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RESUMO

SOARES, Carlos Eduardo dos Santos, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
margo de 2015. Desenvolvimento de métodos hifenados com microextragao
em gota unica para determinagcao de residuos de agrotéxicos em agua e
solo por cromatografia gasosa. Orientador: Anténio Augusto Neves.
Coorientadores: André Fernando de Oliveira e Maria Eliana Lopes Ribeiro de
Queiroz.

O monitoramento das possiveis contaminagdes oriundas dos agrotéxicos em
amostras ambientais tornou-se um assunto de relevancia, devido ao risco que
estes compostos causam a saude humana e ao ambiente. No presente trabalho
foram otimizados, validados 3 métodos de extracédo de residuos de agrotéxicos
em agua e solo. Os compostos avaliados foram alaclor, parationa metilica,
trifluralina, endossulfam, endrin, lindano, dieldrin e 4,4’-DDT. A microextragdo em
gota unica (SDME) para a determinagao de agrotoxicos em amostras de agua e
a hifenagao da técnica de microextracdo em gota unica com a extragao solido-
liquido com particdo em baixa temperatura (SLE/LTP-SDME), e a hifenagéo
QUEChERS-SDME para a determinagdo em solo Os extratos foram analisados
por cromatografia gasosa com detector por captura de elétrons (GC-ECD). O
método SDME para amostras de dgua apresentou porcentagens de recuperagao
relativas entre 89,5 e 122,5 %, repetitividade com coeficientes de variagao
menores que 22,9 %, limites de detecgdo entre 5,9 e 58,9 ng L', fator de
enriquecimento entre 17 e 448 e o modelo cinético que melhor explica a
transferéncia dos analito da fase aquosa para a fase organica € o de Noyes-
Whitney. O método hifenado SLE/LTP-SDME para amostras de solo apresentou
porcentagens de recuperacgao relativa entre 83,8 e 122,5 %, coeficientes de
variagdo menores que 22,4%, limites de detecgéo entre 0,09 e 0,59 ug kg’ e fator
de enriquecimento entre 1 e 66. Enquanto o método hifenado QUEChERS-SDME
para determinacao de residuos de agrotoxicos em solo apresentou recuperagao
entre 90 e 111,7 %, coeficientes de variagdo menores que 18,9%, limites de
deteccao entre 0,41 e 0,99 ug kg™ e fatores de enriquecimento entre 13,6 e 49.
As figuras de mérito obtidas na validagao dos métodos atendem as exigéncias
dos érgaos normativos para baixos niveis de concentragdo sendo assim possivel
a aplicacdo do método SDME em amostras de agua e as hifenagbes em

amostras de solo.
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ABSTRACT

SOARES, Carlos Eduardo dos Santos, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
march, 2015. Development of methods hyphenated with single drop
microextraction to determine pesticide residues in water and soil by gas
chromatography. Adviser: Antonio Augusto Neves. Co-advisers: André
Fernando de Oliveira and Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz.

The monitoring of possible contamination coming from the pesticides in
environmental samples has become a relevant issue because of the risk that
these compounds cause to human health and the environment. In the present
work were optimized, validated three methods of extraction of pesticide residues
in water and soil. The compounds evaluated were alachlor, methyl parathion,
trifluralin, endosulfan, endrin, lindane, dieldrin and 4,4'-DDT. A single drop
microextraction (SDME) for the determination of pesticides in water samples and
the hyphenation of microextraction technique in single drop with the solid-liquid
extraction with partition at low temperature (ESL / PBT-SDME), and the
hyphenation QUEChERS -SDME for determining on the ground The extracts
were analyzed by gas chromatography with electron capture detector (GC-ECD).
The SDME method for water samples showed recovery relative percentages
between 89.5 and 122.5%, repeatability with lower coefficients of variation
22.9%, detection limits between 5.9 and 58.9 ng L', enrichment factor between
17 and 448 and the kinetic model that best explains the transfer of analytes from
the aqueous phase to the organic phase is the Noyes-Whitney test. The
hyphenated method ESL / PBT-SDME for soil samples showed recovery
percentages between 83.8 and 122.5 % lower coefficients of variation that 22.4%
detection limits between 0.09 and 0.59 pg kg ' and enrichment factor between 1
and 66. While the hyphenated method QUEChERS-SDME for determination of
pesticide residues in soil, recovered between 90 and 111.7%, lower coefficients
of variation that 18.9% detection limits between 0, 41 and 0.99 ug kg-' and
enrichment factors between 13.6 and 49. The figures of merit obtained in the
validation of methods meet the requirements of regulators for low concentration
levels so it is possible the application of SDME method in water samples and

hyphenades method in soil samples.

Xiv



Introdugao Geral

INTRODUGAO GERAL

Nas ultimas décadas devido ao grande crescimento populacional a
necessidade de producdo de alimentos tem aumentado, sendo assim uma maior
producgéo agricola se faz necessaria. [1]

Para atender essa demanda ¢é inevitavel o uso de compostos naturais ou
sintéticos que controlem qualquer tipo de praga ou doenga que provoquem danos
as culturas. Esse fato que por um lado gera beneficios em termos de aumento da
producdo e da qualidade das plantacdes, por outro quando usado de maneira
inadequada é responsavel pela contaminag¢ao do solo, agua e alimentos atingindo
direta ou indiretamente o ser humano.

A determinacdo de residuos desses agrotoxicos desempenha um papel
importante para a estimativa do nivel de exposi¢cdo humana e do ambiente a essa
contaminagdo. No entanto, € fundamental o desenvolvimento de métodos de
analise para determinagao dos compostos nas mais diversas matrizes tais como
agua, solo, frutas e vegetais. As técnicas cromatograficas sdo comumente
empregadas para esse fim.

No entanto, ndo € comum determinar pequenas moléculas organicas em
matrizes na forma bruta. Apesar dos avangos instrumentais ainda € necessario o
uso de técnicas de extragao para determinagao do analito de interesse. Essas
técnicas devem reduzir ou eliminar os componentes indesejaveis da matriz. [2,3,4]

As principais técnicas de extragao de analitos organicos incluem a extragao
liquido-liquido (LLE), extracao em fase sélida (SPE), dispersao da matriz em fase
sélida (MSPD), extracao liquido-liquido ou sélido liquido com particdo em baixa
temperatura (ELL/ PBT e SLE/LTP) e o método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, Safe). [5]

Contudo, para atender os principios da Quimica Verde as tendéncias atuais
apontam no sentido da utilizagdo de menores quantidades de amostras, até mesmo
para anadlises de tracos; obtencdo de maior seletividade e especificidade na
extracdo; métodos menos agressivos ao meio ambiente, com menor desperdicio e,

o uso de quantidade minima ou nenhuma de solventes organicos. [6]



Introdugao Geral

Dentro deste contexto, técnicas de microextragdo, incluindo microextragao
em fase solida (MEFS), microextragdo em gota unica (SDME), microextragao
liquido-liquido dispersiva (DLLME), que nao utilizam solvente orgénico ou utilizam
em quantidades minimas e menos etapas na preparagao das amostras vém sendo
desenvolvidas e tem ganhado destaque. [7]

Dentre essas técnicas, a microextracdo em gota unica (SDME) foi relatada
pela primeira vez em 1996 por Jeannot e colaboradores, para a extragao de
compostos organicos em agua, e posterior determinagdo por cromatografia
gasosa.[8] Desde entdo, a SDME tem sido aplicada como procedimento de
extragdo, sendo bem estabelecida para a determinagdo de compostos organicos
por técnicas cromatograficas. [9]

Em SDME, a fase extratora € uma gota de um solvente pouco miscivel em
agua, que é suspensa na ponta da agulha de uma seringa, a qual é imersa em uma
solucdo, usualmente a propria amostra. [9] O procedimento usando SDME consiste
de duas etapas. Na primeira etapa, os analitos da matriz sdo extraidos para a gota.
Na segunda, os analitos extraidos pela gota séo injetados no instrumento para a
deteccao.

A técnica SDME oferece vantagens significativas sobre a extragao liquido-
liquido (ELL) ou extracdo em fase sélida (SPE), tais como a eliminagao quase total
da utilizacao de solventes toxicos, alto fator de enriquecimento de analitos devido
a proporcao relativamente pequena da quantidade de solvente em relagcdo a
amostra, o uso de um unico dispositivo para extragao e injegdo da amostra. Essas
vantagens se tornam mais significativas para analise de residuos de agrotédxicos,
uma vez que a tendéncia observada na legislagdo atual é reduzir os limites
maximos permitidos de residuos de agrotéxicos (LMR) em uma variedade de
matrizes, sendo crescente o numero de amostras a serem analisadas e a
necessidade de sua determinagao exata em niveis muito baixos. [10]

A SDME tem sido aplicada principalmente para matrizes liquidas como, por
exemplo, aguas.[11] Contudo devido as limitagdes tais como a presenga de material
particulado, elevada turbidez ao adicionar agua a amostra sélida ou necessidade
de analisar compostos nao volateis, pouco se € retratado sobre a aplicagéo da
SDME em amostras solidas [12].

Para contornar essas limitagcbes no presente trabalho propde-se a

combinacao da técnica de microextragdo em gota unica com outras técnicas de
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extracdo como, por exemplo, a extracdo solido-liquido com particdo em baixa
temperatura (SLE/LTP) e a técnica de extragdo QUEChERS. Além disso, a
hifenacado deve aliar as vantagens de ambas que seriam a obtencédo de extratos
puros durante o procedimento de extragdo promovida pela SLE/LTP e pelo
QuUEChERS a necessidade de uma elevada pré-concentragdo para atingir os limites
de detecgéo cada vez menores exigidos pela legislagao.

Atese é constituida de trés capitulos nos quais aplicagdes da microextragcao
em gota unica séo apresentadas. No primeiro capitulo a aplicagéo da técnica SDME
direta que foi desenvolvida para a determinagdo de agrotdéxicos em agua. No
segundo capitulo uma combinacéo entre as técnicas de extragao soélido-liquido com
particdo em baixa temperatura (SLE/LTP) e a microextragédo em gota unica (SDME)
desenvolvida para determinagdo de agrotoxicos em solo. No terceiro capitulo foi
desenvolvida a hifenagdo das técnicas de microextragdo em gota Unica e

QuUEChRES também para a determinagao de agrotdxicos em solo.
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Capitulo 1- Otimizacao, validacao e aplicacao da técnica

microextragao em gota unica em amostras de agua

1- INTRODUCAO

O uso indiscriminado de agrotdxicos € motivo de preocupagédo, uma vez que
varios danos a saude humana e aos ecossistemas podem ser causados. [1] Uma vez
no ambiente, os agrotoxicos podem se acumular ou distribuir-se nos diversos
compartimentos ambientais, como solo, atmosfera e sistemas aquaticos.

A contaminacao dos sistemas aquaticos pode ocorrer de varias maneiras, entre
elas pela lixiviagado do agrotoxico no solo, carreamento superficial ou mesmo por
precipitacdo. Uma vez contaminada a agua os poluentes facilmente chegardo a
populagdo humana ja que as estagbes de tratamento convencionais de agua néao
apresentam métodos para determinagao e/ou eliminagao efetiva de agrotéxicos em
agua. [13]

Para controlar e regulamentar tal avaliagdo, em escala nacional, o Ministério da
Saude dispde de uma série de valores guias fixados pela Portaria MS N° 2914 de
dezembro de 2011 que contemplam uma série de substancias entre elas alguns
agrotoxicos. [14]

A Tabela 1.1 apresenta os valores maximos permitidos de alguns compostos
que foram escolhidos para estudo por ja serem contemplados por essa portaria para

agua, assim como a classe pertencente e sua férmula estrutural.
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Tabela 1.1- Estrutura, classe quimica e valores maximos permitidos para os oito
agrotoxicos em agua. (Portaria 2914 de 12/12/2011 do Ministério da Saude) [14]

Agrotéxico

Estrutura o
o Classe Quimica
Quimica

log Kow
pH=7
20°C

Solubilidade
em agua 20-
25°C (mg L")

Valor
Maximo
permitido
(Mg L)

Trifluralina
(a,a,0-trifluoro-2,6-dinitro-N,N-
dipropyl-p-toluidine)

Alaclor
(2-Chloro-N-(2,6-
diethylphenyl)-N-

(methoxymethyl)acetamide)

Lindano
((1r,2R,3S,4r,5R,6S)-
1,2,3,4,5,6-
hexachlorocyclohexane)

Parationa Metilica
(O,0-dimethyl O-4-nitrophenyl
phosphorothioate)

Endossulfam
(6,7,8,9,10,10-hexachloro-
1,5,5a,6,9,9a-hexahydro-6,9-
methano-2,4,3-
benzodioxathiepine-3-oxide)

Endrin
((1aR,2S,2aS,3S,6R,6aR,7R,7
aS)-3,4,5,6,9,9-hexachloro-
1a,2,2a,3,6,6a,7,7a-octahydro-
2,7:3,6-dimethanonaphtho[2,3-
bloxirene)

Dieldrin
(1aR,2R,2aS,3S,6R,6aR,7S,7
aS)-3,4,5,6,9,9-hexachloro-
1a,2,23,3,6,6a,7,7a-octahydro-
2,7:3,6-dimethanonaphtho[2,3-
bloxirene

4.4-DDT
4,4'-(2,2,2-trichloroethane-
1,1-diyl)bis(chlorobenzene)

NO, CH,
F /44/
F N Dinitroanilina
F

NO, CH,

H;C

Cloroacetanilida

O\ Cl
N>—/
o

\
CHj

Organoclorado

CH; Organofosforado

~o
@]

o=s &

-
o

o] cr Organoclorado

cl Organoclorado

Cl

Cl Organoclorado

Cl

Organoclorado

5.27

3.09

3.61

3.0

4.75

5.06

5.37

6.53

20 0.194

20 148

9 55

20 0.32

0,6 0.25

0,03 0.19

1 0.025
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Para atender a legislagcao que se torna cada vez mais exigente, a determinagéo
de residuos de agrotoxicos em agua tem sido prioridade nas pesquisas realizadas
principalmente para o desenvolvimento de métodos que apresentem limites de
deteccao e quantificacdo cada vez menores.

A técnica de microextragdo em gota Uunica associada a métodos
cromatograficos, tem se destacado nos ultimos anos por apresentar limites de
deteccao e quantificagdo menores que as técnicas convencionais. O principio basico
da técnica consiste em expor uma gota de solvente orgéanico imiscivel suspenso na
ponta de uma agulha em contato com a amostra liquida sob agitagédo (Figura 1.1 A).
Apds um determinado tempo a gota é recolhida e o extrato orgéanico levado para
analise instrumental. A cromatografia gasosa tem sido muito utilizada devido a sua
versatilidade podendo ser empregado diversos tipos de detectores.

Segundo Jeannot, [15] existem diversos modos de extragdo em gota unica, no
entanto os dois principais modos de operacao sao a extracao direta e a extracdo no

headspace. A Figura 1.1 ilustra os dois modos de extragao.

Micro-serings ——) Micro-seringa
Aguiha Aguha —
‘_— Micro-gota
@) 1 S Micro-gota
Solugio amostra —J» a—— Vial Solughe amostra —J - Vial
Agtador z
Agitador . Berra pagndtica o S < > ‘_ Barra magnética
(A) =)

Figura 1.1- Desenho esquematico dos principais modos de extracao em
SDME: (A) modo direto e em (B) headspace (FONTE: adaptado de [16])

No modo de extragao direta, a gota (fase extratora) é inserida diretamente na
matriz da amostra e os analitos sao transportados para a fase extratora. A agitacao
magnética € empregada para acelerar o transporte dos analitos do meio da solugao
para a vizinhanca da gota. [9] No modo headspace (HS) (Figura 1.1 B), a gota é
suspensa na regiao sobre a amostra, contida em um frasco de amostragem, onde os
analitos sao transportados através da barreira de ar antes de atingirem a gota. Este
modo de extracdo pode ser aplicado para a extragdo de analitos volateis ou que

possam ser volatilizados, por exemplo, pela formagao de hidreto no caso de analise
6
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de metais. [13]

Segundo Xu, [9] varios fatores experimentais afetam a eficiéncia de extragao e
devem ser otimizados, tais como: escolha do agente complexante (quando aplicado),
escolha do solvente extrator, o tempo de extragdo, o pH da amostra, a agitagéo da
amostra, a forca ibnica do meio, o volume da amostra e o volume da gota extratora.

O objetivo geral desse trabalho foi desenvolver um método de extragdo e
analise simultanea de 8 agrotoxicos em agua utilizando a microextragado em gota unica

no modo direto avaliando os fatores que afetam a eficiéncia da extracao.
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2-OBJETIVOS

Objetivo geral

O objetivo geral desse trabalho foi desenvolver um método de extragcéo e analise para
determinacado dos principios ativos trifluralina, alaclor, lindano, parationa métilica,
endossulfam, dieldrin, endrin e 4,4- DDT em agua utilizando as técnicas de

microextragdo em gota unica (SDME) e cromatografia gasosa.

Objetivos especificos

» Otimizar o método SDME-CG/DCE para os principios ativos, avaliando-se
parametros tais como, solvente extrator, tempo de exposi¢cao da gota, velocidade de

agitacao, temperatura de extracao e forga idnica.

» Validar o método SDME-CG/DCE para os analitos, determinando as figuras de
mérito: seletividade, limite de deteccgao, limite de quantificagdo, linearidade, precisao,

exatidao e fator de enriquecimento.

» Aplicar o método otimizado, validado em amostras de agua bruta.
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1. Preparo de solugées-padrao

Solugdes-padrao estoque de cada agrotoxico, na concentragao de 1000,0 mg L
. foram preparadas pela solubilizacdo de quantidades adequadas de padrbes de
trifluralina (99,3% m/m), alaclor (99,0% m/m), lindano (99,8% m/m), parationa metilica
(99,9% m/m), endossulfam (91,5% m/m), dieldrin (97,9% m/m), endrin (99,3% m/m),
4,4’- DDT (98,8 % m/m), obtidos da Sigma-Aldrich, em acetonitrila da Sigma/HPLC.
Preparou-se solugdes de trabalho nas concentragdes de 10,0 mg L', a partir da
diluicdo das solugbes-padrdao estoque, em acetonitrila. Estas solugdes foram
armazenadas em freezer (Consul 280) a temperatura de aproximadamente -20 °C.

Para a otimizacéo e validagdo do método foram utilizadas amostras de agua

purificada pelo sistema Millipore.
3.2. Microextragao em gota unica (SDME)
3.2.1. Preparo e fortificagao das amostras de agua

Aliquotas de 30,00 mL de agua purificada foram adicionadas em frascos de
vidro de 35 mL de capacidade. As amostras foram fortificadas em diferentes
concentragdes com a solugdo de trabalho (10,0 mg L") contendo os oito agrotoxicos.
As amostras fortificadas foram deixadas em repouso por aproximadamente 1 hora no
recipiente aberto.

