ANALISE DE METAIS POR ICP-OES

As amostras foram digeridas em forno micro-ondas utilizando frascos de
politetrafluoretileno (PTFE) (100 mL de capacidade) devidamente vedados e com
controle interno de temperatura. Previamente a etapa de abertura de amostras, os
frascos de PTFE do micro-ondas foram submetidos a um criterioso procedimento de
descontaminacgéao. A digestdo de amostras para analise de metais totais (Co, Cr, Cu,
Fe, Mn, Ni, Pb e Zn) seguiu o método 3030K (APHA, 2005). Foram adicionados 45
mL da amostra de agua superficial e 5 mL de HNO3 concentrado no tubo de PTFE,
seguido por digestdo da amostra em forno de micro-ondas de acordo com a
programacao descrita na Tabela 5, modificada do método 3030K (APHA, 2005).
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Tabela 5. Programagéo do forno micro-ondas

Etapas Tempo / min Temperatura (°C) Poténcia /W
1 10 Ambiente-160 1000
2 10 160-165 1000

Em seguida as amostras foram filtradas com papel de filtro quantitativo (7,5
um) em baldes volumétricos de 50 mL e o volume completado com agua Milli-Q. As
amostras foram armazenadas em frascos de polipropileno sob refrigeracéo (4 °C)
até o momento da analise. O método 3120B (APHA, 2005) foi utilizado para
determinacao metais totais Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn por ICP-OES.

2.7. ANALISE DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS

A primeira etapa do preparo de amostras para analise de residuos de
agrotdéxicos em amostras de agua consistiu na otimizacdo de duas técnicas:
LLE/LTP e DLLME/LDS. Essas duas técnicas sao simples, rapidas, ambientalmente
seguras, pois utilizam pequeno volume de solvente orgénico, e de baixo custo,
podendo ser aplicadas a analise de rotina de amostras de agua ambientais.

Em seguida foram avaliados e comparados os principais parametros
analiticos de ambas as técnicas e a mais adequada foi aplicada a analise de
residuos de agrotdxicos em amostras ambientais coletadas em rios e lagoas de

estabilizacdo de areas agricolas da microbacia do rio Manhuagu.

2.7.1. Otimizagao da técnica extracao liquido-liquido com particao em baixa
temperatura (LLE/LTP)

Para o preparo de amostras fortificadas, volumes apropriados das solucdes
de trabalho ST1(32 ou 64 uL) e ST2 (60 ou 120 uL) foram adicionados em 2 ou 4 mL
de amostra de agua para produzir amostras equivalentes contendo aldrin,
clorotalonil, clorpirifés, endosulfam e hexaclorobenzeno a 160 pg L™"; azoxistrobina a
320 ug L ciproconazol, difenoconazol e tiametoxam a 800 ug L™"; DDT, dieldrin e
lindano a 300 ug L™ e disulfotom e triadimenol a 900 Mg L. Apos a fortificagdo, as
amostras foram deixadas em repouso a temperatura ambiente por 1 h, antes de
serem submetidas a LLE/LTP e analise por GC/ECD.
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A técnica extragdo liquido-liquido com particdo em baixa temperatura
(LLE/LTP) consiste em acrescentar a amostra aquosa uma solugdo extratora que
pode ser acetonitrila ou uma mistura acetonitrila/acetato de etila em diferentes
propor¢cdes. A mistura é agitada e levada ao freezer a -20 °C até a separagao das
fases aquosal/organica ou o congelamento da fase aquosa. A fase organica
sobrenadante contendo os analitos de interesse é retirada e analisada. Foram
adicionados 36 pL de bifentrina 10 mg L™ para obter uma concentracdo final de
padrao interno equivalente a 200 ug L™

A primeira etapa da otimizagao foi testar as técnicas LLE/LTP descritas na
literatura para determinacdo de diferentes classes de compostos em aguas
superficiais (VIEIRA et al., 2007; GOULART et al., 2010).

A técnica 1, adaptada de Vieira et al. (2007), consistiu em adicionar 8 mL da
mistura acetonitrila:acetato de etila (6,5:1,5) a 4 mL de agua mineral fortificadas
contendo 0,02 mol L™ de NaCl. Apos agitacdo (mesa agitadora) por 15 min a 175
opm e 25 °C, a mistura em fase unica foi levada ao freezer (-20 °C) por 6 h para a
separacao de fases e congelamento da fase aquosa. Em seguida, a fase organica
foi filtrada em sulfato de sddio anidro, acrescida de 0,2 mL de bifentrina (10 mg L'1),
completando-se o volume para 10 mL com acetonitrila. Esses extratos foram
analisados por GC-ECD.

A técnica 2, modificada de Vieira et al. (2007) consistiu na redugdo das
quantidades dos reagentes da técnica 1. Assim, foram adicionados 4 mL da mistura
acetonitrila:acetato de etila (6,5:1,5) em 2 mL de agua mineral (0,02 mol L™ NaCl)
fortificada. Essa mistura em fase unica foi agitada em mesa agitadora por 15 min a
175 opm e 25 °C e levada ao freezer (- 20 °C) por 6 h para a separagao de fases e
congelamento da fase aquosa. Os extratos (fase organica) foram secos ao passar
em uma camada adsorvente de Na,SO4 anidro em papel filtro. O volume final foi
completado para 5 mL com acetonitrila apés ter sido adicionado 0,1 mL de bifentrina
(10 mg L™). Os extratos foram armazenados em freezer até o momento da analise
cromatografica.

A técnica 3, modificada de Goulart et al. (2010) consistiu em adicionar 4 mL
de acetonitrila a 2 mL de agua mineral fortificada. A mistura em fase unica foi
agitada em mesa agitadora por 15 min a 175 opm e 25 °C e levada ao freezer (-20

°C) por 2 h para a separagao de fases aquosa e organica. Em seguida, 1,8 mL de
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fase organica foram transferidos para vial com 36 uL de bifentrina (10,00 mg L") e
analisados por GC-ECD.

A etapa seguinte no processo de otimizagao foi selecionar o tempo e o tipo de
agitacdo que forneceriam melhores extracbes dos analitos em estudo. Para isso
foram testadas mesa agitadora e agitacdo em vértex por 5, 10, 15,20 e 1, 2, e 3
min, respectivamente. Esse estudo foi realizado seguindo os procedimentos da
técnica 3.

A etapa seguinte da otimizagado da LLE/LTP consistiu em avaliar a proporgéo
amostra:solvente extrator na extracdo de agrotdéxicos em agua, visando evitar a
diluicdo das amostras durante o preparo das mesmas. Foram testadas as
propor¢cdes amostra:acetonitrila 1:1 e 1:2 (v/v). Para isso, 2 ou 4 mL de agua
mineral foram fortificadas com as solugbes de trabalho ST1 e ST2, descritos
anteriormente. Apos adicdo de 4 mL de acetonitrila as amostras, as misturas em
fase unica foram levadas a mesa agitadora por 10 min (175 opm e 25 °C) e em
seguida ao freezer para a particdo em baixa temperatura por 2 h. A fase organica de
cada mistura foi transferida para vial contendo 200 pg L™ de bifentrina e armazenada
em freezer até a analise cromatografica.

A Ultima etapa da otimizagao foi realizada por uma otimizacdo multivariada.
Um planejamento fatorial completo 2 com ponto central (n=5) foi aplicado e os
fatores considerados foram: (1) velocidade de agitacdo (opm), (2) acidificacdo do
solvente extrator (% CH3COOH mi/v) e (3) forca idnica (mol L' NaCl) da técnica
LLE/LTP. Foram executados 13 ensaios no total. O tratamento de dados foi
realizado utilizando o software Statistica 7.0. A variavel dependente foi a area
relativa dos picos de cada analito em cada experimento. Os efeitos significativos
estatisticamente das variaveis foram estudados, e as interagdes entre elas foram
avaliadas pela aplicagado da andlise de variancia (ANOVA). Todos os experimentos
foram realizados numa sequéncia aleatéria.

A influéncia da velocidade de agitacdo foi avaliada em 150 e 200 opm. A
influéncia da acidificagdo do meio foi avaliada adicionando acido acético ao solvente
extrator (acetonitrila) e a influéncia da forga iénica foi verificada utilizando uma
solugao de cloreto de sddio. Os dados do planejamento sao apresentados na Tabela
6.
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Tabela 6. Planejamento fatorial 2° com ponto central (n=5) para otimizagdo de LLE/LTP na

analise multirresiduo de agrotéxicos em amostras de égua

Niveis de amostragem

Fatores -1 Ponto Central 1
(F1) Velocidade de agitacéo / opm 150 175 200
(F2) Adicao de CH3COOH / % 0 0,5 1
(F3) Forga ibnica / mol L-1 0 0,25 0,5
Ensaio Fatores codificados
F1 F2 F3
1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +
9C 0 0 0
10C 0 0 0
11C 0 0 0
12C 0 0 0
13C 0 0 0

C= Ponto central.

2.7.2. Otimizagcdo da técnica microextragao liquido-liquido dispersiva
(DLLME/LDS)

Para o preparo de amostras fortificadas, 25 uL de ST3 foram adicionados em
5 mL de amostra de agua de maneira a obter amostras com aldrin, clorotalonil,
clorpirifés, DDT, dieldrin, hexaclorobenzeno e lindano a 1 ug L™; azoxistrobina,
ciproconazol, difenoconazol, disulfotom, endosulfam, tiamethoxam e triadimenol a 5
ug L. Apds a fortificagdo, as amostras foram deixadas em repouso a temperatura
ambiente por 1 h, antes de serem submetidas a DLLME/LDS e analise por GC/ECD.

A técnica DLLME/LDS consiste em adicionar uma aliquota de 5 mL de
amostra de agua em tubo de ensaio (9 mL) de vidro com tampa rosqueavel.
Seiscentos microlitros da mistura de solventes orgénicos (solventes extrator e
dispersor) sao injetados rapidamente na solugdo amostra com auxilio de uma
micropipeta automatica (LM1000). Uma solugdo nuvem constituida de finas
microgotas do solvente extrator dispersa na amostra aquosa é formada. A mistura é
agitada em vortex e centrifugada por 5 min a 3500 rpom. Como o solvente de
extragao utilizado é menos denso que a agua, apos a centrifugacéo, a fase organica

sobrenadante no topo do frasco volumétrico é retirada com auxilio de uma
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micropipeta automatica (LM100). A fase organica foi transferida para inserts (micro-
vials de 150 pL) com 2 yL de bifentrina 3 mg L™, Posteriormente, uma aliquota de 1
ML é injetada no GC/ECD. O volume de fase orgénica superior foi determinado
usando uma microseringa de vidro para HPLC de 100 pL.

A primeira etapa da otimizacdo da técnica consistiu na selecdo do solvente
extrator adequado. n-Hexano, 1-octanol e tolueno foram selecionados como
solventes extratores e testados para a extragcdo multirresiduo de agrotoxicos em
agua. Para escolha do solvente extrator, foram realizados ensaios utilizando 5 mL de
agua Milli-Q fortificada com os agrotoxicos em estudo (25 yL ST3). A mistura de
solventes (600 uL), contendo acetonitrila e os solventes extratores avaliados, foi
injetada rapidamente na amostra. Foram utilizadas diferentes proporgdes de
acetonitrila e solvente extrator para obter igual volume de fase organica superior
recuperada (85 pL) apds a extragdo. As proporgdes utilizadas foram: 5:2 v/iv de
acetonitrila:n-hexano, e 5:1 v/v para acetonitrila:1-octanol e acetonitrila:tolueno.

O segundo parametro a ser otimizado foi o solvente dispersor. Um importante
ponto a ser observado € a miscibilidade do solvente dispersor na fase organica
(solvente extrator) e na fase aquosa (amostra). Tendo em vista os solventes que
apresentam estas caracteristicas, foram selecionados acetona, acetonitrila e
metanol, solventes mais frequentemente utilizados (AHMADI et al., 2006; BERIJANI
et al., 2006; FATTAHI et al., 2007a; ITO et al., 2011; ALVES et al., 2012; MORENO-
GONZALEZ et al., 2012; ARROYO-MANZANARES et al., 2013). Quantidades iguais
de cada solvente dispersor (500 uL) avaliado contendo 100 de pL tolueno foram
adicionadas em solugbdes de amostras fortificadas (5 mL) para obter 85 puL de fase
organica sobrenadante.

Em DLLME, os volumes dos solventes extrator e dispersor sao fatores
essenciais 0os quais podem influenciar a ocorréncia do estado de emulsdo e
determinar o desempenho da extracdo. Foram otimizados simultaneamente os
volumes dos solventes dispersor e extrator combinando alguns diferentes volumes
de ambos. Para este experimento, foram injetados 600 puL da mistura de solventes
extrator e dispersor, correspondentes aos volumes V1, V2, V3, V4 e V5, em 5 mL de
amostras de agua fortificadas com os agrotéxicos e submetidos a técnica DLLME.
Os volumes testados foram: V1= 120 uL de tolueno + 480 pL de acetona; V2= 100
ML de tolueno + 500 pL de acetona; V3= 86 uL de tolueno + 514 L de acetona; V4=
67 UL de tolueno + 533 pL de acetona e V5= 54 L de tolueno + 546 uL de acetona.
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O melhor resultado foi escolhido em funcdo dos fatores de enriquecimento dos
agrotoxicos, visando maior sensibilidade.

Em seguida foram avaliados os efeitos da forga idnica, do pH e do tempo de
extragdo. Tais variaveis foram otimizadas por uma abordagem multivariada para
levar em conta as possiveis interagdes entre as mesmas. Um planejamento fatorial
completo 2% com ponto central (n=3) envolvendo 11 ensaios foi realizado. A area
relativa total foi utilizada como resposta analitica. Todos os experimentos foram
realizados numa sequéncia aleatéria. As faixas das variaveis estudadas e os dados
do planejamento sao apresentadas na Tabela 7. A influéncia da adicao de NaCl foi
verificada utilizando uma solugcéo de cloreto de sdédio. O pH da fase aquosa foi
ajustado com HCI ou NaOH. Foram utilizados 5 mL de amostra aquosa (com ou sem
adicdo de NaCl e com ou sem ajuste de pH) fortificada com 25 puL da mistura de
agrotoxicos ST3. Em seguida foram injetados 600 uL de acetona:tolueno (8:1). A
mistura agitada ou ndo em vortex foi centrifugada por 5 min a 3500 rpm. A fase

organica superior foi recolhida e analisada por GC/ECD.

Tabela 7. Planejamento fatorial 2° com ponto central (n=3)
Niveis de amostragem

Fatores -1 Ponto Central 1

(X1) Adigéo de NaCl / %NaCl (m/v) 0 1 2
(X2) pH 4,2 6,4 8,7
(X3) Tempo de extracédo / s 0 15 30

. Fatores codificados
Ensaio

X1 X2 X3

1 - - -

2 + -

3 - + -

4 + + -

5 - - +

6 + - +

7 - + +

8 + + +

9C 0 0 0

10C 0 0 0

11C 0 0 0

C= Ponto central.

2.8. VALIDAGCAO DOS METODOS

2.8.1. Parametros analiticos validados na determinagcao de metais
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Na etapa de validagdo do método de digestdo em micro-ondas e analise de
metais por ICP-OES, foram avaliados os seguintes paréametros analiticos:
linearidade de resposta do método, limite de detecgédo (LOD), limite de quantificagéao
(LOQ), exatiddo (ensaios de recuperacdo) e precisdo (repetitividade). Os
procedimentos realizados para a validagao do método proposto foram baseados nos
guias de validagao nacionais e internacionais (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004;
ICH, 2005; INMETRO, 2010).

A linearidade foi avaliada pela curva analitica obtida pela analise das
amostras digeridas fortificadas com metais em 10 concentragbes distintas dos
metais Co (0,02 a5 mgL™), Cr (0,05 a5mgL™), Cu(0,000a3mgL™"), Fe (0,1a3
mg L"), Mn (0,05a 10 mg L"), Ni (0,02a2mgL™), Pb (0,01 a2mgL")e Zn (0,09 a
18 mg L) submetidas a digestdo em micro-ondas e analise em ICP-OES. No
preparo das curvas analiticas quantidades adequadas das solugdes de trabalho
(ST1 e ST2) foram transferidas para baldao volumétrico de 50 mL. Em seguida 0,5 mL
HNOs 1,4 mol L foi adicionado e o volume completado com agua Milli-Q. A relagao
matematica entre o sinal (resposta) e a concentragdo do analito de interesse foi
expressa pela equacgao da curva analitica e o seu coeficiente de correlagao (r).

Os limites de deteccao e quantificagdo foram calculados de acordo com as
recomendagdes da IUPAC (ICH, 2005). O LOD e LOQ do método para metais foram
calculados pela razdo entre o desvio padrdo da medida da concentracdo do branco
(n=20) e a sensibilidade analitica obtida a partir da curva analitica para cada metal.
O valor resultante foi multiplicado por 3,3 para obter o LOD e por 10 para obter o
LOQ. O branco foi submetido aos mesmos procedimentos de digestdo e andlise das
amostras de aguas superficiais.

A exatidao foi avaliada neste trabalho através de estudos de recuperacao. As
amostras de agua superficial foram misturadas e fortificadas com solugédo de
trabalho (ST3, 25 mg L") dos analitos em trés niveis diferentes de concentracéo,
dentro da faixa linear para cada elemento. Os niveis foram: 0,5; 1 e 2 mg L. Estas
amostras foram preparadas com 0,2 mL de HNO3 1,4 mol L. Os resultados foram
expressos em porcentagem de recuperacéo.

A precisdo foi avaliada em termos de repetitividade e foi expressa pela
estimativa do desvio padrao relativo (RSD) (Equacédo 4) associado as respostas

relativas dos metais em cada ensaio. A repetitividade foi determinada em um mesmo
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dia e consistiu na analise de seis replicatas de cada um dos niveis de concentragao

(0,5; 1 e 2 mg L") para cada metal.

2.8.2. Parametros analiticos validados na determinagao de residuos de

agrotoxicos

Os parametros utilizados para validar os métodos foram seletividade,
linearidade, limites de deteccéo e quantificacéo, efeito de matriz, exatidao e precisao
(repetitividade e precisdo intermediaria). Todas as analises foram conduzidas
utilizando amostras de agua livres de agrotéxicos. Os procedimentos realizados para
a validacao do método foram baseados em orientagdes encontradas na literatura
(ICH, 2005; INMETRO, 2010; MAPA, 2011).

A seletividade do método foi avaliada pela comparagédo dos cromatogramas
dos extratos obtidos apds a extracdo de amostras de agua superficial isenta dos
agrotéxicos estudados com os cromatogramas dos extratos obtidos da matriz
fortificada. Ambas amostras foram submetidas ao procedimento de extragao
otimizado.

A linearidade do método foi estabelecida plotando a area relativa do pico de
cada agrotoxico (A/Ap)) versus a concentragcdo do agrotoxico adicionado as
amostras. Para a construcdo das curvas analiticas foi utilizado extratos obtidos pelo
método otimizado (LLE/LTP ou DLLME/LDS) a partir de matriz branca fortificada. A
faixa de aplicagao foi preparada com no minimo cinco niveis de concentragao, sendo
o primeiro nivel equivalente ao LOQ e todos os outros niveis, multiplos dele. Todas
as solugdes desse ensaio foram preparadas em triplicata e duas inje¢cdes foram
feitas em cada um dos niveis de concentragdo. A linearidade foi avaliada pelo
coeficiente de correlagao obtido pela regressao linear.

Os limites de detecgdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) do método foram
estabelecidos pela analise de amostras de agua isentas dos agrotéxicos, fortificadas
com concentracbes decrescentes dos analitos e extraidas por LLE/LTP ou
DLLME/LDS. O LOD foi estabelecido como o menor nivel detectavel sendo essa
concentragcédo igual a trés vezes a relagdo sinal-ruido, enquanto que o LOQ foi
considerado como a concentragdo igual a dez vezes a relagao sinal-ruido.

A exatiddo, em termos de recuperacao, foi determinada através da
porcentagem de agrotoxicos recuperada em 3 niveis de fortificagdo (1, 2 e 10 LOQ

para LLE/LTP e 1, 2 e 3 LOQ para DLLME/LDS). Para cada nivel de fortificagao
31



CAPITULO 1

foram preparadas seis replicatas. A porcentagem de agrotdxicos recuperada (R),
calculada através da Equacgéo 1.1, é definida como a porcentagem da quantidade
total de analito (naq) que € transferida para a fase extratora (ngx).

A precisao foi avaliada em termos de repetitividade e precisao intermediaria,
e, expressa pelo desvio padrao relativo (RSD) (Equacao 1.2) associado as respostas
relativas dos agrotoxicos em cada ensaio. A repetitividade foi determinada em um
mesmo dia e consistiu na analise de seis replicatas de cada um dos niveis de
concentracéo (1, 2 e 10 LOQ para LLE/LTP e 1, 2 e 3 LOQ para DLLME/LDS). A
precisao intermediaria foi calculada com seis replicatas nas trés concentragées em
que foi avaliada a repetitividade e em trés dias diferentes (dia 1, dia 3 e dia 5). Foi
avaliada pelo mesmo analista e utilizando o mesmo instrumento. A extragdo dos
analitos das amostras fortificadas foi realizada em conjunto com brancos das

amostras para certificagcado da integridade dos dados obtidos.

R(%) = "% x 100  (Equacdo 1.1)

RSD (%) = ‘;—f x100  (Equacdo 1.2)

em que ngex € a quantidade de analito transferida para a fase extratora, nyy € a
quantidade de analito adicionada a amostra, DP é o desvio padrdao das
concentracdes obtidas para cada analito em cada nivel de concentracdo, C; é a

concentragédo determinada na amostra fortificada

Para avaliagdo do efeito de matriz (ME), foram preparadas duas curvas
analiticas para cada método a ser validado, uma contendo os 15 analitos em
solvente (acetonitrila para LLE/LTP ou tolueno para DLLME/LDS) (curva no
solvente), e outra, pela fortificagdo do extrato da matriz branca (curva no extrato da
matriz) com os 15 analitos na mesma faixa de concentragdo que a curva no
solvente. Os extratos da matriz branca foram obtidos de amostra de agua isenta dos
agrotoxicos avaliados e submetidos a técnica LLE/LTP ou DLLME/LDS. Todas as
solucdes deste ensaio foram preparadas em triplicatas € com no minimo cinco niveis
de concentragdo. A Equacéao 1.3 foi utilizada para calculo do ME e a porcentagem
de enriquecimento ou supressdo na resposta cromatografica foi comparada para
ambos os métodos como verificado em trabalhos na literatura (CUNHA;

FERNANDES, 2011; MELO et al., 2012; CHEN et al., 2013).
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O fator de enriquecimento (EF), parametro que avalia a particdo dos analitos
entre as fases, foi avaliado em DLLME/LDS. Apds otimizacao e validagao do método
DLLME/LDS e GC/ECD, o mesmo foi empregado na extragcdo e analise de 18
amostras de agua destilada contendo os 15 principios ativos. Essas amostras foram
fortificadas com 125 uyL da solugdo padrdao de trabalho para validagdo (STV,
concentragcdo dos agrotoxicos equivalente a 100 LOQ) obtendo-se a concentragéo
dos agrotdéxicos em amostras de agua em concentragdes equivalentes a 2 vezes
LOQ. Para a quantificagdo foi utilizada a curva analitica em tolueno (curva no
solvente) com padronizacao interna e o fator de enriquecimento (EF) foi calculado a

partir da Equacéao 1.4.

ME (%) = (‘fT‘; x100)-100  (Equagdo 1.3)

EF = eEx (Equagao 1.4)

Cad

em que ace € a inclinagdo da curva no extrato, acs € a inclinacdo da curva no
solvente, Crex € a concentracdo determinada na fase extratora e C,4 € concentragao

do analito puro adicionado a amostra.

