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RESUMO

NORONHA, Luiz Manoel Silva de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro
de 2014. HIFENAGAO DAS TECNICAS DE EXTRAGAO SOLIDO-LIQUIDO COM
PARTICAO A BAIXA TEMPERATURA (SLE/LTP) E MICROEXTRAGAO LiQUIDO-
LIQUIDO DISPERSIVA COM SOLVENTE DE BAIXA DENSIDADE (LDS/DLLME)
PARA DETERMINAGAO DE AGROTOXICOS EM SOLOS POR GC/ECD.
Orientador: Anténio Augusto Neves. Coorientadores: Maria Eliana Lopes Ribeiro de
Queiroz e André Fernando de Oliveira.

Procedimentos de extracdo baseados nos principios da quimica verde tem sido
desenvolvidos desde 1990, com a miniaturizagdo tendo um papel importante. A
combinacdo da técnica extragao solido-liquido com particdo em baixa temperatura
(SLE/LTP) e a microextragdo liquido-liquido dispersiva com solvente de baixa
densidade (LDS/DLLME), juntamente com a cromatografia gasosa com detector por
captura de elétrons (GC/ECD) foi utilizada para a determinagdo de 2 agrotdxicos
organofosforados e 4 piretréides em amostras de solo. O extrato contendo os
analitos da etapa SLE/LTP foi empregado na etapa LDS/DLLME, substituindo o
solvente dispersor dessa etapa. No processo optimizado, a acetonitrila foi
selecionada como o solvente da etapa SLE/LTP (e também como solvente dispersor
da etapa LDS/DLLME), e tolueno foi usado como o solvente de extragcdo. Na
validacdo do método, os valores das recuperagdes da extragao ficaram na faixa de
87,6-102,5%, os limites de quantificagdo (LOQ) ficaram entre 3,0 e 10,0 ug kg™ e os
valores de desvio padrao relativo (RSD) ficaram entre 5,6 e 19,2%. A técnica
otimizada e validada foi aplicada em dois solos diferentes. Os valores de RSD
obtidos ficaram na faixa de 1,9-20,1% (solo 1) e 1,4-20,5% (solo 2), e as
recuperacgoes ficaram entre 98,0-117,7% (solo 1) e 108,0-173,5% (solo 2), nos niveis
de fortificacdo avaliados. A técnica hifenada se mostrou interessante por unir as
vantagens de clean-up e simplicidade da técnica de extracdo SLE/LTP e da
simplicidade, rapidez, baixo custo e alto fator de pré-concentracédo da técnica LDS /

DLLME na determinagao de agrotéxicos no solo.
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ABSTRACT

NORONHA, Luiz Manoel Silva de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
december, 2014. HYPHENATION OF TECHNIQUES SOLID-LIQUID EXTRACTION
WITH LOW TEMPERATURE PARTITION (SLE/LTP) AND LOW-DENSITY
SOLVENT DISPERSIVE LIQUID-LIQUID MICROEXTRACTION (LDS/DLLME) FOR
DETERMINATION OF PESTICIDES IN SOIL BY GC/ECD. Adviser: Antonio Augusto
Neves. Co-advisers: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz e André Fernando de
Oliveira.

Extraction procedures based on the principles of green chemistry have been under
development since the 1990s, with miniaturization playing an important role. Here, a
combination of solid-liquid extraction with low-temperature partitioning (SLE/LTP) and
low-density solvent dispersive liquid-liquid microextraction (LDS/DLLME) techniques,
coupled with gas chromatography with electron capture detection (GC/ECD), was
used to determine two organophosphorus and four pyrethroid pesticides in soil
samples. The extract containing the analytes from the SLE/LTP step was employed
in the LDS/DLLME step, substituting the dispersive solvent. The SLE/LTP step and
and LDS/DLLME step were optimized using factorial and univariate designs. In the
optimized procedure, acetonitrile was selected as the SLE/LTP solvent (and also as
DLLME dispersive solvent), and toluene was used as the extraction solvent. The
extraction recoveries were in the range 87.6 - 102.5 %, and the limits of quantification
(LOQ) were between 3.0 and 10.0 ug kg™'. The relative standard deviation (RSD)
values were between 5.6 and 19.2 %. The optimized and validated technique was
applied to two different soil samples. The RSD values obtained were in the ranges
1.9-20.1% (Soil 1) and 1.4-20.5% (Soil 2), and the recoveries were 98.0 - 117.7 %
(Soil 1) and 108.0 - 173.5% (Soil 2), at the fortification levels employed. The
hyphenated method was interesting for coupling the advantages of clean-up and
extraction technique (SLE/LTP) and of the simple, fast, cheap and high pre-
concentration rate microextraction (LDS/DLLME) in determination of pesticides in