Posteriormente, estas amostras foram submetidas ao procedimento de

extracado dos oito agrotoxicos.
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3.2.2. Extracao dos agrotoxicos em agua pela microextragdo em gota unica-
SDME

O método de extragdo SDME direto otimizado e validado consistiu em colocar
30,0 mL de amostra de agua fortificada com os agrotéxicos em um frasco de vidro de
35,0 mL com tampa de PTFE e septo de silicone. Neste frasco com 10 centimetros de
altura e 2 centimetros de diametro, a altura da coluna de agua foi de 6,5 centimetros.
Uma microsseringa de 10 yL com agulha de aco (701 RN, Hamilton, USA) contendo
n-hexano foi introduzida no frasco e a ponta da agulha mergulhada na amostra aquosa
em 4,0 centimetros de profundidade. O émbolo foi empurrado lentamente expondo a
microgota na solugéo. Uma microgota de 1,6 yL foi mantida em contato com a amostra
sob agitacdo de 155 rpm durante 30 minutos a 17 °C. Apds a extragdao a gota foi
recolhida e 1,0 yL foi injetado em cromatografo a gas (Shimadzu GC-17A) com
detector por captura de elétrons (CG-DCE). Antes de cada extragdo a microsseringa
foi lavada com solvente extrator para garantir limpeza completa e eliminagdo de

bolhas de ar.

3.3. Otimizacgao da técnica microextragao em gota unica

Algumas variaveis foram adaptadas da técnica de microextragdo em gota unica
para determinacdo de agrotoxicos em agua do trabalho descrito por Carlos e
colaboradores [18] para analisar agrotoxicos em agua.

Os fatores avaliados para otimizar a técnica SDME em amostras de agua para
determinar agrotoxicos foram: velocidade de agitagdo da amostra (60, 100, 155 e 250
rpm) , volume da microgota exposto na amostra (1,4; 1,6; 2,0 e 2,4 uL), tempo de
exposi¢cao da microgota (10, 20, 25, 30 e 35 min), solvente extrator (n-hexano e
tolueno), presenca de sal na amostra (0,0 e 2,0 mol L-' de NaH2PO.), temperatura da
amostra (17 e 25 °C), sendo que as trés ultimas variaveis foram avaliadas usando um
planejamento fatorial 2° enquanto as demais foram avaliadas univariadamente. Os
ensaios foram realizados em triplicata. O volume de amostra durante toda a realizacao
do trabalho foi mantido constante e igual a 30, 0 mL e a concentracao dos agrotéxicos

na otimizacao foi de 100 ug L.

10
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3.3.1. Avaliagado da velocidade de agitagao e estabilidade do volume da gota

durante a extragao

Para verificar a relagéo entre a perda de volume da microgota e a velocidade
de agitagéo realizaram-se ensaios em triplicata variando-se a velocidade da agitagéo
magnética e o volume da gota. Os volumes avaliados foram 1,4; 1,6; 2,0 e 2,4 L.
Para cada um desses volumes foram avaliadas velocidades de agitagéo iguais a 60,
100, 155 e 250 rpm.

3.3.2. Avaliagao do volume da microgota na resposta cromatografica

Amostras de agua deionizada foram fortificadas com a solugdo padrdao dos
principios ativos estudados numa concentragio de 100 ug L. Diferentes volumes da
microgota (1,4; 1,6; 2,0; 2,4 yL) foram expostas nessas amostras de acordo com o

procedimento descrito no item 3.2.2.

3.3.3. Avaliacao do tempo de exposicao da microgota na amostra na resposta

cromatografica

Para avaliar o tempo de equilibrio dos analitos entre a fase organica e a fase
aquosa, amostras de agua deionizada foram fortificadas com a solugao padrao dos
principios ativos estudados numa concentragédo de 100 ug L. A microgota de 1,6 yL
foi exposta em diferentes tempos (10; 20; 25; 30 e 35 min) seguindo o procedimento
descrito no item 3.3.2 a fim de verificar se o0 equilibrio entre as fases organica e aquosa

foi estabelecido.

3.3.4. Avaliagao do solvente extrator, efeito da adicdao de sal e temperatura na

extragao dos principios ativos

Para avaliar o comportamento simultdneo dos fatores: (1) Adigao de sal, (2)
solvente extrator e (3) temperatura de extracdo, sendo realizado um planejamento
fatorial 23. Para cada um dos fatores foram estudados dois niveis, nivel minimo (-) e
nivel maximo (+).

Como o experimento envolve trés fatores com dois niveis cada um, a execugao

do planejamento foi realizada em oito ensaios, com todas as possiveis combinagdes

11
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dos niveis (-) e (+). Cada ensaio foi realizado em duplicata, totalizando dezesseis

ensaios (Tabela 1.2).

melhores os resultados pela otimizacdo univariada.

As demais condi¢des experimentais utilizadas foram aquelas em que se obteve

Tabela 1.2- Planejamento fatorial 2% para avaliagdo de trés fatores na

recuperacgao de agrotdéxicos em agua usando a técnica SDME.

Fatores codificados

Fatores originais

Experimentos F(1) F(2) F(3) [H2PO4] (1) Solvente temperatura
(molL-") (2) (3)°C
1e2 - - - 0,0 tolueno 17
3e4d + - - 2,0 tolueno 17
5e6 - + - 0,0 hexano 17
7e8 + + - 2,0 hexano 17
9e10 - - + 0,0 tolueno 25
11e12 + - + 2,0 tolueno 25
13 e 14 - + + 0,0 hexano 25
15e 16 + + + 2,0 hexano 25

3.4. Analise cromatografica

As andlises qualitativas e quantitativas dos oito principios ativos avaliados

foram realizadas em cromatdgrafo a gas Shimadzu, modelo GC-17A, com detector

por captura de elétrons (DCE).

As condigbes cromatograficas, programagado de aquecimento da coluna

cromatografica, temperaturas do injetor e do detector, modo de injecéo, e vazéo do

gas de arraste foram otimizadas univariadamente.

As determinacgdes foram realizadas visando um tempo reduzido de analise,

uma boa resolugéo e separagao dos picos referentes aos agrotoxicos de interesse.

A seguir encontram-se descritas as condi¢des 6timas determinadas:

Coluna capilar HP-5 da Agilent Technologies, com fase estacionaria composta de

5 % de fenilmetilsiloxano e 95 % de dimetilsiloxano, 30 m de comprimento, 0,25 mm

de didmetro interno e 0,1 um de espessura de filme.

Programacgao de aquecimento da coluna:
40 °C min-! 5 °C min-!

150 °C (1*}22™% 200 °C(2* =" » 210 °C (3*}="""» 220 °C

* tempo em minutos
Tempo total de analise: 16 min 30 seg

Temperatura do injetor: 280 °C

3 °C min-!

40 °C min-!

- 290 °C (2%)

12
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e Temperatura do detector: 300 °C
e Volume injetado: 1,0 pL
e Divisdo de fluxo: 1:5
e Gas de arraste: nitrogénio
e Vazio do gas de arraste: 1,2 mL min’
A identificacdo dos picos cromatograficos de cada composto foi realizada por
comparagao dos cromatogramas com os de padrdes puros em solvente organico e a
quantificacao foi realizada através de curvas de superposi¢cao de matriz.

3.5. Validagao do método analitico

As figuras de meérito avaliadas neste estudo para validagdo do método
microextragdo em gota unica em agua e analise de agrotdxicos por cromatografia
gasosa com detector por captura de elétrons (CG-DCE) foram seletividade,
linearidade do método, limites de detecgcao e de quantificagao, exatiddo e precisao
(repetitividade e preciséo intermediaria) do método e fator de enriquecimento.

Os procedimentos realizados na validagdao do método analitico proposto
foram baseados nas orientacées da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria [19], do
Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial, [20] Ribani et.al,
[21] Brito et.al, [22] e Manual de Garantia de Qualidade Analitica. [23]

A Tabela 1.3 apresenta os critérios de aceitacdo dos coeficientes de variacao
da reprodutibilidade segundo o Manual de Garantia da Qualidade Analitica de acordo
com a faixa de concentragédo. Em condigdes de repetitividade o coeficiente de variagéao
deve ser menor que dois tergos do valor apresentado na Tabela 1.3

Tabela 1.3 — Critérios de aceitagédo da reprodutibilidade segundo o MAPA [23]

Faixa de concentragao Coeficiente de Variagao (CV) %
c< 1 ug kg 35
1 ug kg <c< 10 yg kg 30
10 ug kg’ < ¢ <100 pg kg™ 20
100 ug kg <c <1 mgkg™ 15
1 mg kg™ <c <10 mg kg™’ 10
10 mg kg™' < ¢ <100 mg kg™’ 7,3
100 mg kg'<c<1gkg’ 5,3
1gkg’'<c<10gkg" 3,7
10 g kg’ <c <100 g kg’ 2,7
100 g kg'<c <1 kg kg’ 2,0
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3.5.1. Seletividade

A seletividade do método analitico foi avaliada comparando-se cromatogramas
de extratos da matriz isenta dos agrotoxicos, com cromatogramas do extrato de um
branco fortificado com os principios ativos de interesse. Todos os extratos foram
preparados e analisados de acordo com o método otimizado.

Na seletividade do método de analise avaliaram-se as condi¢des
cromatograficas que permitiram a separagdo de todos os picos dos agrotoxicos
garantindo assim que ndo havia sobreposi¢cdo dos picos referentes aos compostos
estudados e também a inexisténcia de picos de interferentes nos tempos de retencao

dos compostos no extrato da matriz isenta de contaminacgao.

3.5.2. Linearidade do método

A linearidade do método foi determinada pela inje¢do de extratos obtidos de
amostras fortificadas em 5 concentragdes distintas dos principios ativos trifluralina (60
a 720,00 ng L"), alaclor (40 a 480,00 ng L"), lindano (20 a 240,00 ng L"), parationa
metilica (105 a 1260,00 ug L"), endossulfam (80,00 a 960,00 ng L"), dieldrin (35,00 a
420,00 ng L"), endrin (40,00 a 720,00 ng L"), 4,4’- DDT (100,00 a 1200,00 ng L")
submetidas a técnica de extracao otimizada.

Apds a analise cromatografica dos extratos foram construidas curvas analiticas,
relacionando-se as areas dos analitos com as concentracées mencionadas.

A linearidade foi avaliada pelo coeficiente de correlagédo obtido pela regressao

linear destas curvas e também pela analise do grafico de residuos.

3.5.3. Limite de deteccao e limite de quantificagcao do método

O limite de deteccao (LD) do método proposto foi determinado considerando o
valor da area do pico igual a trés vezes o sinal da linha de base (ruido) obtido pela
injecdo e analise por CG-DCE de sete extratos de amostra de agua isenta de
agrotéxicos. O limite de quantificagao (LQ) do método foi determinado considerando
o valor igual a dez vezes o sinal da linha de base (ruido) obtido pela injegdo e analise
por CG-DCE de extrato de amostra de agua isenta de agrotéxicos.

Para confirmar os limites de deteccdo e quantificacdo do método, extratos
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obtidos de matrizes contaminadas pelos agrotéxicos em diferentes concentragdes
foram injetados até ser observada a relagao sinal ruido nas proporgdes 3:1 para os

limites de deteccao e 10:1 para o limite de quantificacao.

3.5.4. Exatidao

A exatiddo do método de SDME proposto foi avaliada por ensaios de
recuperacao. Nestes, as amostras de agua, em triplicata (n=15), foram fortificadas em
concentragdes iguais a uma, trés e cinco vezes os limites de quantificagcdo do método

(LQ, 3LQ e 5LQ) e submetidas ao procedimento de extragao.

3.5.5. Precisao

A precisdo do método foi avaliada pelo estudo da repetitividade e a preciséo
intermediaria. A Tabela 1.4 apresenta as concentragdes nas quais as amostras de
agua foram fortificadas em um nivel de concentragéo (n=7) dentro da faixa de trabalho

para os ensaios de repetitividade e precisdo intermediaria.

Tabela 1.4- Concentragbes de cada agrotdxico em agua para os ensaios de precisao

intermediaria e repetitividade

Composto Concentragao avaliada para os
ensaios de precisdo /(ng L")

Trifluralina 200
Alaclor 300
Lindano 75
Parationa 200
Alfa endossulfam 300
Dieldrin 300
Endrin 75
Beta endossulfam 300
4,.4- DDT 300

3.5.5.1. Repetitividade

A repetitividade foi avaliada pelo preparo, inje¢cao e analise no mesmo dia de
sete extratos de amostras de agua fortificadas com os oito agrotéxicos, e submetidas
a técnica de extracao otimizada, em concentragdes iguais aos valores mostrados na
Tabela 1.4 para cada agrotoxico. Para tal avaliagao, determinou-se os coeficientes de
variacao (CV) referentes a area do analito para cada agrotoxico. [20]
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3.6.5.2. Precisao intermediaria

A precisdo intermediaria foi avaliada por meio das areas dos picos
cromatograficos dos agrotoxicos em estudo, e seus respectivos coeficientes de
variagéo, obtidos da analise dos extratos de sete amostras de agua fortificadas com
os agrotoxicos estudados (Tabela 1.4), e submetidas pela técnica de extragéo

otimizada em trés dias diferentes (1°, 5° e 7° dia).

3.6. Determinacgao do fator de enriquecimento

Ap0bs otimizagdo do método empregando a técnica de SDME e analise por CG-
DCE, a mesma foi empregada na extragdo e anadlise de amostras de agua pura
contendo os agrotéxicos. As amostras foram fortificadas em um nivel de concentragao
que se encontrava dentro da faixa de trabalho. Os ensaios foram realizados em

triplicata e as amostras fortificadas nas concentragcdes mostradas na Tabela 1.5.

Tabela 1.5-Concentragbes dos agrotoxicos em amostras de agua utilizadas

para determinagao do fator de enriquecimento para cada agrotoxico

Composto Concentragéo avaliada (ng L")
Trifluralina 180
Alaclor 320
Lindano 60
Parationa 315
Alfa endossulfam 400
Dieldrin 280
Endrin 200
Beta endossulfam 400
4,4’- DDT 500

Para as quantificagdes foi construida uma curva analitica para cada agrotéxico
a partir da injecao direta de triplicatas de solu¢des-padrao dos compostos em solvente
orgéanico na faixa de concentragdo de 5 a 100 ug L. O fator de enriquecimento foi
obtido usando a seguinte equacgao:

FE = (Csol *1000)/Cfort

Onde: FE: Fator de enriquecimento

Csol: concentragao obtida pela curva do solvente em pug L

Cfort: concentragao de fortificagdo da amostra em ng L™’
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3.7. Analise Estatistica

Os dados obtidos foram comparados através da ANOVA com post-hoc teste
Tukey ao nivel de 95% de confianga e teste de Levene utilizando software Statistica®

8 e pelo teste t pareado ao nivel de 95% de confianga usando o Microsoft Excel 2010®.

3.8. Cinética de transferéncia dos agrotéxicos da fase aquosa para a fase
organica

Para estudar o comportamento da transferéncia de matéria da fase aquosa
para a fase organica e verificar a cinética de transferéncia, amostras isentas de
contaminagdo foram contaminadas com os agrotdxicos estudados. O método
otimizado e validado foi aplicado variando o tempo de exposigdo da microgota na
amostra (5, 10, 15, 20, 25 e 30 min). A velocidade de agitagédo foi mantida constante
em 155 rpm. Apd6s cada tempo os extratos foram injetados no CG/ECD e as areas dos
picos de cada composto foram avaliadas. Com os dados obtidos aplicou-se os
modelos de cinética de primeira e segunda ordem, modelo de difusao intraparticula e
modelo de difusao de Noyes-Whitney a fim de verificar o modelo que melhor explicaria
a extracdo dos analitos para a fase organica, e com o melhor modelo foram

determinados as constantes cinéticas e concentracido de saturacao.

3.9. Aplicagdo em amostras de agua da regiao de Vigosa- MG

. A técnica SDME desenvolvida para determinagéo dos agrotoxicos otimizada
e validada, foi aplicada em trés amostras de agua sendo dois pontos localizados na
Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, Minas Gerais, € o outro ponto na BR 482
entre os municipios de Vigosa e Porto Firme, Minas Gerais. A amostra 1 foi coletada
no ponto de captacado da estagao de tratamento de agua da cidade, a amostra 2 foi
coletada no curso d’agua do rio Sao Bartolomeu em um ponto na saida da cidade e a
amostra 3 numa lagoa que recebe dejetos de um estabulo pertencente ao
departamento de zootecnia da Universidade Federal de Vigosa.

ApoOs andlise as amostras de agua foram fortificadas em 2 niveis de
concentragao (LQ, 3LQ) para cada um dos compostos estudados e a porcentagem de
recuperacao relativa foi calculada. A Tabela 1.6 mostra a localizagao dos pontos onde

foram realizadas as coletas.
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Tabela 1.6- Relagdo das amostras de agua analisadas

Ponto Coordenadas UTM 23K
SAD 69
1 7645714/659933
2 7652240/ 652788
3 7643851 / 661644

A fim de avaliar se a etapa de filtracdo alterava a recuperacéo relativa dos
analitos a amostra de agua 3 foi subdividida em duas novas amostras. A primeira
passando pelo procedimento de filtracdo usando papel de filtro a 0,45 um para
remogao do material particulado e a segunda sem executar o procedimento de
filtracdo da amostra. O método foi entdo aplicado em ambas amostras conforme

descrito no item 3.3.2 e os resultados avaliados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Otimizagao do método analitico

4.1.1. Avaliagao da velocidade de agitagdo e estabilidade do volume da gota

durante a extragao

Para verificar a estabilidade do volume da microgota em fungdo da velocidade
de agitagdo realizaram-se ensaios em triplicata variando a velocidade da agitagao
magnética e o volume da gota. As velocidades de agitagao avaliadas foram 60, 100,
155 e 250 rpm para um tempo de exposicdo da gota de 30 min. Testou para cada
velocidade quatro volumes de gotas distintos (1,4; 1,6; 2,0 e 2,4 yL). Para velocidades
inferiores a 155 rpm a gota se mostrou estavel e o volume recolhido do solvente
organico foi igual ao volume exposto. Para velocidades maiores que 155 rpm a
microgota nao permaneceu na extremidade da agulha sendo inviavel a utilizagdo das
mesmas no intervalo de tempo avaliado.

Optou-se entdo pela velocidade 155 rpm em todos os outros estudos

realizados.