2.9. AMOSTRAS REAIS

O método otimizado DLLME/LDS e GC/ECD foi empregado para
determinagcao de residuos de agrotoxicos em 32 amostras de agua superficial
coletadas na microbacia do rio Manhuagu e em 4 amostras de agua residuaria do

processamento pos-colheita do café.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. ANALISES FiSICAS E QUIMICAS

As amostras de aguas superficiais coletadas foram caracterizadas quanto aos
principais parametros fisicos e quimicos. Os resultados destas analises séao

apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8. Caracteristicas fisicas e quimicas das amostras de agua superficial coletadas na
microbacia do rio Manhuagu

Coleta Amostras T/°% pH CEn/]lf S L-IJ-E'II' Cor /uH éla'gésnll_q Clli_ﬁng
P1 22,3 6,42 23,6 3,5 30 16,2 1,6
~ P2 22,3 6,54 45,1 11,6 56 34,3 2,3
§ P3 228 6,72 59,0 14,5 120 38,2 3,3
o P4 240 6,26 33,6 10,2 54 17,9 1,7
g P5 245 547 49,0 11,2 55 29,2 6,4
@ P6 248 6,76 38,4 10,2 56 20,2 3,3
= P7 238 573 35,5 11,3 52 21,5 3,1
P8 21,0 7,18 24,3 6,4 48 25,9 0,9
P1 19,7 6,55 16,6 3,5 25 8,8 1,99
~ P2 19,6 6,71 25,6 10,1 65 11,8 2,23
§ P3 18,6 6,55 33,0 11,6 98 31,5 2,94
o P4 18,6 7,02 20,0 20,5 84 15,1 2,94
9 P5 19,3 6,62 40,2 22,5 82 20,6 3,90
= P6 176 7,16 21,4 6,1 38 20,6 2,23
- P7 18,2 6,55 21,2 6,7 41 16,2 2,71
P8 18,4 6,83 14,3 8,6 59 10,4 2,47
N P1 23,3 7,90 47,1 4,9 53 6,6 nd
P P2 247 6,40 68,5 14,9 108 18,2 nd
DN P3 250 6,90 70,5 15,8 112 21,9 nd
s P4 26,3 6,50 40,0 9,5 78 8,2 nd
S P5 26,8 7,21 60,2 8,1 45 6,1 nd
§ P6 246 6,72 80,2 8,4 40 11,8 nd
2 P7 243 7,20 71,5 7,3 39 13,4 nd
P8 23,4 5,00 25,1 10,9 112 8,9 nd
P1 252 7,02 49,3 18,5 105 27,8 0,2
. P2 236 6,70 52,1 18,0 110 32,7 0,5
§ P3 229 6,64 31,9 3,2 60 16,0 nd
@ P4 26,0 6,82 57,5 11,2 55 20,6 nd
3 P5 26,2 6,53 40,3 15,0 97 16,3 nd
& P6 256 6,88 52,5 10,5 54 23,8 nd
= P7 256 641 61,3 19,0 97 Nd 0,9
P8 23,3 6,94 22,6 9,6 65 12,4 nd

T= Temperatura; pH= Potencial hidrogeniénico; CE= Condutividade elétrica; Th= Turbidez
(Unidade Nefelométrica de Turbidez); ALC= Alcalinidade; Cl= Cloreto; nd= nao detectado.

Tendo em vista os resultados apresentados, pode-se perceber que a

temperatura da agua variou de 17 a 27 °C. Variagdes de temperatura sdo parte do

regime climatico normal, e corpos de agua naturais apresentam variagbes sazonais

e diurnas, bem como estratificacdo vertical. A temperatura superficial é influenciada
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por fatores tais como latitude, altitude, estagao do ano, periodo do dia, taxa de fluxo
e profundidade (CETESB, 2013).

Os valores de pH das amostras de agua superficial variaram de 5,5 a 7,9. Em
9% das amostras foram verificados valores de pH abaixo do limite estabelecido pela
legislacao (CONAMA, 2005), cuja faixa aceitavel € 6,0 a 9,0.

A condutividade € uma expressdo numeérica da capacidade de uma agua
conduzir a corrente elétrica. Depende das concentracdes idnicas e da temperatura e
indica a quantidade de sais existentes na coluna d'agua, e, portanto, representa uma
medida indireta da concentracdo de poluentes. A condutividade também fornece
uma boa indicagdo das modificagdes na composicao de uma agua, especialmente
na sua concentracdo mineral, mas nao fornece nenhuma indicagao das quantidades
relativas dos varios componentes. Em geral, niveis acima de 100 pS cm™ indicam
ambientes impactados (CETESB, 2013). As analises de agua superficial forneceram
resultados entre 14 e 80 uS cm™.

A turbidez de uma amostra de agua é o grau de atenuagdo de intensidade
que um feixe de luz sofre ao atravessa-la (alteragdo na penetragdo da luz) devido a
presenca de soélidos em suspensido. Esta reducdo de intensidade ocorre por
absorcao e espalhamento, uma vez que as particulas que provocam turbidez na
agua sao maiores que o comprimento de onda da luz branca. Alta turbidez reduz a
fotossintese de vegetagdo enraizada submersa e algas e assim, pode influenciam
nas comunidades biolégicas aquaticas. Além disso, afeta adversamente os usos
doméstico, industrial e recreacional da agua (CETESB, 2013). As amostras
analisadas apresentaram valores de turbidez (3,2- 22,5 UNT) dentro do limite
estabelecido pela resolucdo CONAMA 357/05, que para classe 2 prevé valores
inferiores a 40 UNT.

A cor de uma amostra esta associada ao grau de reducao de intensidade que
a luz sofre ao atravessa-la devido a presenca de sélidos dissolvidos como acidos
humico e fulvico, etc. Assim, esta associada a presenca de materiais dissolvidos ou
em suspensao. Outros compostos sao os Oxidos de ferro e manganés abundantes
em diversos solos. O problema maior de cor na agua, em geral, é estético, ja que
causa um efeito repulsivo aos consumidores. Neste trabalho, a cor das amostras de
agua variou de 25 a 120 uH.

A alcalinidade variou de 6 a 38 mg CaCOs; L' nas amostras de agua
superficial. Ja cloreto variou de néo detectado (ND) a 6,5 mg L™.
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A Tabela 9 apresenta os resultados das analises fisica e quimica realizadas
nas amostras de agua residuaria coletadas em Martins Soares, MG e os padrdes de

langcamento de efluentes segundo a Resolugdo n°430 do Conama (CONAMA, 2011).

Tabela 9. Caracteristicas fisicas e quimicas das amostras de agua residuaria coletadas em
Martins Soares, MG

CONAMA

Parametros 430/2011 ARC1 ARC2 ARC3 ARC4
pH 5-9 4,6 4,7 4,8 6,8
CE/uS cm” - 2009 1976 1822 54,0
DBO/mgO, L" - 2490 2007 1872 94,0
DQO/mg O, L™ - 9405 8030 6555 395
ST/mglL" - 3484 3850 3458 86,0
SF/mglL" - 1478 1564 1424 18,0
SV /mgL" - 2006 2286 2034 68,0
SS/mgL" TmgL” <0,1 0,3 <0,1 <0,1

ARC= Agua residuaria de café; pH= Potencial hidrogeniénico; CE= Condutividade elétrica;
DBO= Demanda bioquimica de oxigénio; DQO= Demanda quimica de oxigénio; ST= solidos
totais; SF= solidos fixos; SV= soélidos volateis; SS= Soélidos sedimentaveis.

Pode-se perceber que o valor de pH das amostras de agua residuaria variou
de 4,6 a 6,8. Do tanque 1 ao 3 (ARC1-3) verifica-se um ligeiro aumento do valor de
pH e na lagoa (ARC4) o valor de pH encontra-se dentro do valor estabelecido pela
resolucdo Conama 430/2011 para langamento deste em corpos d’agua. Os demais
parametros avaliados sofreram diminuigdes significativas do tanque 1 (ARC1) até a
lagoa (ARC4). Os valores de condutividade elétrica reduziram de 2009 a 54, DBO de
2490 a 94, DQO de 9405 a 395. Os teores de solidos totais, fixos e volateis
aumentaram do tanque 1 (ARC1) para o tanque 2 (ARC2), e diminuiram

significativamente até atingir valores de 86; 18 e 68, respectivamente.

3.2. ANALISE DE METAIS

Os teores de Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn foram determinados em
amostras de aguas superficiais coletadas em 8 pontos da regido cafeeira da zona
leste de Minas Gerais por espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES). Para avaliagdo da contaminagao por metais em

aguas superficiais, primeiramente, foram avaliados os seguintes parametros
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analiticos: linearidade, limites de detecgdo e quantificacdo, exatiddo (ensaios de
recuperacao) e precisao.

A linearidade do método foi avaliada para cada elemento a partir da equagao
da curva analitica obtida por meio de regressao linear no intervalo apresentado na
Tabela 10. Para cada elemento foram empregados dez niveis de concentragdo. Os
parametros da curva analitica e os coeficientes de correlagdo (r) obtidos sao
apresentados na Tabela 10. Pode-se perceber que os valores de r obtidos foram
superiores a 0,99 para todos os metais analisados, com valores entre 0,995 e 0,999.
Tais resultados indicam a boa linearidade de resposta do método para analise de

metais em amostras de agua superficial nas faixas de concentracdes avaliadas.

Tabela 10. Parametros analiticos obtidos na determinacdo de metais em agua por ICP-OES

Metais Faixa linear / (ug L") a b r
Co 25 -5000 1489 -16,77 0,996
Cr 50 - 5000 4433 -28,86 0,996
Cu 9-2700 57693 -188,49 0,999
Fe 150 - 3000 5426 188,77 0,996
Mn 50 - 10000 40947 -698,91 0,996
Ni 25 - 2500 3004 -25,52 0,996
Pb 10 - 2000 721 10,25 0,996
Zn 90 - 18000 4161 2052,49 0,995

a= inclinacao; b= intercepto; r=coeficiente de correlagao.

Os limites de detecgdo e quantificacdo do método foram calculados para
todos os analitos baseados nos parametros da curva analitica e na resposta do
branco. Os valores de LOD e LOQ obtidos para os elementos estudados, bem como
os valores maximos permitidos para cada metal em agua estabelecidos pela

legislagao especifica sdo mostrados na Tabela 11.

Tabela 11. Limites de detecgao (LOD) e limites de quantificagdo (LOQ) obtidos para a
determinacdo de metais em amostras de égua por ICP-OES

-1 -1
Metais LOD/(ugL”)  LOQ/(ug L") CO\F\G“AITIIL“;?;,_Z)OOS Wﬁé“ golh)
Co 8 25 50 -
Cr 17 50 50 50
Cu 3 9 9 2000
Fe 50 150 300 ]

(continuagao na préxima pagina)
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Tabela 11. (Continuagao)

1 -1
Metais ~ LOD/(ngL")  LOQ/(ugL") comll\jlg(gg;,_z)oos \\I/'\\ln:c;” golh)
Mn 17 50 100 -
Ni 8 25 25 70
Pb 3 10 10 10
Zn 30 90 180 ;

LOD-= limite de deteccao; LOQ= limite de quantificacdo; VMP= valor maximo permitido.

Conforme pode-se observar, os valores de LOQ do método adotado sao
suficientes quando comparados aos valores maximos permitidos pela legislagao.
Alguns elementos apresentaram LOQ igual ou 2 vezes menor ao limite maximo
permitido pela resolugdo CONAMA 357 (2005), resolugéo esta que classifica os
corpos de agua e fornece as diretrizes ambientais para os seu enquadramento.
Quando comparado aos valores-guia para qualidade de agua para consumo humano
(WHO, 2011), o LOQ de alguns elementos foi bem inferior ao valor maximo permitido
(VMP).

Os ensaios para avaliagdo da exatidao do método foram feitos por estudo de
recuperacao para cada metal em trés niveis de contaminacdo. A repetitividade do
meétodo também foi avaliada nessas mesmas concentragdes. A Tabela 12 apresenta

os valores de recuperagao e o desvios padrao relativo (RSD) obtidos.

Tabela 12. Valores de recuperacéao e desvios padrao relativo na analise de metais em

amostras de égua superficial da microbacia hidrogréfioa do rio Manhuagu, MG

Concentragio adicionada / (ug L™)

Metais 500,00 1000,00 2000,00
R/ % RSD / % R/% RSD / % R/ % RSD /%
Co 88 6 88 7 82 0,5
Cr 110 5 110 7 103 0,6
Cu 100 5 98 5 93 1
Fe 110 16 110 19 99 3
Mn 98 3 93 5 85 2
Ni 84 7 84 7 79 1
Pb 71 9 75 7 70 1
Zn 72 18 71 15 77 5

R= Recuperacao (n=6); RSD= desvio padrao relativo (n=6).

As recuperacgoes obtidas variaram de 70 a 110%. Para analise de residuos de

contaminantes, o procedimento analitico deve ser capaz de recuperar, em cada nivel
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de fortificagcdo, de 70 a 120%. Uma vez que os valores obtidos estdo dentro deste
intervalo, pode-se concluir que os resultados de recuperacdo dos metais analisados
sao satisfatorios.

A repetitividade foi avaliada em trés niveis de concentragao, 500; 1000 e 2000
Mg L™ e os desvios padrao relativo dos elementos estudados variaram de 3 a 18%;
de 5 a 19% e de 0,5 a 5%, respectivamente. Os resultados de RSD foram
considerados satisfatérios, uma vez que, os valores encontrados ficaram abaixo de
20%.

O método validado foi aplicado nas 32 amostras de agua superficial
coletadas nos periodos de margo de 2012 a margo de 2013. Os teores de Co, Cr,
Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn foram determinados por ICP-OES. Os resultados obtidos
sdo apresentados na Tabela 13. A Figura 2 mostra os teores de metais presentes

nas amostras de agua superficial da microbacia do rio Manhuagu.

Tabela 13. Determinacao de metais totais em aguas superficiais da microbacia do Rio
Manhuagu por ICP-OES

Concentragdo de metais /(ug L'1)

Coleta Pontos
Co Cr Cu Fe Mn Ni Pb Zn
VMP CO/NAMA_‘1357/2005 50 50 9 300 100 25 10 180
(ug L")
P1 <8 <17 <3 274 <50 <8 <3 <30
P2 <8 <17 <3 339 214 <8 <3 <30
N P3 <8 <17 <3 282 67 <8 <3 <30
% P4 <8 <17 <3 196 20 <8 <3 <30
2 P5 <8 <17 <3 148 <50 <8 <3 <30
% P6 <8 <17 <3 164 79 <8 <3 <30
= P7 <8 <17 <3 <150 62 <8 <3 <30
P8 <8 <17 <3 281 152 <8 <3 <30
P1 <8 <17 <3 <150 <17 <8 <3 <30
P2 <8 <17 <3 164 79 <8 <3 <30
N P3 <8 <17 <3 274 61 <8 <3 <30
§ P4 <8 <17 <3 289 <50 <8 <3 <30
E P5 <8 <17 <3 <150 <50 <8 <3 <30
E P6 <8 <17 <3 188 116 <8 <3 <30
P7 <8 <17 <3 227 72 <8 <3 <30
P8 <8 <17 <3 <150 <17 <8 <3 <30

(Continuacao na proxima pagina)

39



CAPITULO 1

Tabela 13. (Continuacgéo)

Concentragdo de metais /(ug L)

Coleta Pontos
Co Cr Cu Fe Mn Ni Pb Zn
P1 <8 <17 <3 228 <17 <8 <3 <30
N P2 <8 <17 <3 508 346 <8 <3 <30
& P3 <8 <17 <3 602 412 <8 <3 <30
3 P4 <8 <17 <3 236 <17 <8 <3 <30
o
S P5 <8 <17 <3 285 56 <8 <3 <30
E P6 <8 <17 <3 242 84 <8 <3 <30
N
a P7 <8 <17 <3 270 85 <8 <3 <30
P8 <8 <17 <3 464 41 <8 <3 <30
P1 <8 <17 <9 405 540 <8 <3 <30
P2 <8 <17 <3 423 124 <8 <3 <30
g P3 <8 <17 <3 470 81 <8 <3 <30
P P4 <8 <17 <3 305 <50 <8 <3 <30
T
o P5 <8 <17 <3 273 47 <8 <3 <30
O
& P6 <8 <17 <3 187 54 <8 <3 <30
= P7 <8 <17 <9 212 50 <8 44 <30
P8 <8 <17 <3 211 <50 <8 <3 <30
700,00 - 700,00 -
Mn
& 600,00 = 600,00 -
- -
£ 500,00 g 50000
(@] o
8 400,00 8 400,00
S d
= < 300,00
$ 300,00 S
g € 200,00
S 200,00 3 '
100,00
100,00
0,00
0,00 PL P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
PL P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 -100,00 -
-100,00 - Pontos de coleta Pontos de coleta

Figura 2. Grafico dos teores de metais totais em amostras de agua superficial da microbacia
do rio Manhuagu coletadas em: (___ ) mar/2012, (__ )jun/2012, (___)dez/2012e ()
mar/2013 comparadas ao valor maximo permitido (_ ) pelo CONAMA 357/2005.

Para avaliacdo da contaminagdo por metais nas amostras de &gua
analisadas, foi utilizada a Resolugdo 357/05 (CONAMA, 2005), que prevé os
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padroes de qualidade para cada parametro de acordo com a classe em o corpo
d’agua é classificado.

Os metais cobalto, cromo, niquel e zinco nao foram detectados nas amostras
de agua superficial da microbacia do Rio Manhuagu no periodo monitorado. O cobre
foi detectado em duas amostras em concentragdes inferiores ao limite de
quantificacdo. (LOQ).

As concentragbes de ferro variaram de <150 (abaixo do limite de
quantificagdo) a 602 ug L' (média de 292 pg L7). Ficaram acima do VMP pela
legislacéo brasileira, 25% das amostras analisadas. Os teores de ferro encontrados
em junho de 2012 foram os menores quando comparado aos outros periodos. As
maiores concentracdes de ferro foram encontradas no periodo de dezembro de
2012. Maiores concentracdes de ferro foram encontradas no periodo chuvoso por
outros pesquisadores (RIETZLER et al., 2001; RIBEIRO et al., 2012). Os resultados
obtidos nesse trabalho estdo abaixo aos obtidos por Rietzler et al. (2001), cujos
valores variaram de ndo detectado a 15,2 mg L™ na estacéo seca e de 3,15 a 125
mg L™ na estacdo chuvosa em amostras de agua da microbacia da Pampulha em
Belo Horizonte, MG. Segundo CETESB (2013) os valores elevados de ferro, que é
um dos constituintes essenciais do solo esta associado aos fendmenos de erosao e
lixiviacdo. Os solos da microbacia do rio Manhuacgu sao altamente intemperizados, e
possuem naturalmente alta concentragcao de ferro principalmente na forma de 6xidos
de ferro (hematita e goethita). O ferro ndo apresenta efeitos téxicos, porém causa
diversos problemas para o abastecimento publico de agua. Confere cor e sabor a
agua, provoca manchas em roupas e utensilios sanitarios (CETESB, 2013).

Os teores minimos e maximos observados para manganés variaram de
abaixo do limite de deteccdo a 540 pg L' (média de 129 pg L™). Do total de
amostras analisadas, 22% ficaram acima do VMP pela legislagao brasileira. Os
menores teores de manganés foram encontrados nas amostras coletadas em junho
de 2012. Os maiores teores foram encontrados no rio Manhuagu durante os meses
de dezembro de 2012 e margo de 2013. A maior concentragao de Mn foi verificada
na nascente (P1) em margo de 2013, 540 ug L™, valor superior ao estabelecido pelo
CONAMA (100 upg L™"). O manganés faz parte de diversos minerais, ligado
principalmente ao oxigénio e silicio (6xidos e sulfetos de manganés, formas comuns

no solo), podendo o mesmo ter sido carreado para as aguas superficiais.
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O chumbo foi detectado em uma amostra (n=3) coletada no rio Sao Luiz, a
jusante de Luisburgo, numa concentracdo 4 vezes superior ao valor maximo
permitido (44 + 4 ug L'1). Esta foi a unica amostra que apresentou valores elevados
de Pb, indicando um caso sugestivo de contaminagao antropica que pode colocar
em risco a saude dessa populagao. Esse elemento é muito toxico mesmo em baixas
concentragdes. E um elemento téxico cumulativo concentrando-se principalmente
nos ossos. Teores acima de 500 pg L™ provocam uma intoxicacdo variavel no ser
humano em fungdo da quantidade acumulada no organismo, e podem causar danos
cerebrais irreversiveis.

Durante todo o percurso amostrado da rede hidrografica houve a presenca
sistematica dos metais Fe e Mn provenientes provavelmente do solo. De maneira
geral, em junho, més de menor pluviosidade, foram encontradas as menores
concentracdes de metais caracteristicos do solo, devido ao menor carreamento de
particulas para o sistema aquatico. Maiores concentragdes verificadas em periodos
de maior pluviosidade podem estar relacionadas a ocupacgao irregular ao longo das
margens dos rios. Muito solo tem sido removido e mantido exposto, sem cobertura
vegetal. Conclui-se desta maneira que a microbacia hidrografica do rio Manhuacgu
tem sofrido interferéncia da urbanizagdo e das praticas agricolas e, programas de
conscientizacdo podem ser estabelecidos, principalmente nos municipios avaliados.

Vale a pena destacar que os metais podem se acumular em lagos e rios por
meio dos sedimentos. Mudangas nas condigdes ambientais como temperatura e
regime hidrico podem alterar a biodisponibilidade e também favorecer o carreamento
de particulas do solo e sua deposi¢gao em corpos d’agua, alterando assim, o teor dos
metais nas aguas superficiais e subterrdneas. Dessa maneira, ressalta a
necessidade de monitorar também os sedimentos e solos proximos aos locais de

coleta em trabalhos futuros, para o melhor entendimento das fontes poluidoras.

3.3. ANALISE DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS

O cromatograma dos 15 agrotdoxicos analisados mais o padrao interno é
apresentado na Figura 3. Todos os agrotoxicos foram eluidos cromatograficamente
em tempo menor que 18,6 minutos, um tempo bem razoavel, e apresentaram picos
resolvidos nas condi¢des otimizadas do GC/ECD. Os tempo de retencéao (tr) de cada
analito sdo apresentados na Tabela 14.
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Figura 3. Cromatograma de uma solucdo padrao dos agrotéxicos em acetonitrila: 1)
Hexaclorobenzeno (30 pg L™); (2) Lindano (30 pg L"); (3) Disulfotom (43 pg L7); (4)
Clorotalonil (90 pg L™); (5) Aldrin (6 ug L™); (6) Clorpirifés (80 pg L™); (7) Tiametoxam (750
ug L™); (8) Triadimenol (200 pg L™); (9) Endosulfam | (26 pg L™); (10) Dieldrin (9 pg L™); (11)
Ciproconzol (700 ug L™); (12) Endosulfam Il (26 pg L™); (13) DDT (10 ug L™); (14) Bifentrina
(padrao interno, 200 pg L™); (15) Difenoconazol (80 pg L™); (16) Azoxistrobina (37 ug L™). As
condigdes cromatograficas foram descritas em Materiais e métodos.

Tabela 14. Tempos de retengéo dos agrotéxicos apds condigdes cromatograficas
otimizadas

Pico Agrotoéxico Tempo de reten¢ao / min
1 Hexaclorobenzeno 4.5
2 Lindano 4.8
3 Disulfotom 5,1
4 Clorotalonil 5,3
5 Aldrin 6,7
6 Clorpirifés 6,9
7 Tiametoxam 7.3
8 Triadimenol 8,0
9 Endosulfam-I 8,8
10 Dieldrin 9,6
11 Ciproconazol 10,4
12 Endosulfam-II 10,6
13 DDT 11,6
(PI) Bifentrina 12,3
14 Difenoconazol 15,5
15 Azoxistrobina 16,0

Curvas analiticas em acetonitrila e em tolueno foram preparadas para os
calculos de recuperacgao, efeito de matriz e fator de enriquecimento dos métodos
LLE/LTP e DLLME/LDS, respectivamente.