soil.
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INTRODUGAO GERAL

1. AGROTOXICOS

Os agrotoéxicos séo substancias utilizadas no controle de pragas na produgao
de alimentos (agricultura e pecuaria), de forma intensiva, desde o inicio do século
XX (OPAS/OMS, 1997). No Brasil, o decreto-lei n°4.074/02, define agrotdxicos como
substancias ou conjunto de substancias destinadas a prevenir, destruir ou repelir
qualquer forma de agente patogénico de vida animal ou vegetal, que seja nociva ao
meio ambiente e ao homem, (BRASIL, 2002). Historicamente, agrotoxicos sao
utilizados pelo homem desde o inicio das civilizagdes, porém, no inicio dos anos 50,
produtos quimicos inorganicos, como arseniato de calcio, sulfato de cobre e
arseniato de enxofre ainda eram utilizados, sendo substituidos por compostos
organicos nos anos subsequentes (PLIMMER, 2001). Atualmente sao utilizados no
mundo, aproximadamente 500 ingredientes ativos, sendo que a maior parte € de
herbicidas, inseticidas e fungicidas (ZHANG et al., 2011). A partir de 2008, o Brasil
tornou-se o maior mercado consumidor de agrotéxicos, onde os herbicidas,
inseticidas e fungicidas também sao, nessa ordem, os agrotoxicos mais vendidos
(IBAMA, 2010).

Esses agrotoxicos podem ser classificados com base em sua finalidade
(herbicidas, inseticidas, fungicidas, acaricidas, etc), toxicidade (classe I, classe I,
classe lll e classe IV) ou em sua composi¢ao quimica (organofosforados, piretroides,
carbamatos, triazinas, etc) (WHO, 2009; BAIRD & CANN, 2011).

Os inseticidas sao muito utilizados, pois atuam no combate de insetos que
atacam plantagdes, animais e o préprio homem. Dos grupos de ingredientes ativos
mais utilizados no combate aos insetos estdo os agrotéxicos organofosforados,
considerados os substitutos dos organoclorados (SALEMI et al., 2013) e os
piretréides, que possuem largo espectro de atuagdo e sao considerados o quarto
maior grupo de inseticidas (GONCALVES & ALPENDURADA, 2002; LIU et al, 2010).

Agrotdxicos organofosforados foram produzidos a partir do inicio do século
XX, mas seu potencial téxico foi determinado nos anos 30, e nos anos 40 foram
produzidos como agentes quimicos na guerra (CHAMBERS et al., 2001a), sendo

ainda hoje importantes no combate a insetos. Estes agrotoxicos s&o ésteres



derivados de acido fosforico com diferentes substituintes (PAGLIUCA et al., 2005),
sendo considerados menos persistentes que o0s organoclorados, porém,
apresentam em sua maioria, um elevado efeito toxico agudo para seres humanos e
outros mamiferos (PENA et al., 2003). Diversas combinagdes para novos compostos
podem ocorrer pela substituicdo dos atomos de oxigénio ligados ao atomo de fésforo
por atomos de enxofre (S) ou nitrogénio (N), podendo ocorrer até 32 combinagdes,
se levarmos em conta ndo s6 o acido fosférico como também o acido fosforoso
(CHAMBERS et al.,, 2001a). O mecanismo de ac¢do dos organofosforados se da
pela inibicdo irreversivel de enzimas colinesterases, especialmente a
acetilcolinesterase (USEPA, 2013). Essa enzima atua no sistema nervoso central de
vertebrados e sua inibigdo pelos organofosforados resulta na morte dos mamiferos
por insuficiéncia respiratoria. Devido a complexidade das moléculas dos
organofosforados, isso produz rotas de degradagado complexas, o que permite que
algumas outras enzimas possam ser fosforiladas, mas sem produzir resposta toxica
(CHAMBERS et al., 2001b). Além das colinesterases, alguns grupos de inseticidas
organofosforados podem alterar outras enzimas, sendo a principal delas a
neurotoxicoesterase, podendo causar neuropatia periférica. (OPAS/OMS, 1997).
Sao exemplos desse grupo quimico os agrotoxicos diclorvés, malationa, parationa-
metilica, diazinona, forato, metamidofés, clorpirifés e profenofés, dentre outros.