4.1.2. Avaliagao do volume da gota na resposta cromatografica

Amostras de agua deionizada, foram fortificadas com a solugdo padrao dos
principios ativos estudados numa concentragédo de 100 ug L-'. Diferentes volumes da
microgota (1,4; 1,6; 2,0; 2,4 uL) foram expostas nessas amostras de acordo com o
procedimento descrito no item 3.3.2. por um tempo de 30 min para a extragdo dos
compostos. Apds o tempo de extragao os extratos foram injetados no CG/DCE e as
areas obtidas para cada composto foram comparadas. As areas de cada um dos

compostos foram langadas em graficos como mostrado na Figura 1.2.
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Figura 1.2- Variagao da area do pico cromatografico de cada agrotdxico em

funcdo do volume de microgota utilizado na extragéo dos agrotoxicos pela SDME.

Para todos os compostos as areas cromatograficas obtidas em relagdo a
variagao do volume da gota ndo foram estatisticamente diferentes ao nivel de 95% de
confianga pela ANOVA. Entao fica evidente que variar o volume da gota entre 1,4 e
2,4 uL nao altera significativamente a quantidade de analito extraido. Resultados
semelhantes foram obtidos por Cortada e colaboradores (2009) [24] e Carlos e
colaboradores (2013) [11] que na etapa de otimizagdo do método para extragao de
agrotoxicos em agua usando SDME avaliaram volumes de microgota de 1,0 a 2,2 L.
Para os estudos posteriores o volume de 1,6 uL foi o escolhido uma vez que para este
volume as respostas cromatograficas apresentaram menores valores de desvio
padrao e além disso o referido volume também foi escolhido por Carlos e
colaboradores 2013. [11]

4.1.4. Avaliagcao do tempo de exposicao da gota na amostra na resposta

cromatografica

Para avaliar o tempo de exposi¢cdo da gota, as amostras de agua deionizada
foram fortificadas com a solugcdo padrdo dos principios ativos estudados numa
concentragédo de 100 ug L. Essa concentragdo foi escolhida para garantir uma boa
resposta cromatografica de cada um dos analitos. A microgota de 1,6 uL foi exposta
em diferentes tempos a fim de verificar se o equilibrio entre as fases organica e aquosa
foi estabelecido.
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Na Figura 1.3 é apresentado a variagdo da area cromatografica para todos os
principios ativos e nela observa-se que com o aumento do tempo de contato da
microgota com a amostra aquosa aumenta-se a area dos picos cromatograficos, o que
evidencia que o equilibrio quimico n&do foi atingido. Comportamento similar foi
observado para todos os compostos avaliados. Esses resultados estao de acordo com
os experimentos realizados por Carlos e colaboradores (2013) [11], Cortada e
colaboradores (2009) [24] e Ahmadi e colaboradores (2006), [25] que avaliaram o
aumento da resposta cromatografica ao longo do tempo. Cabe ressaltar ainda que em
tempos maiores ou iguais a 35 min ocorre perda da microgota na fase aquosa, por

isso 0 maior tempo possivel foi do de 30 min, escolhido para todos os estudos

posteriores.
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Figura 1.3- Areas dos picos cromatograficos dos agrotéxicos em funcdo do
tempo de exposi¢ao da gota em solugdo aquosa contendo os analito na concentragao
de 100 ug L.

4.1.5. Avaliagao do solvente extrator, efeito da adicdao de sal e temperatura na

extragao dos principios ativos

A otimizagado do solvente extrator, adicao de sal e temperatura, tendo como
resposta a area cromatografica, foi realizada de acordo com planejamento fatorial
completo 23 em triplicata. Na Figura 1.5 sdo apresentados os graficos de Pareto para
os efeitos dos fatores sobre a extracdo dos compostos avaliados.
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Figura 1.4 - Diagrama de Pareto dos efeitos dos fatores: forga idnica, temperatura da amostra e solvente extrator, sobre a extragao
dos agrotdxicos de amostras de agua usando SDME.
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Pela analise dos efeitos dos fatores sobre a extragdo dos agrotoxicos verificou-
se que para a maioria dos compostos estudados, que o tipo de solvente extrator nao
foi significativo para nenhum dos compostos estudados, no entanto, a forga iénica, e
a temperatura foram significativos ao nivel de 95% de confianga (a < 0,05).. Ou seja,
gquando se altera a forca iGnica pela adicado de NaH2PO4 ocorre uma diminuicdo na
extracdo dos compostos, 0 mesmo acontece quando a temperatura da amostra € de
25 °C. Os resultados para adi¢cao de sal a amostra estdo em conformidade com os
dados publicados por Carlos e colaboradores (2013) para analise de organoclorados
[11], com os Ahmadi e colaboradores (2006) para analise de organofosforados [25] e
com obtidos por Cordata e colaboradores (2009) para andlise de organoclorados em
agua [24].

A adicdo de sal a amostra geralmente aumenta a extragdo de compostos
polares devido ao aumento da forga idnica da solugdo. No entanto, efeitos adversos
foram observados para SDME. Supde-se que, além de o efeito de "salting-out", a
presenca de sal provoca alteracdes nas propriedades fisicas da superficie de
extragao, reduzindo as taxas de difusdo do analito para a fase organica [11].

No entanto usar como solvente extrator n-hexano ou tolueno ndo altera a
porcentagem de extragdo dos analitos. A escolha pelo n-hexano foi devido a sua
menor toxicidade em relacdo ao tolueno e também por apresentar uma menor
polaridade, o que torna a microgota mais estavel em agua. Esse resultado esta em
conformidade com os resultados obtidos por Carlos e colaboradores (2013) [11].

Logo pelos valores criticos, as melhores condigbes experimentais foram:

hexano como solvente extrator, temperatura de extragao 17 °C e sem adigao de sal.

4.1.6. Método otimizado

O método de extragdao com microgota (SDME) otimizado consiste em, colocar
30,00 mL de amostra de agua em um frasco de vidro de 35,00 mL com tampa de teflon
e septo de silicone. Uma microsseringa de 10 uL com agulha de ago (701 RN,
Hamilton, USA) contendo 1,6 pL n-hexano € introduzida no frasco e a ponta da agulha
mergulhada na amostra aquosa. Posteriormente o émbolo € empurrado lentamente
expondo a microgota, que € mantida em contato com a amostra sob agitacdo de 155
rom durante 30 minutos a 17 °C. Apds a extracdo a microgota é recolhidae 1,0 uL é
injetado no CG/DCE. Antes de cada extragao a microsseringa foi lavada com solvente

extrator para garantir limpeza completa e eliminagéo de bolhas de ar.
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4.2. Validagao do método analitico

A necessidade de se expor a qualidade de medi¢des quimicas, principalmente
através de sua confiabilidade, esta sendo cada vez mais exigida. Dados analiticos
incertos podem conduzir a decisbes equivocadas. Portanto, para que um método
analitico gere informagbes seguras e interpretaveis sobre uma amostra, e se torne
verdadeiramente confiavel, este deve passar por uma avaliacdo denominada
validagdo.[22]

Determinado método é considerado validado se suas caracteristicas estiverem
de acordo com os pré-requisitos estabelecidos. Deve-se avaliar a relagcdo entre os
resultados experimentais e as questbes que o método se propde a responder. O
objetivo da validagéo consiste em demonstrar que o método analitico € adequado para
0 seu propdésito [22].

Os parametros de validagdo de métodos analiticos estudados foram
Seletividade, Exatidao, Precisao, Limite de Detecgao (LD) e Limite de Quantificagéo
(LQ) e fator de enriquecimento.

Para avaliar a seletividade injetou-se um padrdo em solvente na concentragao
de 30 ug L' e um extrato da matriz isenta de agrotéxicos e comparou-se a existéncia
de picos no cromatograma do branco da matriz no mesmo tempo de retengao dos
compostos de interesse. A Figura 1.5 mostra a sobreposi¢do dos cromatogramas do
branco (A) e do padrdo em acetonitrila na concentragdo de 30 yg L' dos oito

agrotoxicos (B).
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Figura 1.5- Cromatogramas do extrato do branco de agua (A) sobreposto ao
do branco fortificado na concentragdo de 30 pug L' (B). Os picos mostrados 1.
Trifluralina (tr=3,56), 2. Alaclor (tr=4,20) 3. Lindano (tr=5,07), 4. parationa metilica
(tr=5,18), 5. alfa endossulfam (tr=7,45), 6. Dieldrin (tr=8,17), 7 Endrin. (tr=8,85), 8.
beta endossulfam (tr=9,19), € 9. 4,4’- DDT (tr=11,06).

24



Capitulo 1- Resultados e Discussao

Para os métodos cromatograficos a seletividade € avaliada no sentido de
garantir que o pico de resposta do analito (avaliado no tempo de retengao
caracteristico) seja proveniente exclusivamente do mesmo e ndo de outros compostos
(interferentes) presentes na amostra [26]. De acordo com a Figura 1.6 n&o existem
picos no branco da matriz que coincidem com os tempos de retencdo dos compostos
mostrando assim que o método é seletivo para os compostos estudados.

Segundo a ANVISA, [27] a linearidade de resposta de um método corresponde
a capacidade do mesmo de demonstrar que os resultados obtidos (areas
cromatograficas) sao diretamente proporcionais a concentragcdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado. Assim, o coeficiente de correlacéo é
considerado um parametro para avaliar a qualidade da curva analitica e
consequentemente a linearidade do método. Se este valor for proximo a 1,00, verifica-
se pequena dispersao dos pontos experimentais e que menor € a incerteza dos
coeficientes. A ANVISA [19] recomenda um coeficiente de correlagao igual a 0,99 e o
INMETRO [20] um valor acima de 0,90. Em quimica analitica, o valor do coeficiente
de determinagédo r? tem sido preferido pois seu valor representa a porcentagem da
variancia explicada. Entretanto, tanto um quanto outro parametro tem sido uteis em
cada escala. Talvez pela simplicidade do primeiro os 6rgaos regulamentadores como
ANVISA e IMETRO tém optado pelo uso do coeficiente de correlacao.

A linearidade de resposta do método foi determinada pela injecao e analise de
extratos obtidos de amostras fortificadas em cinco concentragdes diferentes em
triplicata, dos principios ativos submetidas ao método otimizado e validado.

Apds andlise cromatografica destes extratos foram construidas curvas
analiticas, relacionando as areas dos analitos com as concentracées, obtendo-se
assim as equagdes de reta e os respectivos coeficientes de correlagdo. Os modelos
obtidos para cada composto assim como os coeficientes de correlagdo estao

dispostos na Tabela 1.7.
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Tabela 1.7- Equacdes de regressao linear e os coeficientes de correlagéo para

0s oito agrotoxicos na faixa de trabalho estudada

Agrotéxico Faixa de trabalho (ngL™") Equacgéao r
Trifluralina 60 a 720 y = 967,64x + 23773 0,992
Alaclor 40 a 480 y = 1409,4x + 21565 0,994
Lindano 20 a 240 y = 3116x + 41657 0,993
Alfa endossulfam 80 a 960 y =1117,9x + 60089 0,993
Parationa Metilica 105 a 1269 y = 118,56x - 3440 0,994
Endrin 40a720 y =1674,3x + 3050,4 0,990
Dieldrin 35a420 y = 2385,2x + 64042 0,985
Beta endossulfam 195 a 960 y =581,87x + 1689,8 0,993
4,4-DDT 100 a 1200 y = 1258,4x - 17650 0,986

Modelos com altos valores de residuos no sinal analitico ou pontos mal
distribuidos ao longo da faixa de calibragdo poderao fornecer um bom coeficiente de
correlagdo, mesmo que uma funcao linear ndo seja a melhor descricdo para o
comportamento entre as variaveis dependente e independente. Por exemplo, uma
equacdo polinomial pode apresentar um desvio padrdo dos residuos que uma
equacao linear, o que significaria um melhor ajuste. Para evitar problemas
de falta de ajuste durante a modelagem, faz-se necessaria a analise cuidadosa do
grafico dos residuos do sinal analitico [26].

A Figura 1.7 mostra o grafico de residuos para o ajuste linear para o agrotéxico
4,4- DDT, sendo que para os demais compostos estudados observou-se
comportamento semelhante. O grafico de residuos apresentou distribuicdo uniforme
caracterizando um comportamento homocedastico e portanto, as incertezas obtidas
no modelo de regressao sao confiaveis. Esse padrao também indica um bom ajuste

do modelo aos dados experimentais.
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Figura 1.6 - Grafico de residuos para o ajuste linear para as respostas
cromatograficas do principio ativo 4,4’-DDT
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Quando s&o realizadas medidas em amostras com baixos niveis de
concentragédo do analito, como é o caso da analise de residuos, é importante saber
qual o menor valor de concentracdo do analito que pode ser detectada pelo método.
[20] O limite de detecgéo (LD) pode ser determinado mediante a relagdo sinal/ruido, o
desvio-padrao da resposta e da inclinagao.

. A determinacdo da razao sinal/ruido foi realizada por meio da comparagao
dos sinais medidos da amostra com baixas concentragcdées conhecidas do analito com
as do branco, estabelecendo-se a concentracdo minima na qual 0 mesmo pode ser
detectado. E importante lembrar que o método de determinacdo sinal/ruido pode ser
aplicado somente para processos analiticos que exibem linha de base e que a relagao
sinal/ruido 3:1 e 10:1 sao as proporgcdes aceitas como estimativas do limite de
deteccédo e do limite de quantificagcéo, respectivamente. [21, 22]

Os valores encontrados para os limites de deteccdo e quantificacdo para o
método microextracdo em gota unica para amostras de agua assim como os limites
maximos de residuos estabelecidos pelo Ministério da Saude sao mostrados na
Tabela 1.8.

Tabela 1.8. Limite de deteccao (LD), limite de quantificagdo (LQ) do método
SDME e o valor maximo permitido para os agrotoxicos estudados em amostra de
agua estabelecido pelo Ministério da Saude

Agrotdxico LD (ng L") LQ (ng L") LMR* (ng L")
Trifluralina 17,8 58,8 20000
Alaclor 11,5 37,8 20000
Lindano 5,9 19,5 2000
Alfa endossulfam 24,0 79,5 20000
Parationa Metilica 32,0 105,6 9000
Endrin 12,4 40,8 600
Dieldrin 10,1 33,2 30
Beta endossulfam 58,9 194,3 20000
4,4’- DDT 30,4 100,0 1000

*Portaria 2914 de 12/12/2011 do Ministério da Saude

De acordo com os valores apresentados na Tabela 1.8 o método apresenta
valores de limites de detecgdo mais de 250 vezes menores que os limites maximos
exigidos pela legislagdo, com excegcao do composto dieldrin.

Valores maiores para os limites de quantificagdo foram encontrados por Carlos
e colaboradores (2013) para os compostos endrin (50 ng L") e lindano (30 ng L") em
agua [11]. Enquanto para o dieldrin o valor encontrado neste trabalho foi superior ao
encontrado no método proposto por Carlos (2013) (10 ng L") [11] e menor que o

proposto por Cortada e colaboradores (2009) (74 ng L") [24] também em agua. Para
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o composto parationa metilica foram encontrados valores menores do que os
encontrados por Pinheiro e colaboradores (2009) que foi de 3 ug L' em agua [28].
Para os compostos alfa-endossulfam, beta-endossulfam, 4,4’-DDT e endrin os valores
para os limites de quantificagcdo encontrados no presente trabalho foram menores que
os encontrados por Cortada e colaboradores (2009) que foram respectivamente 213,
237, 337 e 227 ng L' respectivamente. [24]

A recuperagdo do analito pode ser estimada pela andlise de amostras
fortificadas com quantidades conhecidas do mesmo, ou seja, € definida como a
propor¢do da quantidade de analito, presente ou adicionada na porcao analitica do
material teste, que é passivel de ser extraida e quantificada. [21]

Nos ensaios de recuperagao os agrotoxicos foram adicionados em amostras de
agua em concentragdes iguais a uma, trés e cinco vezes o limite de quantificagdo do
método. Desta forma, os experimentos foram realizados em triplicata conforme o
método otimizado. As porcentagens de extracao relativa do método para os 3 niveis de
concentracdo variaram entre 90,5 e 122,7 % conforme apresentado na Tabela 1.9. E
importante ressaltar que a curva usada para quantificar as porcentagens de extragao
foi a de superposi¢ao de matriz. As faixas de porcentagens de extracdo encontrados
por Carlos e colaboradores (2013), [11] Pinheiro e colaboradores (2009) [28] e Ahmadi
e colaboradores (2006) [25] foram de 70 a 125%; 73 a 104% e 90 a 102%
respectivamente, mostrando que os resultados obtidos estdo em concordancia com os

dados encontrados na literatura.
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Tabela 1.9- Porcentagens de recuperacdo média obtida pela analise de
extratos de amostra de agua fortificada com os agrotoxicos em trés niveis de

concentracoes diferentes

Agrotéxico Concentragao (ng Recuperacao CV (%)
) (%)

Trifluralina 60 92,5 6,2
180 104, 1 14,5
300 101,7 13,5
40 103,1 21,8
Alaclor 120 107,4 12,0
200 93,5 7,9
_ 20 95,7 9,0
Lindano 60 106,1 12,2
100 96,2 8,9
_ B 105 105,7 14,2
Parationa Metilica 315 98,6 12,0
525 90,5 12,1
80 122,7 21,3
Alfa- endossulfam 240 98,5 17,2
400 90,7 9,5
o 35 97,2 30,2
Dieldrin 105 95,1 21,9
175 89,5 11,4
_ 40 99,4 20,8
Endrin 120 08,4 20,6
200 96,7 8,12
195 115,3 23,4
Beta endossulfam 585 93,7 27,9
975 90,4 7,8
, 100 96,5 18,7
4.4'-DDT 300 94,3 28,2
500 92,3 9,6

De acordo com o Manual de Garantia da Qualidade Analitica (MAPA) [23] para
niveis de concentragdo inferiores a 1 pg L' sdo aceitaveis porcentagens de
recuperacao na faixa de 50 e 120% com coeficientes de variagao de até 35%. Como

os niveis de concentragéo avaliados estdo abaixo de 1 ug L™ os resultados mostrados
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na Tabela 1.10 estdo em conformidade com as exigéncias do MAPA [27] sendo ent&o
as recuperacdes aceitaveis segundo esse critério.

A precisao ¢é a avaliagao da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. [27]

A repetitividade do método SDME dos oito agrotoxicos e em amostras de agua
foi estudada pelo calculo da estimativa do coeficiente de variagado de sete repeticdes
independentes (n=7) utilizando a metodologia otimizada, ou seja, pelo preparo,
injecdo e andlise no mesmo dia de sete extratos de amostras de agua fortificadas
pelos agrotoxicos, em concentragdes iguais aos valores mostrados na Tabela 1.4 para
cada agrotoxico.