43



CAPITULO 1

A curva analitica em acetonitrila foi preparada por diluicdo das solugbes de
trabalho para validagdo de LLE/LTP (concentragdes dos agrotdxicos equivalentes a
30 e 100 LOQ) para obter hexaclorobenzeno e lindano (12 a 240 pg L™), disulfotom
(17 a 348 pg L™), clorotalonil e dieldrin (3 a 72 pg L), aldrin (2,3 a 45 pg L),
clorpirifés e difenoconazol (32 a 640 pg L), tiametoxam (300 a 900 pg L™),
triadimenol (80 a 800 pg L), endosulfam | e Il (10 a 210 pg L™), ciproconazol (280 a
840 ug L), DDT (4 a 84 ug L"), e azoxistrobina (15 a 300 pug L™'). Para DLLME/LDS,
uma curva analitica foi preparada por diluicdo das solugbes padrdo em tolueno nas
seguintes faixas de concentragdo de: 1-50 pg L™ para hexaclorobenzeno; 0,7-33 ug
L™ para lindano; 27-1353 ug L™ para disulfotom; 0,6-14 pg L™ para clorotalonil; 3-78
ug L™ para aldrin; 8-507 pg L™ para clorpirifés; 193-1451 pg L™ para tiametoxam; 86-
1712 ug L™ para triadimenol; 1-35 Mg L™ para endosulfam I; 7-183 Mg L™ de dieldrin;
280-1403 pg L™ para ciproconazol; 0,7-35 pug L™ para endosulfam II; 3-134 ug L™
para DDT; 168-1401 pg L™ para difenoconazol e 125-1252 pug L™ para azoxistrobina.
As curvas analiticas foram preparadas em triplicata. Pelo método dos minimos
quadrados obteve-se a equacgao de regressao linear. Os parametros das curvas
analiticas (inclinagao, intercepto e coeficiente de correlagao) obtidos para cada curva

sao apresentados na Tabela 15.

Tabela 15. Comparagao dos parametros das equacgdes de regressao da linearidade das
curvas analiticas preparadas em acetonitrila e em tolueno

Parametros da curva analitica Parametros da curva analitica

Agrotoxicos em acetonitrila (LLE/LTP) em tolueno (DLLME/LDS)

a b r a b r
Hexaclorobenzeno 44 0,9 0,997 154 0,267 0,996
Lindano 42 0,7 0,997 151 0,121 0,997
Disulfotom 2,0 0,03 0,999 4,3 0,053 0,997
Clorotalonil 376 2,5 0,996 302 -0,093 0,993
Aldrin 53 0,1 0,998 125 0,558 0,997
Clorpirifés 15 1,2 0,997 8,6 7,31 0,990
Tiametoxam 9,1 -0,07 0,999 10 1,15 0,990
Triadimenol 1,1 0,08 0,996 1,2 0,189 0,992
Endosulfam | 27,5 0,4 0,998 437 1,26 0,991
Dieldrin 52 0,1 0,999 119 1,67 0,990
Ciproconazol 0,77 -0,007 0,997 1,1 1,80 0,991
Endosulfam Il 14 0,09 0,997 218 0,521 0,994
DDT 35 0,1 0,998 73 0,093 0,992
Difenoconazol 3,2 0,08 0,999 4,2 0,174 0,994
Azoxistrobina 5,4 0,1 0,996 0,38 0,0056 0,990

a= Inclinagdo; b= Intercepto; r= Coeficiente de correlagao.
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Tendo em vista a boa linearidade obtida, coeficientes de correlacdo maiores
que 0,99 para todos os agrotdxicos, as duas curvas analiticas podem ser aplicadas
na quantificagdo de residuos de agrotoxicos das respectivas técnicas de preparo de
amostras.

O preparo de amostras € uma das mais importantes etapas na analise de
agrotoxicos em nivel de trago, com uma influéncia direta e importante em ambos
limites de deteccdo e quantificacdo obtidos. A eficiéncia de extragdo depende
fortemente do solvente orgénico utilizado, da natureza da amostra e das
propriedades quimicas dos agrotoxicos (CUNHA; FERNANDES, 2011). Neste
estudo, dois tipos de procedimentos de extragdo séo avaliados: LLE/LTP (VIEIRA et
al., 2007; SILVERIO et al., 2012) e DLLME (ALVES et al., 2012). Pela primeira vez
estes métodos foram avaliados para analise multirresiduo de agrotéxicos utilizados
na cafeicultura (recentemente ou no passado) em amostras de agua superficial e

residuaria.

3.3.1. Otimizacgao da técnica extragao liquido-liquido com particao em baixa
temperatura (LLE/LTP)

A primeira etapa no processo de otimizacdo da técnica LLE/LTP para
determinacdo de 15 residuos de agrotdéxicos em amostras de agua, consistiu em
comparar técnicas de LLE/LTP descritas na literatura (VIEIRA et al, 2007,
GOULART et al., 2010) e verificar se as mesmas atingiam uma boa eficiéncia na
extragdo multirresiduo de agrotoxicos de diferentes classes. As técnicas 1 e 2
diferem da ténica 3 principalmente em relagdo a particao a frio. Nas técnicas 1 e 2,
a amostra permanece no freezer até o congelamento da fase aquosa. Ja na técnica
3, a particdo ocorre apenas pela separacao de fases aquosa e organica em funcao
da reducao de miscibilidade entre as fases pelo abaixamento da temperatura. A
eficiéncia de extragdo avaliada pela resposta cromatografica (area relativa) dos

agrotoxicos obtida por estas 3 técnicas de LLE/LTP é apresentada na Figura 4.
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Figura 4. Comparacao de técnicas para determinagcao multirresiduo de agrotéxicos em
amostras de agua.

Os resultados apresentados na Figura 4 mostram que, para a maioria dos
agrotoxicos, nenhuma diferenga significativa ao nivel de 95% de confianga pela
ANOVA em relacdo a area relativa foi encontrada para as técnicas avaliadas.
Entretanto, a técnica 3 (GOULART et al., 2010) foi significativamente melhor para
aldrin e endosulfam |, fornecendo maiores respostas e menores desvios padrao para
todos os compostos. Esse resultado se deve provavelmente por ser uma técnica
com menor numero de etapas no preparo de amostras. Nos estudos seguintes, a
técnica 3 foi selecionada como ponto de partida para a otimizacao da LLE/LTP.

A segunda etapa na otimizacdo da técnica LLE/LTP consistiu em avaliar
diferentes tipos e tempos de agitagdo na eficiéncia de extragdo dos analitos. Para
isso foram testadas a agitagédo em vortex (VT) por 1, 2 e 3 min e mecéanica (MA) por
5, 10, 15 e 20 min. A Figura 5 mostra o comportamento dos agrotoxicos nestes

tempos e tipo de agitagao.
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Figura 5. Influéncia do tipo e tempo de agitacdo da técnica LLE/LTP na resposta
cromatografica dos analitos. Foram testados agitagcdo em vértex por 0,5; 1 € 2 min; mesa
agitadora por 30, 60, e 120 min.

Como pode ser observado, para a maioria dos compostos a mesa agitadora
forneceu melhores respostas na extragao dos agrotéxicos por LLE/LTP. Aplicando a
ANOVA, percebe-se que, ao nivel de 95% de confianga, os tipos e tempos de
agitacdo foram iguais para a maioria dos agrotéxicos. As diferengas significativas
verificadas foram para o clorotalonil (VT 2 min € MA 5 min), aldrin (VT 2 min e MA 20
min), tiametoxam (VT 2 min e MA 5 min e entre VT 2 min e MA 20 min) e
principalmente para azoxistrobina (VT 1 min e MA 5 min; VT 2 min € MA 5 min; VT 2
min e MA 15 min; VT 3 min e MA 5 min; MA 5 min e MA 20 min e entre MA 10 min e
MA 20 min). A correlagdo ANOVA dos dados apresentados na Figura 5 permite
concluir que as piores respostas para esses 4 agrotoxicos foram obtidas quando
utilizou-se agitagdo em vortex por 1, 2 e 3 min ou mesa agitadora por 20 min. Assim,
percebe-se que ndo ha diferenga significativa em utilizar a mesa agitadora por 5, 10
ou 15 min. Logo, nos estudos posteriores sera utilizada a mesa agitadora por 10
min.

A influéncia da proporcdo amostra:acetonitrila na determinagao multirresiduo

de agrotoxicos em agua foi avaliada. Os resultados obtidos sdo apresentados na

47



CAPITULO 1

Figura 6. Como pode ser observado, para maioria dos agrotéxicos ndo ha diferengas
significativas ao se utilizar a proporgéo 1:1 ou 1:2 de amostra:solvente extrator e isto
foi comprovado pela ANOVA ao nivel de 95% de confianga. Apenas para o DDT foi
verificado diferengas significativas ao mudar a propor¢do de amostra:solvente
extrator, sendo que a proporgao 1:1 de amostra:solvente extrator foi a que forneceu
melhor resposta. Desta maneira, visando também a nao diluicdo das amostras e
consequentemente obtendo melhores limites de detecgcdo e quantificagcdo, a

propor¢cao 4 mL de agua para 4 mL de acetonitrila sera adotada na técnica LLE/LTP.
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Figura 6. Influéncia da proporgdo amostra:acetonitrila na determinagéo multirresiduo de
agrotoxicos em agua.

Em seguida, foram otimizados trés parametros que podem afetar a eficiéncia
de extracdo através de um planejamento fatorial completo 2°. A significancia de cada
fator foi avaliada pela analise de variancia (ANOVA) usando niveis de significancia
p-valor. Os resultados, area relativa total, foram usados para gerar os graficos de
Pareto dos efeitos e interagdes. Neste grafico, o comprimento de cada barra é
proporcional ao valor absoluto de cada efeito estimado e interagdo, os quais
permitem uma comparagado da significancia relativa de cada um dos fatores na
LLE/LTP. Na Figura 7 é apresentado o grafico dos efeitos dos fatores velocidade de
agitagdo, adicao de acido acético e forga ibnica na extragdo multirresiduo de

agrotoéxicos em agua.
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Figura 7. Grafico de Pareto com os efeitos dos fatores velocidade de agitagéo, adigdo de
acido e forca ibnica sobre a extragdo de agrotoxicos em amostras de agua para otimizagao
da LLE/LTP.

No estudo de campo experimental do planejamento fatorial, as variaveis
investigadas (velocidade de agitagdo — 150 ou 200 opm; adigdo de CH3COOH - 0 ou
1% viv e forca idnica 0 ou 0,5 mol L") ndo foram significativas (p>0,05) para todos
os agrotoxicos estudados. Assim, optou-se por continuar com a mesa agitadora em
175 opm e nao adicionar nem acido e nem sal na técnica de extragao.

Desta maneira, a técnica otimizada para determinagcdo multirresiduo de
agrotéxicos em agua consiste em adicionar 4 mL de acetonitrila em 4 mL de agua. A
mistura é agitada mecanicamente por 10 min a 175 opm e 25 °C e resfriada em
freezer (-20 °C) por 2 h. A fase organica contendo os analitos de interesse é
transferida para vial contendo padrdo interno a 0,2 mg L' e analisada por
cromatografia gasosa. A técnica otimizada é simples e rapido para determinacao
multirresiduo de agrotdéxicos em amostras de agua. Para avaliar o desempenho
analitico do método LLE/LTP-GC/ECD proposto, este foi validado em termos de
seletividade, linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo, precisdo, exatidao e

efeito de matriz.

3.3.2. Otimizagao da técnica microextragao liquido-liquido dispersiva
(DLLME/LDS)
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Entre os fatores que afetam o processo de extragdo DLLME, foram otimizados
nesse estudo os solventes extrator e dispersor e os volumes dos mesmos, além de
forca ibnica, pH e tempo de extracio.

Para escolha do solvente extrator, trés solventes de baixa densidade, n-
hexano, 1-octanol e tolueno, foram avaliados neste trabalho. Os solventes organicos
foram selecionados em virtude da menor toxicidade em relacdo aos solventes
halogenados. Apresentam também baixa solubilidade em agua para facilitar a
separacao de fases e também a obtencdo de extrato orgénico praticamente isento
de agua, de maneira a dispensar a etapa adicional de secagem. Outros requisitos
incluem a pressao de vapor relativamente baixa e temperatura de ebulicdo
relativamente alta, para evitar perdas significativas de solvente durante o processo
de extragdo. Vale destacar que a maioria dos solventes halogenados apesar de
possuirem todas as caracteristicas acima mencionadas, sdo detectados pelo
detector por captura de elétrons gerando um pico com cauda. Na Tabela 16 estao
listadas as propriedades dos solventes organicos testados na otimizagéo da técnica
(MERCK, 2014).

Tabela 16. Propriedades fisico-quimicas dos solventes organicos utilizados na otimizacao

de DLLME/LDS para determinagido multirresiduo de agrotéxicos em égua

Massa Solubilidade Ponto de Densidade Pressao de
, Ponto de g 3
Solvente molar / em agua/ fusio / °C ebulicido/ /(gcm™a vapor/ mm
(@mol”) (gL"a20°C) °C 20 °C) Hg a 20 °C
Extratores
n-Hexano 86,2 0,009 -94,3 69 0,66 120
1-Octanol 130,2 0,3 -16 195 0,83 0,026
Tolueno 92,1 0,5 -95 110,6 0,87 22
Massa Solubilidade Ponto de Densidade Pressao de
, Ponto de g 3
Solvente molar / em agua / fusio / °C ebulicdo/ /(gcm™a vapor/ mm
(9 mol™) (9 L' a 20 °C) °C 20 °C) Hg a 20 °C
Dispersores
Acetona 58,1 soluvel -954 56,2 0,79 175
Acetonitrila 41,5 soluvel -45,7 81,6 0,786 73
Metanol 32,0 soluvel -98 64,5 0,792 96

Fonte: Merck, 2014. Atualizado em: 18.06.2014.

Para efeitos de comparacao, verificou-se a necessidade de adicionar um
volume maior de n-hexano para recuperar igual volume de diferentes solventes
extratores na fase organica superior, 85 yL. O efeito dos solventes de extracdo na

resposta dos agrotoxicos (area relativa dos picos) é apresentado na Figura 8.
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Figura 8. Efeito do solvente de extracdo na andlise multirresiduo de agrotéxicos em
amostras de agua por DLLME/LDS. Condi¢cdes de extragdo: volume de amostra: 5 mL;
volume de solventes extrator e dispersor: 600 uL; tempo de extracdo: 30 s; tempo de
centrifugacdo (3500 rpm): 5 min; concentracdo dos analitos: 2 ug L™ de hexaclorobenzeno,
lindano, clorotalonil, aldrin, clorpirifés, dieldrin e DDT e 10 ug L de Disulfotom, tiametoxam,
triadimenol, endosulfam-I, endosulfam-Il, ciproconazol, difenoconazol e azoxistrobina; n=3.

Os resultados mostram que para a maioria dos agrotoxicos (n=9, 60%) nao ha
diferenca significativa entre os solventes extratores avaliados ao nivel de 95% de
confianga pela ANOVA. Para 20% dos agrotoxicos (triadimenol, ciproconazol e
azoxistrobina) o n-hexano obteve as piores respostas cromatograficas. Respostas
ruins foram obtidas também para 1-octanol para 20% dos compostos avaliados
(hexaclorobenzeno, clorpirifés e endosulfam IlI). Desta maneira, tolueno foi
selecionado como solvente de extragdo. Resultados semelhantes foram obtidos por
Chen et al. (2010) e Moreno-Gonzalez et al. (2012) na determinacédo de carbamatos
em amostras de agua por variagdes da DLLME. O tolueno também foi o solvente de
extragao escolhido para determinacdo de 6 ésteres ftalatos em amostras de agua
por uma nova técnica de microextragdo liquido-liquido dispersiva (LDS-VSLLME)
(ZHANG,; LEE, 2013).

O solvente dispersor deve ser miscivel tanto na amostra aquosa quanto no
solvente extrator e possuir a capacidade de diminuir a tensédo interfacial do solvente

de extragdo a fim de tornar o tamanho das gotas menores e aumentar a eficiéncia de
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extragdo (CUNHA et al., 2009). Trés solventes organicos, acetona, acetonitrila e
metanol foram testados como solventes dispersores na extracdo multirresiduo de
agrotoxicos de amostras de agua. Foram utilizados 500 yL de cada solvente
dispersor e 100 pL de tolueno. A eficiéncia da extragao foi avaliada pela comparagéao

das areas relativas dos picos cromatograficos (Figura 9).
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Figura 9. Efeito do solvente dispersor na analise multirresiduo de agrotdxicos em amostras
de agua por DLLME/LDS. Condi¢des de extragado: volume de amostra: 5 mL; volume de
solventes extrator 100 pL; volume de solvente dispersor: 500 uL; tempo de extracdo: 30 s;
tempo de centrifugacdo (3500 rpm): 5 min; concentracdo dos analitos: 2 pg L' de
hexaclorobenzeno, lindano, clorotalonil, aldrin, clorpirifés, dieldrin e DDT e 10 ug L' de
Disulfotom, tiametoxam, triadimenol, endosulfam-l, endosulfam-ll, ciproconazol,
difenoconazol e azoxistrobina; n=3.

De acordo com os resultados apresentados, semelhante eficiéncia de
extragao foi atingida pelos trés solventes dispersores avaliados para a maioria dos
agrotoxicos em estudo, ao nivel de 95% de confianga pela ANOVA. O metanol
apresentou uma eficiéncia de extracao inferior a acetona e acetonitrila na analise de
hexaclorobenzeno e foi também o solvente dispersor que apresentou os maiores
desvios na resposta. Adicionalmente, acetona apresenta menor toxicidade e é mais
barato que acetonitrila. Desta maneira, acetona foi selecionada como solvente
dispersor. Resultados semelhantes foram obtidos por (BERIJANI et al., 2006;
REZAEE et al., 2006; FATTAHI et al., 2007a; CUNHA et al., 2009; FARAJZADEH et
al., 2009; GUO; LEE, 2011).
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Os volumes dos solventes extrator e dispersor foram otimizados
simultaneamente com o objetivo de aumentar o fator de enriquecimento e assim
obter menores limites de deteccdo e quantificagdo. As condigcdes experimentais
foram fixadas e incluiram o uso de 600 uL da mistura de solventes extrator e
dispersor, variando os volumes de ambos solventes. As Figuras 10 e 11 mostram as
curvas dos volumes de solventes avaliados versus volume de fase organica superior

recuperado e area relativa, respectivamente.
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Figura 10. Efeito do volume de solventes dispersor (acetona) no volume de fase organica
superior recuperado por DLLME/LDS. Condi¢cdes de extracdo: volume de amostra: 5 mL;
volume de solventes extrator e dispersor: 600 uL; tempo de extracdo: 30 s; tempo de
centrifugagéo (3500 rpm): 5 min; concentragdo dos analitos: 2 ug L™ de hexaclorobenzeno,
lindano, clorotalonil, aldrin, clorpirifés, dieldrin e DDT e 10 ug L™ de Disulfotom, tiametoxam,
triadimenol, endosulfam-I, endosulfam-Il, ciproconazol, difenoconazol e azoxistrobina; n>4.

De acordo com a Figura 10, o aumento do volume de solvente dispersor
(acetona, de 480 a 545,5 L) e a diminuicao do volume de solvente extrator (tolueno,
de 120 a 54,5 pL) favorecem a diminuigdo do volume de fase organica superior

recuperado, de 93 para 40 pL.
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Figura 11. Efeito do volume dos solventes extrator (tolueno) e dispersor (acetona) na
resposta cromatografica dos agrotoxicos em amostras de agua por DLLME/LDS. Condig¢oes
de extracdo: volume de amostra: 5 mL; volume de solventes extrator e dispersor: 600 pL;
tempo de extragdo: 30 s; tempo de centrifugacdo (3500 rpm): 5 min; concentracido dos
analitos: 2 ug L' de hexaclorobenzeno, lindano, clorotalonil, aldrin, clorpirifés, dieldrin e DDT
e 10 g L' de Disulfotom, tiametoxam, triadimenol, endosulfam-I, endosulfam-II,
ciproconazol, difenoconazol e azoxistrobina; n=3.

De acordo com a Figura 11, o aumento do volume de solvente dispersor
(acetona) com simultdnea diminuicdo do volume de solvente extrator (tolueno)
favorece um aumento na resposta para a maioria dos agrotoxicos avaliados até V4,
entre V4 e V5, observa-se que alguns agrotoxicos continuam com suas respostas
aumentando, enquanto outros tém sua resposta suavemente diminuida.

Em seguida, foi avaliado o efeito da variagdo dos volumes de solventes

extrator e dispersor no fator de enriquecimento dos agrotéxicos (Figura 12).
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Figura 12. Efeito do volume dos solventes extrator (tolueno) e dispersor (acetona) no fator
de enriquecimento dos agrotéxicos. Condicbes de extragdo: volume de amostra: 5 mL;
volume de solventes extrator e dispersor: 600 pL; tempo de extragdo: 30 s; tempo de
centrifugacdo (3500 rpm): 5 min; concentracdo dos analitos: 2 pg L™ de hexaclorobenzeno,
lindano, clorotalonil, aldrin, clorpirifos, dieldrin e DDT e 10 g L™ de Disulfotom, tiametoxam,
triadimenol, endosulfam-I, endosulfam-Il, ciproconazol, difenoconazol e azoxistrobina; n=3.

Pode-se perceber que a medida em que se aumenta o volume de acetona e
diminui o volume de tolueno, aumenta-se o fator de enriquecimento dos agrotéxicos.
Pode-se perceber que tanto o aumento do solvente dispersor quanto a diminui¢cao
do solvente extrator favorecem a diminuicdo no volume de fase organica superior
recuperado e consequentemente favorecem o aumento do fator de enriquecimento
até V4. Com excegao do triadimenol, cuja melhor resposta foi 533 pyL de acetona e
67 uL de tolueno (V4), ndo ha diferenga significativa ao nivel de 95% de confianga
pela ANOVA entre os fatores de enriquecimento dos agrotdxicos entre V4 e V5. Vale
destacar que volume muito pequeno de solvente extrator resultam em dificuldade de
coletar a fase organica superior. Desta maneira, V4 foi escolhido como volume
otimo, ou seja, 67 yL de tolueno e 533 uL de acetona os volumes de solvente
extrator e dispersor, respectivamente. Vale destacar que recuperagdo dos
agrotoéxicos utilizando esses volumes variou de 63 a 115%.

A ultima etapa da otimizagcdo da técnica foi realizada por uma abordagem
multivariada utilizando um planejamento fatorial completo 23 com ponto central

(n=3). As variaveis investigadas foram forga idbnica com adi¢cdo de NaCl a amostra (0
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e 2% m/v NaCl), pH da amostra (4,3 e 8,7) e tempo de extragdo (0 e 30 s). Neste
tipo de planejamento, as variaveis sdo definidas em dois niveis, minimo e maximo,
normalizados como (-1) e (+1). O planejamento experimental e os resultados s&o
apresentados na Tabela 17. A area relativa total foi a resposta experimental
estudada e os resultados sao apresentados na Figura 13. A significancia de cada
fator foi avaliada pela analise de variancia (ANOVA) usando niveis de significancia
p-valor. Os resultados foram usados para gerar o grafico de Pareto dos efeitos e

interagdes (Figura 14).
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Figura 13. Areas relativas dos agrotoxicos obtidas no planejamento fatorial 23 para
otimizacdo de DLLME/LDS em amostras de agua.

Tabela 17. Resultados do planejamento fatorial 2° completo para otimizagdo DLLME/LDS

Fatores decodificados

Ensaio Area relativa total
Adicao de NaCl / H Tempo de
%NaCl (m/v) extragao /s
1 0 4,2 0 133
2 2 4,2 0 106
3 0 8,7 0 112
4 2 8,7 0 121
5 0 4,2 30 126
6 2 4,2 30 113
7 0 8,7 30 101
8 2 8,7 30 113
9C 1 6,5 15 111
10C 1 6,5 15 130
11C 1 6,5 15 128

C= Ponto central.
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Figura 14. Graficos de Pareto com os efeitos dos fatores adicdo de NaCl, pH e tempo de
extragdo na resposta relativa dos agrotéxicos para otimizacdo da DLLME/LDS.