Os agrotéxicos piretroides sdo compostos sintéticos que apresentam
estruturas semelhantes a piretrina, substancia existente nas flores do
Chrysanthemum (pyrethrum) cinenariaefolium (USEPA, 2013). Sao facilmente
absorvidos pelo trato digestivo, vias respiratdrias e pele. Sao pouco tdxicos do
ponto de vista agudo, porém podem causar alergias crénicas em criangas e adultos
e em altas dosagens podem causar neuropatias (OPAS/OMS, 1997). Sao exemplos
de piretréides muito utilizados a bifentrina, A-cialotrina, permetrina, cipermetrina e
deltametrina, dentre outros.

Estima-se que 99% dos agrotoxicos aplicados ndo alcancem o alvo, sendo
liberados para o solo, corpos d’agua e atmosfera, podendo ser absorvidos por
qualquer organismo (ZHANG et al., 2011). O uso demasiado e indiscriminado,
associado a persisténcia destas substancias no ambiente € motivo de preocupacéo,
uma vez que varios danos causados a saude humana e aos ecossistemas podem

estar relacionados a eles.



Inseticidas organofosforados e piretréides tém sido encontrados em amostras
de agua (WANG et al., 2009; GONCALVES & ALPENDURADA, 2002; SILVERIO et
al., 2012), alimentos (MELO et al., 2012; HO et al., 2013; AKOTO et al., 2013) e
solos (SALEMI et al., 2013; FERNANDEZ-ALVAREZ et al., 2008) e a necessidade
de desenvolver novos métodos para determinacdo e detecgcdo desses compostos,
com limites de detecgédo e quantificagdo adequados a legislagao, torna-se urgente,
tanto para facilitar a avaliagcdo da contaminacdo dos compartimentos ambientais,
como para comprovar que os limites determinados pela legislagcdo estdo sendo
cumpridos.

No solo, o destino de agrotdéxicos depende da dindmica quimica, bioldgica e
fisica desse tipo de matriz, onde os processos podem ser de dois tipos: os que
afetam a persisténcia, incluindo degradagcdo quimica microbiana, e aqueles que
afetam a mobilidade, envolvendo sorcao, volatilizagao, erosido edlica, escoamento e
lixiviagdo (ANDREU e PICO, 2004).

2.SOLO

Solo € um componente da natureza que nao possui uma definicdo unanime,
devido a sua multifuncionalidade. Historicamente, muitas definicbes de solo foram
propostas, existindo divergéncias, principalmente entre agrébnomos e gedlogos
(CERTINI & UGOLINI, 2013). Johnson (1998) define o solo como sendo um material
litico e/ou organico na superficie de planetas e corpos semelhantes, alterados por
agentes bioldgicos, quimicos e/ou fisicos. Certini e Ungolini (2013) citam a Soil
Taxonomy (USDA), que define solo como sendo um corpo natural composto de
sélidos (minerais e/ou matéria organica), liquidos e gases que ocorre na superficie
da terra, caracterizada por possuir horizontes, ou camadas, que se distinguem entre
si a partir do material inicial, como resultado de adigbes, perdas, transferéncias e
transformacdes de energia e matéria podendo possuir capacidade de suportar
plantas enraizadas em um ambiente natural. Propdem também uma nova definicao
de solo contemplando solos de corpos celestes diferentes da terra, onde consideram

que o solo é “‘uma camada espessa ou nao consolidada de mineral refinado ou
material organico com ou sem porgdes cimentadas ou elementos grosseiros, que se
encontra perto da superficie de planetas, luas e asteroides”. A definigdo de solos no

Brasil é dada pela EMBRAPA, no sistema de classificagdo de solos (EMBRAPA,
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2006a) como sendo “uma colegcdo de corpos naturais, constituidos por partes
sélidas, liquidas e gasosas, tridimensionais, dinamicos, formados por materiais
minerais e organicos, que ocupam a maior parte do manto superficial das extensdes
continentais do nosso planeta, contém matéria viva e podem ser vegetados na
natureza em que ocorrem e, eventualmente, terem sido modificados por
interferéncias antropicas”.