Tabela 1.10- Area média dos analitos e coeficientes de variagdo (CV) obtidos
para analise dos sete extratos obtidos de amostras de agua fortificadas com os

agrotoxicos

Agrotoxico Concentracao Area média do Coeficiente de
(ng L") analito variagao (%)

Trifluralina 200 174104 22,9
Alaclor 300 158439 20,6
Lindano 75 87120 20,1
Parationa Metilica 200 79979 22,8
Alfa endossulfam 300 342143 17,9
Dieldrin 300 463013 17,3
Endrin 75 91268 15,3
Beta endossulfam 300 144930 20,5
4,4'- DDT 300 194154 21,6

Esses resultados indicam boa repetitividade do método uma vez que para o
nivel de concentragdo estudado (< 1 yg L") sdo aceitos coeficientes de variagao
menores que dois tercos do coeficiente de variagdo estabelecido para a
reprodutividade que nessa faixa de concentragdo avaliada € de 35%. Entéo, de acordo
com o MAPA para o ensaios de repetitividade sao aceitos coeficientes de variagcéo
menores que 23,3 % [23].

A preciséo intermediaria € o outro parametro utilizado para se determinar a
precisao de um método e se refere a precisao avaliada sobre a mesma amostra,
utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério, mas definindo a(s) condigao(des)
a variar, tais como: diferentes analistas, equipamentos ou tempos [20].

Ela foi verificada pelas areas dos analitos e seus respectivos coeficientes de
variagao, obtidos pelo preparo, injecao e analise dos extratos de amostras de agua
fortificadas pelos agrotoéxicos, e submetidas a técnica de extracdo otimizada em
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concentragdes iguais aos valores mostrados na Tabela 1.5 para cada agrotoxico, em
trés dias diferentes (1°, 3° e 7° dia) e em sete repeti¢cdes independentes por dia. Os
resultados obtidos estao apresentados na Tabela 1.11.

Tabela 1.11- Valores de areas médias e coeficientes de variagdo (CV) obtidos pela

analise de extratos obtidos de amostra de agua fortificada com os agrotéxicos, nas

concentragdes apresentadas na Tabela 1.4 em trés dias diferentes

Agrotdxico Area Area Area Média  CV (%)

1° dia 5° dia 7° dia (n=21)

Trifluralina 164033,0 174104,0 144165,6 160767,5 19,8
Alaclor 161438,6 158439,3 128263,3 149380,4 22,7
Lindano 92267,3 81844,0 71790,0 81967,1 22,9
Parationa Metilica 91064,3 79979,7 72393,6 81145,9 21,6
Alfa Endossulfam 3342191 342143,0 2792211 318527,8 21,8
Dieldrin 493946,6 463013,6 387648,4 448202,9 21,1
Endrin 98608,43 85743,29 91718,33  92023,35 22,0

Beta endossulfam 1444511 144930,7 115434  134938,6 19,7
4,4- DDT 166989,4 181748,4 144591,5 164443,1 22,4

O método apresenta boa precisio intermediaria de acordo com as orientacoes
do MAPA [23] uma vez que os valores para os coeficientes de variacdo para os
ensaios em dias diferentes sdo menores que 23% para todos os agrotéxicos
analisados.

Para a determinacdo do fator de enriquecimento construiu-se curvas no
solvente na faixa de concentragao entre 5 e 100 ug L' para cada agrotoxico avaliado
e calculou-se a concentragdo para cada amostra. Os fatores de enriquecimento
obtidos para os compostos variaram principalmente entre 42 e 64 conforme mostrado
na Tabela 1.12. Os valores mais baixos foram observados para o alaclor (17) e
parationa metilica (22), enquanto um valor muito elevado foi observado para o lindano
(448)

comportamento do mesmo pode ser explicado, se comparado aos demais compostos

indicando uma baixa afinidade do mesmo pela fase aquosa. Esse

avaliados, pela sua pequena massa molar, auséncia de atomos de oxigénio ou de

outros grupos polares suficientes para uma solvatacdo adequada pela agua que

parecem existir em maior quantidade nos demais analitos.
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Tabela 1.12- Fator de enriquecimento para cada um dos principios ativos

avaliados

Composto Fator de enriquecimento

Trifluralina 48
Alaclor 17
Lindano 448

Parationa 22

Alfa endo 54
Dieldrin 53
Endrin 64

Beta endo 51

4.4- DDT 42

Os valores apresentados na Tabela 1.12 confirmam que o método apresenta

elevado fator de enriquecimento comprovando assim a pré-concentragao do método.

4.7 Cinética de transferéncia dos agrotéxicos da fase aquosa para a fase
organica

Os modelos cinéticos de primeira ordem, segunda ordem, difusao intraparticula
e o de difusdo de Noyes-Whitney foram aplicados ao dados para avaliar qual o melhor
modelo explicaria a transferéncia de matéria dos analitos da amostra aquosa para a
microgota de n-hexano, como exemplificado para o principio ativo lindano na Tabela
1.13.
Tabela 1.13- Equagbdes dos modelos obtidos, coeficientes de determinagdo (r?),
desvio padréo dos residuos (Sres) € valores da constante cinética (k) para os modelos

estudados para o agrotoxico lindano

Modelo Equacao r2 sres (NG L")k / mint
Primeira ordem Y=43,9(1- e ) 0,97834 1,18 0,03734
Segunda ordem Y= 69, 485t/ (0,0144k"+1t) 0,98072 1,11 0,000357
i?]it';‘;spi‘iﬁcula Y= 5,071 105 0,92801 2,41

Noyes- Whitney  Y=75,977-(72,517) e® 0,9846 0,86 0,01528

Para a avaliagdo do ajuste dos modelos foram usados os parametros
coeficientes de determinagdo e desvio padrdao dos residuos (sres) € 0 grafico de
residuos gerados de cada modelo cinético de cada agrotéxico. Os dados obtidos para
o agrotoxico lindano (Figura 1.7) sdo apresentados como exemplo do comportamento
de todos os agrotoxicos. Observou-se que o modelo de Noyes-Whitney apresentou o

melhor ajuste para todos os compostos, devido ao maior valor de coeficiente de
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determinagdo (R?) e ao menor valor do desvio padrao dos residuos. O grafico da
analise de residuos mostrou a menor dispersao dos residuos comparados aos outros
modelos. Entretanto os dados obtidos para os compostos alaclor, dieldrin e 4,4’- DDT

nao se ajustaram a nenhum dos modelos avaliados.
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Figura 1.7. Diagrama de distribuicdo dos pontos no estudo cinético e dos residuos

dos diferentes modelos cinéticos para o lindano.

Na Tabela 1.14 estdo representados os resultados para as constantes de
velocidades de transferéncia (k),de cada um dos agrotoxicos, a concentragdo de
saturagdo e o valor de r? para cada um dos agrotoxicos.

Tabela 1.14 - Parametros obtidos da cinética de transferéncia de matéria pelo modelo

de Noyes- Whitney para agrotoxicos em SDME

Composto Concentragao k/ min’ r2
Saturagao/ng L™’

Trifluralina 69,71 0,0161 0,9897
Lindano 75,98 0,0153 0,9846
a- endossulfam 23,04 0,0321 0,9531
Parationa Metilica 39,98 0,0418 0,9624
Endrin 22,125 1,99x10°° 0,9457
B- endossulfam 253,52 0,00716 0,9853

A constante cinética k mais elevada para a parationa metilica do que para os
demais agrotéxicos mostra uma maior taxa de transferéncia

E valido ressaltar que existe uma relacdo inversa entre a constante cinética e a
concentracdo de saturacdo na microgota, ou seja, quanto maior a velocidade de
transferéncia do analito para a fase organica menor sua concentracao de saturacao.
A concentragao de saturagao é definida como o valor teérico maximo de concentragao

do analito que estaria na gota, caso o sistema atinja o equilibrio.
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A constante cinética observada para o Endrin foi excepcionalmente menor,
comparada aos demais, assim como sua concentracdo no equilibrio € muito maior.
Todos os paramentos mostrados na Tabela 1.14 foram obtidos com o auxilio

do software origin 8.0.

4.7 Aplicagao em amostras de agua da regiao de Vigosa- MG

A técnica SDME otimizada e validada foi aplicada em trés amostras de agua.
Os resultados para as amostras de agua mostraram que em nenhuma das amostras
foram encontrados picos nos tempos de retencdo dos compostos avaliados. Assim
para comprovar a eficiéncia do método fortificou-se as amostras em 2 niveis de
concentragao (LQ e 3LQ) e aplicou-se o procedimento. Os ensaios para cada amostra
em cada nivel foram realizados em triplicatas As porcentagens de recuperagéo
relativa variaram na maioria entre 72,9 e 115,2 % com valores extremos para o beta
endossulfam (50,5%) e para o dieldrin (148%) conforme os resultados mostrados na
Tabela 1.15. Para essa determinacao foi usada uma curva analitica com método de
superposicdo de matriz. E valido ressaltar que para apenas o dieldrin nas amostras 1
e 3 os valores estao fora da faixa recomendada pelo MAPA que seria porcentagens

de recuperacgao de 50 a 120% para os niveis de concentragao avaliados.

34



Capitulo 1- Resultados e Discussao

Tabela 1.15- Porcentagem de recuperagéo relativa para amostras fortificadas

de agua
Composto Fort.* Agua 1 Agua 2 Agua 3
(ng L") (% rec™ RSD™*) (% rec** +RSD**) (% rec™ +RSD***)

Trifluralina 60 88,7+4,0 86,2+2,3 86,519,4
180 87,0+9,1 85,8+0,8 116,5+3,8

Alaclor 40 10016,0 85,0+1,0 98,1+1,3

120 105+1,5 111+0,1 112,5+1,5

Lindano 20 91,0+7,5 100,8+16,2 105,4+6,1

60 81,1+3,7 67,9+10,6 98,8+13,0

Parationa Metilica 105 101+12 107,4+14,2 104,9+1,8
315 88,1+10,6 84,5+5,2 107,8+4,8

Alfa endossulfam 80 80,1+13,8 92,2+16,6 115,2+40,1
240 70,2443 72,9448 77,1+10,4
Dieldrin 35 147124 108,1+12,1 103,0+11,2

105 10312 99,8+5,8 148,3+12,1

Endrin 40 88,7+4,2 89,1+6,3 98,2+2,3

120 106+1,7 76,8+7,1 93,4+19,6

Beta endossulfam 80 81,1+10,6 82,312,8 57,5%+9,6
240 52,5+9,3 84,2+3,2 57,3+13,9

4,.4- DDT 100 93,3+0,8 72,0+£0,5 85,6+1,7

300 85,7+4,2 83,3+13,1 96,2+5,9

*Fortificagdo™ % rec. (porcentagem de recuperacdo relativa) ***RSD (desvio padréo relativo),

Avaliou-se através do teste t pareado ao nivel de 95% de confianga se as
recuperacdes relativas para os niveis de concentracdo estudados apresentavam
diferencgas significativas entre si. Apenas o composto alaclor na amostra de agua 2 e
o dieldrin na amostra de agua 3 apresentaram diferencga significativa para os niveis de
concentracido avaliados.

Para avaliar a influéncia da etapa de filtracdo na recuperagao relativa dos
analitos uma parte da amostra de agua 3 foi filtrada e fortificada em 2 niveis de
concentragéo (LQ e 3LQ) para cada um dos agrotoxicos, enquanto outra parte foi
apenas fortificada nas mesmas concentragdes descritas. O método foi aplicado e as
recuperacgoes relativas calculadas usando a curva de superposi¢ao de matriz. Os
resultados foram avaliados através de uma ANOVA a fim de verificar se a etapa de
filtracdo alteravam significativamente as porcentagens de recuperagao relativa.
Somente para os compostos lindano e dieldrin filtrar ou ndo a amostra altera
significativamente as recuperagdes, sendo que para as amostras nao filiradas as

recuperacoes relativas sao maiores.
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5. CONCLUSAO

A microextragdo em gota unica associada a cromatografia gasosa permitiu o
desenvolvimento de um método para analise multirresiduos de agrotoxicos em agua.

O método desenvolvido apresenta baixo custo e poucas etapas de manipulacéo
guando comparado a outras técnicas de extracdo como por exemplo a SPE onde os
cartuchos utilizados para a extragao sao caros, além de apresentar muitas etapas de
manipulagdo da amostra.

Outra vantagem € a reduc¢do drastica do volume de solvente organico utilizado

(1,6 pL) chegando a ser mais de 250 vezes menor que outros meétodos de
microextragao usados para determinagéao de residuos de agrotdéxicos em agua, como
por exemplo a microextracao liquido-liquido dispersiva.

O método se mostrou linear, seletivo, preciso, exato e com um elevado fator de
enriquecimento para todos os agrotoxicos avaliados. E valido ressaltar que os limites
de deteccdo e quantificagao encontrados sao da mesma ordem e/ou menores que 0s
encontrados na literatura em trabalhos similares, sendo estes na ordem de ng L.

Amostras de agua bruta coletadas na regiao do municipio de Vigosa, MG, foram
submetidas ao método proposto ndo sendo detectado nenhum dos 8 analitos de
interesse. Como o LD para cada composto € menor do que o respectivo LMR
estabelecido pela Portaria 2914/2011 do Ministério da Saude, pode-se concluir que as
amostras analisadas atenderam ao padrao estabelecido pela legislagcdo com relagao
aos compostos considerados neste estudo.

As amostras de agua bruta foram fortificadas e apresentaram porcentagens de
extragdo dentro da faixa estabelecida pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento, exceto para o dieldrin nas amostras coletadas na lagoa da UFV que
recebe dejetos do Departamento de Zootecnia e no rio Sao Bartolomeu, sugerindo
assim um possivel efeito de matriz para esse composto nessas amostras.

Além disso, ao se analisar tanto essas amostras na sua forma bruta ou filtrada
concluiu-se que a porcentagem de recuperacao relativa dos compostos nao é afetada

pela etapa de filtragao exceto os compostos dieldrin e lindano.
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Capitulo 2 — Hifenacao das técnicas extracao sélido-liquido
com particao a baixa temperatura com a microextragao em
gota unica para a determinacao de residuos de agrotéxico em

solo

1- INTRODUCAO

Os agrotoxicos sdo amplamente utilizados nos agro ecossistemas. Mais de 500
formulagdes estédo disponiveis para uso no controle de pragas. Estima-se que menos
de 50 % da quantidade aplicada nas plantagbes atinge a praga alvo, o restante chega
ao ambiente contaminando seus diversos compartimentos como, por exemplo, o solo
que atua como principal receptor e acumulador. [29]

Ao atingir o solo esses compostos podem interagir com as diferentes fases do
mesmo ocorrendo processos que envolvem transformagdes quimicas, fisicas e
biolégicas, tendo como consequéncia a degradagao total do composto, que pode
demorar muito tempo, ou sua conversdo em subprodutos mais ou menos toxicos que
o produto original.

Dessa forma o solo funciona como um filtro ativo onde os compostos séo
degradados e como um filtro seletivo devido a sua capacidade de reter os produtos
quimicos evitando sua infiltracdo nos aquiferos. [26]

Devido a essas caracteristicas 0 monitoramento das possiveis contaminagdes
do solo oriundas dos agrotdxicos tornou-se um assunto de relevancia, necessitando
assim, de métodos capazes de extrair e quantificar esses compostos em niveis cada
vez menores.

A extracido de residuos de agrotoxicos em solo geralmente requer o uso de
técnicas eficientes que sejam capazes de extrair os compostos do mesmo e que sejam
transferidos para uma fase normalmente organica. A determinacao de agrotdxicos em
amostras complexas tem uma série de obstaculos como por exemplo, a baixa
concentragdo dessas substancias nas amostras. Outro problema sao as diferentes

interagdes entre as moléculas do analito o e os coloides do solo. Essas interagdes
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podem ser fracas ou fortes e dependem das propriedades do préprio solo como pH,
textura e mineralogia, teor de matéria organica. [30]

Com isso as técnicas de extracdo normalmente necessitam de etapas de
agitacdo mecanica e etapas de clean up. As técnicas de extragdo usadas atualmente
sdo eficientes para essa determinacdo, mas fazem uso de quantidade elevada de
solvente organico e um numero elevado de etapas.

Em 2003, Goulart desenvolveu um método simples para analise de piretréides
em leite sem etapas de clean up, denominada extracao liquido-liquido e purificagao
por precipitacdo a baixa temperatura. [31]

A partir de entdo o método proposto foi adaptada para as mais diversas
matrizes como extragdo de piretréides em amostras de agua e solo, analise
simultanea dos inseticidas em batatas [32] e de agrotoxicos em maga, [33] abacaxi,
[34] tomate, [35] uva, [36] alface, [37] morango, [38], entre outras.

O meétodo consiste em colocar a amostra liquida ou sélida em contato com um
solvente extrator, miscivel em agua, menos denso que ela e que se mantenha liquido
a -20 °C. Posteriormente, a mistura, constituida de amostra e mistura extratora é
agitada e levada ao freezer por um periodo pré-estabelecido para separagao das
fases. Nesta etapa, a fase aquosa junto com a amostra é congelada, ficando na parte
inferior e a fase sobrenadante, contendo o solvente e os agrotdxicos extraidos, que é
separada e filtrada, utilizando sulfato de sédio anidro para eliminar a possivel
presencga residual de agua. Finalmente, a amostra é analisada por cromatografia
gasosa.

A desvantagem dessa técnica € que ela promove a diluicdo da amostra uma
vez que na maioria dos casos a propor¢ao amostra/ fase extratora é de 1:2 e com isso
os limites de deteccao e quantificacdo ndo atingem valores muito baixos.

Uma alternativa para contornar essa limitagao seria o uso de microtécnicas de
extragdo que fazem uso de quantidades muito pequena de solvente extrator como a
microextragao em gota unica, porém, as mesmas nao siao adequadas para amostras
soélidas. Nesse caso, a hifenacdo de duas técnicas, sendo uma de extragcao e clean
up e outra de pré-concentracao, proporcionando melhores fatores de concentragao,
surge como opgao para o processo de extracdo de analitos nesse tipo de amostras.
A hifenacao de duas técnicas de extragao ja estabelecida e foi relatada por Gerecke
e colaboradores em 2001 para a determinacao de feniluréia em amostras de agua
combinando SPE com SPME. [39]

Para amostras sdlidas existem poucos estudos e nao existe relato na literatura
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de hifenagdo de técnicas usando ESL/PBT e SDME. Entdo com o objetivo de
contornar essas limitagcdes, nesse trabalho procurou-se desenvolver um novo método
para determinagdo de agrotdéxicos em solo que consistiu na hifenagdo das técnicas
extracao solido-liquido com particao a baixa temperatura, que tem como caracteristica
fundamental a etapa de clean up da amostra acoplada ao procedimento de extragao
com a microextragdo em gota unica, que faz uso de, quantidade minima de solvente

organico além de aliar extragcédo e detecgdo em um aparato simples.
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2-OBJETIVOS

Objetivos gerais

Desenvolver um método combinando as técnicas extracao solido-liquido com particéo
em baixa temperatura (SLE/LTP) e a microextragdo em gota unica (SDME) para a
extragdo e analise dos principios ativos trifluralina, alaclor, lindano, parationa métilica,
dieldrin, endrin e 4,4’- DDT em solos por cromatografia gasosa e detector por captura

de elétrons.