A obtencdo de p<0,05 implica que os efeitos dos fatores estudados
apresentam influéncia significativa nos resultados. Assim sendo, avaliando os
resultados do planejamento fatorial, as variaveis investigadas (adicdo de NaCl, pH
da amostra e tempo de extracdo) ndo foram significativas (p>0,05) para os
agrotéxicos estudados.

Acreditava-se que a adi¢ao de sal poderia aumentar o rendimento da extragao
em DLLME, principalmente para analitos de baixa solubilidade em fung¢do do efeito
“salting out”. Contudo, ndo o foi. Resultados semelhantes a este trabalho, mostrando
que a adigdo de sal nao tem efeito na eficiéncia de extracdo de DLLME foram
obtidos por varios pesquisadores (BERIJANI et al.,, 2006; CUNHA et al., 2009;
FARAJZADEH et al., 2009; ALVES et al., 2012). Assim, neste trabalho optou-se por
nao adicionar NaCl nos experimentos posteriores.

O valor do pH da amostra determina as formas existentes dos analitos (ions
ou moléculas neutras) por causa da equilibrio de dissociagdo o qual pode afetar a
eficiéncia de extracdo. Entretanto, assim como neste trabalho, Chen et al (2010)
mostra que a eficiéncia de extracdo ndo apresentou efeito notavel pela variagao do
pH da amostra. Tendo em conta que o pH da agua ultrapura utilizada nos
experimentos apresentou valores préximo de 6,4 e que a maioria das amostras de
agua superficial coletadas na microbacia do rio Manhuagu apresentaram valores

entre 6,4 e 7,0 optou-se por ndo efetuar qualquer ajuste do pH das amostras de
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agua. Desta maneira também, mostra-se a aplicabilidade da técnica para amostras
de agua residuaria, cujos valores de pH das mesmas foram inferiores a 6,4, ndo
necessitando de ajuste de pH para a extragdo multirresiduo de agrotéxicos nas
mesmas.

Em DLLME, o tempo de extragao é definido como o intervalo de tempo entre
a injegao da mistura de solventes dispersor (acetona) e extrator (tolueno) na amostra
aquosa e o inicio da centrifugagcédo. Varios trabalhos mostram que o tempo de
extragdo nao tem nenhum efeito significativo na eficiéncia de extracédo (FATTAHI et
al., 2007a; CUNHA et al., 2009; FARAJZADEH et al., 2009; GUO; LEE, 2011). Isto
porque a area superficial entre o solvente extrator e a fase aquosa é infinitamente
grande. Assim, a transferéncia dos analitos da fase aquosa para a fase organica
extratora é rapida. O estado de equilibrio é alcangado rapidamente, como resultado,
o tempo de extragdo € muito curto. Assim como esperado, este trabalho nao
verificou nenhum efeito significativo nas areas dos picos dos analitos. Desta
maneira, 30 s de agitacdo em vortex foi definido como tempo de extragao.

Com base nas discussdes acima, as condi¢cdes de extracdo mais adequadas
para analise multirresiduo de agrotéxicos em amostras de agua por DLLME/LDS sao
as seguintes: em 5 mL de amostra de agua superficial foram adicionados 67 uL de
tolueno como solvente de extragdo com 533 UL de acetona como solvente dispersor.
Em seguida, a mistura foi agitada em vértex por 30 s (tempo de extracdo) e
centrifugada a 3500 rpm por 5 min. A fase organica superior (45 uL) foi recolhida e
analisada por GC/ECD. Todos os experimentos seguintes foram realizados sob

estas condi¢des otimizadas.

3.3.3. Parametros analiticos do método

Para avaliar a seletividade, amostras de agua superficial coletadas na
microbacia do Rio Manhuagu foram submetidas as técnicas otimizadas (LLE/LTP e
DLLME/LDS). Posteriormente essas amostras foram fortificadas com os 15
principios ativos estudados e submetidos novamente aos métodos de extragao e
analise. As Figuras 15 e 16 apresentam os cromatogramas de extratos de agua (A)
sem fortificacdo e (B) fortificada, submetidas LLE/LTP e DLLME/LDS,

respectivamente.
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Figura 15. Cromatogramas de extratos de amostra de agua superficial (Ponto 1) submetidas
a LLE/LTP (a) sem fortificagao; (b) fortificada. As condi¢cdes cromatograficas foram descritas
em Material e métodos. (1) Hexaclorobenzeno (160 ug L™); (2) Lindano (300 pg L™); (3)
Disulfotom (900 pg L™); (4) Clorotalonil (160 pg L™); (5) Aldrin (160 pg L™); (6) Clorpirifés
(160 pg L™); (7) Tiametoxam (800 ug L™); (8) Triadimenol (900 g L™); (9) Endosulfam | (160
ug L™); (10) Dieldrin (300 pug L™); (11) Ciproconazol (800 ug L™); (12) Endosulfam Il (160 ug
L™); (13) DDT (300 pg L™); (PI) Bifentrina (PI; 200 ug L™); (14) Difenoconazol (800 ug L™);
(15) Azoxistrobina (320 ug L™).
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Figura 16. Cromatogramas de extratos de amostra de agua superficial (Ponto 1) submetidas
a DLLME/LDS (a) sem fortificagdo; (b) fortificada. As condi¢gdes cromatograficas foram
descritas em Material e métodos. (1) Hexaclorobenzeno (2,5 ug L™); (2) Lindano (1,5 pg L™);
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(3) Disulfotom (7,5 ug L™); (4) Clorotalonil (2,5 ug L™); (5) Aldrin (4 pug L™); (6) Clorpirifés (19
mg L™); (7) Tiametoxam (94 mg L™"); (8) Triadimenol (62 mg L™); (9) Endosulfam | (10 pg L’
"); (10) Dieldrin (1 pg L™); (11) Ciproconazol (12,5 ug L™); (12) Endosulfam 1 (10 pg L™); (13)
DDT (4 pg L™); (Pl) Bifentrina (PI; 3 pg L'); (14) Difenoconazol (7,5 pg L7); (15)
Azoxistrobina (25 ug L™).

Comparando os dois cromatogramas (A e B) observa-se que nédo ha picos
coincidentes entre a matriz original e a matriz fortificada, desta forma as respostas
dos analitos de interesse nao sofrem interferéncia de outros componentes da matriz.
Tais resultados comprovam a boa seletividade dos métodos propostos.

A avaliagao da linearidade foi estudada pela analise de amostras de agua
fortificadas em diferentes concentracbes e submetidas aos dois diferentes métodos
de extracdo. Para LLE/LTP as amostras foram fortificadas em varios niveis de
concentracao correspondentes ao LOQ; 1,5 LOQ; 2 LOQ; 2,5 LOQ; 3 LOQ; 5 LOQ;
7,5 LOQ; 10 LOQ; 12,5 LOQ; 15 LOQ; 17,5 LOQ; 20 LOQ. Ciproconazol e
tiametoxam foram estudados numa faixa menor, até 3 LOQ, tendo em vista a
saturagado do detector. Disulfotom foi estudado até 10 LOQ. Para DLLME/LDS as
amostras foram fortificadas em concentragcdes correspondentes a LOQ; 2,5 LOQ; 5
LOQ; 7,5 LOQ; 10 LOQ; 25 LOQ; 50 LOQ; 75 LOQ, 100 LOQ (hexaclorobenzeno,
aldrin, triadimenol, ciproconazol, difenoconazol e azoxistrobina), 150 LOQ
(disulfotom, clorotalonil, clorpirifés, tiametoxam, endosulfam | e I, dieldrin e DDT) e
250 LOQ (lindano).

O método usado para quantificar as substancias de interesse foi a
padronizagao interna. As curvas analiticas foram plotadas relacionando area relativa
do analito (area do analito/area do padrao interno) versus concentragdao do analito.
Os parametros das curvas analiticas, as faixas lineares e os coeficientes de
correlagado (r) obtidos na validagado das técnicas LLE/LTP-GC/ECD e DLLME/LDS-
GC/ECD sao apresentados na Tabela 18.

Tabela 18. Comparagao dos parametros das equagdes de regressao da linearidade de dois

métodos de extracdo multirresiduos de agrotc')xicos em amostras de égua

LLE/LTP DLLME/LDS
Agrotoxicos a b Faixa linear/ b ] Faixa linear/
(Mg L) (ng L)
Hexaclorobenzeno 52,1 0,7 0,998 12 - 240 26 15 0,997 0,1-10
Lindano 494 0,7 0,998 12 — 240 24 0,6 0,997 0,03-75
Disulfotom 2,5 0,02 0,999 17 — 348 0,1 0,3 0,997 0,3-37,5
Clorotalonil 398,2 2 0,999 35-72 26 09 0,999 0,1-12,5

(Continuacao na proxima pagina)
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Tabela 18. (Continuacéo)

LLE/LTP DLLME/LDS

Agrotoxicos a b Faixa linear/ b Faixa linear/

(Mg L) (ng L)
Aldrin 60,8 0,03 0,999 2-46 2,1 0,8 0,995 0,1-15
Clorpirifés 16,7 1 0,996  32-640 0,3 2,5 0,998 0,7 - 94
Tiametoxam 5,7 -0,7 0,998 300-900 0,003 0,1 0,995 4 — 469
Triadimenol 1,3 0,08 0,998 80 — 800 0,04 0,5 0,998 2,5-250
Endosulfam-I 33,5 0,4 0,999 10,5-210 0,8 2 0,995 0,4 -50
Dieldrin 65,2 0,2 0,999 35-72 32 1,5 0,995 0,05-6
Ciproconazol 0,88 0,004 0,996 280-840 0,05 0,3 0,995 0,5-50
Endosulfam-II 16,4 0,04 0,998 10,5-210 0,3 1 0,995 0,4 -50
DDT 41,8 0,1 0,999 4 -84 14 0,6 0,998 0,1-19
Difenoconazol 4,3 0,04 0,999 32 - 640 0,1 0,2 0,998 0,3-30
Azoxistrobina 4,2 0,06 0,997 15 -300 0,1 0,3 0,995 1-100

a= Inclinagao; b= Intercepto; r= Coeficiente de correlagao.

Os dados da Tabela 18 permitem observar que em termos de r, a linearidade dos
dois métodos (LLE/LTP e DLLME/LDS) nao diferem entre si. O parametro r permite
estimar a qualidade da curva obtida, pois quanto mais préximo de 1, menor a
dispersdo do conjunto de pontos experimentais. A ANVISA recomenda um
coeficiente de correlagdo superior a 0,99 (ANVISA, 2003). Os resultados obtidos
estao de acordo com esse requisito, uma vez que para os 15 analitos os valores de r
variaram de 0,996 a 0,999 para LLE/LTP, e de 0,995 a 0,999 para DLLME/LDS.
Desta maneira, tanto LLE/LTP e DLLME/LDS séo lineares na faixa avaliada. Pode-
se verificar também que a técnica DLLME/LDS por concentrar a amostra permite a
analise de residuos de agrotdoxicos em concentragcdes bem inferiores a LLE/LTP.

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados pelo método
sinal/ruido. Os resultados obtidos para analise de residuos de agrotoxicos em
amostras de agua por LLE/LTP e DLLME/LDS sao apresentados na Tabela 19.

Tabela 19. Limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) dos métodos LLE/LTP e
DLLME/LDS para extragao de residuos de agrot(’)xicos em amostras de égua

LLE/LTP DLLME/LDS LMR
Agrotoéxicos LoD/ LoQ/ LoD/ LoQ/ MS, WHO,
(mgL") (ugL’) (mgL”) (ugL’) 2011 2011
Hexaclorobenzeno 3,5 12 0,02 0,1 - -
Lindano 3,5 12 0,01 0,03 2 2
Disulfotom 5 17 0,1 0,3 - -

(Continuagao na préoxima pagina)
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Tabela 19. (Continuagao)

LLE/LTP DLLME/LDS LMR

Agrotoxicos LOD/ LoOQ/ LOD/ LoQ/ MS, WHO,

(mgL") (ugL’) (mgL") (ugL’) 2011 2011
Clorotalonil 1 3,5 0,02 0,1 - -

Aldrin 0,7 2 0,02 0,1 0,03®  0,03@
Clorpirifés 10 32 0,1 0,7 30®) 30
Tiametoxam 91 300 2 4 - -
Triadimenol 24 80 0,5 2,5 - -
Endosulfam-| 3 10,5 0,07 0,4 20© -
Dieldrin 1 3,5 0,007 0,05 - -
Ciproconazol 85 280 0,1 0,5 - -
Endosulfam-I| 4 14 0,02 0,2 - -
DDT 1 4 0,01 0,1 1 -
Difenoconazol 10 32 0,07 0,3 - -
Azoxistrobina 4.5 15 0,1 1 - -

LMR= Limite maximo de residuo; LOD= Limite de deteccao; LOQ= Limite de quantificacao;
MS= Ministério da saude; WHO= World Health Organization. @Soma da aldrin + dieldrin;
®)Soma de clorpirifés + clorpirifés-oxon; ?“Soma de Endosulfam |, Il e sais.

Os valores de LOD e LOQ dos métodos variaram de 0,7 4 91 ug L™ e 2 4 300
ug L™ para LLE/LTP e de 0,007 a 2 ug L™ e 0,05 a 3,5 pg L™ para DLLME/LDS,
respectivamente. Como esperado, DLLME/LDS apresentou menores valores de
LOD e LOQ que LLE/LTP, tendo em vista o alto fator de enriquecimento do primeiro.

Considerando os valores dos LMR estabelecidos pela legislagao brasileira
(Ministério da Saude, MS) (BRASIL, 2011) e internacional (World Health
Organization, WHO) (WHO, 2011) pode-se perceber que apenas DLLME/LDS
atende aos requisitos necessarios, mostrando-se eficiente para extracdo e analise
de trago de residuo de agrotoxicos em amostras de agua. O método LLE/LTP e
GC/ECD néao é adequado para analise traco de alguns dos agrotoxicos estudados,
0s quais sao contemplados pela legislagdo. Sugere-se para trabalhos futuros que
seja avaliado a inclusdao de uma etapa adicional de concentracdo dos extratos em
LLE/LTP, e assim, aumentar a sensibilidade do mesmo.

Para avaliar a exatidao, testes de recuperacdo foram realizados pela
fortificacdo de amostras de agua superficial (Ponto 1) com solugbes padréao
contendo os 15 agrotéxicos em trés niveis de concentragdo, com seis replicatas para
cada nivel. As amostras de agua fortificadas em concentragcdes equivalentes a 1, 2 e
10 LOQ para LLE/LTP e 1, 2,5 e 3,3 LOQ para DLLMS foram submetidas as

técnicas de extracao otimizadas. As quantificagdes foram realizadas pelo método de
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padronizagao interna utilizando as respectivas curvas analiticas em solvente. Para

LLE/LTP foi utilizada uma curva em acetonitrila contendo os agrotéxicos na mesma

faixa de concentracdo que a curva superposicao de matriz utilizada para estudo da

linearidade do método, como descrito anteriormente. A curva analitica utilizada para

quantificacdo das amostras fortificadas submetidas ao método DLLME/LDS foi a

curva analitica em tolueno. Na Tabela 20 sdo comparados os dados de exatidao

obtidos.

Tabela 20. Comparagao das recuperagdes de agrotoxicos em amostras de agua fortificadas e
extraidas por LLE/LTP e DLLME/LDS

Agrotéxicos NF 1_1I R (n=6) / NF 2_1I R (n=6) / NF 3_1I R (n=6) /

(Mg L) % (Mg L) % (MgL™) %

Hexaclorobenzeno 12 91 24 100 120 96
Lindano 12 76 24 88 120 92
Disulfotom 17 90 35 95 174 95
Clorotalonil 3,5 71 7 79 36 88
Aldrin 2 112 4,5 100 22,5 108
Clorpirifés 32 71 64 89 320 93

& Tiametoxam 300 88 600 70 3000 nr
S Triadimenol 80 95 160 94 800 94
= Endosulfam-I 10,5 75 21 87 105 93
Dieldrin 3,5 95 7 94 36 96
Ciproconazol 280 94 560 81 2800 nr
Endosulfam-II 14 97 28 75 140 91
DDT 4 75 8 84 42 93
Difenoconazol 32 87 64 87 320 90
Azoxistrobina 15 65 30 74 150 95
Hexaclorobenzeno 0,1 109 0,2 96 0,3 89
Lindano 0,06 99 0,1 88 0,2 70
Disulfotom 0,3 113 0,7 99 1 114
Clorotalonil 0,1 81 0,2 75 0,3 81
Aldrin 0,1 75 0,4 66 0,5 63

o Clorpirifés 0,7 88 2 87 2,5 79
8  Tiametoxam 4 68 9 66 12,5 64
E Triadimenol 2,5 115 6 114 8 96
j Endosulfam-I 0,4 78 1 79 1 75
QO Dieldrin 0,05 72 0,1 95 0,2 95
Ciproconazol 0,5 65 1 66 2 68
Endosulfam-I| 0,4 79 1 73 1 78
DDT 0,1 100 0,4 81 0,5 71
Difenoconazol 0,3 101 0,7 100 1 79
Azoxistrobina 1 94 2,5 95 3 92

NF= Nivel de fortificacdo; R= Recuperag¢do; nr= ndo realizado.
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Pelos resultados apresentados, pode-se observar que no primeiro nivel de
fortificacdo (LOQ) as recuperagdes dos 15 agrotoxicos avaliados variaram de 65 a
112 para LLE/LTP e de 65 a 115 para DLLME/LDS. No segundo nivel de fortificagéo,
foram obtidos valores de recuperagao entre 70 e 100 para LLE/LTP e entre 66 e 114
para DLLME/LDS. No terceiro nivel foram obtidos valores entre 88 e 108 para
LLE/LTP e entre 63 e 114 para DLLME/LDS. Desta maneira verifica-se que as
recuperacoes de ambos os métodos sdo semelhantes e foram obtidas boas
recuperagbes para a maioria dos agrotdoxicos, com valores entre 70 e 120%,
conforme recomendado (RIBANI et al., 2004; SANCO, 2009). As recuperagdes mais
baixas por DLLME/LDS foram encontradas para aldrin (em 2 niveis avaliados),
tiametoxam e ciproconazol (nos trés niveis de fortificagdo) com valores entre 63 e
68%. Por LLE/LTP, a menor recuperacgao foi verificada para azoxistrobina no menor
nivel de concentracao (65%). Considerando os baixos niveis de fortificacao, pode-se
considerar aceitaveis as recuperagdes obtidas por ambos métodos.

As recuperagcbes obtidas por LLE/LTP para analise de residuos de
agrotoxicos em amostras de agua nesse estudo sdo semelhantes as relatadas na
literatura, 73-117% (VIEIRA et al., 2007; GOULART et al., 2010; MAGALHAES et al.,
2012). Resultados semelhantes também foram encontrados para extracdo de
residuos de agrotoxicos em amostras de agua por DLLME (BERIJANI et al., 2006;
XIONG; HU, 2008; ALBASEER et al., 2012).

A precisdo do método em termos de repetitividade foi avaliada usando desvio
padrao relativo (RSD) de replicatas (n=6) obtidas em trés niveis de fortificacdo. Para
determinacdo da repetitividade foi realizada a fortificagdo de amostras de agua
destilada com quantidades adequadas da solugdao padrao contendo os 15
agrotéxicos nos trés niveis de concentragao avaliados (1, 2 e 10 LOQ para LLE/LTP
e 1, 25 LOQ e 3,3 LOQ para DLLME/LDS). As amostras fortificadas foram
submetidas as técnicas LLE/LTP e DLLME/LDS e analisadas por GC/ECD. As
quantificacbes foram realizadas pelo método de padronizacdo interna usando a
curva no solvente adequada, como descrito acima. Os resultados obtidos sao
apresentados na Tabela 21.
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Tabela 21. Desvio padrao relativo (n=6) para os agrotoxicos extraidos de amostras de agua
com os métodos LLE/LTP e DLLME/LDS empregando GC/ECD

LLE/LTP DLLME/LDS
Agrotéxicos 1L0Q 2L0Q 10LOQ  1LOQ 2LOQ 3,33LOQ
RSD (n=6) / %

Hexaclorobenzeno 3 8 3 15 12 8
Lindano 3 5 4 10 8 6
Disulfotom 7 9 4 13 11 9
Clorotalonil 2 5 4 16 9 4
Aldrin 7 6 3 9 11 6
Clorpirifos 2 5 2 15 15 6
Tiametoxam 14 5 nr 15 13 4
Triadimenol 5 7 4 15 4 9
Endosulfam-I 4 7 2 17 12 15
Dieldrin 5 5 2 15 14 7
Ciproconazol 3 6 nr 15 14 11
Endosulfam-II 8 6 2 12 10 12
DDT 2 5 2 8 11 4
Difenoconazol 10 8 6 12 18 5
Azoxistrobina 11 12 10 10 5 6

NF= Nivel de fortificacdo; RSD= Desvio padrao relativo; nr= n&o realizado.

Pelos resultados apresentados, pode-se verificar a boa repetitividade de
ambos os métodos, uma vez que, RSD foi inferior a 20% para todos os agrotoxicos
estudados e nos trés niveis de fortificacdo avaliados, conforme recomendagao para
validacdo de métodos cromatograficos (RIBANI et al., 2004). Os valores dos RSD
obtidos variaram de 2 a 14% para método LLE/LTP e de 8 a 17% para DLLME/LDS
no menor nivel de concentragdo avaliado (LOQ). Para o nivel médio de
concentragao (2 LOQ), estes variaram de 5 a 12% em LLE/LTP e de 5 a 18% para
DLLME/LDS. Para o nivel mais alto (10 LOQ e 3,3 LOQ, respectivamente) variaram
de 2 a 10% e de 4 a 15% para LLE/LTP e DLLME/LDS, respectivamente. Para os
trés niveis de concentracdo avaliados, pode-se perceber que LLE/LTP apresentou
menores RSD em relagao a DLLME/LDS.

A precisao intermediaria foi realizada e analisada da mesma maneira que a
repetitividade, porém os ensaios foram realizados em trés dias ndo consecutivos,
pelo mesmo analista e no mesmo equipamento. A Tabela 22 apresenta os
resultados de RSD obtidos para os niveis de fortificacdo avaliados nos trés dias

cujos ensaios foram realizados.
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Tabela 22. Comparagao da precisao intermediaria (n=18) para os agrotéxicos extraidos de
amostras de agua com o método LLE/LTP e DLLME/LDS empregando GC/ECD

LLE/LTP DLLME/LDS
Agrotoxicos 1LOQ 2L.O0Q 10LOQ 1LO0Q 2LOQ 3,33LO0Q
RSD (n=18) / %
Hexaclorobenzeno 5 9 3 14 11 10
Lindano 5 8 3 11 11 6
Disulfotom 11 11 3 14 13 12
Clorotalonil 4 7 3 11 13 9
Aldrin 10 10 4 12 13 9
Clorpirifés 5 7 2 13 15 10
Tiametoxam 13 8 NA 17 17 14
Triadimenol 7 11 4 14 17 15
Endosulfam-I 5 10 3 14 12 12
Dieldrin 6 7 3 11 12 17
Ciproconazol 5 4 NA 18 19 16
Endosulfam-II 8 9 3 12 10 9
DDT 7 6 3 14 15 11
Difenoconazol 13 9 5 17 17 16
Azoxistrobina 12 10 10 13 12 11

NF= Nivel de fortificacdo; RSD= Desvio padrao relativo; NA= Nao avaliado.

Foram obtidos resultados aceitaveis para ambos os métodos nos testes de
precisdo intermediaria, nos quais os valores de RSD variaram de 3 a 13% para
LLE/LTP e de 6 a 19% para DLLME/LDS. Como nos resultados de repetitividade,
LLE/LTP apresentou valores de RSD inferiores para todos os agrotoxicos. Isto
provavelmente se deve ao fato de que DLLME/LDS trabalha com quantidades muito
pequenas de solventes dispersor (533 uL) e principalmente extrator (67 uL),
favorecendo maiores erros. De acordo com os guias de validagdo de residuos de
agrotéxicos, o desvio padrao relativo ndo deve exceder 20% (ANVISA, 2003; BRITO
et al., 2003; RIBANI et al., 2004; SANCO, 2009). Os resultados assim revelam boa
precisdao dos métodos LLE/LTP e DLLME/LDS tanto em termos de repetitividade
como de precisao intermediaria.