Os solos sao considerados materiais complexos, pois refletem a variabilidade
das rochas e materiais organicos que lhes deram forma (McBRIDE, 1994). Os
componentes principais de um solo sdo cascalho (particulas de 2 a 60 mm), areia
(particulas de 0,06 a 2 mm), silte (particulas de 0,006 a 0,06 mm) e argila (particulas
< 0,002 mm) e a matéria organica presente nos solos, que podem se encontrar em
varios estadios de decomposicao, pode variar de forma consideravel, normalmente
entre 1 a 95% da composic¢ao solo (MANAHAN, 1994). A composigao basica do solo
€ chamada de textura, sendo que, de acordo com as combinacbes das particulas,
podemos ter solos leves (arenosos, com % areia > 70% e % argila <15%), médios
(% areia, argila e silte balanceadas) e solo pesado (argiloso, com % argila > 35 %).
Quanto a profundidade, os solos podem ser rasos, profundos ou com afloramento de
rochas. Essa classificacdo depende da camada aravel do solo (EMBRAPA, 2006b).
As fracoes de silte e areia sdo compostas de quartzo, feldspato e micas, entre outros
minerais, chamados de primarios, enquanto as argilas sdo formadas por 6xidos,
aluminossilicatos nao cristalinos e argilossilicatos em camadas (McBRIDE, 1994). Os
solos sao formados por camadas distintas, que vao se modificando com o aumento
da profundidade. Essas canadas sao chamadas de horizontes e a camada
superficial € chamada de horizonte A (ou superficial), onde o solo é mais
descompactado, com a maior parte da matéria organica e atividade biologica
ocorrendo nesta camada. O horizonte B, chamado de subsolo, possui maior
compactagdao e pouca ou nenhuma quantidade de matéria organica e atividade
bioldgica, e o horizonte C, formado por fragmentos intemperizados da rocha original
(MANAHAN, 1994). Uma das fungdes do solo, além da sustentagdo dos vegetais é
a de filtro quimico e bioldgico, para diminuir o impacto ambiental causado pela
introducdo acidental de substancias organicas, servindo assim de primeira linha na

contencao destes, para a agua subterranea e biosfera (McBRIDE, 1994).



3. SISTEMAS DE EXTRAGAO EM ANALISES QUIMICAS

Para identificacdo quimica dos contaminantes e componentes do solo é
necessario a separagao ou extracao destes, de forma que suas caracteristicas e
estruturas quimicas sejam conservadas, facilitando a identificagdo. Para compostos
inorganicos, como metais, € comum utilizar-se de dissolugdo acida (PAYE et al.,
2010). Para compostos organicos é comum utilizar processos de extragao utilizando-
se solventes polares e apolares, de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas
das substancias de interesse. A técnica de extracdo originalmente utilizada pra
compostos organicos em solos é a extragdo sélido-liquido (ESL) tradicional, e a
extragdo solido-liquido por soxhlet (KIBLHOLT, 1985; PAWLISZYN, 2002). A ESL
tradicional € uma técnica de extracdo onde a amostra entra em contato com o
solvente de extracdo com agitacdo mecanica (SATTAR, 1990; IBANEZ et al., 2005),
enquanto a extracao por soxhlet € uma extragao exaustiva, por refluxo, normalmente
com duragdo de 12 horas ou mais e que utiliza grandes volumes de solvente
organico (DURAND & BARCELO, 1991; PUIG & BARCELO, 1994; GIBSON et al.,
2005). A energia ultrassdnica como forma de agitagdo em conjunto com solventes
também é utilizada na extragcdo de compostos organicos em amostras de solos
(YASIN et al, 1996; SANCHEZ-BRUNETE et al, 2002; GONCALVES &
ALPENDURADA, 2005; VEGA et al., 2005). A técnica de extragdo com auxilio de
ultrassom é uma variagado da técnica ESL tradicional, onde se pode utilizar um
menor volume de solvente extrator, em relacdo as técnicas tradicionais, e soxhlet.
Outra variagao da ESL tradicional é o uso de micro-ondas (MASE) como sistema
agitador/extrator em auxilio ao solvente utilizado (PAPADAKIS & PAPADOPOULOQU-
MOURKIDOU, 2002; ESTEVE-TURRILLAS, 2004; FUENTES et al, 2007). A
vantagem do uso de sonicagao ou micro-ondas sdo o menor volume de solvente
utilizado, além do menor tempo de extragao, em relagao a ESL tradicional e ESL por
soxhlet. Entretanto, s6 podem ser aplicados para extracdo de analitos que sejam
estaveis as condicbes de extragdo. As técnicas de extracdo utilizando fluido
supercritico (SFE) e solvente acelerado (ASE ou PLE) sao técnicas de extracdo que
se utilizam de alta pressao e temperatura, porem necessitam de equipamentos
especiais e consequentemente mais caros (HUBERT et al., 2000; ANDREU et al.
2007).