Objetivos especificos

» Otimizar o método de extracdo SLE/LTP para os principios ativos em solo,
avaliando-se parametros tais como, solvente extrator, tempo de congelamento e tipo

de agitacao.

» Otimizar a associacéo da técnica de extracao SLE/LTP com o técnica SDME para

a extragdo dos compostos estudados em solo.

» Validar o método proposto para os analitos, determinando os parametros:
seletividade, limite de deteccdo, limite de quantificagcdo, linearidade, precisao

intermediaria, exatidao e fator de enriquecimento.

» Aplicar o método hifenado em amostras de diferentes solos.
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1. Preparo de solugées-padrao

Solugdes-padrao estoque de cada agrotoxico, na concentragdo de 1000,0 mg
L-1, foram preparadas pela solubilizagao de padrées de trifluralina (99,3% m/m), alaclor
(99,0% m/m), lindano (99,8% m/m), parationa metilica (99,9% m/m), dieldrin (97,9%
m/m), endrin (99,3% m/m), 4,4- DDT (98,8 % m/m), obtidos da Sigma-Aldrich, em
acetonitrila da HPLC/ Sigma. Preparou-se solugdes de trabalho nas concentragdes de
10,0 mg L', a partir da diluicdo das solugdes-padrao estoque, em acetonitrila que

foram preparadas e armazenados conforme descrito no capitulo 1.
3.2. Amostras de solo

Para a otimizacdo e validacdo do método foram utilizadas amostras de
argissolo Vermelho-Amarelo, cujo local de origem é o vale da agronomia na
Universidade Federal de Vicosa em Vicosa-MG. As amostras de solo foram coletadas
a uma profundidade de 0 — 20 cm. Apods as coletas as amostras foram secas ao ar,

destorroadas e peneiradas em malha de 2 mm.

3.3. Combinagao das técnicas extragao sélido liquido com particao em baixa

temperatura com a microextragao em gota unica
3.3.1. Preparo e fortificagao das amostras solo

Amostras de solo de massa igual a 4,0000 g foram transferidas para frascos de vidro
de 22,0 mL de capacidade, e fortificadas com 80,0 pyL da solugao de trabalho (10 mg
L") contendo os sete agrotoxicos. As amostras fortificadas foram deixadas em
repouso por aproximadamente 2 horas em recipiente aberto, para que houvesse maior
interacdo dos agrotoxicos com a amostra e para a evaporagdao do solvente.
Posteriormente, estas amostras foram submetidas aos procedimentos de extracao

dos sete agrotdxicos avaliados.

41



Capitulo 2- Materiais e Métodos

3.3.2. Extracao dos agrotéxicos em solo

O método de extragao consiste em colocar 4,0000 g de amostra de solo em
contato com um volume de mistura extratora (4,0 mL de agua, 6,5 ml de acetonitrila e
1,5 mL de acetato de etila) na propor¢céo de aproximadamente 1:2 fase aquosa/ fase
organica. A mistura foi homogeneizada e colocada no freezer a -20 °C por um tempo
nao inferior a 3 horas e nao superior a 24 horas. Apos a separacao de fases pelo
congelamento do solo e da fase aquosa, o sobrenadante, contendo os solventes
organicos e os analitos de interesse foi passado por um funil de vidro contendo papel
de filtro para a remocdo de qualquer possivel material particulado que tenha
permanecido na fase organica durante o procedimento de extracdo. A fase organica
foi entdo evaporada em evaporador rotativo a vacuo Fisatom (Modelo 802) com banho
termostatizado tecnical TE-184® até secura, sendo recuperado em 30 mL de agua
MiliQ em frasco de vidro de 35,00 mL com tampa de teflon e septo de silicone. Uma
microsseringa de 10 yL com agulha de aco (701 RN, Hamilton, USA) contendo 1,6 uL
de n-hexano foi introduzido no frasco e a ponta da agulha foi mergulhada na amostra
aquosa e o émbolo foi empurrado lentamente expondo a microgota na solugdo a cerca
de 4 centimetros de profundidade.A microgota de 1,6 uL foi mantida em contato com
a amostra sob agitagdo magnética durante 30 minutos a 17 °C. Apo6s a extragéao 1,0
ML foi injetado no CG/DCE. Antes de cada extracdo a microsseringa foi lavada com
solvente extrator para garantir limpeza completa e eliminagao de bolhas de ar.

Os extratos foram analisados utilizando um cromatégrafo a gas (Shimadzu GC-
17A) com detector por captura de elétrons (CG-DCE) localizado no laboratério de
quimica analitica (LAQUA) pertencente a Universidade Federal de Vigosa, e as

concentragdes dos agrotéxicos foram determinadas.

3.4. Otimizacgao da hifenagao das técnicas extragao sélido liquido com particao

em baixa temperatura e microextragcao em gota unica

A hifenagao das técnicas foi realizada em duas etapas, sendo a primeira a
otimizacao da SLE/LTP na qual foram avaliados os parametros mistura extratora, tipo
de agitacao e tempo de congelamento e a segunda a da SDME conforme descrito no
item 3.3 do capitulo 1.
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3.4.1. Avaliagao da mistura extratora, tipo de agitagcao e tempo de congelamento

na extragcao dos principios ativos na etapa SLE/LTP

A técnica de extracdo SLE/LTP foi submetida a etapa de otimizacdo para
extragdo dos agrotoxicos do solo. Para avaliar o comportamento simultdneo dos
fatores: (1) tipo de agitagao (vértex por 1 min ou mesa agitadora por 30 minutos), (2)
quantidade de acetato de etila na mistura extratora (0,2 mL ou 1,5 mL) e (3) tempo de
congelamento (3,5 horas ou 6 horas) foi realizado um planejamento fatorial 23. Para
cada um dos fatores foram estudados dois niveis, nivel minimo (-) e nivel maximo (+).

Como o experimento envolve trés fatores com dois niveis cada um, a execugao
do planejamento foi realizada em oito ensaios, com todas as possiveis combinagdes
dos niveis (-) e (+). Cada ensaio foi realizado em duplicata, totalizando dezesseis
experimentos (Tabela 2.1).

A escolha dos niveis foi baseada em trabalhos anteriores realizados no LAQUA

(Laboratério de Quimica Analitica) da Universidade Federal de Vigosa. [40]

Tabela 2.1- Planejamento fatorial 23 para avaliagao dos fatores na recuperagéo
de agrotoxicos em solo usando a técnica SLE/LTP.

Fatores codificados Fatores originais
Experimentos  F(1) F(2) F(3) Tipo Tempo Volume de
agitagdo  congelamento acetato
(1) (2) (h) (3) (mL)
1e9 - - - vortex 3,5 0,2
2e10 + - - mesa 3,5 0,2
3e11 - + - vortex 6 0,2
4e12 + + - mesa 6 0,2
5e13 - - + vortex 3,5 1,5
6e14 + - + mesa 3,5 1,5
7e15 - + + vortex 6 1,5
8e 16 + + + mesa 6 1,5

3.4.2. Otimizacgao da técnica SDME para analise de agrotéxicos em solo

Os fatores que foram avaliados para otimizar a técnica SDME em amostras de
solo para determinar agrotoxicos, sao velocidade de agitacao (60, 100, 155 e 250 rpm)
, volume da microgota (1,4; 1,6; 2,0 e 2,4 uL), tempo de exposi¢cao da microgota (10,
20, 25, 30 e 35 min), solvente extrator (n-hexano e tolueno), forga iénica (0,0 e 2,0
molL-' de NaH2PQ4), temperatura da amostra (17 e 25 °C), sendo que os trés ultimos

foram avaliados usando um planejamento fatorial 23 enquanto os
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demais foram avaliados univariadamente. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Esse estudo foi realizado como descrito no capitulo 1.

3.5. Analise cromatografica

As analises qualitativas e quantitativas dos sete principios ativos avaliados
foram realizadas em cromatdgrafo a gas Shimadzu, modelo GC-17A, com detector
por captura de elétrons (DCE).

As condigbes cromatograficas otimizadas para as analises foram idénticas as
descritas no capitulo 1 uma vez que os principios ativos estudados foram alguns dos
estudados para as amostras de agua.

A identificacdo dos picos cromatograficos de cada composto foi realizada por
comparagao dos cromatogramas com os de padrdes puros em solvente organico e a

quantificacao foi realizada através de curvas de superposi¢cao de matriz.

3.6. Validacao do método analitico hifenado

As figuras de mérito avaliadas neste estudo para validagdo do método SLE/LTP
- SDME e analise por cromatografia gasosa com detector por captura de elétrons (CG-
DCE) foram seletividade, linearidade de resposta do método, limites de detecgéo e
quantificacéo, exatidao e precisao (repetitividade e precisao intermediaria) e fator de

enriquecimento.

3.6.1. Seletividade

A seletividade do método analitico foi avaliada comparando-se cromatogramas
de extratos da matriz isenta dos agrotdxicos, com cromatogramas de uma solugao em
acetonitrila contendo os principios ativos de interesse. Foram preparados brancos das
amostras de solo para confirmar a auséncia dos agrotoxicos através da injecéo no
cromatografo a gas com detector por captura de elétrons e comparacao dos tempos
de retencéo dos agrotoxicos.

Todos os extratos foram preparados e analisados de acordo com a
metodologia otimizada.

Na seletividade do método de analise avaliaram-se as condi¢des
cromatograficas que permitiram a separagao de todos os picos dos agrotoxicos.
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3.6.2. Linearidade de resposta do método

A linearidade de resposta do método foi determinada pela injecdo de extratos
obtidos de amostras brancas fortificadas em 5 concentracdes distintas em triplicata
dos principios ativos trifluralina (0,8 a 9,2 ug kg™'), alaclor (1,2 a 13,5 ug kg™'), lindano
(0,27 a 3,5 ug kg'), parationa metilica (0,6 a 6,50 ug kg'), endrin (1,0 a 12,0 ug kg™),
dieldrin (0,9 a 11,0 ug kg™, 4,4’- DDT (1,8 a 21,3 ug kg™') submetidas a técnica de
extragdo otimizada.

Ap0s a analise cromatografica dos extratos foram construidas curvas analiticas,

relacionando as areas dos analitos com as concentragdes mencionadas.

3.6.3. Limite de detecc¢ao e limite de quantificagao do método

Para determinacao dos limites de deteccdo e de quantificacdo foi construida
uma curva analitica usando amostras fortificadas de solo isentas dos compostos de
interesse na faixa proxima aos limites de deteccao. O limite de deteccio foi expresso

como:

S
LD =3,3(-
(3

onde s é a estimativa do desvio padrao da resposta e S é a inclinagdo da curva

analitica. Analogamente o limite de quantificagao foi expresso por:

S
LQ =10 ()

3.6.4. Exatidao

Para a avaliagao da exatiddao do método de SLE/LTP-SDME proposto foram
realizados ensaios de recuperagcdo. Nestes os agrotoxicos foram adicionados as
amostras de solo em concentragdes iguais a uma, seis e doze vezes 0s seus limites

de quantificacdo e o procedimento de extracao otimizado foi aplicado.
3.6.5. Precisao

Por um estudo intralaboratorial avaliou-se a precisdo do método, na qual foi

estudada a repetitividade e a precisao intermediaria. Os ensaios de precisdo foram
45



Capitulo 2- Materiais e Métodos

realizados em sete repeticbes independentes em um nivel de concentracdo. As
concentragbes escolhidas para o estudo foram iguais a seis vezes o limite de
quantificacdo do método, concentracdo central em relacdo a faixa de trabalho
estudada.

Na Tabela 2.2 estdo as concentracdes que foram usadas para os ensaios de
precisdo do método para cada um dos 7 agrotoxicos.

Tabela 2.2- Concentragdes das amostras avaliadas nos ensaios de precisao

(repetitividade e precisdo intermediaria) para cada agrotoxico

Composto Concentragao avaliada para os
ensaios de precisdo (ug kg')
Trifluralina 4,6
Alaclor 6,7
Lindano 1,6
Parationa 1,1
Dieldrin 6,0
Endrin 5,3
4,4- DDT 10,6

3.6.5.1. Repetitividade

A repetitividade, de acordo com o que é recomendado pelo INMETRO [20], foi
avaliada pelo preparo, inje¢ao e analise no mesmo dia de sete extratos de amostras
de solo fortificadas com os sete agrotéxicos, e submetidas a técnica de extragao
otimizada, em concentragdes iguais a seis vezes o limite de quantificagéo (Tabela 2.2)
para cada agrotoxico. Para tal avaliagdo, determinou-se os coeficientes de variagao

(CV) referentes a da area do analito para cada agrotoxico.

3.6.5.2. Precisao intermediaria

A precisao intermediaria foi avaliada por meio da porcentagem de recuperagao
dos agrotéxicos em estudo, e seus respectivos coeficientes de variagdo, obtidos da
analise dos extratos de sete amostras de solo fortificadas com os agrotéxicos
estudados, e submetidas pela técnica de extragdo otimizada, iguais aos valores
mostrados na Tabela 2.2 para cada agrotéxico, em trés dias diferentes (1°, 5° e 7°
dia).
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3.7. Determinacgao do fator de enriquecimento

ApOs a otimizagdo da técnica de SLE/LTP-SDME e analise por CG-DCE, a
mesma foi empregada na extracdo e analise de 3 amostras de solo contendo os
agrotoéxicos estudados. Essas amostras foram fortificadas de modo a obter extrato
organico com os agrotoxicos em diferentes concentracées como mostrado na Tabela
2.3.

Tabela 2.3- Concentragbes dos agrotoxicos nas amostras de solo avaliadas

para determinacao do fator de enriquecimento

Composto Concentragdo avaliada (ug kg™)
Trifluralina 4.6
Alaclor 11,3
Lindano 2,2
Parationa 3,2
Dieldrin 4.8
Endrin 5,3
4,4'- DDT 14,2

Para as quantificacbes foram construidas curvas analiticas para cada
agrotoxico a partir da injegao direta de triplicatas de solugbes-padrao dos compostos
em solvente organico na faixa de concentragdo de 5 a 50 ug L'. O fator de
enriquecimento foi obtido usando a seguinte equagao:

FE = (Csol * 1000)/Cfort
Onde: FE: Fator de enriquecimento
Csol: concentragdo obtida pela curva do solvente em ug L™’

Cfort: concentragao de fortificagdo da amostra em ng L™’

3.9. Amostras de solo fortificadas

O procedimento otimizado e validado foi aplicado para analise de agrotoxicos
em 3 amostras de solo coletados na cidade de Manhuagu, Minas Gerais. A Tabela 2.4
mostra a localizacao dos pontos de coleta e as principais propriedades fisico-quimicas
de cada uma das amostras de solo analisadas. As amostras foram fortificadas em 3
niveis de concentragéo (LQ, 3 LQ e 5 LQ) para cada um dos compostos estudados e

a porcentagem de recuperacao relativa foi calculada.
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Tabela 2.4- Localizacido dos pontos onde foi realizada a coleta das amostras

e as principais propriedades fisico-quimicas dos solos

Ponto Coordenadas UTM Areia + Silte Argila Classe pH MO (dag
23K SAD 69 (g kg™ (g kg")  Textural dm?)
1 6797322/ 7746237 588 412 Argiloso 5,2 2
2 6796951 / 7739806 612 388 Argiloso 5,9 4
3 6805163 / 7738355 625 375 Argiloso 4,6 2

3.10. Analise Estatistica

Os dados obtidos foram comparados através da ANOVA com Post-Hoc teste

Tukey ao nivel de 95% de confianga utilizando software Statistica® 8.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Otimizagao do método analitico

4.1.1. Avaliagao da mistura extratora, tipo de agitacao e tempo de congelamento

na extragao dos principios ativos na SLE/LTP

A otimizagdo da SLE/LTP avaliando o tipo de agitagcdo, o tempo de
congelamento e o volume de acetato na mistura extratora, tendo como resposta a area
cromatogréfica, foi realizada de acordo com planejamento fatorial completo 23 em
duplicata. Na Figura 2.1 é apresentado os graficos de Pareto para os efeitos dos

fatores sobre a extragao dos analitos.
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Figura 2.1- Grafico de Pareto para os efeitos tipo agitacao, volume de acetato e tempo de refrigeragcao na otimizagao da SLE/LTP

para determinagao de agrotoxicos em solo.
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Pela analise dos efeitos dos fatores sobre a determinagdo dos agrotoxicos no
solo verificou-se que para todos os compostos estudados o tempo de congelamento,
assim como o volume de acetato adicionado a mistura extratora ndo foram
significativos ao nivel de 95% de confianga (a < 0,05). O tipo de agitagdo foi
significativo para todos os compostos estudados. Ou seja, o tempo que as amostras
permanecem no freezer nao interfere na quantidade de analito que é extraido do solo
para a mistura extratora.

No que diz respeito a mistura extratora procurou-se avaliar duas possiveis
misturas extratoras propostas por Vieira [27] que utiliza um volume de acetato de
etila igual a 0,2 mL para analise de solo e outra que utiliza 1,5 mL de acetato de etila
usado por Costa [34], Soares [36] e Costa [37] para diversas matrizes tais como
abacaxi, uva, alface e agua. Além disso, os estudos realizados por Vieira [40] mostram
que o volume de 1,5 mL de acetato de etila € o volume maximo que pode ser usado
no procedimento de extracdo SLE/LTP para que nao ocorra a separagao de fases
antes da etapa de resfriamento. No entanto pela andlise do grafico de Pareto a
quantidade de acetato de etila n&do influencia na porcentagem de extragcdo dos
compostos avaliados. Optou-se entdo por usar um volume menor de acetato de etila.

As interagdes de segunda ordem entre os fatores agitagao e refrigeragéo foram
significativas positivamente para a maioria os compostos, exceto para parationa
metilica, endrin e dieldrin. Ou seja, a agitagdo em voértex e tempo de congelamento
por 3,5 h ou agitagdo com mesa agitadora por 30 min e tempo de congelamento de 6
h sdo condi¢des melhores. Optou-se entdo, pela primeira combinagao a fim de
aumentar a frequéncia analitica do método.

Avaliou-se também dois tipos de agitacdo, mesa agitadora por 30 min proposto
por Vieira [40] e outro tipo de agitagado que seria vortex por 1 min. Sendo que nesse
caso o vortex apresentou um melhor resultado para a quantidade de agrotoxicos
extraido das amostras de solo, sendo que uma possivel explicagao seria a agitagao
mais efetiva provocado pela turbuléncia desse modo de agitagado ocasionando assim
um contato maior entre amostra e mistura extratora.