Para o desenvolvimento de um método analitico, os possiveis efeitos de
matriz na analise cromatografica devem ser levados em consideragcdo mesmo para
comprovar a auséncia ou presenca do fendmeno sobre uma longa faixa de
concentracdo do analito. Para isso, duas séries de solugbes padrdo foram
preparadas, sendo uma em solvente puro (solugdo padrao) e a outra em extratos de
amostra de agua (obtidos apos submeter as amostras as técnicas de extragao). O

efeito de matriz foi avaliado pela relagdo entre as inclinagbes (a, inclinagado) das
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curvas analiticas obtidas no extrato da matriz (livre de agrotdxicos) e na solugéao
padrdo, solvente, o qual foi multiplicado por 100 para obter a porcentagem de
enriquecimento ou supressdo (CUNHA; FERNANDES, 2011). Um valor perto de
100% indica que ndo ha efeito de matriz significativo, enquanto que valores maiores
ou menores que 100% indicam enriquecimento ou supressdo do sinal,
respectivamente. Os resultados obtidos para os métodos LLE/LTP e DLLME/LDS
sdo apresentados na Tabela 23. Em seguida, todos os analitos foram classificados
em cinco grupos (< -50%; -50% a -20%; £20%; 20% a 50% e >50%) de acordo com
o aumento ou diminuicdo da resposta cromatografica. Para isso, realizou-se a
subtracdo da resposta obtida no calculo do efeito de matriz por 100 (resposta

esperada). Os resultados obtidos s&o apresentados na Figura 17.

Tabela 23. Comparacéio do efeito de matriz obtido apds a etapa de preparo de amostras
Efeito de matriz / %

Agrotoxicos

LLE/LTP DLLME/LDS
Hexaclorobenzeno -10 -7
Lindano -4 -19
Disulfotom -8 11
Clorotalonil -10 -14
Aldrin -7 -23
Clorpirifés -9 -11
Tiametoxam -43 -80
Triadimenol 21 -2
Endosulfam-I -7 -97
Dieldrin -3 -15
Ciproconazol -27 8
Endosulfam-II -8 -7
DDT -10 -57
Difenoconazol -1 39
Azoxistrobina -54 -18
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Figura 17. Distribuicdo dos 15 agrotéxicos de acordo com o efeito de matriz dos
métodos LLE/LTP e DLLME/LDS em amostras de agua.

Como pode ser observado na Tabela 23, o efeito de matriz obtido para
LLE/LTP foi entre 45 e 121% e para DLLME/LDS foi de 3 a 139%. De posse desses
resultados, pode-se perceber que ambos os métodos apresentam um efeito de
matriz minimo para a maioria dos agrotoxicos e de maneira geral, o efeito de matriz
de LLE/LTP é mais suave que o efeito de matriz de DLLME/LDS. Isto se justifica
pelo fato de que LLE/LTP é uma técnica de extragcao e clean up de amostras.

Para ambos os métodos, a maioria dos agrotoxicos (73% para LLE/LTP e
67% para DLLME/LDS) sofre um efeito de matriz suave com ligeira supresséao
(maioria) ou enriquecimento da resposta cromatografica. Enriquecimento médio (20
a 50%) foi encontrado para 7% dos agrotoxicos avaliados em ambos os métodos,
triadimenol por LLE/LTP e difenoconazol por DLLME/LDS. Alto enriquecimento
(>50%) nao foi verificado pelos métodos avaliados. Supressdo média (-20 a -50%)
foi verificada para 13% dos agrotéxicos (tiametoxam e ciproconazol) extraidos por
LLE/LTP e por 7% dos agrotoxicos (aldrin) por DLLME/LDS. Alta supressao no sinal
cromatografico foi observada para 7% dos agrotoxicos extraidos por LLE/LTP
(azoxistrobina, 54,55% de supressao) e por 20% dos agrotoxicos extraidos por
DLLME/LDS (tiametoxam: 80%, endosulfam-1: 97% e DDT: 57% de supresséo).

O efeito de matriz na extracdo de agrotéxicos por LLE/LTP e SLE/LTP
também foi verificado por Souza et al. (2012) para analise de 11 agrotoxicos em 7
matrizes diferentes. Segundo esses autores, a matriz agua apresentou pequeno
efeito de matriz, sendo este, predominantemente negativo (SOUSA et al., 2012).
Baixo efeito de matriz na extragcdo de agrotdxicos organofosforado de amostras de

agua por NHS-DLLME foi verificado por Alves et al. (2012). Matrizes mais complexas
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tendem a afetar ainda mais a resposta cromatografica. A matriz tomate afetou
fortemente o sinal analitico ocasionando um efeito de matriz positivo para
determinacao de residuos de agrotoxicos por SLE/LTP (PINHO et al., 2012) e por
QUEChERS-DLLME (MELO et al., 2012). A matriz milho também afetou fortemente o
sinal analitico na determinagcdo de 41 residuos de agrotoxicos por QUEChERS-
DLLME, proporcionando um efeito de matriz positivo (CUNHA; FERNANDES, 2011).

O efeito de matriz, em termos gerais, afeta a exatiddo e precisdo dos
resultados das analises de tragos de agrotdxicos por cromatografia gasosa,
principalmente quando se utilizam solugdes padrao de agrotoxicos preparadas em
solvente puro para quantificagdo dos mesmos (PINHO et al., 2009). De acordo com
o relatado, azoxistrobina foi 0 agrotoxico que apresentou pior eficiéncia de extragao
(%R) e também o unico que apresentou forte supressédo de sinal nas analises de
amostras de agua por LLE/LTP. O tiametoxam em amostras de agua extraidas por
DLLME/LDS também apresentou baixa eficiéncia de extracao e significativo efeito de
matriz negativo (forte supresséo do sinal).

Muitos compostos podem ser extraidos junto com os agrotdéxicos da matriz,
introduzindo interferéncias. Para minimizar esta influéncia, na quantificagdo dos
agrotéxicos, o melhor procedimento € a utilizacdo de curvas analiticas preparadas
no extrato da matriz branca (PINHO et al., 2009). Alguns trabalhos relataram a
utilizacdo da curva preparada com a matriz fortificada (curva superposi¢cao de matriz
ou curva matrix-matched) para minimizar o efeito de matriz (CUNHA; FERNANDES,
2011; ARROYO-MANZANARES et al., 2013; CHEN et al., 2013).

Assim, tendo em vista o efeito de matriz encontrado para ambos os métodos,
verifica-se a necessidade de uso da curva superposicdo de matriz para a
quantificacdo dos agrotdoxicos em amostras de agua superficial e assim, corrigir
efeitos de matriz provocados pelos co-extrativos da matriz.

O fator de enriquecimento foi determinado para o método DLLME/LDS. A
técnica otimizada foi empregada na extragdo e analise de 18 amostras de agua
destilada contendo os 15 agrotéxicos nas mesmas condigdes em que foi avaliada a
precisao intermediaria para DLLME/LDS. O fator de enriquecimento para os
agrotoxicos submetidos ao DLLME/LDS foi avaliado em um nivel de fortificacdo
(NF= 2 LOQ) para seis replicatas durante 3 dias ndo consecutivos. As quantificagcoes
foram realizadas utilizando a curva analitica preparada em tolueno, cujos parametros

foram apresentados anteriormente. Os valores médios de EF, bem como os desvios

69



CAPITULO 1

padrao (DP) e desvios padrao relativos (RSD) obtidos sdo apresentados na Tabela
24,

Tabela 24. Fatores de enriquecimento (EF) obtidos para 15 agrotoxicos em amostras de
agua submetidas a técnica DLLME/LDS e GC/ECD

Agrotoxicos NF / (ug L") EF (n=18)/ % DP RSD / %
Hexaclorobenzeno 0,2 99 7 7
Lindano 0,1 92 9 10
Disulfotom 0,7 89 28 20
Clorotalonil 0,2 74 5 12
Aldrin 0,4 65 7 11
Clorpirifés 2 91 13 15
Tiametoxam 9 44 16 17
Triadimenol 6 78 18 11
Endosulfam-I 1 37 2 18
Dieldrin 0,1 104 16 15
Ciproconazol 1 59 16 12
Endosulfam-I| 1 40 0,7 7
DDT 0,4 84 9 11
Difenoconazol 0,7 110 28 15
Azoxistrobina 2,5 102 63 11

NF= Nivel de fortificacdo; EF= fator de enriquecimento; DP= desvio padrao; RSD= desvio
padrao relativo.

Pela analise dos dados da Tabela 24 acima, verifica-se que o fator de
enriquecimento de DLLME/LDS variou de 37 a 110% para os 15 agrotoxicos
avaliados. Estes resultados estdo coerentes com a literatura (FARAJZADEH et al.,
2009; ALBASEER et al, 2012; ALVES et al, 2012) e apresentaram
simultaneamente boa precisdo, com RSD < 20%.

Comparando as duas técnicas de extracao, vale destacar que LLE/LTP é
simples, facil e rapida para determinacao de residuos de agrotdxicos em amostras
de agua. Porém, a mesma nao é conveniente para determinagdo de agrotéxicos em
quantidade de trago, uma vez que os limites de detecgdo de alguns agrotdxicos
(contemplados pela legislagdo) estdo acima da concentragdo limite estipulada pela
legislacdo. Mesmo nao apresentando baixos limites de detec¢do e quantificagao,
LLE/LTP apresenta boa precisao e exatiddo, além de ser uma técnica com suave
efeito de matriz e que realiza extracao e clean up da amostra numa mesma etapa.
Em contrapartida, DLLME/LDS pode ser empregada para determinag¢ao simultanea

de diferentes classes de agrotéxicos (organoclorados, organofosforados,
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ciclodienos, estrubilurina, cloronitrila, neonicotinoide e triazéis) em matrizes aquosas.
A técnica é simples, linear, exato, preciso, utiliza pouca quantidade de solvente
organico e apresenta bom fator de enriquecimento de maneira a permitir a utilizagao
desta para analise de residuos de agrotoxicos em amostras de agua superficial e

residuaria coletadas na microbacia do rio Manhuagu.

3.3.4. Anadlise de residuos de agrotéxicos em amostras ambientais

Amostras de agua de rio (n=32), coletadas nos rios Manhuagu, Sédo Luiz e
cérrego Manhuaguzinho, e amostras de agua residuaria da lavagem/despolpa do
fruto do café (n=4) foram analisadas por DLLME/LDS combinado com GC/ECD. As
amostras foram coletadas préximas a areas agricolas sob cultivo de café no periodo
de margo de 2012 a margo de 2013. Para quantificagcdo das amostras foi utilizado a
curva superposicao de matriz (matrix-matched calibration curve) cujos parametros
analiticos foram apresentados na Tabela 18. As amostras foram preparadas em
triplicatas. A Figura 18 apresenta os cromatogramas obtidos pela injegdo no
GC/ECD de extratos de amostras de aguas superficial coletadas em margo de 2013.
Os cromatogramas das amostras de agua residuaria sao apresentados na Figura 19.

Nao foram detectados nas amostras analisadas nenhum dos agrotoxicos
estudados. Por se tratar de um rio de grande vazao, pode-se inferir que ha um efeito
de diluicdo que possivelmente contribuiu para que nenhum agrotéxico fosse
encontrado. Para as amostras de agua residuaria, sugere-se que as mesmas sejam
coletadas no periodo de colheita e processamento dos frutos de café, de maio a
julho, para melhor avaliagcdo quanto a possibilidade de presenga de residuos de

agrotoxicos.
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Figura 18. Cromatogramas obtidos por GC/ECD para extratos de amostras de agua
superficial coletadas em margo de 2013 e submetidas ao DLLME/LDS. Condicbes de
extragao: volume de amostra: 5 mL; volume da mistura de solventes acetona:tolueno (8:1):
600 uL; tempo de extracao: 30 s; tempo de centrifugagao (3500 rpm): 5 min.
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Figura 19. Cromatogramas obtidos por GC/ECD para extratos de amostras de agua
residuaria obtidos por DLLME/LDS. Condi¢cées de extragdo: volume de amostra: 5 mL;
volume da mistura de solventes acetona:tolueno (8:1): 600 uL; tempo de extragéo: 30 s;
tempo de centrifugacao (3500 rpm): 5 min.
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4. CONCLUSOES

A analise de metais em aguas superficiais por ICP-OES identificou e
quantificou ferro, manganés e chumbo (uma amostra) em concentragdes acima do
limite estabelecido pela legislagao brasileira. A concentragdo de metais nas aguas
apresentou-se em ordem decrescente, Fe > Mn > Pb. A maior porcentagem de
amostras esta em desacordo com a legislaggo CONAMA 357/2005 para os limites
aceitaveis do metal ferro. De maneira geral, em junho, més de menor pluviosidade,
foram encontradas as menores concentracdes de metais caracteristicos do solo.

As técnicas LLE/LTP e DLLME/LDS otimizadas para determinacdo de
residuos de agrotoxicos em amostras de agua mostraram-se simples, rapidas, com
numero reduzido de etapas, seletivas, precisas e exatas. Nenhum dos agrotoxicos
monitorados foi detectado nas amostras de aguas superficiais e residuaria no
periodo avaliado. Comparando as duas técnicas de extragdo, vale destacar que
LLE/LTP é simples, facil e rapida para determinagao de residuos de agrotéxicos em
amostras de agua. Porém o mesmo ndo é conveniente para determinagdo de
agrotoxicos em quantidade de tragco, uma vez que os limites de deteccéo de alguns
agrotoxicos (contemplados pela legislacdo) estdo acima da concentracdo limite
estipulada pela legislagado. Mesmo nao apresentando baixos limites de detecgao e
quantificacédo, LLE/LTP apresenta boa precisédo e exatidao, além de ser uma técnica
com suave efeito de matriz e que realiza extragdo e clean up da amostra numa
mesma etapa. Em contrapartida, DLLME/LDS pode ser empregada para
determinacao simultdnea de diferentes classes de agrotdoxicos (organoclorados,
organofosforados, ciclodienos, estrubilurina, cloronitrila, neonicotinoide e triazdis) em
matrizes aquosas A técnica é simples, linear, exata, precisa, utiliza pouca
quantidade de solvente organico e apresenta bom fator de enriquecimento de
maneira a permitir a utilizacdo desta para analise de residuos de agrotoxicos em

amostras de agua superficial e residuaria coletadas na microbacia do rio Manhuagu.
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CAPITULO 2 - HIFENACAO DAS TECNICAS EXTRAGCAO SOLIDO-LIQUIDO
COM PARTIGAO EM BAIXA TEMPERATURA E MICROEXTRACAO LiQUIDO-
LIQUIDO DISPERSIVA COM PARTIGAO EM BAIXA TEMPERATURA PARA
DETERMINAGAO MULTIRRESIDUO DE AGROTOXICOS EM SOLOS
AGRICOLAS

1. INTRODUGAO

A agricultura é wuma das atividades humanas capazes de alterar
significativamente o ambiente global. Essa atividade é capaz de converter floresta
nativa em campos de cultivo, e também introduzir agrotoxicos em elevadas
quantidades causando mudancgas irreversiveis ao meio ambiente. O uso eficaz de
agrotoxicos deve ser visto num contexto mais amplo do que simplesmente o controle
eficiente de pragas e levar em conta os efeitos da acumulagdo de agrotdxicos no
meio ambiente, especialmente no solo, na agua e nos alimentos produzidos depois
de sucessivas aplicagdes dos mesmos (KAMMERBAUER; MONCADA, 1998).

Com o uso generalizado de agrotoxicos no meio ambiente, seu destino no solo é
de grande preocupagdo, uma vez que envolve mecanismos complexos de
transporte, incluindo volatilizagao, lixiviagao, adsorgao e decomposi¢ao bioquimica
(BAKOURI et al., 2008). A distribuicdo dos agrotoxicos no perfil do solo depende das
propriedades do solo e dos agrotoxicos, além do fluxo e constituigdo da agua de
irrigacdo (GONZALEZ et al., 2010). A lixiviagao de agrotoxicos recebe uma atengao
especial, pois representa uma grande ameacga aos recursos hidricos (BAKOURI et
al., 2008) que em alguns casos podem colocar em risco o abastecimento de agua
potavel (MISHRA et al., 2012). O impacto ambiental dos agrotéxicos tem sido
estudado por varios grupos de pesquisa em diversas partes do mundo
(KAMMERBAUER; MONCADA, 1998; VEGA et al., 2005; MARQUES et al., 2007;
BAKOURI et al., 2008; GONZALEZ et al., 2010; PEREIRA et al., 2010; MISHRA et
al., 2012; SANGCHAN et al., 2012; VARCA, 2012; YANG et al., 2012; ZHANG et al.,
2012; ZHU et al., 2014).

Dados recentes da literatura mostram que as aguas (QUINETE et al., 2011;
NOGUEIRA et al., 2012; VARCA, 2012; BONANSEA et al., 2013; SEQUINATTO et
al., 2013) e solos (MORENO et al., 2006; BAKOURI et al., 2008; APARICIO et al.,

2013) de areas agricolas estdo contaminados com residuos de agrotoxicos e
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poluentes organicos persistentes. Fu et al. (2009) analisaram amostras de solo
coletadas na China por cromatografia liquida acoplada ao detector de fluorescéncia
(LC-FLD). As foram submetidas a processos de extragdo primeiramente com
metanol e em seguida, concentradas por microextragao liquido-liquido dispersiva
(DLLME). Os solos estavam contaminados com carbaril (0,7 a 2 ug kg™') e triazofds
(28 a 51 ug kg'). O mesmo grupo de pesquisa encontrou residuos de 5 bifenilas
policloradas (PCBs) em amostras de solo da mesma regido. As amostras de solo
foram extraidas com acetona, concentradas por DLLME e analisadas por
cromatografia gasosa acoplada ao detector por captura de elétrons (GC/ECD). As
concentracdes variaram de 2 a 9 pg kg™ (HU et al., 2009). Residuos de bifenilas
policloradas (RISSATO et al., 2006; ZHU et al., 2014), benzimidazois (WU et al.,
2009a), organoclorados (RISSATO et al., 2006; JIANG et al., 2009; ZHOU et al.,
2013; ZHU et al., 2014), sulfonilureias (WU et al., 2009b; ZHANG et al., 2011b),
triazois (WANG et al., 2011a) e retardantes de chama bromados (BFRs) (ZHU et al.,
2014) foram encontrados em solos agricolas da China. Mishra et al. (2012)
encontraram residuos de DDT e hexaclorociclohexano (HCH) em solos agricolas da
india. Cinco amostras de solos de diferentes areas agricolas do Chile foram
analisadas por extragao assistida por micro-ondas (MAE) e cromatografia gasosa
com detector fotométrico de chama. Dos agrotoxicos organofosforado analisados,
foram encontrados parationa (0,02 mg kg') e etoprofés (0,03 mg kg™') em duas
amostras de solo (FUENTES et al., 2007). Residuos de agrotdxicos em varios niveis
de concentragao foram encontrados em amostras de solo e agua em areas agricolas
de Andalusia, sul da Espanha (VEGA et al., 2005). A técnica SPE foi aplicada para
determinacdo de 32 agrotoxicos amplamente utilizados na regido, seguida de
analise por cromatografia liquida e espectrometria de massas (LC-MS). Previamente
a extracdo dos compostos das amostras de solo, foi realizada uma sonicacao
usando extragao solido-liquido (ESL) com metanol e agua. Carbendazim (0,2-5,5 ug
L™"), simazina (0,3-2 ug L") e diurom (0,3-2,5 pg L") foram os pesticidas mais
frequentemente detectados em amostras de agua. Ja nas amostras de solo, foram
encontrados residuos dos herbicidas diurom (0,4-6 mg kg™) e terbutilazina (0,7-4,5
ug kg') em 5 das 13 amostras avaliadas e residuos de simazina também foram
encontrados em 4 amostras de solo. Caldas et al. (2011) detectaram tebuconazol e
fipronil em solos utilizados para cultivo de arroz no Rio Grande do Sul, Brasil. Tendo
em vista os trabalhos apresentados, percebe-se a importancia da determinacédo de
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residuos de agrotoxicos em aguas e solos proximos a areas agricolas em todo o
mundo.

A microbacia hidrografica do rio Manhuagu localiza-se na regido de
montanhas do leste de Minas Gerais (Brasil) e possui como principal produto
agricola o café. A maior parte de suas montanhas esta coberta por essa cultura em
plantio em curvas de nivel. A regido caracteriza-se pelo relevo acidentado, o que
favorece a erosdo e também, a possibilidade de que agrotoxicos e fertilizantes
aplicados nas plantagdes de café sejam carreados para as aguas superficiais,
contaminando-as. Até o presente momento, foi encontrado na literatura, apenas um
estudo que avaliou a presenca de residuos de agrotdxicos em aguas superficiais em
uma sub-bacia dessa regido (SOARES et al., 2013). Vinte e quatro agrotoxicos
diferentes foram detectados por Soares et al. (2013), sendo que pelo menos um
agrotéxico foi detectado em 67% das amostras de aguas coletadas em periodo
chuvoso, e em 21% das amostras coletadas em periodo de seca. Desta maneira,
faz-se necessario a avaliagdo da presencga de residuos de agrotdéxicos em aguas e
solos dessa regido cafeicultora.