O método de extragdo QUECheRS, originalmente desenvolvido para
aplicacdo em alimentos (FENIK et al., 2011), também foi aplicado para extracdo de
agrotoxicos em solos (DROZDZYNSKI & KOWALSKA, 2009; PINTO et al., 2010) e
compostos fendlicos (PADILLA-SANCHEZ, et al., 2010). Foi comparado com USE
(ultrassonic solvente extraction) e PLE (pressurized liquid extraction), na extragao de
agrotéxicos em solos, e, apesar de apresentar valores de limite de detecc¢édo (LOD) e
limite de quantificagdo (LOQ) um pouco maiores que as duas técnicas, apresentou
melhor recuperagdo e variagdo nos resultados (LESUEUR et al., 2008). Outra
técnica de extracdo com baixo uso de solvente utilizada para extracdo de compostos
organicos, como agrotoxicos, em solos € a extragao solido-liquido com particdo em
baixa temperatura (SLE/LTP). Assim como QUECheRS, a SLE/LTP também foi
desenvolvida para extracdo de organicos em alimentos, principalmente com altos
teores de dleos e gorduras (McLEOD & WALES, 1972; LAWRENCE & McLEOD,
1974; LENTZA-RIOS et al, 2001). A técnica SLE/LTP possui como principio a
extragdo dos analitos de interesse da amostra, por uma mistura de agua e um
solvente organico miscivel em agua, apos agitagdo. A separagao da fase orgéanica
de interesse ocorre por acao do abaixamento da temperatura, que provoca o
congelamento da fase aquosa e a liberagdo da fase orgénica. Estudos realizados
para aplicacdes em diversos tipos de matrizes apresentaram melhorias tanto na
reducdo dos volumes de solventes utilizados, como também na diminuicdo do
tamanho das amostras (GOULART et al., 2008; PINHO et al., 2010a; PINHO et al,
2010c, RUBENSAM et al., 2011). A técnica SLE/LTP foi aplicada na extracéo de
agrotoxicos em solos em diversos trabalhos, para inseticidas piretréides (PAULA,
2007; ANDRADE, 2008; PINHO et al, 2010b; RIGUEIRA et al., 2013). Todas estas
técnicas apresentam baixa pré-concentracdo dos analitos extraidos, e séao
associadas a redugcdo de volume por evaporagdo por rota-vapor ou pre-
concentragao e clean-up em cartuchos de extragao em fase sélida (SPE).

A quimica analitica verde (GAC — do inglés Green Analytical Chemistry) surge
como uma evolugao natural da quimica verde aplicada aos laboratérios de quimica
analitica, cujas diretrizes basicas preveem a reducdo ou eliminagdo no uso ou
descarte de produtos quimicos nocivos a saude e ao meio ambiente, no
desenvolvimento de processos e produtos quimicos (MARTEEL et al., 2003;

LENARDAO et al., 2003). A quimica verde (green chemistry) possui o foco em
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produtos e deriva do conceito de engenharia verde (ANASTAS & KIRCHHOFF,
2002) , que tem o foco em processos, sendo esta ultima uma evolugdo dos
conceitos de produgao limpa (GLAVIC & LUKMAN, 2007). A quimica analitica verde
prevé a aplicacdo de trés diretrizes basicas da quimica verde: i) redugéo de
quantidades de solventes em pré-tratamento de amostras; ii) reducado da quantidade
e toxicidade do solventes e reagentes utilizados nas etapas de analises,
especialmente por automacdo e miniaturizagdo e iii) desenvolvimento de
metodologias de analise isentas de solventes ou reagentes (ARMENTA et al., 2008;
TOBISZEWISKI et al., 2008).

Desde a década de 90, ou um pouco antes, técnicas de extracdo com base
nos principios da quimica analitica verde vém sendo desenvolvidas e posteriormente
aplicadas para analises de solos. As técnicas QUECHeRs (ANASTASSIADES et al.,
2003) e SLE/LTP (LENTZA-RIOS et al, 2001, GOULART et al, 2008) sao
considerados técnicas verdes por promoverem a reducdo de volume de solventes
comparativamente com a técnica tradicional ESL.