Entao pelos valores criticos, as melhores condi¢goes experimentais foram: 0,2
mL de acetato na mistura extratora, 3,5 horas de congelamento e agitacdo em vortex

por 1 min no vortex.
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4.1.2. Método otimizado

O método de extragao consiste em colocar 4,0000 g de amostra de solo
em contato com um volume de mistura extratora na proporgéo de aproximadamente
1:2 fase agual fase organica constituida por 7,8 mL de acetonitrila, 0,2 mL de acetato
de etila e 4,0 mL de agua. A mistura foi homogeneizada em vortex por 1 min e
colocada no freezer a -20 °C por um tempo de 3,5 horas. Apds a separacio de fases
pelo congelamento do solo e da fase aquosa, o sobrenadante contendo os solventes
organicos e os analitos de interesse foi passado por um funil de vidro contendo papel
de filtro. A fase organica foi entdo evaporada em evaporador rotativo a vacuo Fisatom
(Modelo 802) com banho termostatizado tecnical TE-184® até secura, sendo
recuperada em 30 mL de agua Mili-Q em frasco de vidro de 35,00 mL com tampa de
teflon e septo de silicone. Uma microsseringa de 10 yL com agulha de ago (701 RN,
Hamilton, USA) contendo n-hexano foi introduzido no frasco e a ponta da agulha foi
mergulhada na amostra aquosa. O émbolo foi empurrado lentamente expondo a
microgota na solug¢ao a cerca de 4,0 centimetros da coluna de agua. A microgota de
1,6 uL foi mantida em contato com a amostra sob agitagcdo durante 30 minutos a 17
°C. Apo6s a extragdo 1,0 uL foi injetado no CG/DCE. Antes de cada extracédo a
microsseringa foi lavada com solvente extrator para garantir limpeza completa e
eliminacao de bolhas de ar.

Os extratos foram analisados utilizando um cromatégrafo a gas (Shimadzu
GC-17A) com detector por captura de elétrons (CG-DCE).

4.2. Validagao do método analitico hifenado

Para avaliar a seletividade injetou-se um extrato do branco da matriz isenta
de agrotéxicos e de uma amostra de solo fortificada e comparou-se a nao existéncia
de picos no cromatogramas do branco da matriz no mesmo tempo de retencédo dos
compostos de interesse. Na Figura 2.2 é mostrada a sobreposicdo dos

cromatogramas do branco (A) e uma amostra fortificada (B).
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Figura 2.2- Cromatogramas do branco de amostra de solo (A) e amostra
forticada a 30 ug kg™ (B). Os picos mostrados 1. Trifluralina (tr = 3,56), 2. Alaclor (tr
= 3,56),3. Lindano (tr = 5,06), 4. parationa metilica (tr=5,17), 5. Endrin (tr = 8,14),
6. Dieldrin (tr=8,82) e 7. 4,4’- DDT (tr= 11,02).

Como é possivel observar na Figura 2.2 o cromatograma do branco da matriz
(A) ndo apresenta picos no tempo de retengdo dos compostos estudados, portanto,

0 método é seletivo para tais principios ativos.

Para avaliar a linearidade do método SLE/LTP-SDME testou-se o modelo linear
simples e através do grafico de residuos a homocedasticidade dos dados. No entanto
os dados mostraram-se heterocedasticos. Com isso aplicou-se e o modelo de
regressdo linear ponderada que é a forma mais simples de harmonizar as
discrepancias entre as variancias dos pontos que a reta possui. Ou seja, diminui a

influéncia das concentragdes com maior dispersao dos dados.

O peso para cada ponto da curva foi calculado como sendo:
w=1/s?
Onde s? é a estimativa do desvio padrdao das respostas para cada

concentragao.
Na Tabela 2.5 é apresentada a faixa de trabalho, a equacgao obtida pelo método

de regressao linear ponderada, assim como, o valor para o coeficiente de correlagéao

(r) para cada um dos sete compostos.
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Tabela 2.5- Valores para a faixa de trabalho, equagdes de regresséo linear e

os coeficientes de correlagédo para os sete agrotéxicos

Agrotéxico Faixa de Equacao r
trabalho*®
Trifluralina y=492,3x + 0,994
0.8a92 68311,4
Alaclor 1,2a13,5 y=597,3x - 6646,6 0,993
Lindano 0,27 a 3,5 y=1486,4x -34142,4 0,994
Parationa Metilica 0,6a6,5 y = 969,5x -51488,8 0,976
Dieldrin 0,9a10,6 y=313,9x + 7357,6 0,999
Endrin y = 376,8x + 0,847
1.0a12,0 110504,3
4,4-DDT 1,8a21,3 y=280,8 x - 51607 0,990

*faixa de trabalho em pg kg™’

O método de regressao linear ponderada para o composto endrin mostrou
baixa adequacédo uma vez que o valor do coeficiente de correlagdo (r) foi menor que
0,91 de acordo com o IMETRO [20].

Usualmente para explicar a baixa adequacdo do modelo de um determinado
analito pode-se considerar o fato deste apresentar comportamento acido-base o que
levaria a degradagéao por influéncia de variagdes de pH o que causaria variagdes no
procedimento de extragao alterando a resposta cromatografica. Outra explicagao seria
a baixa resolugéo do pico ou instabilidade da linha de base do cromatograma devido
ao detector ou a matriz o que também causaria oscilacdo na resposta do pico. No
entanto o pico do endrin apresenta boa resolugao e nao se encontra em regidao onde
existe grande quantidade de ruido na linha de base, assim como também nao existem
vales no cromatograma. Pela formula estrutural pode se concluir que ele nao
apresenta comportamento acido base nao se adequando portanto em nenhuma
dessas justificativas.

Para os outros compostos pode-se concluir que a faixa de trabalho € linear.

Os valores de LD e o LQ do método proposto foram determinados usando os
parametros da curva analitica calculados usando o software Microsoft Excel®. Os
valores encontrados para os limites de deteccdo e quantificacdo para o método

SLE/LTP-SDME para amostras de solo sdo mostrados na Tabela 2.6.
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Tabela 2.6- Limite de deteccao (LD) e limite de quantificagdo (LQ) do método
SLE/LTP/ SDME para os agrotoxicos estudados em amostra de solo

Agrotdxico LD (ug kg™ LQ (ug kg™
Trifluralina 0,255 0,765
Alaclor 0,375 1,125
Lindano 0,090 0,270
Parationa Metilica 0,180 0,540
Dieldrin 0,295 0,885
Endrin 0,333 1,000
4.4- DDT 0,590 1,770

Pelos valores mostrados na tabela conclui-se que o método proposto apresenta
baixos limites de deteccdo e quantificacdo. Os valores encontrados nesse trabalho
apresenta uma faixa menor para os limites de quantificagao do que os valores relatados
por Salemi e colaboradores (2013) cuja faixa varia de 0,7 a 6,6 ug kg™’ para analise de
organofosforados em amostra de solo usando o método de headspace. [41]

Nos ensaios de recuperagao os agrotoxicos foram adicionados em amostras de
solo em concentragdes iguais a uma, seis e doze vezes o limite de quantificagdo do
meétodo. Desta forma, os ensaios foram realizados em triplicatas independentes
conforme o método otimizado sendo que as concentragdes foram variaveis para cada
agrotoxico nas amostras de solo.

Na Tabela 2.7 estdo os resultados obtidos para recuperacao relativa dos
agrotoxicos em solo, bem como os coeficientes de variagcdo (CV) referentes as
porcentagens de recuperagao relativa de cada um dos compostos nos 3 niveis de

concentracgao.
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Tabela 2.7- Porcentagens de recuperagao relativa média e coeficientes de
variagao (CV) obtidos pela analise de extratos obtidos de amostra de solo fortificada

com os agrotoxicos em trés niveis de concentragdes diferentes

Agrotéxico Conc. da amostra Recuperacao® (%) CV(%)
(ug kg™)

Trifluralina 0,77 90,6 8,5
4,59 95,3 7.1
9,2 107,6 4,4
Lindano 0,27 98,6 2,2
1,62 67,2 0,5
3,24 69,4 3,4
Alaclor 1,125 83,8 9,5
6,75 116,5 0,9
13,5 102,9 1,8
Parationa Metilica 0,54 99,9 0,2
1,08 90,6 8,7

6,48 86,5 18,8
Dieldrin 1,0 99,5 3,8
6,0 98,5 8,5
10,0 99,9 0,3

Endrin 0,885 102,1 17,4
5,31 122,5 1,2
10,62 1111 1,1
4,4’- DDT 1,77 91,8 1,9
14,16 76,2 2,9
21,24 99,9 4,2

*recuperacgao relativa

De acordo com o Manual de Garantia da Qualidade Analitica (MAPA) [23] para
niveis de concentragdes baixas sao aceitaveis porcentagens de recuperacao na faixa
de 50 e 120%. Como os niveis de concentragao avaliados sdo baixos os resultados
mostrados na Tabela 06 estdo em conformidade com as exigéncias do MAPA [23]
exceto para o endrin no nivel de concentragédo igual a 5,31 ug kg' que apresentou
porcentagem de recuperagao relativa de 122,5 %. Portanto o método pode ser
considerado exato.

Os valores encontrados para os coeficientes de variagdo quando as amostras
foram fortificadas na concentracao igual a seis vezes o limite de quantificacdo sao
similares aos encontrados por Salemi e colaboradores (2013) na qual a faixa variou
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de 2,1 a 6,5% quando as amostras foram fortificadas em um nivel de concentragao
igual a cinco vezes o limite de quantificagdo do método descrito na literatura. [41]

A repetitividade é um dos parametros empregados para se avaliar a precisao,
e definido como o grau de concordancia entre os resultados, sob as mesmas
condi¢des de medigao [20].

A repetitividade do método SLE/LTP- SDME dos sete agrotdxicos estudados
em amostras de solo foi estudada pelo calculo da estimativa do coeficiente de variacéo
de sete repeticdes da metodologia otimizada, ou seja, pelo preparo, inje¢éo e analise
no mesmo dia de sete extratos (n=7) de amostras de solo fortificadas pelos principios
ativos, em concentragbes iguais a seis vezes o limite de quantificacdo de cada
agrotéxico. A Tabela 2.8 mostra os valores de area média assim como os coeficientes
de variagéo para cada agrotoxico.

Tabela 2.8- Area dos analitos e coeficientes de variagdo (CV) obtidos para

analise dos sete extratos obtidos de amostras de solo fortificadas com os agrotoxicos

Agrotdxico Concentragao Area média  Coeficiente de variacdo
(ug kg™") do analito (%)
Trifluralina 4,6 223250,3 11,4
Alaclor 6,8 513869 13,0
Lindano 1,6 142680,2 18,8
Parationa Metilica 1,1 295122,7 16,7
Dieldrin 6,0 358991,5 17,2
Endrin 53 516615,3 17,5
4,4-DDT 10,6 231104,2 13,2

Esses resultados indicam boa repetitividade, ja que para todos os compostos
no nivel de concentracado estudado sdo aceitos coeficientes de até 23% de acordo
com o MAPA. [23]

A precisao intermediaria do método foi verificada através das areas dos analitos
e seus respectivos coeficientes de variagédo, obtidos pelo preparo, injecao e analise
dos extratos de amostras de solo fortificadas pelos agrotéoxicos em concentragdes
iguais a seis vezes o limite de quantificagdo, e submetidas a técnica de extragao
otimizada em, em trés dias diferentes (1°, 3° e 5° dia) e em sete repeti¢cdes

independentes (n=21). Os resultados obtidos estdo dispostos na Tabela 2.9.
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Tabela 2.9- Valores de areas médias e coeficientes de variagdo (CV) obtidos
pela analise de extratos obtidos de amostra de solo fortificada com os agrotoxicos, em

trés dias diferentes

Agrotdxico Area média Area média Area média Média CV (%)
1° dia 3° dia 5° dia

Trifluralina 223250,3 239990,9 264293,9 2425117 12,1
Alaclor 513869,0 569425,0 586788,3 5566941 14,0
Lindano 142680,2 133869,5 175929,6 150826,4 20,0
Parationa Metilica 295122,7 335871,5 326517,5 319170,6 16,6
Dieldrin 358991,5 313174,6 4175511 363239,1 19,6
Endrin 516615,3 463831,0 602639,8 527695,4 18,0
4,4- DDT 151062,1 128327,8 173286,4 150892,1 22,4

De acordo com os dados apresentados na Tabela 2.9 os coeficientes de
variagdo para as analises realizadas em trés dias distintos foi menor que 23% para
todos os compostos estudados conferindo assim boa precisdao ao método.

Para a determinacdo do fator de enriquecimento construiu-se curvas no
solvente para cada agrotoxico avaliado e calculou-se a concentragdo para cada
amostra. Os fatores de enriquecimento obtidos para os compostos variaram entre 3 e
93, exceto para o dieldrin que na concentracao estudada n&o apresentou fator de
enriquecimento, conforme mostrado na Tabela 2.10. Os valores obtidos estdo numa
faixa maior que os relatados por Salemi e colaboradores (2013) para extragdo de
organofosforados em solo que foi de 1,4 a 12,7 ug kg o que indica um fator de

enriquecimento satisfatorio para analise desses compostos. [41].

Tabela 2.10- Fator de enriquecimento para cada um dos principios ativos

avaliados
Composto Fator de enriquecimento
Trifluralina 12
Alaclor 4
Lindano 66
Parationa 93
Dieldrin 1
Endrin 8
4,4- DDT 3

4.3 Amostras fortificadas de solo

O procedimento foi aplicado para analise de 3 amostras de solo coletadas na
regiao do municipio de Manhuagu-MG. Os resultados mostraram que em nenhuma
das 3 amostras foram encontradas contaminacdes pelos compostos estudados. Para
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avaliar os efeitos da matriz na extragao dos agrotoxicos, as amostras foram fortificadas
em concentragdes iguais a 1, 3 e 5 vezes o limite de quantificacdo de cada agrotéxico.

As porcentagens de extragdo para os analitos variaram entre 61,5- 123,5%
conforme mostrado na Tabela 2.11 demonstrando que o método é adequado para
determinacdo de agrotoxicos em amostras de solo. Essa determinacdo da
recuperacao foi realizada usando uma curva analitica com superposicao de matriz a
qual foi preparada obtendo extratos de brancos fortificados em diferentes

concentracgoes.

Tabela 2.11- Porcentagem de recuperacéo para amostras fortificadas de solo

Composto Fort.” Solo 1 Solo 2 Solo 3
(Mg kg") (% rec.**+RSD***) (% rec.tRSD) (% rec.+RSD)
Trifluralina 0,8 87,8+28 100,8+6,0 76,416,8
2,4 920+2,4 108,319,2 99,1+3,1
4,0 111,51+4,8 76,616,1 109,2+3,6
Alaclor 1,1 113,54£7,9 81,4+3,5 77,8t5,4
3,3 100,119,0 94,0+0,5 92,3+8,5
55 106,5%1,7 96,0+6,1 103,0£2,3
Lindano 0,3 94,0+3,1 100,816,0 104,1£14,3
0,9 102,4+0,3 92,3+3,5 104,3+2,4
1,5 97,846,4 61,0+0,1 80,8+4,3
Parationa Metilica 0,5 98,5+ 3,8 106,6+3,8 112,644,0
1,5 110,87 ,1 86,3+16,4 79,519
25 70,0+0,7 73,9+ 11,0 71,0£2,0
Dieldrin 0,9 82,1+3,2 92,4127 105,2+4,7
2,7 111,949,9 114,3+8,1 118,3+2,3
4,5 110,0+1,2 109,4+14,3 106,3+2,1
Endrin 1,0 94,1+10,1 101,3+6,5 96,3+10,0
3,0 89,416,2 82,5+11,6 84,016,4
5,0 123,5+1,6 111,3+11,1 98,3+12,0
4,4'-DDT 1,8 119,2+0,6 109,8+8,6 119,6+2,7
54 97,6+0,7 97,6+ 18,7 110,7+ 13,6
9,0 85,47 4 81,3+2,6 96,2+9,6

*Fortificagéo ** % rec. (porcentagem de recuperacgéo relativa) ***RSD (desvio padréao relativo)

Avaliou-se através da ANOVA com teste post-hoc de Tukey ao nivel de 95%
de confianga se as porcentagens de recuperagado relativas para os niveis de
concentragao estudados apresentavam diferencga significativa entre si. Para a amostra
de solo 1 apenas os compostos trifluralina, endrin e 4,4’- DDT apresentaram diferenca
nas recuperagdes. Para a amostra de solo 2 os compostos ftrifluralina e alaclor
apresentaram tal diferenga, enquanto que no solo 3 a trifluralina e a parationa metilica
apresentaram tal diferenca. Esse comportamento pode ser devido as caracteristicas
do solo, embora ainda se faca necessaria uma caracterizacdo dos mesmos para

confirmar tal afirmativa.
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5- CONCLUSOES

A extracao solido-liquido com particao a baixa temperatura hifenada com a
microextracdo em gota unica € uma nova técnica de extragdo que associada a
cromatografia gasosa permitiu a determinagao multirresiduos de agrotéxicos em solo.

A hifenacdo permitiu a unificagdo das vantagens das duas técnicas pela
SLE/LTP obteve-se extratos relativamente puros, com remocdo do material
particulado e da turbidez da amostra, e a microextragdo em gota unica permitiu que a
analise fosse realizada em concentragdes da ordem de pug kg™.

O método desenvolvido é simples, com pequeno numero de etapas de
manipulagdo da amostra, e de baixo custo quando comparado a métodos tradicionais,
uma vez que faz uso de um pequeno volume de solvente organico e de equipamentos
simples no processo de extragao.

O método é seletivo, preciso, exato e com um elevado fator de enriquecimento,
exceto para o dieldrin que este foi igual a 1.Além disso, foi possivel aplicar a SDME
em amostras solidas, como por exemplo o solo.

Esse método se mostrou linear para os compostos avaliados exceto para o
endrin o qual o modelo de regresséao linear ponderado n&o se aplicou

O método foi aplicado em solos da regido de Manhuagu-MG e nao foram
encontradas contaminagdes por residuos desses agrotoxicos em nenhuma das
amostras analisadas. Essas amostras foram entao fortificadas com baixos niveis de
concentragado e as porcentagens de recuperagéo estiveram na faixa de 61- 123,5%
indicando que o método € adequado para analise de agrotoxicos em solo em baixos

niveis de concentragao.
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Capitulo 3 — Hifenacao das técnicas extragcao QUEChERS com
a microextracao em gota unica para a determinacao de

residuos de agrotéxico em solo

1- INTRODUCAO

O método de preparo de amostra ideal deve apresentar, seletividade,
linearidade, baixos limites de detec¢do e quantificagcdo, tudo isso, aliado a um
pequeno numero de etapas e um baixo custo.