A etapa de preparo de amostras desempenha um papel importante na analise
de residuos de agrotoxicos. Tradicionalmente, a extragdo Soxhlet (BAKOURI et al.,
2008; JIANG et al., 2009; GONZALEZ et al., 2010; YANG et al., 2012; ZHOU et al.,
2013; ALAMDAR et al., 2014; GAl et al., 2014; ZHU et al., 2014) e extragao assistida
por ultrassom (UASE) (BABIC et al., 1998; AYDIN et al., 2006; FU et al., 2009b;
YUAN et al., 2014) sao as técnicas de pré-tratamento convencionais para extrair
agrotoxicos a partir de amostras de solo e sedimento. No entanto, estas técnicas
consomem muito tempo e grandes quantidades de solventes orgéanicos toxicos. Nas
ultimas décadas, as técnicas mais eficientes e ambientalmente mais amigaveis, tais
como a extragao por fluido supercritico (SFE) (KREUZIG et al., 2000; FORERO-
MENDIETA et al., 2012), extracao assistida por micro-ondas (MAE) (FONT et al.,
1998; VRYZAS; PAPADOPOULOU-MOURKIDOU, 2002; MERDASSA et al., 2013) e
extragao acelerada por solvente (ASE) (LI et al., 2003; TAO et al., 2004), tém sido
desenvolvidas. As principais vantagens destas técnicas sao baixo consumo de
solventes organicos, o tempo de extragcdo curto e recuperagao elevada. Como
desvantagem, tem-se o alto custo das mesmas, uma vez que, os instrumentos
necessarios para estas técnicas sao relativamente caros. Nos ultimos anos, as

técnicas de preparo de amostras simples e miniaturizadas, como microextragdo em
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fase solida (SPME) (DONG et al, 2005, MENEZES-FILHO et al, 2010;
TANKIEWICZ et al., 2013), extragcdo com barra de agitacao sortiva (SBSE) (LI et al.,
2012; MARGOUM et al., 2013; ASSOUMANI et al., 2014) e microextracdo em fase
liqguida (LPME) (BASHEER et al., 2003; CARLOS et al., 2013; ANJOS; ANDRADE,
2014) tém sido relatadas como alternativas aos procedimentos de preparo de
amostras convencionais. No entanto, estas técnicas de microextracdo estio
focadas principalmente em amostras liquidas, como agua e sucos de frutas. Outras
desvantagens citadas sdo: elevado custo da fibra utilizada em SPME, a qual é fragil
e tem um tempo de vida limitado (PROSEN; ZUPANCIC-KRALJ, 1999; TSENG et
al., 2014); problemas de estabilidade da gota e pouca sensibilidade da LPME, além
de baixa extragdo de ampla faixa de compostos com diferentes polaridades e longos
tempos de extracéo para se atingir limites de deteccao satisfatérios (OUYANG et al.,
2007; PINTO et al., 2010; SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010; TSENG et al., 2014).
Recentemente, uma nova técnica de microextragdo denominada
microextragdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) foi desenvolvida por Rezaee e
colaboradores (REZAEE et al.,, 2006). DLLME é uma técnica de extracdo que
consome menos solvente organico e fatores de enriquecimento muito elevados
podem ser obtidos. A técnica € geralmente realizado pela rapida introdugdo de uma
mistura adequada de solventes extrator e dispersor na solugdo aquosa para formar
uma solugado nuvem (solugéo turva). O equilibrio € alcangado rapidamente devido a
maior superficie de contato entre as goticulas do solvente extrator e a amostra
aquosa. Em seguida, o solvente de extragao pode ser separado por centrifugagédo. O
procedimento é extremamente simples, rapido, de baixo custo, eficiente e com baixo
consumo de solvente extrator. Tem sido utilizada com sucesso para extracao e pré-
concentracdo de muitas substancias-trago de amostras de agua (BERIJANI et al.,
2006; FATTAHI et al., 2007a; GARCIA-LOPEZ et al., 2007; JAHROMI et al., 2007;
KOZANI et al., 2007; HERRERA-HERRERA et al., 2010; LEONG et al., 2010;
KHODADOUST; HADJMOHAMMADI, 2011; WEN et al, 2011; HERRERA-
HERRERA et al., 2013; TEJU et al., 2014), e também em cha (SERESHTI et al.,
2013; SERESHTI; SAMADI, 2014), café (SERESHTI; SAMADI, 2014), bebidas
(CUNHA et al., 2011; ALMEIDA et al., 2012; ARROYO-MANZANARES et al., 2012),
sucos (CUNHA et al., 2009; VICTOR-ORTEGA et al., 2013) e urina (CUNHA,;
FERNANDES, 2010; ITO et al., 2011). No entanto, apesar das vantagens inerentes

sobre outras técnicas classicas, a metodologia convencional requer o uso de
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solventes de extragdo halogenados extremamente toxicos (TSENG et al., 2014) e
nao € muito adequada para extracdo de amostras solidas (NAEENI et al., 2011).
Assim, para superar o0s inconvenientes, os pesquisadores tém recentemente
utilizado solventes com densidade menor que a agua (DLLME/LDS) (FARAJZADEH
et al., 2009; FARAJZADEH et al., 2010; ALBASEER et al., 2012; ALMEIDA et al.,
2012; ALVES et al., 2012; BIPARVA et al., 2012; MORENO-GONZALEZ et al.,
2012), nao adicionado solvente dispersor (MORADI et al., 2011; ZHANG et al.,
2011a; ZHOU et al., 2011a), nao centrifugado a mistura (CHEN et al., 2010; GUO;
LEE, 2011; ZHANG et al., 2011a; SEEBUNRUENG et al., 2014) e introduzido uma
etapa adicional, a solidificacdo do solvente extrator em banho de gelo (DLLME-SFO)
(LEONG; HUANG, 2008; 2009; XU et al., 2009; CHANG; HUANG, 2010; DAI et al.,
2010; LIU et al., 2010; WANG et al., 2011b; ZHENG et al., 2011; SUH et al., 2013). A
técnica DLLME tem sido combinada a outras técnicas como extragcédo sélido-liquido
(ESL) (FATTAHI et al., 2007b; LIU et al., 2009; HO et al., 2013; BEHBAHANI et al.,
2014), UASE (BIDARI et al., 2011; PIRSAHEB et al., 2013; ZHANG et al., 2014a),
MAE (MATSADIQ et al., 2011; ZHOU et al., 2011b), SFE (NAEENI et al., 2011),
SDME (LI et al., 2013a), p-SPE (GUO; LEE, 2013), extracdo em fase sodlida
dispersiva (d-SPE) (ZHANG; XU, 2014) e QuEChERS (CUNHA; FERNANDES,
2011; CUNHA et al., 2012; MELO et al., 2012; ARROYO-MANZANARES et al.,
2013; CHEN et al., 2013; CUNHA; FERNANDES, 2013; MELO et al., 2013; ZHANG
et al., 2014b) para permitir a extragdo em amostras sélidas e também obter melhores
seletividade, maiores fatores de enriquecimento e menores limites de deteccao
(LOD) e também clean up das amostras.

Tradicionalmente, apesar de vantagens substanciais de DLLME, ela n&o é por
si s0 adequado para a extracdo de analitos a partir de amostras sdlidas. Outra
técnica que vem sendo empregada com sucesso para a extragao de agrotdxicos em
matrizes solidas é a extragao solido-liquido com particio em baixa temperatura
(SLE/LTP) (VIVIAN et al., 2007; ANDRADE et al., 2010; MARTHE et al., 2010;
PINHO et al., 2010b; DARDENGO et al., 2011; LOPES et al., 2011; MORENO et al.,
2012; SILVA et al., 2012; CHO et al., 2013; MAGALHAES et al., 2013; RUBENSAM
et al., 2013; SOUSA et al., 2013; FREITAS et al., 2014; HELENO et al., 2014;
MORAIS et al., 2014; SOUSA et al., 2014). A principal vantagem da técnica é
permitir, em uma unica etapa, a extragdo dos agrotdxicos e clean up da amostra
(PINHO et al., 2010b; MAGALHAES et al., 2013; MORAIS et al., 2014; SOUSA et al.,
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2014). A técnica é baseado na particdo dos analitos entre a matriz sélida e o
solvente organico miscivel em agua a temperatura ambiente. Com o abaixamento da
temperatura (-20 °C), a fase aquosa solidifica-se aprisionando a amostra solida e a
fase liquida superior, solvente orgénico e analitos, é isolada e posteriormente
analisada (PINHO et al., 2010b; DARDENGO et al., 2011; MAGALHAES et al., 2013;
FREITAS et al., 2014). Aplicagdes da técnica também podem ser encontradas para
matrizes aquosas (VIEIRA et al., 2007; GOULART et al., 2010; GOULART et al.,
2012; SILVERIO et al., 2012), gordurosas (LENTZA-RIZOS et al., 2001a; LENTZA-
RIZOS et al., 2001b; LI et al., 2007a; LI et al., 2007b; LI et al., 2007c; GOULART et
al., 2008; HUANG et al., 2014) e amostras biologicas (MAGALHAES et al., 2012).
Em relagdo as técnicas tradicionais, apresenta ainda como vantagens baixo custo,
reduzido numero de etapas, baixo consumo de solventes organicos, além de ser
confiavel e seletiva (GOULART et al., 2008; LOPES et al., 2011; GOULART et al.,
2012). A principal desvantagem da técnica é o baixo fator de enriquecimento.

Assim, a técnica SLE/LTP hifenado a uma nova técnica de microextracéo
liquido-liquido dispersiva com particdo em baixa temperatura (DLLME/LDS/LTP)
parece ter grande potencial para determinacdo multirresiduo de agrotoxicos de
amostras de solo agricola de regido produtora de café. O objetivo desse estudo foi
adaptar, otimizar e validar SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP combinada a GC/ECD para
determinacdo multirresiduo de agrotdxicos de solos. A nova técnica é baseada na
extragdo dos analitos e clean up da amostra por SLE/LTP (SILVERIO et al., 2012;
FREITAS et al., 2014) e na pré-concentragdo por DLLME/LDS/LTP, uma técnica
baseada em DLLME/LDS (FARAJZADEH et al., 2009; MOINFAR; HOSSEINI, 2009;
CHEN et al., 2010), porém a separagao das fases organica e aquosa € acelerada
pelo abaixamento da temperatura e nao por centrifugacdo como na técnica
convencional. Os efeitos dos parametros experimentais sobre o desempenho da
extragao dos analitos alvo foram investigados, otimizados e validados. Em seguida,
a técnica SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP e GC/ECD foi aplicada para analise de 15
agrotoxicos de diferentes classes em amostras de solo coletadas na microbacia do
rio Manhuagu no leste de Minas Gerais, Brasil. Ao melhor de nosso conhecimento,
a combinacdo de SLE/LTP com DLLME/LDS/LTP foi realizada pela primeira vez

para determinacgéo de niveis trago de agrotdxicos multiclasses em solos agricolas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. REAGENTES E SOLUGOES

Foram utilizados reagentes quimicos de grau analitico e agua ultrapura (18,2
mQ cm™) obtida pelo sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore, Massachusetts,
Estados Unidos da América). Todos os experimentos foram realizados a temperatura
ambiente. O nitrogénio foi utilizado nas analises cromatograficas com 99,999% de
pureza (Air Products, S&o Paulo, Brasil).

Foram utilizados neste experimento acetona (99% v/v) da Vetec (Rio de
Janeiro, Brasil), tolueno (99,9% v/v) da Sigma-Aldrich (Missouri, Estados Unidos da
América) e acetonitrila (99,9% v/v) da Merck (Darmstadt, Alemanha). Cloreto de
sédio (99,0% m/m) adquirido da Isofar (Duque de Caxias, Brasil) foi utilizado durante
a otimizacao da técnica.

Os agrotoxicos utilizados nesse estudo foram azoxistrobina (99,9% m/m),
ciproconazol (99,8% m/m), clorotalonil (99,3% m/m), dieldrin (97,9% m/m),
difenoconazol (97,0% m/m), endosulfam (73,2% e 26,6% m/m para endosulfam | e
endosulfam |l, respectivamente), hexaclorobenzeno (99,8% m/m), lindano (99,8%
m/m) e tiametoxam (99,7% m/m) adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim,
Alemanha); aldrin (98,5% m/m) e DDT (98,8% m/m) adquiridos da Supelco
(Bellefonte, Estados Unidos da América); clorpirifés (99,0 % m/m) da Chem Service
(West Chester, Estados Unidos da América) e disulfotom (97,0% m/m), e triadimenol
(99,0% m/m) da Dr Ehrenstorfer (Augsburg, Alemanha).

Solucdes padrdo estoque de cada principio ativo individual (1000 mg L)
foram preparadas em acetonitrila pura e estocadas no escuro a -20 °C. Solucdes
padrdo estoque intermediarias individuais (100 e 10 mg L'1) foram preparadas por
diluicdo das anteriores em acetonitrila.

As solugdes de trabalho de todos os agrotoxicos para otimizagao da técnica
SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP foram preparadas pela diluicdo das solugdes padrao
estoque com acetonitrila. Foi preparado uma solugao de trabalho 1 (STS1) contendo
10 mg L7 de aldrin, clorotalonil, clorpirifés, DDT, dieldrin, hexaclorobenzeno e
lindano e 50 mg L" de azoxistrobina, ciproconazol, difenoconazol, disulfotom,
endosulfam, tiametoxam e triadimenol. Apds alteracdo da técnica, visando melhores
fatores de enriquecimento foi preparada uma solucao de trabalho 2 (STS2) contendo
aldrin, clorotalonil, clorpirifés, DDT, dieldrin, hexaclorobenzeno, lindano e
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tiametoxam a 100 ug L' e azoxistrobina, ciproconazol, difenoconazol, disulfotom,
endosulfam e triadimenol a 500 pg L.

Para os estudos de recuperacdo e linearidade do método SLE/LTP-
DLLME/LDS/LTP e GC/ECD, foram preparadas solu¢des de trabalho em acetonitrila
contendo os agrotoxicos em concentragdes equivalentes a 100 e 1200 vezes o LOQ
do método.

Curva analitica em tolueno (curva no solvente) foi preparada em triplicata para
os calculos de recuperacio, efeito de matriz e fator de enriquecimento do método
SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP para determinacdo multirresiduo de agrotéxicos em
amostras de solo. A curva analitica foi preparada por diluigdo das solugdes de
trabalho para obter aldrin, clorotalonil, clorpirifés, DDT, dieldrin, hexaclorobenzeno,
lindano e tiametoxam na faixa de 15 a 400 pg L™ e azoxistrobina, ciproconazol,

difenoconazol, disulfotom, endosulfam e triadimenol de 75 a 2000 ug L.

2.2. INSTRUMENTAGAO

As analises dos agrotoxicos foram realizadas em um cromatégrafo a gas
modelo 2014 da Shimadzu (Kioto, Japado) equipado com detector por captura de
elétrons ®*Ni (GC/ECD) e auto-injetor AOC-20i. Um microlitro da amostra foi injetado
no modo split, com divisdo de fluxo de 1:5. As temperaturas do injetor e detector
utilizadas foram 280 e 300 °C, respectivamente. O nitrogénio foi empregado como
gas de arraste num fluxo de 1,2 mL min™". A separagdo cromatografica foi realizada
em uma coluna capilar ZB-5 (5% de fenil e 95% de dimetilsiloxano), de 30 m x 0,25
mm d.i. e 0,10 um (Phenomenex, Califérnia, Estados Unidos da América). A
programacgao de aquecimento do forno da coluna foi 150 °C (1 min), rampa de 15 °C
min” até 200 °C (4 min), seguida de rampa de 5 °C min™ até 210 °C e rampa de 60
°C min™ até 290 °C, permanecendo nesta temperatura por 4 min. O tempo total de
analise foi de 18,6 minutos. As analises foram gerenciadas pelo software Shimadzu
GCsolution. A identificacdo dos picos foi baseada em comparacdo dos tempos de
retencdo dos compostos em solugdes padréo.

Foram utilizados também, balanga analitica BP 221S (Sartorius, Gottingen,
Alemanha) de resolucdo 1,0 x 10* g, bomba a vacuo TE-058 (Tecnal, Sdo Paulo,
Brasil), evaporador rotatério a vacuo modelo 802 (Fisatom, Sdo Paulo, Brasil), banho
termostatizado TE-184 (Tecnal, S&o Paulo, Brasil) com controle de temperatura,
mesa agitadora TE-420 (Tecnal, Sdo Paulo, Brasil), agitador Vortex Certomat MV (B.
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Braun Biotech International, Melsungen, Alemanha), centrifuga Q222-T28 (Quimis,
S&o Paulo, Brasil), freezer 280 L (Consul, Minas Gerais, Brasil), GPS eTrex Vista H
(Garmin, Kansas, Estados Unidos da América), micropipetas automaticas monocanal
de volume variavel da HTL (Labmate Pro LMP100, LMP1000 E LMP10000,

Varsovia, Polénia).

2.3. AREA DE ESTUDO

A microbacia hidrografica do rio Manhuagu pertencente a bacia hidrografica
do rio Doce. E composta de trés municipios: Manhuacu, Luisburgo e Sao Jodo do
Manhuacgu, todos eles situados também na zona Leste Mineira. O rio Sédo Luiz, o
cérrego do Manhuaguzinho, dentre outros também fazem parte desta microbacia
hidrografica.

A formacgéo florestal predominante nesta regido é de Floresta Estacional
Semidecidual que se insere dentro do dominio da Mata Atlantica, correspondendo,
atualmente, cerca de 16% da cobertura de matas nativas para o municipio de
Manhuacu. O tipo climatico de acordo com a classificacdo de Koeppen é o clima
tropical de altitude (Cwb), apresentando verdes brandos com estagbes chuvosas e
estiagem no inverno. A temperatura média anual é de 21,2°C, apresentando como
maxima e minimas anuais 27,6 °C e 15,4 °C, respectivamente. O indice médio
pluviométrico anual é de 1860,8 mm. A economia local &€ baseada na cultura do café.
Além do café, verifica-se também a presenca de pastagens, que juntos perfazem,
em alguns casos, mais de 80% de todo o uso do solo. Dentre os tipos de solo que
ocorrem na regido, destaca-se o Latossolo Humico. A alta declividade encontrada
em toda a bacia faz com que a agua precipitada entre imediatamente em todo o
sistema, chegando rapidamente na area urbana dos municipios, favorecendo a
ocorréncia das enchentes (FARIA et al., 2010). A regido de estudo da microbacia do

rio Manhuagu encontra-se indicada na Figura 1.

2.4. AMOSTRAS DE SOLO

Amostras de solo (1 kg) foram coletadas na regido de café de montanhas do
Leste de Minas, nos municipios de Manhuagu, Luisburgo e S&o Jodo do Manhuagu.
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Esses municipios destacam-se pela elevada produgao cafeeira com uso intensivo de
agrotodxicos e insumos agricolas.

Para analise de residuos de agrotoxicos foram selecionados oito pontos de
amostragem, os quais foram georreferenciados. Foi selecionado um ponto préximo a
nascente do rio Manhuagu (P1: 6794098/7736638) onde foram coletadas amostras de
solo sob mata. Em Sao Jodo do Manhuacu foram coletadas amostras de solo em 2
pontos sob cultivo de café (P2: 6796951/7739806 e P3: 6797322/7746237). Em
Manhuagu foram coletadas em 2 pontos sob pastagem (P4: 6807886/7755438 e P5:
6812024/7759055). Em Luisburgo foram coletadas em 2 pontos (P6: 6801858/7736710
e P7: 6805163/7738355) e no Manhuaguzinho foi coletada em 1 ponto (PS8:
6800689/7763068), ambos sob cultivo de café. Foram realizadas trés campanhas de
amostragem: marco de 2012, dezembro de 2012 e margo de 2013. As amostras de
solo foram coletadas com auxilio de cavadeira articulada na profundidade de 0-20
cm e armazenadas em frascos de polipropileno e transportadas até o laboratdrio,
onde foram secas ao ar, destorroadas e peneiradas em malha de 2 mm. Uma
amostra de cada ponto de coleta foi caracterizada quantos aos principais parametros

fisicos e quimicos.

2.5. EXTRAGAO DE AMOSTRAS POR EXTRAGAO SOLIDO-LIQUIDO COM
PARTICAO EM BAIXA TEMPERATURA E MICROEXTRAGAO
LIQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA COM PARTIGAO EM BAIXA
TEMPERATURA (SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP)

A extracdo dos residuos de agrotoxicos em solo foi realizada com
acetonitrila aplicando a metodologia SLE/LTP. Posteriormente, o extrato foi
submetido aos procedimentos de DLLME/LDS e analisado por GC/ECD.

Tendo em vista que ambas as técnicas de extragdo sdo bem consolidados
na literatura, foi realizada uma rapida otimizagdo dos principais parametros que
poderiam afetar a extracdo dos 15 agrotdxicos das amostras de solo. A técnica
SLE/LTP utilizada neste trabalho foi adaptada da técnica utilizado para extragao de
residuos de agrotoxicos em milho (FREITAS et al.,, 2014). J& DLLME/LDS foi
baseada na técnica otimizada para extragdo multirresiduo destes mesmos
agrotoxicos de amostras de agua, descrito no capitulo 1 deste trabalho. Inicialmente
utilizou-se a metodologia DLLME/LDS convencional, mas no decorrer do trabalho
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uma nova técnica de extragdo multirresiduo de agrotdéxicos de amostras de solo foi
proposta.

Ap06s otimizagao foram verificados os principais parametros analiticos da nova
técnica de extragcao proposto. Amostras de solo ambientais coletadas em areas

agricolas da microbacia do rio Manhuagu foram analisadas pela mesma.

2.5.1. Otimizacao da técnica de extragcao soélido-liquido com particao em
baixa temperatura e microextragao liquido-liquido dispersiva com
particdo em baixa temperatura (SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP)

Para otimizagcao da técnica, foi utilizado uma amostra de solo (5 kg) coletada
em uma fazenda no municipio de Manhuacgu (area nao cultivada) isento dos analitos
estudados.

Amostras de solo (4 g) foram fortificadas com 20 uL da STS1 de maneira a se
obter aldrin, clorotalonil, clorpirifés, DDT, dieldrin, hexaclorobenzeno e lindano a 50
ug kg'; e azoxistrobina, ciproconazol, difenoconazol, disulfotom, endosulfam,
tiametoxam e triadimenol a 250 pg kg'. Apds a fortificacdo, as amostras foram
deixadas em repouso a temperatura ambiente por 1 h, antes de serem submetidas a
SLE/LTP combinado com DLLME/LDS e analise por GC/ECD.

Inicialmente, 4 g de solo fortificado com agrotdxicos a 50 e 250 pg kg~ em
vials de 22 mL foram deixados em repouso por 1h. Em seguida, 4 mL de agua e 8
mL de acetonitrila (MeCN) foram adicionados ao frasco e agitado por vortex (VT) ou
mesa agitadora (AM) em diferentes tempos de extragdo. A amostra foi levada ao
freezer por 2 h para particdo das fases organica e aquosa em baixa temperatura
(extragéo e clean up da amostra). Apos isso, a fase organica foi recolhida e 533 pL
de extrato organico com 67 pL de tolueno foram injetados rapidamente em 5 mL de
agua em tubos de ensaio de 9 mL. A solugcado foi agitada em vortex por 30 s e a
solugdo nuvem foi formada no tubo. Nesta etapa, os agrotéxicos foram extraidos
pelas finas gotas de tolueno. A mistura foi centrifugada a 3500 rpm por 5 min para
separagao das fases organica e aquosa. A fase orgéanica superior (aproximadamente
45 L) foi removida usando uma micropipeta de 100 yL (LMP100). Esta solucgéo foi
injetada no GC/ECD para analise dos agrotdxicos estudados. Nesta primeira etapa
da otimizacao foram testados diferentes tempos de agitacdo da técnica SLE/LTP. Na
agitagdo em vortex foram testados 0,5, 1 € 2 min, e, na mesa agitadora foram

testados 30, 60 e 120 min.
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Em seguida foram avaliados os efeitos do tempo de agitagao (F1: vortex: 1 ou
3 min), for¢a i6nica (F2: adicdo de NaCl : 0 ou 5% m/v), tempo de extragdo (F3:
agitacdo em vortex: 30 ou 60 s) e tipo de particdo de fases no DLLME/LDS (F4: 5
min de centrifugagdo ou 25 min de particdo em baixa temperatura). Estas variaveis
foram otimizadas por uma abordagem multivariada para levar em conta as possiveis
interacdes entre as mesmas. Um planejamento fatorial completo completo 2* em
duplicata envolvendo 32 ensaios foi realizado. A area relativa total foi utilizada como
resposta analitica. Todos os experimentos foram realizados numa sequéncia
randémica. As faixas das variaveis estudadas e os dados do planejamento sao
apresentadas na Tabela 25. Foram utilizados 4 g de solo fortificado com agrotdxicos
a25e 12,5 ug kg”' em vials de 22 mL. Em seguida, 4 mL de agua e 8 mL de
acetonitrila (MeCN) foram adicionados ao frasco e agitado por vortex (VT) em
diferentes tempo de extracdo (F1). A amostra foi levada ao freezer por 2 h para
particio em baixa temperatura. Apds isso, a fase organica sobrenadante foi
transferida para baldo de fundo redondo e evaporada até proximo a secura em
evaporador rotatério sob vacuo a 35 °C. O residuo foi redissolvido em 5 mL de agua
ou solugéo de NaCl 5% m/v (F2) e transferido para tubos de ensaio de 9 mL. Em
seguida foi injetado rapidamente 1,2 mL da mistura acetona:tolueno (8:1). A mistura
foi agitada em vértex em diferentes tempos de extragdo (F3) e submetida a
diferentes tipos de particdo (F4). Apos esta etapa, a fase organica sobrenadante

formada na parte superior do tubo foi recolhida e analisada por GC/ECD.

Tabela 25. Planejamento fatorial 2* em duplicata para otimizagdo SLE/LTP-

DLLME/LDS/LTP na extragdo multirresiduo de agrotéxicos em amostras de solo

Niveis de amostragem

Fat

atores » 1
(F1) Tempo de agitagao / min 1 3
F2) Adicao de NaCl / %NaCl (m/v) 0 5
(
(F3) Tempo de extragéo / s 30 60

. - Centrifugacgéao Particao em baixa

(F4) Tipo de particdo (5 min) temperatura (25 min)

Fatores codificados
F1 F2 F3 F4
1 - - - -
2 + - - .
(Continuagao na proxima pagina)

Ensaio
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Tabela 25. (Continuagao)

Fatores codificados

Ensaio

F1 F2 F3 F4
3 - + - -
4 + + - -
5 - - + -
6 + - + -
7 - + + -
8 + + + -
9 - - - +
10 + - - +
11 - + - +
12 + + - +
13 - - + +
14 + - + +
15 - + + +
16 + + +

2.6. PARAMETROS ANALITICOS DO METODO

O método extracdo soélido-liquido com particdo em baixa temperatura e
microextracao liquido-liquido dispersiva com particdo em baixa temperatura
(SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP) com analise por cromatografia gasosa foi validado
quanto aos principais parametros analiticos: seletividade, linearidade, limites de
detecgdo e quantificagdo, efeito de matriz, exatiddo e precisdo (repetitividade e
precisao intermediaria). Todas as analises foram conduzidas utilizando amostras de
solo livres de agrotoxicos. Os procedimentos realizados para a validagao do método
foram baseados em orientagbes encontradas na literatura (ICH, 2005; INMETRO,
2010; MAPA, 2011).