Além destas, as microtécnicas de extracdo, tais como a SPME -
microextracdo em fase solida (ARTHUR & PAWLISZYN, 1990), a SDME -
microextragdo por gota unica (JEANNOT; CANTWELL, 1996), a HF-LPME -
microextracdo em fase liquida com fibra protegida (SHEN & LEE, 2002) e a
microextragao liquido-liquido dispersiva, de sigla DLLME (REZAEE et al., 2006)
também se enquadram nos conceitos e premissas da quimica analitica verde, porém
devido as suas caracteristicas, ndo possuiam aplicabilidade em amostras sélidas
como alimentos e solos e, assim, tornou-se necessario a implantagao de etapas de
pré-extracdo. Podemos citar como exemplo de microtécnica de extragdo a
microextracao em fase solida (SPME), que pode ser aplicada indiretamente para
amostras de solos, no modo head-space (FROMBERG et al., 1996; MOHAMMADI
et al., 2009), ou aplicada de forma direta no extrato obtido em etapa de pré-extracao
(DOONG & LIAO, 2001; FERNANDEZ-ALVAREZ et al., 2008); a microextracdo em
gota unica (SDME) que necessita ao menos de uma pequena diluicdo em solugao
aquosa para que a extracao possa ser realizada (SALEMI et al., 2013; FERNANDES
et al., 2012) e a microextragao liquido-liquido dispersiva (DLLME), a qual necessita
de uma etapa de pré-extracdo, pois a pequena quantidade de solvente extrator

utilizada na técnica seria absorvida pelo solo, impedindo a separagao das fases, e
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consequentemente, a extracdo dos analitos de interesse. Dependendo do tipo de
composto organico a ser extraido, pode-se utilizar agua como solvente da etapa de
pré-extracdo (XIONG & HU, 2008), solugdo aquosa de HCI 0,1 mol/L (WU et al.,
2009a), acetona (HU et al., 2009; WU et al., 2009b), fluido supercritico (COy)
(NAEENI et al., 2011), metanol puro (FU et al., 2009) ou solugédo de metanol em
agua (60%) (DONG et al.,2013). Também pode ser aplicada uma etapa de pré-
extragdo em fase sdlida dispersiva (MSPD) onde o solo € misturado,
desfragmentado e homogeneizado em um sorvente sélido (C18, florisil, silica, etc), e
em um cartucho semelhante ao utilizado em SPE, posteriormente eluido por um
solvente adequado, sendo o eluato aplicado da etapa DLLME (WANG et al., 2012).
Nesses processos de extragdo, em conjunto com os solventes, podem ser aplicadas
técnicas de agitacdo como mesa agitadora (WU et al., 2009a; FU et al., 2009,),
ultrassom (XIONG & HU, 2008; ASENSIO-RAMOS et al., 2011; WANG et al., 2012),
entre outras técnicas de agitagao.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma nova metodologia de analise
para inseticidas organofosforados e piretréides em solos, associando a técnica de
microextragao liquido-liquido dispersiva com solvente menos denso que a agua e a
técnica de extragao sdlido-liquido com particdo a baixa temperatura e cromatografia
gasosa com detecgao por ECD. O trabalho foi desmembrado em duas etapas, sendo
a primeira a otimizacdo e validagcdo da técnica LDS/DLLME para analise de
agrotoxicos organofosforados e piretréides em agua e a segunda etapa sendo a
otimizagdo e validacdo da técnica LDS/DLLME hifenada com a extracdo sélido
liquido com particdo em baixa temperatura (SLE/LTP) para determinacdo de

agrotoxicos organofosforados e piretroides em solo.



CAPIiTULO 1 - OTIMIZAGAO E VALIDAGAO DA TECNICA DLLME PARA
DETERMINAGAO DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS ORGANOFOSFORADOS E
PIRETROIDES EM AGUA

1. INTRODUCAO

A técnica de extracdo e pré-concentracdo mais antiga € a extragao liquido-
liquido - LLE (LIU & DASGUPTA, 1996) e sua variacdo para matrizes solidas, a
extragao solido-liquido (SLE). Entretanto, tanto a LLE como a SLE s&o normalmente
demoradas e consomem grandes quantidades de solvente organico, além de
necessitar de quantidades razoaveis de amostras. Como alternativa, a extragdo em
fase solida (SPE) apresenta-se mais efetiva em relagdo as duas citadas, pois utiliza
muito menos solvente organico e possibilita melhores fatores de enriquecimento
(ARTHUR & PAWLISZYN, 1990), porém, pode ser mais onerosa € mais demorada,
além de apresentar problemas relacionados a reprodutibilidade dos resultados
(ZANG et al., 2009).