Em 2003, Anastassiades e colaborados, [42] introduziram um novo
procedimento de preparo de amostras para extracdo de residuos de pesticidas
denominado QUEChERS (do inglés Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe
Method). Esse método proposto tem algumas vantagens que segundo seu titulo
seriam rapido, facil, econdmico, efetivo, robusto. Durante o seu desenvolvimento,
grande énfase foi dada para a obtengao de um procedimento dindmico, que pudesse
ser aplicado em qualquer laboratdrio.

O método QUECHhERS original envolve uma extracao inicial de 10 g de amostra
com 10 mL de acetonitrila, seguida por particao liquido-liquido formada pela adigéo
de 4g MgSO4 anidro, que tem a funcao de remover o excesso de agua da amostra; e
mais 1 g de NaCl, para o ajuste da forga iGnica. A remogao da agua residual e clean-
up sao realizadas ao mesmo tempo, usando um procedimento rapido chamado
extracao em fase sdlida dispersivo, em que 150 mg MgSO4 anidro e 25 mg de sorvente
amina primaria secundaria (PSA) sao simplesmente misturadas com 1mL extrato de
acetonitrila. A utilizacdo de acetonitrila como solvente possibilita a extragdo de uma
menor quantidade de co-extrativos lipofilicos provenientes da amostra, como por
exemplo, ceras, gorduras e pigmentos.

O PSA tem a fungao de remover agucares, acidos graxos, acidos organicos e
pigmentos. [42]

A etapa de limpeza é essencial para promover robustez e confiabilidade aos
resultados obtidos pelo sistema cromatografico, uma vez que componentes nao-

volateis da matriz podem ficar aderidos no sistema de injecao e também na coluna
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cromatografica, alterando a resposta do sistema.

Quando comparado com métodos comumente utilizados para analise de
residuos de pesticidas em alimentos, observa-se que a relagcéo entre a quantidade de
amostra: solvente obtida no método QUEChERS é baixa. Portanto, se a matriz ndo é
uma fonte de ruidos na etapa de analise isto pode conduzir, no método QUEChERS,
a valores de LQ mais elevados, para o mesmo volume de injecdo que outros métodos.

O Fluxograma da Figura 3.1 representa de forma resumida o método
QUECHERS original.
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10g de amostra
(Tubo de Teflon)

10 mL ACN

Agitar vigorosamente por 1 mir

4 g de MgSQ@e 1 g NaCl

Agitar vigorosamente por 1 mir

Adicionar Padrao Interno

Transferir para outro tubo 1 mL de extrato
adicionar 150 mg de MgS@ 25 mg PSA

Agitar 30 segundos

Andlise Cromatogréfica

Figura 3.1- Fluxograma do método QUEChERS original.

O método QUECHhERS foi modificado ao longo do tempo para as mais diversas
matrizes, como por exemplo o proposto por Dong, 2009 e colaboradores para
determinacao de metaflumizona em solo no qual se faz uso 10,0 g de amostra e 10
mL de acetonitrila, etapas de agitagéo, adicao de sais (NaCl e MgSQOa), centrifugacao
e clean up (uso de PSA) para posterior analise por cromatografia gasosa [ 43 ].

Semelhante a extragdo solido-liquido com particido em baixa temperatura o
método QUEChERS nao apresenta elevado fator de enriquecimento. E este se faz
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necessario, para atingir limites cada vez mais baixos. Neste contexto o uso de uma
técnica de pré-concentragao durante o método se torna necessario.

Baseado nisso, o objetivo deste trabalho € propor um novo método de extragao
que alie as vantagens do método QUEChERS e da microextragdo em gota unica para

a determinacéo de residuos de agrotdxicos em amostras de solo.
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2-OBJETIVOS

Objetivos gerais

Desenvolver um método que combine o QUEChERS e a técnica microextragcdo em
gota unica (SDME) para a extragéo e analise dos principios ativos trifluralina, lindano,
dieldrin, endrin e 4,4’-DDT em solos por cromatografia gasosa com detector por

captura de elétrons.

Objetivos especificos

» Otimizar a associacao da técnica de extracdo QUEChERS com o técnica SDME

para a extragao dos compostos estudados em solo.

» Validar o método proposto para os analitos, analisando as seguintes figuras de
mérito: seletividade, limite de deteccao, limite de quantificagao, linearidade, preciséo

intermediaria, exatidao e fator de enriquecimento.
» Aplicar o método hifenado em amostras de diferentes solos.

» Comparar os métodos QUEChERS-SDME e SLE/LTP-SDME para andlise de

agrotdxicos em solo.

65



Capitulo 3- Materiais e Métodos

3- MATERIAIS E METODOS

3.1. Preparo de solugées-padrao

Solugdes-padrao estoque de cada agrotoxico, na concentragdo de 1000,0 mg
L', foram preparadas pela solubilizagdo de padrées de ftrifluralina (99,3% m/m),
lindano (99,8% m/m), dieldrin (97,9% m/m), endrin (99,3% m/m), 4,4’- DDT (98,8 %
m/m), (Sigma-Aldrich), em acetonitrila grau HPLC da Sigma. Preparou-se solu¢des de
trabalho nas concentragdes de 10,0 mg L™, a partir da diluigdo das solugdes-padrao
estoque, em acetonitrila que foram preparadas e armazenados conforme descrito no

capitulo 1.
3.2. Amostras de solo

Para a realizacdo da otimizacdo e validacdo do meétodo foram utilizadas
amostras de argissolo Vermelho-Amarelo, coletadas no vale da agronomia na
Universidade Federal de Vicosa em Vicosa-MG. As amostras de solo foram coletadas
a uma profundidade de 0 — 20 cm. Apds as coletas as amostras foram secas ao ar,

destorroadas e peneiradas em malha de 2 mm.

3.3. Combinacgao das técnicas extragdo QUEChERS com a microextragdo em

gota unica
3.3.1. Preparo e fortificagao das amostras solo

Amostras de solo de massa igual a 10,0000 g foram transferidas para frascos
de polipropileno de 50,0 mL de capacidade, e fortificadas com volumes variando de 5
a 35 pL da solugao de trabalho (10 mg L") contendo os cinco agrotoxicos. As amostras
fortificadas foram deixadas em repouso por aproximadamente 2 horas em recipiente
aberto, para que houvesse maior interagdo dos agrotdoxicos com a amostra e para a
evaporagao do solvente. Posteriormente, estas amostras foram submetidas aos

procedimentos de extragdo dos cinco agrotdxicos avaliados.
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3.3.2. Extracao dos agrotéxicos em solo

O método de extragéo consistiu em colocar 10,0000 g de amostra de
solo em contato com um volume de mistura extratora constituida por 5,0 mL de agua
e 10,0 mL de acetonitrila. A mistura foi homogeneizada por 30 min em mesa
agitadora. Em seguida, apés a adicao de 4,0 g de MgSO4 e 1,0 g de NaCl , a mistura
foi agitada por 2 min no vortex e centrifugada a 2100 rpm por 5 minutos. Apds a
centrifugagéo, 1,0 mL do sobrenadante foi recolhido e diluido em 29 mL de agua Mili-
Q em frasco de vidro de 35,00 mL com tampa de teflon e septo de silicone. Uma
microsseringa de 10 yL com agulha de ag¢o (701 RN, Hamilton, USA) contendo n-
hexano foi introduzida no frasco e a ponta da agulha foi mergulhada na amostra
aquosa. O émbolo foi empurrado lentamente expondo a microgota na solugéo a cerca
de 4 centimetros de profundidade. Uma microgota de 1,6 uL foi mantida em contato
com a amostra sob agitagdo durante 30 minutos a 17 °C. Apds a extragao 1,0 pL foi
injetado no CG/DCE. Antes de cada extragdo a microsseringa foi lavada com solvente
extrator para garantir limpeza completa e eliminagao de bolhas de ar.

Os extratos foram analisados utilizando um cromatégrafo a gas (Shimadzu GC-
2014) com detector por captura de elétrons (CG-DCE) localizado no laboratério de
quimica analitica (LAQUA) pertencente a Universidade Federal de Vigcosa, e as

concentragdes dos agrotéxicos foram determinadas.

3.4. Otimizacgao da hifenagao das técnicas extragao sélido liquido com particao

em baixa temperatura e microextragao em gota Unica

A otimizacao da hifenagao das técnicas foi realizada em duas etapas, sendo a
primeira a etapa do método de extracdo QUEChERS adaptada de Dong 2009 e
colaboradores [43] no qual uma das etapas de adicado de sal, agitagao e centrifugacao
foi substituida pela recuperacdo em 29 mL de agua milli-Q e a segunda a da SDME

foi descrita no item 3.3 do capitulo 1.

3.5. Analise cromatografica

As analises qualitativas e quantitativas dos cinco principios ativos avaliados
foram realizadas em cromatografo a gas Shimadzu, modelo GC-2014, com detector

por captura de elétrons (DCE).
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As condigbes cromatograficas otimizadas para as analises foram idénticas as
descritas no capitulo 1 uma vez que os principios ativos foram alguns dos estudados

para as amostras de agua.

3.6. Validagcao do método analitico

As figuras de mérito avaliadas neste estudo para validagdo do método
QuUEChERS - SDME e analise por cromatografia gasosa com detector por captura de
elétrons (CG-DCE) foram seletividade, linearidade de resposta do método, limites de
deteccédo e quantificagdo, exatidao e precisao (repetitividade e precisdo intermediaria)
e fator de enriquecimento.

A identificacdo dos picos cromatograficos de cada composto foi realizada por
comparagao dos cromatogramas com os de padrdes puros em solvente organico e a

quantificacao foi realizada através de curvas de superposi¢cdo de matriz.

3.6.1. Seletividade

A seletividade do método analitico foi avaliada comparando-se cromatogramas
de extratos da matriz isenta dos agrotdxicos, com cromatogramas de extrato de uma
amostra fortificada com principios ativos de interesse na concentragido de 30ug L.
Foram preparados brancos das amostras de solo para confirmar a auséncia dos
agrotoxicos através da injecdo no cromatografo a gas com detector por captura de
elétrons e comparagao dos tempos de retencao dos agrotoxicos.

Todos os extratos foram preparados e analisados de acordo com a
metodologia otimizada.

Avaliou-se também as condi¢gdes cromatograficas que permitiram a separagao

de todos os picos dos agrotoxicos.
3.6.2. Linearidade de resposta do método

A linearidade de resposta do método foi determinada pela injecao de extratos
obtidos de amostras fortificadas em 7 concentragdes distintas em triplicata dos
principios ativos trifluralina, lindano, endrin, dieldrin, 4,4’- DDT variando de 5 a 35

ug kg' submetidas a técnica de extragdo otimizada.
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Ap0s a analise cromatografica dos extratos foram construidas curvas analiticas,

relacionando as areas dos analitos com as concentragdes mencionadas.

3.6.3. Limite de deteccao e limite de quantificagcao do método

Para determinacao dos limites de detecgao e de quantificagao foi construida
uma curva analitica usando amostras fortificadas de solo isentas dos compostos de
interesse na faixa proxima aos limites de deteccdo. O limite de detecgcao é expresso

como:
S
LD =33[]

onde s € a estimativa do desvio padrdo da resposta e S é a inclinagao da curva

analitica. Analogamente o limite de quantificagcao € expresso por:
LQ =10 >

3.6.4. Exatidao

Para a avaliacdo da exatidao do método de QUEChERS-SDME proposto foram
realizados ensaios de recuperagdo. Nestes os agrotdxicos foram adicionados as
amostras de solo em concentragdes iguais a uma, seis e doze vezes os seus limites

de quantificacdo e o procedimento de extragédo otimizado foi aplicado.
3.6.5. Precisao

Por um estudo intralaboratorial avaliou-se a precisdo do método, na qual foi
estudada a repetitividade e a precisado intermediaria. Os ensaios de precisdo podem
ser realizados em sete repeticdes em um nivel de concentragcdo. As concentragdes
escolhidas para o estudo foram iguais a 20 ug kg™!, concentragédo central em relagao

a faixa de trabalho estudada.
3.6.5.1. Repetitividade

A repetitividade, de acordo com o que é recomendado pelo INMETRO [20], foi
avaliada pelo preparo, injecdo e analise no mesmo dia de sete extratos de amostras
de solo fortificadas com os cinco agrotoxicos, e submetidas a técnica de extracao
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otimizada, em concentra¢des iguais a 20 yg kg para cada agrotdxico. Para tal
avaliacdo, determinou-se os coeficientes de variagao (CV) referentes a da area do
analito para cada agrotoxico.
3.6.5.2. Precisao intermediaria

A precisao intermediaria foi avaliada por meio da resposta cromatografica dos
agrotoxicos em estudo, e seus respectivos coeficientes de variagéo, obtidos da analise
dos extratos de sete amostras de solo fortificadas com os agrotoxicos estudados, e
submetidas pela técnica de extragdo otimizada, iguais a 20 ug kg para cada

agrotoxico, em trés dias diferentes (1° 5° e 7° dia).
3.7. Determinagao do fator de enriquecimento

ApoOs a otimizagdo da técnica de SLE/LTP-SDME e analise por CG-DCE, a
mesma foi empregada na extragdo e analise de 3 amostras de solo contendo os
agrotoxicos estudados. Essas amostras foram fortificadas de modo a obter extrato
organico com os agrotoxicos que quando diluido em 30,0 mL de agua milli-Q na
concentragéo de 0,6 ug L.

Para as quantificacbes foram construidas curvas analiticas para cada
agrotoxico a partir da injecao direta de triplicatas de solugbes-padrao dos compostos

em solvente organico na faixa de concentragéo de 10 a 100 ug L.

3.9. Amostras de solo fortificadas

O procedimento otimizado e validado foi aplicado para analise de agrotdxicos
em 3 amostras de solo coletados na cidade de Manhuacgu, Minas Gerais. A Tabela 3.1
mostra a localizagao dos pontos de coleta. As amostras foram fortificadas em 2 niveis
de concentracdo (10 e 35 ug kg') para cada um dos compostos estudados e a
porcentagem de recuperacgao relativa foi calculada.

Tabela 3.1- Localizagdo dos pontos onde foi realizada a coleta das amostras

e as principais propriedades fisico-quimicas dos solos

Ponto Coordenadas UTM Areia + Silte Argila Classe pH MO (dag

23K SAD 69 (g kg™ (gkg') Textural dm3)
1 6797322/ 7746237 588 412 Argiloso 5,2 2
2 6796951 / 7739806 612 388 Argiloso 5,9 4
3 6805163 / 7738355 625 375 Argiloso 4,6 2
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3.10. Analise Estatistica

Os dados obtidos foram comparados através da ANOVA com Post-Hoc teste

Tukey ao nivel de 95% de confiancga utilizando software Statistica® 8.

3.11. Comparacgao das técnicas QUEChERS- SDME e SLE/LTP- SDME

As técnicas foram comparadas através das figuras de mérito da validagao:
repetitividade, precisao intermediaria, limites de deteccdo e quantificagcdo e
recuperacdo. Foram também avaliados para fins comparativos os fatores de
enriquecimento dos dois métodos propostos.

Além disso foi comparada a execugao pelo analista de ambas hifenacdes,
sendo que o mesmo analista executou os dois métodos e descreveu em termos de

frequéncia analitica e dificuldades de execugéo dos mesmos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Otimizagao do método analitico

4.1.1. Otimizacgao da hifenagao das técnicas extragao sélido liquido com particao

em baixa temperatura e microextragcao em gota unica

O novo método proposto que trata da hifenacdo das técnicas de extracéo
QuUEChERS e SDME consiste na adaptagédo e juncdo dos métodos propostos por
Dong e colaboradores 2009 que utiliza QUEChERS para a determinagdo de
metaflumizona em solo [43] e do proposto no capitulo 1 para determinagao de
residuos de agrotdxicos em agua usando SDME.

O método proposto por Dong 2009 consiste em adicionar 5,0 mL de agua e
10,0 mL de acetonitrila em 10,0 g de solo e agitar vigorosamente por 30 min. Em
seguida adicionar 1,0 g de NaCl e 4,0 g de MgSOyg4 e agitar por 2 minutos em vortex,
centrifugar por 5 min a 2100 rpm. Apds a centrifugagédo 1,0 mL do extrato organico é
recolhido e a este é adicionado 30 mg de PSA (amina primaria-secundaria) e 200 mg
de MgSO4 e entdo a mistura é agitada por 1 min no vortex e levada a centrifuga por
5 minutos a 2100 rpm. [43]

No desenvolvimento do método as etapas de adicdo de PSA, MgSO4, agitagao
em vortex por 1 minuto e centrifugagcao foram substituidas pela diluicdo de 1,0 mL do
extrato recuperado em 29 mL de agua Milli-Q, aplicando-se posteriormente a técnica
SDME conforme descrita no capitulo 1.

A fim de verificar se a eficiéncia da extracdo, amostras de solo foram fortificadas
na concentragdo de 50 ug kg™! e submetidas ao método proposto e analisando-se os
extratos por cromatografia gasosa com detector por captura de elétrons obteve-se

resposta cromatografica satisfatéria indicando que o método extraia os compostos.

4.1.2. Método otimizado

O método de extracao consistiu em colocar 10,0000 g de amostra de
solo em contato com um volume de mistura extratora na propor¢édo de

aproximadamente 1:2 fase aquosa/fase orgéanica constituida por 5,0 mL de agua e

72



Capitulo 3- Resultados e Discussao

10,0 mL de acetonitrila. A mistura foi homogeneizada em mesa agitadora por 30 min
adicionando-se posteriormente 1,0 g de NaCl e 4,0 g de MgSO4.A mistura foi
homogeinizada em vortex por 2 min e posteriormente centrifugada a 2100 rpm por 5
min. Apos essa etapa, 1,0 mL do sobrenadante foi recuperado em 29 mL de agua Mili-
Q em frasco de vidro de 35,00 mL com tampa de teflon e septo de silicone. Uma
microsseringa de 10 yL com agulha de ag¢o (701 RN, Hamilton, USA) contendo n-
hexano foi introduzida no frasco e a ponta da agulha foi mergulhada na amostra
aquosa. O émbolo foi empurrado lentamente expondo a microgota na solugdo a cerca
de 4,0 centimetros da coluna de agua. Uma microgota de 1,6 uL foi mantida em
contato com a amostra sob agitagado durante 30 minutos a 17 °C. Apés a extragéao 1,0
ML foi injetado no CG/DCE. Antes de cada extracdo a microsseringa foi lavada com
solvente extrator para garantir limpeza completa e eliminagao de bolhas de ar.
Os extratos foram analisados utilizando um cromatégrafo a gas (Shimadzu

GC-2014) com detector por captura de elétrons (CG-DCE).