A seletividade do método foi avaliada pela comparagao dos cromatogramas
dos extratos obtidos apds a extracdo de amostras de solo isenta dos agrotoxicos
estudados com os cromatogramas dos extratos obtidos da matriz fortificada. Ambas
amostras foram submetidas ao procedimento de extragao otimizado.

A linearidade do método foi estabelecida plotando a area de cada agrotdxico
versus a concentragao do agrotoxico adicionado as amostras. Para a construgédo das
curvas analiticas foi utilizado extratos obtidos pela técnica otimizada SLE/LTP-
DLLME/LDS/LTP a partir de matriz branca fortificada. A faixa de aplicagao foi
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preparada com no minimo seis niveis de concentracdo, sendo o primeiro nivel
equivalente ao LOQ e todos os outros niveis, multiplos dele (1; 2,5; 5; 7,5; 10; 25; 50
e 75 LOQ). Todas as solugbes desse ensaio foram preparadas em ftriplicata. A
linearidade foi avaliada pelo coeficiente de correlagao obtido pela regressao linear.

Os limites de detecgao (LOD) e quantificagdo (LOQ) foram estabelecidos para
0 método pela analise de amostras de agua isentas dos agrotdxicos, fortificadas com
concentracbes decrescentes dos analitos e extraidas por SLE/LTP-
DLLME/LDS/LTP. O LOD foi estabelecido como o menor nivel detectavel sendo
essa concentracdo igual a trés vezes a relagao sinal-ruido, enquanto que o LOQ foi
considerado como a concentragao igual a dez vezes a relagao sinal-ruido.

A exatiddo, em termos de recuperacdo, foi determinada através da
porcentagem de agrotoxicos recuperada em 3 niveis de fortificagdo (1, 5 e 10 LOQ).
Para cada nivel de fortificagdo foram preparadas seis replicatas. A porcentagem de
agrotoxicos recuperada (R) foi calculada através da Equacgao 1.1.

A precisao foi avaliada em termos de repetitividade e precisao intermediaria e
expressa pelo desvio padréo relativo (RSD) (Equacao 1.2) associado as respostas
relativas dos agrotdxicos em cada ensaio. A repetitividade foi determinada em um
mesmo dia e consistiu na analise de seis replicatas de cada um dos niveis de
concentracédo (1, 5 e 10 LOQ). A precisao intermediaria foi avaliada pelo mesmo
analista, utilizando o mesmo instrumento e em diferentes dias (dia 1, dia 3 e dia 5). A
precisao intermediaria foi calculada com seis replicatas nas trés concentragcbes em
que foi avaliada a repetitividade. A extragdo em cada um dos niveis de fortificagao
foi realizada em conjunto com brancos das amostras para certificacdo da integridade
dos dados obtidos.

Para avaliacdo do efeito de matriz (ME), foram preparadas duas curvas
analiticas, uma contendo os 15 analitos em tolueno (curva no solvente) e no extrato
da matriz branca (curva no extrato da matriz), ambas na mesma faixa de
concentracdo. Os extratos da matriz branca foram obtidos de amostra de solo isenta
dos agrotoxicos avaliados e submetida a técnica otimizada, SLE/LTP-
DLLME/LDS/LTP. Todas as solucdes deste ensaio foram preparadas em triplicatas e
com no minimo cinco niveis de concentracdo. A Equacado 1.3 foi utilizada para
calculo do ME e a porcentagem de enriquecimento ou supressao na resposta
cromatografica foi comparada para ambos os métodos como em Melo et al. (2012),
Chen et al. (2013) e Cunha et al. (2011).
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O fator de enriquecimento (EF), parametro que avalia a particdo dos analitos
entre as fases, foi avaliado para o método SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP nas mesmas
condi¢des da precisdo intermediaria. Amostras de solo (n= 54) fortificada com os 15
principios ativos em trés niveis de concentragao foram submetidas ao método por 3
dias diferentes. Para cada nivel de fortificagdo foram realizados 6 ensaios. Para a
quantificacao foi utilizada a curva analitica em tolueno (curva no solvente) e o fator
de enriquecimento foi calculado a partir da Equacéo 1.4.

Por fim, o novo método SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP foi comparado com
SLE/LTP-DLLME/LDS para determinagao de residuos de agrotoxicos multiclasses
em amostras de solo. Amostras de solo, fortificadas com os principios ativos foram
submetidos a extracdo. Para SLE/LTP, foram adicionados 4 mL de agua e 8 mL de
acetonitrila em 4 g de solo. A mistura foi agitada em vortex por 1 min e levada a
particido em baixa temperatura (-20 °C) por 2 horas. Esta primeira etapa de extragao
é idéntica em ambos os métodos avaliados. No método convencional, SLE/LTP-
DLLME/LDS, 1 mL do extrato organico em acetonitrila € misturado com 133 L de
tolueno e injetado rapidamente em 5 mL de agua destilada. A mistura é agita em
vortex por 1 min, centrifugada a 3500 rpm por 5 min e a fase organica superior é
recolhida e analisada por GC/ECD. No novo método, todo extrato organico obtido da
SLE/LTP é evaporado até proximo a secura a 35 °C em evaporador rotatério sob
vacuo e recuperado em 5,00 mL de agua destilada. Em seguida séo injetados
rapidamente 1,2 mL de acetona:tolueno (8:1), agitados por 1 min em voértex e
levados ao freezer (-20 °C) por 25 min para separacao das fases organica e aquosa.

A fase orgéanica superior é recolhida e analisada por GC/ECD.

2.7. ANALISE DE AMOSTRAS DE SOLO

O método otimizado SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP e GC/ECD foi empregado
para determinacdo de residuos de agrotoxicos em 24 amostras de solo coletadas

em areas agricolas da microbacia do rio Manhuagu.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises fisicas e quimicas realizadas nas amostras de
solo agricola coletados na microbacia do rio Manhuagu sdo apresentados na Tabela
26.

Pode-se perceber pelos resultados apresentados que a fragdo argilosa do
solo variou de 365 a 505 g kg'1. Com teores de argila superiores a 35%, os mesmos
sdo classificados como solos de textura argilosa, ou seja, solos tipo 3 pela Instru¢ao
Normativa n°2 de 09/10/2008 (MAPA, 2008).
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Tabela 26. Caracterizacio fisica e quimica das amostras de solo coletadas em area agrioola da microbacia do rio Manhuacu, MG

Analise Fisica**

Solo Areia + Silte / (g kg™) Argila / (g kg™) Classe textural*
Otimizagao 578 422 Argiloso
P1 588 412 Argiloso
P2 610 390 Argiloso
P3 612 388 Argiloso
P4 595 405 Argiloso
P5 635 365 Argiloso
P6 625 375 Argiloso
P7 495 505 Argiloso
P8 585 415 Argiloso
Anélise Quimica**
S pH Pi(mg K /(mg Cal(cmol, Mg/(cmol. AI*/(cmol, H*AlI/  SB/ — CTC/ . Is-Al] MO/
olo (H,0) dm.3) dm'3) dm-3) dm-3) dm.3) (cmglc (cmglc (cmglc VI% % (dag
dm™) dm™) dm™) dm™)
Otimizagao 4,5 5 14 0,5 0,3 2 8 1 9 9 15 2
P1 5,2 4 23 2 0,6 0,4 7 2 9 24 4 2
P2 5,8 16 95 5,0 1 0 4 7 11 62 0 3
P3 5,9 9 73 5 1 0 5 7 12 59 0 4
P4 4,8 4 33 1 0,3 0,7 9 2 10 16 7 3
P5 6,0 25 77 4 1 0 3 5 9 59 0 2
P6 4,6 28 29 1 0,3 1 8 1 9 17 10 2
P7 4,5 37 62 1 0,2 1 8 1 9 12 13 2
P8 4,7 10 57 2 0,4 1 10 2 12 18 11 4

SB= Soma de bases trocaveis; CTC= Capacidade de troca catiénica; V= indice de saturagdo de bases; IS-Al= indice de saturagéo de Aluminio; MO=
matéria organica; *MAPA, 2008. **Analises realizadas no Laboratério LABOMINAS (Manhuacgu, MG), segundo EMBRAPA (EMBRAPA, 1997).
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A necessidade de uma técnica rapido e que fosse capaz de extrair
quantidades traco de uma matriz complexa foi o ponto de partida para que fossem
combinados duas importantes técnicas de extragdo de residuos de agrotoxicos. A
combinagdo de SLE/LTP com DLLME/LDS parece ser eficaz, uma vez que
vantagens de ambas as técnicas podem ser obtidas como alta recuperacao e fator
de enriquecimento, clean up da amostra, ambientalmente amigavel e de baixo custo.

A primeira etapa deste trabalho consistiu na otimizacdo dos principais
parametros da técnica de extracdo que influenciam na determinacao de residuos de

agrotéxicos de amostras de solo.

3.1. OTIMIZAGAO DA TECNICA SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP

A primeira etapa na otimizagdo da técnica para extracdo multirresiduo de
agrotoxicos em amostras de solo consistiu em avaliar diferentes tipos e tempos de
agitacao na eficiéncia de extragao dos analitos. Para isso foram testadas a agitagao
em vortex (VT) por 0,5; 1 e 2 min e mecanica (MA) por 30, 60, e 120 min. A Figura
20 apresenta a resposta dos agrotoxicos nestes diferentes tempos e tipo de agitagcéo

avaliados.
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Figura 20. Influéncia do tipo e tempo de agitacao da técnica SLE/LTP-DLLME/LDS na
resposta cromatografica dos analitos. VT= agitacao em vértex e MA= mesa agitadora.
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Os diferentes tempos de agitacdo avaliados nao influenciaram
significativamente as respostas cromatograficas dos agrotoxicos. Porém, ao nivel de
95% de confianga pela ANOVA, observou-se que 60 min de mesa agitadora
forneceu as piores respostas para todos analitos com excec¢ao de aldrin. Verificou-se
também, para alguns compostos (ciproconazol e clorotalonil), uma resposta
significativamente pior quando foi realizado uma agitacao por 30 s em vortex. Desta
maneira, agitagdo em vortex por 1 ou 2 min ou mesa agitadora por 30 ou 120 min
podem ser utilizadas sem diferenga significativa na resposta cromatografica.

Visando aumentar a sensibilidade e o fator de enriquecimento da técnica de
extragao, decidiu-se concentrar o extrato organico obtido da SLE/LTP e recuperar os
analitos em agua destilada para aplicacdo dos procedimentos de DLLME/LDS.
Propbs-se também neste trabalho uma mudanca nos procedimentos tradicionais de
DLLME/LDS, em vez de utilizar a centrifugagao para separar o solvente extrator da
fase aquosa, testou-se o abaixamento da temperatura (LTP), uma vez que o0 mesmo
ja é utilizado em SLE para este fim e também como clean up da amostra.

Sabe-se que a centrifugagcdo € um processo importante na técnica DLLME
para acelerar a coleta de gotas de solvente extrator na parte superior da amostra.
Entretanto, em alguns trabalhos (GARCIA-LOPEZ et al., 2007; FARAJZADEH;
KHOSHMARAM, 2013), nem o tempo e nem a velocidade de centrifugagcdo tem
efeito significativo na eficiéncia de extracdo dos analitos. Além disso, segundo
Zhang e colaboradores (2011) a etapa de centrifugacao precisa de instrumento
adicional e é um pouco entediante para o preparo de amostras. Tais dados da
literatura motivaram ainda mais a avaliagdo de LTP para separar a fase organica
extratora.

Para avaliar alguns fatores que poderiam influenciar esta nova técnica de
extragdo, pré-concentracdo e clean up foi utilizado um planejamento fatorial
completo 2* em duplicata. O grau de significancia de cada fator foi avaliado pela
andlise de variancia (ANOVA) usando niveis de significaAncia p-valor. As variaveis
investigadas foram tempo de agitagao (SLE): 1 e 3 min; forga idbnica com adi¢ao de
NaCl (DLLME): 0 e 5% m/v NaCl; tempo de extracao (DLLME): 30 e 60 s e tipo de
particido de fases orgéanica e aquosa: 5 min centrifugagdo ou 20 min de LTP. O
planejamento experimental e os resultados sdo apresentados na Tabela 27. A area
total (soma das areas de todos analitos obtidas em cada ensaio) foi utilizada para
gerar o grafico de Pareto dos efeitos e interagbes (Figura 21). Neste grafico, o
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comprimento de cada barra é proporcional ao valor absoluto de cada efeito estimado
e interagdo, os quais permitem uma comparagado da significancia relativa de cada
um dos fatores em SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP.

Tabela 27. Resultados do planejamento fatorial 2* completo para otimizagdo SLE/LTP-
DLLME/LDS/LTP

Fatores decodificados

Ensaio ~ rom — _ Area total /
po de Adicao de NaCl/ Tempo de Tipo de mVolts
agitacao / min %NacCl (m/v) extracao /s particao

1 1 0 30 Centrigugacéao 3600722
2 3 0 30 Centrigugacédo 4532028
3 1 5 30 Centrigugacdo 4717682
4 3 5 30 Centrigugacédo 4863999
5 1 0 60 Centrigugacdo 4632109

6 3 0 60 Centrigugacéao Nr
7 1 5 60 Centrigugacéao 3635704
8 3 5 60 Centrigugacédo 4869179
9 1 0 30 LTP 4630975
10 3 0 30 LTP 4118956
11 1 5 30 LTP 4521442
12 3 5 30 LTP 1442081
13 1 0 60 LTP 4305687
14 3 0 60 LTP 5044407
15 1 5 60 LTP 4248778

16 3 5 60 LTP Nr
1R 1 0 30 Centrigugagao 3582236
2R 3 0 30 Centrigugacédo 3861329
3R 1 5 30 Centrigugagao 3652352
4R 3 5 30 Centrigugacédo 4374733
5R 1 0 60 Centrigugacdo 4487229
6R 3 0 60 Centrigugacédo 5354418
7R 1 5 60 Centrigugacao 4968933
8R 3 5 60 Centrigugacédo 3818767
9R 1 0 30 LTP 4058875
10R 3 0 30 LTP 3645401
11R 1 5 30 LTP 5040414
12R 3 5 30 LTP 4058147
13R 1 0 60 LTP 4297541
14R 3 0 60 LTP 4301374
15R 1 5 60 LTP 5392659
16R 3 5 60 LTP 5491300

LTP= Particdo em baixa temperatura; nr= n&o realizado.
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Figura 21. Grafico de Pareto com os efeitos dos fatores tempo de agitacao, adicdo de NaCl,
tempo de extragdo e tipo de particdo na resposta dos agrotdxicos para otimizagdo da
SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP.

Neste estudo do planejamento fatorial, as variaveis investigadas (tempo de
agitacdo, adicao de NaCl, tempo de extragcdo e tipo de particdo) ndo foram
significativas (p>0,05) para todos os agrotéxicos estudados. Baseado nestes
resultados, as condigdes de extragdo mais favoraveis para analise de 15 agrotoxicos
por SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP foram: adicdo de 4 mL de agua e 8 mL de acetonitrila
em 4 g de solo, seguida de agitagdo por 1 min em vortex e particdo em baixa
temperatura por 2 h, a fase organica é evaporada em evaporador rotatério sob
vacuo a 35 °C e recuperada em 5 mL de agua, onde ¢ injetado rapidamente 1,2 mL
de acetona: tolueno (8:1). A mistura é agitada por 1 min em voértex, seguida de
particdo em baixa temperatura por 25 min. Finalmente, a fase orgénica superior é
recolhida e injetada em GC/ECD.

Vale destacar que é a primeira vez que SLE/LTP tem sido utilizada em
combinagdo com um novo DLLME/LDS/LTP, cujo procedimento ndo necessita de

centrifugacao para obter a separagao de fases.

3.2. PARAMETROS ANALITICOS SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP

O cromatograma dos 15 agrotdxicos analisados é apresentado na Figura 22.

Todos os agrotoxicos foram eluidos em 18,6 minutos, um tempo bem razoavel, e
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apresentaram picos resolvidos nas condi¢des otimizadas do GC/ECD. Os tempos de

retencdo (tr) de cada analito s&o apresentados na Tabela 28.
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Figura 22. Cromatograma de uma solugdo padrao dos agrotdoxicos em tolueno: 1)
Hexaclorobenzeno (300 ug L™7); (2) Lindano (300 pg L™); (3) Disulfotom (1500 pg L™); (4)
Clorotalonil (300 pg L™); (5) Aldrin (300 pg L™); (6) Clorpirifés (300 ug L™); (7) Tiametoxam
(300 ug L™); (8) Triadimenol (1500 pg L™); (9) Endosulfam 1 (1500 ug L™); (10) Dieldrin (300
ug L™); (11) Ciproconazol (1500 pg L™); (12) Endosulfam Il (1500 pg L™); (13) DDT (300 ug
L™); (14) Difenoconazol (15000 pg L™"); (15) Azoxistrobina (1500 pg L™"). As condicdes
cromatograficas foram descritas em Material e métodos.

Curvas analiticas foram preparadas em tolueno para os calculos de
recuperacao, efeito de matriz e fator de enriquecimento do método SLE/LTP-
DLLME/LDS/LTP para determinagdo multirresiduo de agrotéxicos em amostras de
solo. Pelo método dos minimos quadrados obteve-se a equagao de regresséo linear.
Os parametros das curvas analiticas (inclinagdo, intercepto e coeficiente de
correlagao) obtidos séo apresentados na Tabela 28.
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Tabela 28. Tempos de retengdo dos agrotoxicos apds condigdes cromatograficas
otimizadas e pardmetros das equacgdes de regressdo da linearidade da curva analitica
preparada em tolueno

Parametros da curva analitica em
Tempo de

Pico Agrotoxico = . tolueno
retengdo / min a b .
1 Hexaclorobenzeno 45 1598 32056 0,996
2 Lindano 4,8 1406 -8581 0,997
3 Disulfotom 5.1 36,5 2890 0,997
4 Clorotalonil 53 2266 8614 0.997
5 Aldrin 6,7 1306 -8272 0,997
6 Clorpirifés 6,9 924 16042 0,996
7 Tiametoxam 7,3 385 -7976 0,993
8 Triadimenol 8,0 28,3 1217 0,995
9 Endosulfam-I 8,8 671 47209 0,996
10  Dieldrin 9,6 1828 -4255 0,997
11 Ciproconazol 10,4 22,3 -120 0,997
12  Endosulfam-Il 10,6 309 7568 0,997
13 DDT 11,6 775 -35417 0,993
14 Difenoconazol 15,5 149 -2066 0,998
15  Azoxistrobina 16,0 238 -11015 0,998

a= Inclinacao; b= Intercepto; r= Coeficiente de correlacio.

Coeficientes de correlagdo maiores que 0,993 para todos os agrotoxicos
comprovam a boa linearidade obtida. Desta maneira, as curvas analiticas em
tolueno podem ser aplicadas na quantificacdo de residuos de agrotoxicos da
respectiva técnica de preparo de amostras.

Para avaliar a seletividade, amostras de solo coletadas em areas agricolas da
microbacia do Rio Manhuagu foram submetidas ao método SLE/LTP-
DLLME/LDS/LTP. Posteriormente, essas amostras foram fortificadas com os 15
principios ativos estudados e também submetidas ao método de extragdo e analise.
A Figura 23 apresenta os cromatogramas de extratos de amostras de solo (A) sem
fortificacao e (B) fortificada, submetidas SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP.
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Figura 23. Cromatogramas de extratos de amostra de solo submetidas a SLE-DLLME/LDS
(a) sem fortificagdo; (b) fortificada. As condi¢des cromatograficas foram descritas em
Material e métodos. (1) Hexaclorobenzeno (937 pg kg™); (2) Lindano (12 pg kg™); (3)
Disulfotom (312 ug kg™); (4) Clorotalonil (125 pg kg™); (5) Aldrin (125 ug kg™); (6) Clorpirifés
(625 ug kg™); (7) Tiametoxam (1562 ug kg™); (8) Triadimenol (937 ug kg™); (9) Endosulfam |
(31 ug kg™); (10) Dieldrin (16 pg kg™); (11) Ciproconazol (1562 ug kg™); (12) Endosulfam ||
(156 ug kg™); (13) DDT (62 ug kg™); (14) Difenoconazol (469 ug kg™); (15) Azoxistrobina (78
Hg kg™).

Comparando os dois cromatogramas (A e B) observa-se que ndo ha picos
coincidentes entre a matriz original e a matriz fortificada, desta forma as respostas
dos analitos de interesse nao sofrem interferéncia de outros componentes da matriz.
Tais resultados comprovam a boa seletividade do método proposto.

A avaliagdo da linearidade foi estudada pela analise de amostras de solo
fortificadas em diferentes concentragcdes e submetidas ao método de extracido. As
amostras foram fortificadas em concentragdes correspondentes a LOQ; 2,5 LOQ; 5
LOQ; 7,5 LOQ; 10 LOQ e 25 LOQ para hexaclorobenzeno, clorpirifés, tiametoxam,
triadimenol, ciproconazol e difenoconazol, além de 50 LOQ e 75 LOQ para lindano,
disulfotom, clorotalonil, aldrin, endosulfam | e Il, dieldrin, DDT e azoxistrobina). O

método usado para quantificar as substancias de interesse foi a padronizacao
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externa. As curvas analiticas foram plotadas relacionando area do analito versus
concentracdo do mesmo. Os parédmetros das curvas analiticas, as faixas lineares e
os coeficientes de correlacdo (r) obtidos na validacdo do meétodo SLE/LTP-
DLLME/LDS/LTP por GC/ECD séao apresentados na Tabela 29.

Tabela 29. Pardmetros das equacgdes de regressao da linearidade do método SLE/LTP-
DLLME/LDS/LTP para extragao de residuos de agrotéxicos em amostras de solo e analise
por GC/ECD

Agrotoxicos a b r Faixa linear /( ug kg™)
Hexaclorobenzeno 1.711 1.262.772 0,992 94 - 2344
Lindano 21.646 29.680 0,996 1-94
Disulfotom 337 17.488 0,995 31-2344
Clorotalonil 9.804 1.029.831 0,991 12,5-937,5
Aldrin 4.609 101.514 0,998 12,5-937,5
Clorpirifés 3.551 1.400.116 0,993 62,5 - 1562
Tiametoxam 46,8 110.339 0,994 156 - 3906
Triadimenol 167 86.969 0,995 94 - 2344
Endosulfam-I 6.502 15.771 0,999 3-469
Dieldrin 17.617 41.332 0,999 1,5-234
Ciproconazol 202 89.522 0,997 156 - 3906
Endosulfam-I| 622 19.312 0,999 16 - 2344
DDT 3.346 98.510 0,997 6 -937,5
Difenoconazol 1.885 249.668 0,996 47 - 2344
Azoxistrobina 4.613 92.267 0,996 8-1171,85

a= Inclinacao; b= Intercepto; r= Coeficiente de correlacao.

Pelos resultados da Tabela 29 verifica-se que os coeficientes de correlagao
variaram de 0,991 a 0,999. Como todos os valores de r obtidos foram superiores a
0,99 (ANVISA, 2003), o método SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP é linear na faixa de
concentracao avaliada.