Técnicas de microextracido foram sendo desenvolvidas e apresentadas desde
o inicio dos anos 90, sempre buscando atender as demandas analiticas, no que
tange pré-concentragao, reprodutibilidade e detectabilidade, como as questbes
preconizadas pela quimica analitica verde (TOBISZEWSKI et al, 2008).

Em 1990, a microextracdo em fase solida (SPME), foi apresentada por Arthur
e Pawliszyn, sendo uma técnica livre de solvente baseada na capacidade de
adsorcao de uma pequena fibra de polimero, o que possibilita simultaneamente a
extracdo e pré-concentragdo do analito da amostra por imersdo direta ou por
headspace (ARTHUR & PAWLISZYN, 1990). Esta técnica é seletiva e tem alto fator
de concentracao, porém a fragilidade da fibra e seu tempo de vida util limitado sao
caracteristicas que requerem maiores investimentos, além do efeito de memodria
representar um problema (ZANG et al., 2009 & REZAEE et al., 2010).

A microextragao liquido-liquido (LLME) foi proposta em 1996, por Liu e
Dasgupta, sendo uma técnica de extragdo de baixo custo e alto poder de pre-
concentracdo, que miniaturiza a técnica LLE e minimiza o uso de solventes
organicos, além de reduzir o volume de amostra necessario. Esta técnica se baseia
na particao entre uma solugdo aquosa e um solvente organico imiscivel em agua,
utilizando-se microvolumes da amostra e do solvente (LIU & DASGUPTA, 1996). No
mesmo ano, Jeannot e Cantwell apresentaram uma técnica similar, porém, o volume
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de amostra era bem maior do que o volume de solvente (octan-1-ol, 8 pL). A
microtécnica consistiu em um tubo contendo o volume de solvente orgéanico, com
apenas uma interface na saida do tubo, no formato de gota, imerso na amostra, sob
agitacdo constante e controlada. A técnica foi chamada de microextragdo por
solvente dentro de uma gota unica e seu principio se baseia na transferéncia dos
analitos da amostra aquosa para o solvente organico, por particdo, ocorrendo um
processo de concentracdo do analito de interesse, devido as diferencas de volume
entre as fases (JEANNOT & CANTWELL, 1996). Em 1997, os mesmos autores
apresentaram novo trabalho no qual adaptavam o solvente organico diretamente em
uma seringa, e diminuiram o volume do solvente ainda mais, agora para 1,0 pL,
integrando o processo de extragdo com o processo de inje¢cdo da amostra no
cromatografo a gas (GC). O solvente extrator foi exposto a amostra na forma de uma
gota unica instalada na ponta da agulha de uma seringa, ficando conhecida como
SDME - single drop microextragtion (JEANNOT & CANTWELL, 1997). As vantagens
da técnica sdo o menor uso de solvente, maior concentragdo dos analitos e
integragcdo do processo de extragcao e injegdo. Alguns pontos de fragilidade da
técnica sdo a fragmentagcdo da gota devido a rapida agitacéo, a possibilidade de
formacéo de bolhas de ar e o longo tempo para se estabelecer o equilibrio de
particdo necessario (SHEN & LEE, 2002; AHMADI et al., 2006).

Em 2002, Shen e Lee apresentaram a microextragdo em fase liquida com
fibra oca (HF-LPME), que utiliza pequenos volumes de solventes inseridos dentro de
uma fibra oca porosa, que pode ser inserida em uma amostra. Os autores relatam
que a técnica tem carater de clean-up, pois a fibra porosa tem afinidade com alguns
compostos, impedindo outros de penetrarem no sistema extrator (SHEN & LEE,
2002). Assim como a SDME, a HF-LPME proporciona altos fatores de concentracéo,
e baixo uso de solvente, porém impede a fragmentagao da gota, o que pode ocorrer
da SDME.