4.2. Validagao do método analitico

Para avaliar a seletividade injetou-se um extrato do branco da matriz isenta
de agrotoxicos e o extrato de uma amostra fortificada e comparou-se a nao existéncia
de picos no cromatogramas do branco da matriz no mesmo tempo de retencédo dos
compostos de interesse. A Figura 3.2 mostra a sobreposi¢ao dos cromatogramas do

branco (A) e uma amostra fortificada (B).
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Figura 3.2- Cromatogramas do branco de amostra de solo (A) e amostra
forticada a 50 ug kg™ (B). Os picos mostrados 1. Trifluralina (tr = 3,56), 2. Alaclor (tr
= 3,56),3. Endrin (tr = 7,14), 4. Dieldrin (tr=7,82) € 5. 4,4’- DDT (tr = 10,02).

Como é possivel observar na Figura 02 o cromatograma do branco da matriz
(A) ndo apresenta picos no tempo de retengcdo dos compostos estudados, portanto,

o método é seletivo para tais principios ativos.

A linearidade de resposta do método foi determinada pela inje¢cao e analise de
extratos obtidos de amostras fortificadas em cinco concentragdes diferentes em
triplicata dos principios ativos submetidas ao método otimizado e validado.

Apds andlise cromatografica destes extratos foram construidas curvas
analiticas, relacionando as areas picos dos analitos com as concentrag¢des, obtendo-
se assim as equacoes de reta e os coeficientes de correlagcdo. A Tabela 3.2 apresenta
a equacao obtida pelo método de regresséo linear, assim como, o valor para o
coeficiente de correlagao (r) para cada um dos cinco compostos. A faixa de trabalho
para os compostos foi de 5 a 35 ug kg".

Tabela 3.2- Valores para a faixa de trabalho, equagdes de regressao linear e
os coeficientes de correlagdo para determinagao dos agrotéxicos em solo usando o
método hifenado QUEChERS-SDME

Agrotoxico Equacgao r

Trifluralina y=4247,2x - 16916 0,996
Alaclor y=9532,7x -31460 0,996
Endrin y = 4371,8x- 12954 0,991
Dieldrin y=4581,4x - 9418,8 0,993

4.4’- DDT y=986,8 x - 4380 0,991
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O método de regressao linear para todos compostos mostrou boa adequacgao
uma vez que os valores dos coeficientes de correlagéo (r) foram maiores que 0,99
satisfazendo as recomendacdes do IMETRO [20] e da Anvisa, [19], além disso foi feita
a analise do grafico de residuos a fim de comprovar a homocedasticidade dos dados.

A Figura 3.3 mostra o grafico de residuos para o ajuste linear para o agrotéxico
trifluralina, sendo que para os demais compostos estudados observou-se
comportamento semelhante. O grafico de residuos apresentou distribuicdo uniforme
caracterizando um comportamento homocedastico e portanto, as incertezas obtidas
no modelo de regressao sao confiaveis. Esse padrdo também indica um bom ajuste
do modelo aos dados experimentais concluindo-se entado, que a faixa de trabalho é

linear para todos os compostos.
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Figura 3.3 - Grafico de residuos para o ajuste linear para as respostas
cromatograficas do principio ativo trifluralina

Os valores de LD e o LQ do método proposto foram determinados usando os
parametros da curva analitica calculados usando o software Microsoft Excel®. Os
valores encontrados para os limites de deteccdo e quantificacdo para o método

QUEChERS-SDME para amostras de solo foram mostrados pela Tabela 3.3.
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Tabela 3.3- Limite de deteccao (LD) e limite de quantificagdo (LQ) do método
QuUEChERS- SDME para os agrotoxicos estudados em amostra de solo

Agrotdxico LD (ug kg™ LQ (ug kg™)

Trifluralina 0,54 1,65
Alaclor 0,64 1,94
Endrin 0,54 1,80
Dieldrin 0,41 1,38

4.4'-DDT 0,99 3,30

Pelos valores mostrados na tabela conclui-se que o método proposto apresenta
baixos limites de deteccdo e quantificagcdo. Os valores encontrados nesse trabalho
apresentam uma faixa menor para os limites de quantificacdo do que os valores
relatados por Rouviére e colaboradores (2012) [44] para andlise de organoclorados
aromaticos em amostra de solo cuja faixa variou de 2 a 2117 ug kg™' assim como por
Dankyi e colaboradores (2014) [45] para a determinagdo de neonicotindides em solo
cuja faixa variou de 2 a 9 yg kg' usando QUEChERS modificado.

Nos ensaios de recuperagao os agrotoxicos foram adicionados em amostras de
solo em concentragdes iguais a 10, 20 e 35 ug kg'. Os ensaios foram realizados em
triplicatas independentes conforme o método otimizado nas amostras de solo.

Na Tabela 3.4 estdo os resultados obtidos para recuperacao relativa dos
agrotoxicos em solo, bem como os coeficientes de variagdo (CV) referentes as
porcentagens de recuperacgao relativa de cada um dos compostos nos 3 niveis de

concentracgao.
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Tabela 3.4- Porcentagens de recuperagao relativa média e coeficientes de variagéo
(CV) obtidos na determinacdo dos agrotéxicos em em trés niveis de concentragdes
diferentes pelo método hifenado QUEChERS-SDME

Agrotoxico  Conc. da amostra (ug kg') Recuperagéo* (%) CV(%)
Trifluralina 10 106,5 6,6
20 102,4 2,4
35 90,0 1,9
Alaclor 10 109,6 7,9
20 104,8 8,7
35 101,0 2,4
Endrin 10 82,3 6,5
20 86,7 2,7
35 78,8 2,0

Dieldrin 10 111,7 10,5
20 108,3 9,5
35 100,7 9,4
4,.4- DDT 10 107,1 13
20 108,3 6,8
35 104,4 4,3

*recuperacao relativa

De acordo com o Manual de Garantia da Qualidade Analitica (MAPA) [23] para
niveis de concentragdes baixas sao aceitaveis porcentagens de recuperacao na faixa
de 80 e 120%. Como os niveis de concentragdo avaliados sao baixos os resultados
mostrados na Tabela 3.4 estdo em conformidade com as exigéncias do MAPA [23]
sendo o método considerado exato.

A repetitividade € um dos parametros empregados para se avaliar a precisao,
e definido como o grau de concordancia entre os resultados, sob as mesmas
condigdes de medicao. [20]

A repetitividade do método QUEChERS-SDME para os cinco agrotéxicos
estudados em amostras de solo foi estudada pelo calculo da estimativa do coeficiente
de variacao de sete repeticdes independentes da método otimizado (n=7), ou seja,
pelo preparo, injecao e analise no mesmo dia de sete extratos de amostras de solo
fortificadas pelos principios ativos, em concentragdes iguais a 20 ug kg ' para cada
agrotoxico. A Tabela 3.5 mostra os valores de area média assim como os coeficientes
de variacao para cada agrotoxico.
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Tabela 3.5- Area dos analitos e coeficientes de variacdo (CV) obtidos para

analise dos sete extratos obtidos de amostras de solo fortificadas com os agrotoxicos

Agrotéxico Area do analito Coeficiente de variagao (%)
Trifluralina 67380,5 9,5

Alaclor 169507,5 18,9

Endrin 89009,6 17,6

Dieldrin 87823,9 17,1
4,4- DDT 15264,2 17,1

Esses resultados indicam boa repetitividade, ja que para todos os compostos
no nivel de concentracado estudado sao aceitos coeficientes de até 20% de acordo
com o MAPA [23].

A preciséo intermediaria € o outro parametro utilizado para se determinar a
precisdo de um método e se refere a precisdao avaliada sobre a mesma amostra,
utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério, mas definindo a(s) condigao(des)
a variar, tais como: diferentes analistas, equipamentos ou tempos [20].

A precisao intermediaria do método foi verificada através das areas dos analitos
e seus respectivos coeficientes de variagédo, obtidos pelo preparo, inje¢cao e analise
dos extratos de amostras de solo fortificadas pelos agrotéxicos em concentragdes
iguais a 20 ug kg™, e submetidas a técnica de extragéo otimizada em, em trés dias
diferentes (1°, 3° e 5° dia) e em sete repeti¢des independentes (n=21). Os resultados
obtidos estao dispostos na Tabela 3.6.

Tabela 3.6- Valores de areas médias e coeficientes de variacdo (CV) obtidos
pela analise de extratos obtidos de amostra de solo fortificada com os agrotéxicos, em

trés dias diferentes

Agrotoxico Area Area Area Média CV (%)
1° dia 3° dia 5° dia
Trifluralina 67380,5 58137,5 63739,8 63085,9 7,4
Alaclor 169507,5 118143,5 140888,0 142846,3 18,0
Endrin 89009,6 71550,7 88064,0 82874,8 11,8
Dieldrin 70042,0 52.434 1 63040,0 61838,7 14,3
4,4'- DDT 10958,9 8601,4 10101,3 9887,2 12,1

De acordo com os dados apresentados na Tabela 3.6 os coeficientes de
variagao para as analises realizadas em trés dias distintos foram menores que 20%
para todos os compostos estudados conferindo assim boa precisao ao método.

Para a determinacdo do fator de enriquecimento construiu-se curvas no
solvente para cada agrotdxico avaliado e calculou-se a concentragao para cada
amostra. A concentracdo apds a diluigao de 1,0 mL do extrato orgéanico em 29,0 mL
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de agua Mili-Q era de 0,67 ug L. Os fatores de enriquecimento obtidos para os
compostos variaram entre 13,6 e 49, conforme mostrado na Tabela 3.7. Os valores
obtidos estdo, assim como da hifenagdo SLE/LTP-SDME, numa faixa maior que os
relatados por Salemi e colaboradores (2013) para extragdo de organofosforados em
solo que foide 1,4 a 12,7 [41].

Tabela 3.7- Fator de enriquecimento para cada um dos principios ativos
avaliados

Composto Fator de enriquecimento
Trifluralina 21,5

Alaclor 49,0

Dieldrin 30,4

Endrin 21,3
4,4-DDT 13,6

4.3 Amostras fortificadas de solo

O procedimento foi aplicado para analise de 3 amostras de solo coletadas na
regiao do municipio de Manhuagu-MG. Os resultados mostraram que em nenhuma
das 3 amostras foi encontrada contaminagdo pelos compostos estudados. Para
avaliar os efeitos da matriz na extragao dos agrotoxicos, as amostras foram fortificadas
em concentragdes iguais a 10 e 35 ug kg™ para cada agrotoxico.

As porcentagens de extracdo para os analitos variaram entre 26-153,%
conforme mostrado na Tabela 3.8 demonstrando que o método é adequado para
determinagcdo de agrotoxicos em amostras de solo ja que para a maioria dos
compostos nos diferentes solos ficou dentro de 70 a 120%. Os valores que estao fora
dessa faixa indicam que esses compostos sofrem efeito de matriz. Essa determinacéao

da recuperacéo foi realizada usando uma curva analitica com superposi¢cao de matriz.
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Tabela 3.8- Porcentagem de recuperacéo para amostras fortificadas de solo

Composto Fort.” Solo 1 Solo 2 Solo 3
(ug kg") (% rec** . +RSD***) (% rec.tRSD) (% rec.+RSD)

Trifluralina 10 143,2 10,4 153,810,1 131,7+0,8
35 921+2,5 71,6123 62,6+3,6
Alaclor 10 133,4+0,3 135,5+0,1 139,5+0,8
35 104,612,3 63,91£3,9 70,0+0,2
Endrin 10 133,010,3 97,7+0,03 134,810,4
35 119,614 ,1 80,7+0,07 70,6+1,5
Dieldrin 10 113,0£1,4 131,810,5 120,5+0,1
35 93,0+0,8 57,9+2,8 54,6+3,8
4,4- DDT 10 77,4+0,5 91,3+0,8 92,6+0,6
35 54,2+3,1 40,1+3,15 26,6+3,3

*Fortificagdo ** % rec. (porcentagem de recuperagéo relativa) ***RSD (desvio padrao relativo)

Pelos valores apresentados na Tabela 3.8 observou-se que para a maioria dos
compostos o efeito de matriz € apresentado quando o agrotéxico se encontra em uma
concentracdo mais baixa. Esses resultados estdo em conformidade com os
apresentados por Sousa e colaboradores, 2012 que avalia o efeito de matriz de

diversos agrotdxicos em diversas matrizes incluindo solo [46].
4.4. Comparagao das técnicas QUEChERS- SDME e SLE/LTP- SDME

A Tabela 3.9 apresenta uma comparagao entre as principais figuras de mérito da
validagao das técnicas QUEChERS- SDME e SLE/LTP- SDME.
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Tabela 3.9- Comparacéao entre as principais figuras de mérito da validagédo das técnicas QUEChERS- SDME e SLE/LTP-SDME

Agrotoxico Falx?u%ekgﬁt))alho (ungE)g'1) (ugLSg'U Repe(ﬁ(;[i\\,';dade Int er;_rf ‘(:(':v %) Rec** FE**
SLE/LTP- QuEChER SLE/LTP- QUEChERS- SLE/LTP QUEChERS- SLE/LTP- QUEChERS- SLE/LTP- QuUEChERS- SLE/LTP- QUEChERS- SLE/LTP- QUEChERS-
SDME S- SDME SDME SDME -SDME SDME SDME SDME SDME SDME SDME SDME SDME SDME
Trifluralina  0,8-9,2 535 0,255 0,54 0,8 1,65 11,4 9,5 12,1 7.4 90,6 106,5 12 215
Alaclor  1,2-135 535 0,375 0,64 1,2 1,94 13,0 18,9 14,0 18,0 98,6 109,6 66 49,0
Dieldin  1,0-12,0  5-35 0,333 0,54 1,0 1,80 17,2 17,6 19,6 11,8 99,5 82,3 1 30,4
Endrin  0,9-10,6 535 0,295 0,41 0,9 1,38 17,5 17,1 18,0 14,3 102,1 111,7 8 21,3
44-DDT 1,821,3 535 0,590 0,99 1,8 3,30 13,2 17,1 22,4 12,1 91,8 107,1 3 13,6
Lindano  0,27-3,5 - 0,090 - 0,27 - 18,8 - 20,0 - 83,8 - 4 -
Parationa  0,6-6,5 - 0,180 ; 0,6 - 16,7 - 16,6 - 99,9 - 99 -
Metilica

*Precisdo intermediaria
**Recuperacao relativa média
***Eator de enriquecimento
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Capitulo 3- Resultados e Discussao

Na hifenacéo das técnicas QUEChERS-SDME somente um décimo do extrato
organico é recolhido e diluido para 30,0 mL com agua milliQ para aplicagdo da
micrextragdo em gota unica. Enquanto na hifenagcdo SLE/LTP-SDME todo o extrato
organico é evaporado e os analitos recuperados em 30,0 mL de agua pra a SDME.
Mesmo sendo a massa da mostra da hifenacdo QUEChERS-SDME 2,5 vezes maior
que a massa da amostra da hifenagdo SLE/LTP-SDME a diluicdo € de
aproximadamente 1:30 ao passo que na SLE/LTP-SDME essa diluicdo seria de 4:30.
Pelos valores apresentados na Tabela 3.9 pode se observar que os fatores de
enriquecimento para a hifenagdo QUEChERS-SDME s&o maiores que os obtidos pela
hifenacdo SLE/LTP-SDME, exceto para o Alaclor.

Os limites de deteccao e quantificacdo da hifenagdo QUEChERS-SDME
apresentam valores maiores que os da hifenacdo SLE/LTP-SDME para todos os
agrotoxicos

Os valores encontrados para o coeficiente de variacdo ao se avaliar a
repetitividade dos métodos sao proximos, o que nos leva a concluir que ambos
apresentam repetitividade similares. o mesmo ocorre para os coeficientes de variacao
em dias diferentes, exceto para o composto 4,4’-DDT que apresentou menor
coeficiente de variacao inter-dia para o método hifenado QUEChERS-SDME.

As porcentagens de extragao relativas encontradas para os dois métodos
hifenados sao similares e estdo dentro das exigéncias dos érgaos normativos para as
faixas de concentracdo avaliadas.

Outro ponto importante a ressaltar € que para os compostos lindano e parationa
metilica na hifenacdo QUEChERS-SDME apresentou elevada dispersédo dos pontos,
nao apresentando assim boa linearidade, enquanto para SLE/LTP — SDME pode-se
observar uma relacgao linear na faixa de trabalho estudada.

Quanto a pratica laboratorial, ou seja, execugdo do método pelo analista a
hifenagdo QUEChERS-SDME apresenta um numero maior de etapas, tais como
pesagem dos sais, centrifugagdes, agitacao e transferéncias de volumes o que torna
0 processo mais demorado e laborioso do que a hifenagcdo SLE/LTP-SDME que
apresenta apenas uma etapa de agitagdo, congelamento e evaporacao.

No entanto, em termos das figuras de mérito da validacédo, pode-se concluir
qgue eles sao equivalentes podendo ser aplicados para determinagao de residuos de

agrotéxicos em amostras de solo.
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Capitulo 3 - Conclusdo

5- CONCLUSOES

A técnica de extragdo QUEChERS combinada com a microextragdo em gota
unica € uma nova técnica de extragdo que associada a cromatografia gasosa permitiu
a determinacédo multirresiduos de agrotoxicos em solo.

O acoplamento permitiu a unificacdo das vantagens das duas técnicas sendo
que o QUEChERS realizou o clean up da amostra e a microextragcdo em gota unica
permite que a analise seja realizada em concentragdes da ordem de ug kg™'.

Considerando o baixo custo, esse método se mostrou linear, seletivo, preciso,
exato e com um elevado fator de enriquecimento. Além disso, foi possivel aplicar a
SDME em amostras sdlidas, como por exemplo o solo.

Para amostras de solos fortificadas as porcentagens de recuperagao estiveram
na faixa de 26- 153,0 % indicando que o método é adequado para analise de
agrotoxicos em solo em baixos niveis de concentragdo e que para alguns compostos
principalmente em baixas concentracdes existe efeito de matriz.

Comparando-se as hifenacbées SLE/LTP- SDME e QuEChERS- SDME
observou-se que a SLE/LTP- SDME apresenta menores limites de detecgdo e
quantificacdo do que a QUEChERS- SDME, embora a QUEChERS- SDME apresente
maiores fatores de enriquecimento para a maioria dos composto. AS demais figuras
de méritos se mostraram semelhantes, sendo que a hifenagao SLE/LTP- SDME
apresenta menor numero de etapas.

Ambos métodos podem ser aplicados para a determinagdo de residuos de

agrotéxicos em amostras de solo.
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