Os limites de deteccao e quantificacdo foram calculados pelo método
sinal/ruido. Os resultados obtidos para analise de residuos de agrotdxicos em
amostras de solo por SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP séo apresentados na Tabela 30.
Sao apresentados também os valores orientadores para agrotoxicos em solos no
estado de Sao Paulo de acordo com a legislagdo da Companhia de Tecnologia de
Saneamento Ambiental (CETESB, 2005).
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Tabela 30. Limites de detecgao (LOD) e quantificagéo (LOQ) do método SLE/LTP-
DLLME/LDS/LTP para extragao de residuos de agrotéxicos em amostras de solo e valores

orientadores para agrotéxicos em solos no estado de Sdo Paulo de acordo com CETESB
(2005)

Agrotéxicos LOD {1(N9 LOQ _/1 (Mg VI (CETESB, 2005) / (ug kg™)
kg™) kg™) Agricola  Residencial Industrial

Hexaclorobenzeno 28 94 5 100 1000

Lindano 0,4 1 20 70 1500

Disulfotom 9 31

Clorotalonil 3,5 12,5

Aldrin 3,5 12,5 3 10 30

Clorpirifés 19 62,5

Tiametoxam 47 156

Triadimenol 28 94

Endosulfam-| 0,9 3

Dieldrin 0,5 1,5 200 600 1300

Ciproconazol 47 156

Endosulfam-I| 5 16

DDT 2 6 550 2000 5000

Difenoconazol 14 47

Azoxistrobina 2 8

LOD= Limite de detecgao; LOQ= Limite de quantificagdo; VI= Valor de intervengao.
CETESB= Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo.

Os valores de LOD do método variaram de 0,4 & 47 ug kg™'. Os valores de
LOQ do método variaram de 1 & 156 ug kg'. Valores semelhantes de LOD foram
obtidos na determinacdo de agrotoxicos multiclasses em diferentes matrizes: em
trigo por QUEChERS-DLLME e GC-MS foram obtidos de 8 a 55 ug kg~ (CUNHA;
FERNANDES, 2011), em tomate por QUEChERS-DLLME e GC-MS foram obtidos de
3a250 ugkg' (MELO et al., 2012).

Ha uma dificuldade de se estabelecer valores-guia de elementos-traco e
agrotoxicos para solos de todo o territério nacional devido a grande extenséo
territorial, a diversificagdo dos ambientes e as diferengas geoldgicas que fazem com
que certas regides tenham teores naturalmente altos de elementos-traco. A CETESB
estabeleceu, por meio de testes laboratoriais e pesquisas de campo, valores
orientadores de elementos-trago e compostos organicos em solos e aguas
subterraneas para o estado de Sao Paulo. Os valores de intervencado indicam o
limite de contaminagdo acima do qual, existe risco a saude humana, havendo

necessidade de uma agdo imediata na area e a adogao de medidas emergenciais,
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utilizados em carater corretivo. Quando excedido o valor de intervengéo, requer-se
alguma forma de intervencdo na area avaliada, de forma a interceptar as vias de
exposi¢ao, devendo ser efetuada a avaliacdo de risco caso a caso. O valor de
intervencgao foi subdividido em: agricola, residencial e industrial.

Considerando os valores orientadores, mais restritamente, os valores de
intervencao (VI) da CETESB (2005), pode-se perceber que a maioria dos
agrotoxicos nao € contemplada pela legislagdo vigente. Dos agrotdxicos
contemplados, verificou-se que com excecdo de hexaclorobenzeno e aldrin, o valor
de LOQ ficou abaixo do limite estabelecido pela legislacédo para areas agricolas,
mostrando que SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP é eficiente para extragdo e analise de
traco de residuo de agrotdéxicos em amostras de solo agricola. Vale destacar que,
para areas residencial e industrial, o método atende perfeitamente a legislagcao
paulista.

A exatidao foi avaliada por testes de recuperacao. Amostras de solo foram
fortificadas com solugdes padrdo contendo os 15 agrotdéxicos em trés niveis de
concentracdo, com seis replicatas para cada nivel. As amostras de solo fortificadas
foram submetidas ao método de extragdo SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP. Para
quantificacao utilizaram-se as curvas analiticas em tolueno e superposi¢cao de matriz
para calcular a recuperacdo do método e a recuperacgao relativa, respectivamente.
Os resultados de recuperagao e recuperacgao relativa sdo apresentados na Tabela
31.
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Tabela 31. Recuperacdes de agrotoxicos em amostras de solo fortificadas e extraidas por SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP

CAPITULO 2

Aarotéxi NF1 NF2 NF3

grotoxicos C R RR C R RR C R RR
Hexaclorobenzeno 94 7 81 469 6 105 937,5 6 117
Lindano 1 41 106 6 41 97 12,5 42 97
Disulfotom 31 11 85 156 24 96 312,5 25 98
Clorotalonil 12,5 34 76 62,5 26 101 125 23 98
Aldrin 12,5 9 82 62,5 10 86 125 11 101
Clorpirifés 62,5 21 78 312,5 18 104 625 15 94
Tiametoxam 156 6 108 781 2 108 1562,5 1 104
Triadimenol 94 28 71 469 23 92 937,5 19 89
Endosulfam-| 3 7 73 16 21 100 31 21 96
Dieldrin 1,5 22 74 8 27 100 16 25 94
Ciproconazol 156 33 78 781 28 90 1562,5 25 88
Endosulfam-l| 16 7 95 78 6 106 156 5 97
DDT 6 14 74 31 14 96 62,5 13 103
Difenoconazol 47 44 110 234 39 109 469 33 93
Azoxistrobina 8 49 100 39 48 109 78 45 105

NF= Nivel de fortificagdo; C= Concentragdo em pg kg™'; R= Recuperagdo (n=6); RR= Recuperagao relativa (n=6).
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Pelos resultados apresentados, pode-se observar que no primeiro nivel de
fortificacdo (LOQ) as recuperagdes do método SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP para os
15 agrotdxicos avaliados variaram de 6 a 49%. No segundo nivel de fortificagao (5
LOQ) foram obtidos valores de recuperacéo entre 2 e 48%. No terceiro nivel foram
obtidos valores entre 1 e 45%. Valores de recuperagédo, também denominado
eficiéncia de extracdo, abaixo de 70% para a maioria dos analitos, foram obtidos na
determinacdo de clorofenois em amostras de agua por SPE-DLLME e GC/ECD
(FATTAHI et al., 2007b), na determinacéo de 5 piretroides em amostras de 6leos
vegetais por LLE-DLLME e GC/FID ou GC/MS (FARAJZADEH et al.,, 2014) e na
determinacao de 5 piretroides em sucos de frutas e uvas fresca por LLE-DLLME e
GC-FID (FARAJZADEH; KHOSHMARAM, 2014). A recuperagédo de carbendazim e
tiabendazol em amostras de solo por DLLME e HPLC-Flu variaram entre 51 e 71%
(WU et al., 2009a).

Em muitos trabalhos que utilizam a técnica microextracdo DLLME (FATTAHI
et al., 2007a; FATTAHI et al., 2007b; WANG et al., 2008; FU et al., 2009a; HU et al.,
2009; WU et al., 2009b; LIU et al., 2010; LIU; MIN, 2012; GE; LEE, 2013; WANG et
al.,, 2014c; XUE et al., 2014), tem-se verificado a apresentagcdo da recuperagao
relativa em vez de eficiéncia do método. Desta maneira, a quantidade do analito na
fase extratora tem sido determinada pela curva de superposicdo de matriz e nao
pela curva em solvente e os valores de recuperacéo obtidos estdo entre 70-120%.
Neste trabalho, os resultados obtidos foram semelhantes, para o primeiro (LOQ),
segundo (5 LOQ) e terceiro nivel (10 LOQ) de fortificagdo, os valores ficaram entre
71-110%, 86-109% e 88-117%, respectivamente.

A precisdo do método em termos de repetitividade foi avaliada usando desvio
padréo relativo (RSD) de replicatas (n=6) obtidas em trés niveis de fortificagdo. Para
determinacgao da repetitividade foi realizada a fortificagdo de amostras de solo com
quantidades adequadas da solugdo padrdo contendo os 15 agrotéxicos em trés
niveis de concentracéo (1, 5 e 10 LOQ). As amostras fortificadas foram submetidas
ao método SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP e GC/ECD. Os resultados de RSD obtidos
sao apresentados na Tabela 32. O estudo da precisao intermediaria foi realizado nas
mesmas condicdes que o de repetitividade, porém em trés dias ndo consecutivos,
pelo mesmo analista € no mesmo equipamento. A Tabela 32 apresenta os

resultados obtidos.
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Tabela 32. Desvios padrao relativo para avaliagdo da repetitividade (n=6) e precisao
intermediaria (n=18) dos agrotoxicos extraidos de amostras de solo pelo método SLE/LTP-
DLLME/LDS/LTP empregando GC/ECD

Concentragao da

Agrotoxicos amostra / ug kg™ RSDrep(n=6) / % RSDr (n=18) 1%
NF1 NF2 NF3 NF1 NF2 NF3 NF1 NF2 NF3
Hexaclorobenzeno 94 469 937,5 18 16 14 19 15 19
Lindano 1 6 12,5 12 8 16 18 9 15
Disulfotom 31 156 312,5 8 7 9 18 10 17
Clorotalonil 12,5 62,5 125 3 5 5 13 9 11
Aldrin 12,5 62,5 125 8 11 13 9 1 12
Clorpirifos 62,5 3125 625 6 4 10 11 8 7
Tiametoxam 156 781 1562,5 4 4 6 19 17 15
Triadimenol 94 469 937.,5 6 5 6 2 4 6
Endosulfam-I 3 16 31 10 8 18 13 11 11
Dieldrin 1,5 8 16 9 6 18 7 1M 10
Ciproconazol 156 781 1562,5 6 6 9 1 5 7
Endosulfam-II 16 78 156 15 8 5 8 10 3
DDT 6 31 62,5 5 10 6 7 10 6
Difenoconazol 47 234 469 7 8 11 18 13 5
Azoxistrobina 8 39 78 7 6 4 19 1 12

NF= Nivel de fortificagdo; RSDgre,= Desvio padréo relativo para repetitividade; RSDp=
Desvio padréao relativo para precisao intermediaria.

Os valores de RSD obtidos na avaliagdo da repetitividade variaram de 3 a
18%, 4 a 16% e 4 a 18% para o primeiro, segundo e terceiro nivel de concentragéo,
respectivamente. Na avaliacdo da precisao intermediaria, os valores de RSD obtidos
para os trés niveis de fortificacdo avaliados foram de 1 a 19%, 1 a 17% e 3 a 19%,
para o primeiro, segundo e terceiro nivel de concentragao, respectivamente. Pelos
resultados apresentados, pode-se verificar a boa precisdo do método SLE/LTP-
DLLME/LDS/LTP, uma vez que, RSD foi inferior a 20% para todos os agrotoxicos
estudados, nos trés niveis de fortificacdo avaliados, tanto repetitividade quanto para
precisao intermediaria conforme recomendacdo para validacdo de métodos
cromatograficos (RIBANI et al., 2004).

Para o desenvolvimento de um método analitico, os possiveis efeitos de
matriz (ME) na analise cromatografica devem ser levados em consideragao. Para
isso, duas séries de solugdes padrao foram preparadas, sendo uma em solvente
puro (solugdo padrdo) e a outra em extratos de amostra de solo (obtidos apds

submeter as amostras ao método de extragdo). O efeito de matriz foi avaliado pela
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relacdo entre as inclinagdes (a, inclinagdo) das curvas analiticas obtidas no extrato
da matriz (livre de agrotoxicos) e no solvente, o qual foi multiplicado e em seguida
subtraido por 100 (CALDAS et al., 2011; CUNHA; FERNANDES, 2011; XUE et al.,
2014; ZHANG et al., 2014b). Os resultados obtidos para o método SLE/LTP-
DLLME/LDS/LTP sao apresentados na Tabela 33. Em seguida, todos os analitos
foram classificados em cinco grupos (< -50%; -50% a -20%; +20%; 20% a 50% e
>50%) de acordo com o aumento ou diminuicdo da sensibilidade, para isso, realizou-
se a subtragdo da resposta obtida no calculo do efeito de matriz por 100 (resposta

esperada). Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 24.

Tabela 33. Efeito de matriz (ME) das amostras de solo por SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP e
GC/ECD

Agrotoéxicos acs ace ME
Hexaclorobenzeno 1.598 924 -42
Lindano 1.406 805 -43
Disulfotom 36 23 -35,5
Clorotalonil 2.266 1.365 -40
Aldrin 1.306 743 -43
Clorpirifos 924 565 -4
Tiametoxam 385 250 -35
Triadimenol 28 19 -33
Endosulfam-I 671 410 -39
Dieldrin 1.829 1.061 -42
Ciproconazol 22 12 -44
Endosulfam-II 309 182 -41
DDT 797 384 -52
Difenoconazol 149 85 -43
Azoxistrobina 238 154 -35

acs= Inclinagao da curva analitica em tolueno; ace= Inclinagdo da curva analitica em extrato
de solo; ME= Efeito de matriz.
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Figura 24. Distribuicao dos 15 agrotoxicos de acordo com o efeito de matriz do método
SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP em amostras de solo.

Como pode ser observado na Tabela 33, o efeito de matriz obtido na extragao
multirresiduo de agrotoxicos de amostras de solo por SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP
variou de 48 a 96%. Para todos os agrotoxicos analisados, foi verificado um efeito de
matriz negativo. Resultados semelhantes foram encontrados por Pinho et al (2010) e
Sousa et al. (2012).

A maioria dos agrotoxicos avaliados neste estudo (87%) sofre um efeito de
matriz com supressdo meédia da resposta cromatografica (-20 a -50%). Supressao
suave foi verificada para clorpirifés (-4% de supressao) e alta supressao no sinal
cromatografico foi observada para DDT (-52% de supressdo). Efeito de matriz
negativo (-43 a 5%) também foi verificado por Caldas et al (2011) na extragao de 5
agrotoxicos de amostras de solo por QUEChERS. Segundo Sousa et al. (2012), isto
ocorre porque a matriz solo é rica em matéria organica, compostos de alta massa
molar, os quais formam novos sitios ativos no liner para que os analitos se liguem
(SOUSA et al., 2012). Desta maneira, a resposta dos analitos na matriz sera menor
que a resposta dos analitos em solvente, favorecendo o efeito de matriz negativo.

Para minimizar esta influéncia, na quantificacdo dos agrotéxicos, o melhor
procedimento € a utilizagcdo de curvas analiticas preparadas no extrato da matriz
branca (PINHO et al., 2009). Alguns trabalhos relataram a utilizagdo da curva
preparada com a matriz fortificada (curva superposi¢gdo de matriz) para minimizar o
efeito de matriz (CALDAS et al., 2011; CUNHA; FERNANDES, 2011; ARROYO-
MANZANARES et al., 2013; CHEN et al., 2013; XUE et al., 2014). Assim, tendo em

vista o efeito de matriz significativo encontrado para a maioria dos agrotoxicos, a
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curva superposi¢dao de matriz foi utilizada para a quantificagdo dos agrotdxicos em
amostras de solo para corrigir efeitos de matriz provocados pelos co-extrativos da
matriz.

Nas condi¢cdes otimizadas o fator de enriquecimento foi investigado pela
andlise de 3 niveis de fortificacdo de amostras de solo para avaliar o método
proposto SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP. O método otimizado foi empregado na
extragdo e analise de 54 amostras de solo contendo os 15 agrotoxicos nas mesmas
condicbes em que foi avaliada a precisio intermediaria. As amostras de solo foram
fortificadas em 3 niveis de concentragao (1, 5 e 10 LOQ). Cada nivel de fortificagédo
foi preparado em sextuplicatas em 3 diferentes dias. As quantificagcbes foram
realizadas utilizando a curva analitica preparada em tolueno, cujos parédmetros foram
apresentados anteriormente. Os valores médios de EF, bem como seus desvios
padrao (DP) e desvios padrao relativos (RSD) obtidos sdo apresentados na Tabela
34.

Tabela 34. Fatores de enriquecimento (EF) obtidos para 15 agrotéxicos em amostras de
solo submetidas ao método SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP e GC/ECD

Agrotoxicos EF (n=54) DP RSD
Hexaclorobenzeno 6 0,4 18
Lindano 21 12 11
Disulfotom 14 0,9 9
Clorotalonil 17 2 18
Aldrin 3 0,6 15
Clorpirifés 9 1 14
Tiametoxam 1,5 0,2 19
Triadimenol 18 2 19
Endosulfam-I 11,5 0,7 9
Dieldrin 9 1 10
Ciproconazol 20 2 17
Endosulfam-II 12,5 0,5 20
DDT 9 0,3 6
Difenoconazol 16 2 11
Azoxistrobina 24,5 2 10

EF= Fator de enriquecimento; DP= Desvio padrao; RSD= Desvio padrao relativo.

Como pode-se observar, o fator de enriquecimento do método SLE/LTP-
DLLME/LDS/LTP variou de 1,5 (para o tiametoxam) a 24,5 (para azoxistrobina). Até
a presente data, ndo foi encontrado na literatura, um método de determinagcao de

agrotoxicos multiclasse em solo empregando DLLME combinado com outra técnica
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de preparo de amostras que apresentasse EF para comparagdo dos resultados.
Entretanto, a combinacdo de DLLME com outras técnicas de preparo de amostras
para determinagdo de uma classe de agrotdéxicos em matrizes complexas tem sido
encontrada na literatura com resultados ligeiramente maiores que os obtidos neste
trabalho. A combinacdo de QUEChERS e DLLME para determinacdo de 10
agrotoxicos piretroides em sucos de frutas obteve EF na faixa 16-26 (ZHANG et al.,
2014b). Extracdo em fase solida dispersiva assistida por ultrassom (UA-DSPE)
combinada com DLLME/LDS na determinag&o de 6 agrotoxicos organofosforado em
solo obteve EF na faixa de 22-35 (WANG et al., 2014c).

Sob condigdes otimizadas, foram comparados os métodos SLE/LTP-
DLLME/LDS/LTP e SLE/LTP-DLLME/LDS. Os resultados de recuperacao e fator de

enriquecimento obtidos para ambos os métodos sao apresentados na Tabela 35.

Tabela 35. Comparacéo da recuperacgao e do fator de enriquecimento obtidos na analise de
agrotoxicos multiclasse em amostras de solo por SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP e por SLE/LTP-
DLLME/LDS

SLE/LTP-DLLME/LDS SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP
Agrotoxicos

R (n=4)/ % EF (n=4) R (n=6)/ % EF (n=6)
Hexaclorobenzeno 8 0,5 6 5
Lindano 41 3 41 21
Disulfotom 6 0,4 24 14
Clorotalonil 63 6 26 17
Aldrin 3 2 10 3
Clorpirifés 33 2 18 8
Tiametoxam 6 0,4 2 1
Triadimenol 6 0,4 23 17
Endosulfam-I 14 0,9 21 11
Dieldrin 9 0,5 27 10
Ciproconazol 7 0,5 28 18
Endosulfam-II 30 2 6 12
DDT 61 4 13 9
Difenoconazol 27 2 39 16
Azoxistrobina 55 7 48 24

R= Recuperacao; EF= Fator de enriquecimento.

O novo meétodo proposto SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP difere do convencional
(SLE/LTP-DLLME/LDS) em duas etapas: na evaporagao do extrato organico obtido
de SLE/LTP e também na particdo de fases da DLLME/LDS, o primeiro utiliza 25 min

de particdo em baixa temperatura e o ultimo 5 min de centrifugagdo. Comparando a
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recuperacéo dos dois métodos, pode-se perceber que para 47% dos compostos a
recuperacao dos analitos submetido ao novo método diminui. Isto se deve
provavelmente pela volatilizacdo dos compostos mais volateis. Para outros 47%, a
recuperacao aumenta e, para o lindano, a recuperagcdo € semelhante nos dois
métodos de extragdo. Entretanto, comparando o fator de enriquecimento, pode-se
perceber que 0 mesmo aumenta significativamente para todos os compostos com a
utilizagdo do novo método. Isto porque o novo método utiliza todo o extrato organico
recuperado na primeira etapa da extracdo. Desta maneira, os resultados indicam
que a etapa de evaporacao do extrato organico obtido da SLE/LTP é necessaria
para aumentar a sensibilidade do método de extragdo de agrotdxicos multiclasse em
amostras de solo.

O novo método SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP pode ser empregado para
determinacao simultdnea de diferentes classes de agrotdxicos (organoclorados,
organofosforados, ciclodienos, estrubilurina, cloronitrila, neonicotinoide e triazéis). O
método é simples, linear, exato, preciso, utiliza pouca quantidade de solvente
organico e apresenta bom fator de enriquecimento de maneira a permitir a utilizagao

deste para analise trago de residuos de agrotdxicos em amostras de solo.

3.3. ANALISE DE AMOSTRAS DE SOLO

Amostras de solo (n=24) coletadas em areas agricolas da microbacia do rio
Manhuagu foram extraidas por SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP e analisadas por
GC/ECD. As amostras foram coletadas em areas agricolas sob cultivo de café
(excegao dos pontos 1, 4 e 5) no periodo de margo de 2012 a margo de 2013. Para
quantificacdo das amostras foi utilizado a curva superposicdo de matriz cujos
parametros analiticos foram apresentados na Tabela 29. As amostras foram
preparadas em ftriplicatas. Nao foram detectados, nas amostras analisadas, nenhum
dos agrotoxicos estudados. A Figura 25 apresenta os cromatogramas obtidos pela
injecdo no GC/ECD de extratos de amostras de solo coletadas em margo de 2013.

Comparando os tempos de retencao dos analitos adicionados as amostras
com solugcdo padrdo em tolueno, ndao foram verificados picos coincidentes.
Entretanto, destaca-se a presenga de um composto em concentragao significativa no

solo coletado no ponto 7, cujo tempo de retengao € 12,8 min.
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Figura 25. Cromatogramas obtidos por GC/ECD para extratos de amostras de solo
coletadas na microbacia do rio Manhuagu em margo de 2013 e submetidas ao SLE/LTP-
DLLME/LDS/LTP. Condigbes de extragao: quantidade de amostra: 4 g; Volume de solvente
extrator 1: 12 mL (acetonitrila:agua, 1:2); tempo de agitagdo: 1 min em vortex; tempo de
particdo em baixa temperatura (-20 °C): 2 h; Evaporagao a 35 °C e recuperagdo em agua: 5
mL; volume da mistura de solventes acetona:tolueno (8:1): 1,20 mL; tempo de extragao: 1
min; tempo de particdo em baixa temperatura (-20 °C): 25 min.
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4. CONCLUSOES

Neste estudo, o método SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP-GC/ECD foi
satisfatoriamente desenvolvido para a extragdo e determinagdo de 15 agrotoxicos
multiclasses em amostras de solo de areas agricolas. O método desenvolvido é
simples, linear, exato, preciso, efetivo, tem caracteristicas ambientalmente amigaves
e apresenta bom fator de enriquecimento de maneira a permitir a utilizagcao deste

para analise trago de residuos de agrotéxicos em amostras de solo.
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CONCLUSOES GERAIS

Os métodos LLE/LTP e DLLME/LDS para determinacdo multirresiduo de
agrotoxicos em aguas superficiais e residuaria e SLE/LTP-DLLME/LDS/LTP em
amostras de solos atenderam aos requisitos basicos de validagcdo. Os métodos
mostraram-se simples, rapidos, com numero reduzido de etapas, seletivos, precisos
e exatos. Nenhum dos ag rotdéxicos monitorados foi detectado nas amostras de solo
e aguas superficiais e residuarias nos periodos avaliados.

Ferro, manganés e chumbo foram encontrados em amostras de aguas
superficiais em concentragcdes acima do limite maximo estabelecido pela legislagéao
brasileira.

Com este estudo, pode-se verificar que a regido em estudo mesmo sendo de
grande importancia para o cenario agricola nacional, ainda ndo apresenta impactos
ambientais severos em relagdo aos agrotoxicos e metais avaliados.

Por fim, destaca-se que a principal novidade deste trabalho esta no
desenvolvimento de um novo método analitico para determinagcao multirresiduo de
agrotoxicos em amostras de solo. O novo método baseou-se na hifenacdo de
SLE/LTP e DLLME/LDS-PBT. Pela primeira vez, a etapa de centrifugacdo do
método DLLME/LDS foi substituida pelo abaixamento da temperatura (LTP) para

acelerar a separacao de fases.
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