Em 2006, Rezaee e colaboradores desenvolveram uma técnica de
microextracdo baseada na utilizacdo de uma mistura ternaria, batizada de
microextracgao liquido-liquido dispersiva — DLLME (RAMOS, 2012). A técnica possui
alto poder de concentragdo dos analitos e tem como principio a utilizacdo de uma
mistura de dois solventes organicos. Um solvente é o extrator e outro é o solvente

dispersor. Os volumes utilizados se situam abaixo de 100 yL para o extrator e ente
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200 e 1500 pL para o dispersor. Essa mistura é injetada rapidamente em uma
solugdo aquosa contendo o analito de interesse através de uma microsseringa,
formando uma solugéo turva, devido a fragmentagao do solvente organico, formando
microgotas dispersas na amostra aquosa. Essa solugdo é agitada e, em seguida,
centrifugada para separagcdo das fases. Consecutivamente, a fase orgénica é
removida e injetada no instrumento analitico para quantificagdo, normalmente por
cromatografia gasosa (GC) ou por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
(REZAEE et al., 2006). No trabalho desenvolvido pelos autores foi utilizado
tetracloroetileno como solvente extrator (8,0 uL) e acetona como solvente dispersor
(1,0 mL). Essa mistura foi aplicada em 5,0 mL de amostras de agua para
determinacao de 16 hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), além de outros
compostos organicos, e deteccdo por cromatografia gasosa com detector por
ionizacdo de chama (GC/FID). Apos a injecdo da mistura na amostra, esta foi
centrifugada a 6.000 rpm, por 1,5 minutos. Os resultados demostraram o alto fator
de enriquecimento da técnica, variando de 113 a 603, apresentando boa precisao
(RSD de 1,4 a 10,6%), baixo limite de detecgéo (LOD de 0,007 a 0,030 yg L") e %
de recuperacao entre 60,3 e 113 %.

A DLLME apresenta uma série de vantagens, entre elas, a simplicidade de
operacao, rapidez, baixo custo, alto fator de recuperagcdo e enriquecimento e a
minimizagao no uso de solventes organicos toxicos, o que a enquadra nas técnicas
analiticas verdes. O tipo de solvente extrator e dispersor pode afetar o processo de
extragdo de forma significativa. Além deles também sao fatores criticos os volumes
utilizados de cada solvente da mistura extratora e o tempo de extracdo (REZAEE et
al., 2006; ZANG et al., 2009).

O solvente extrator precisa ter a caracteristica de baixa solubilidade em agua
(KOZANI et al., 2007) e os primeiros trabalhos referentes ao uso da DLLME
utilizaram solventes extratores mais densos que a agua. Alguns dos solventes
usados foram tetracloroetileno (REZAEE et al, 2006), clorobenzeno (BERIJANI et
al., 2006) e tetracloreto de carbono (XIONG & HU, 2008). Em geral, utiliza-se de 5 a
100 uL de solvente extrator (ZANG et al., 2009).

O solvente dispersor deve ter a caracteristica de ser miscivel tanto na fase
organica extratora, como na fase aquosa, para conseguir introduzir o solvente

extrator na amostra, na forma de gotas pequenas (KOZANI et al., 2007) agindo
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como um co-solvente. Acetonitrila (C,H3N), acetona (C3HgO) e metanol (CH4O)
foram os solventes dispersores selecionados para o0s experimentos no
desenvolvimento da técnica (REZAEE et al., 2006). Também podem ser utilizados
etanol e tetraidrofurano (WANG et al, 2011). Os volumes usualmente utilizados
variam de 0,5 a 1,5 mL do reagente (ZANG et al., 2009).

Na microtécnica DLLME, o tempo de extracido é definido como o intervalo de
tempo entre a injecdo da mistura de solventes extrator e dispersor e a centrifugagao
(REZAEE et al., 2006). Este fator € um diferencial da técnica DLLME em relacdo as
outras técnicas de microextracdo. Nas técnicas citadas anteriormente, como
microextracdo em fase solida (SPME) e microextracdo em gota unica (SDME), a
eficiéncia da extracado depende de grandes intervalos de tempo para que se alcance
o equilibrio de particdo do analito da fase aquosa para fase organica.

Diversos trabalhos utilizando a DLLME como técnica de extragdo com
aplicacdo em amostras de agua foram apresentados nos anos subsequentes, tais
como determinacao de organofosforados (BERIJANI et al., 2006), que aplicaram a
técnica para 5,0 mL de amostra aquosa, 1,0 mL de acetona como solvente dispersor
e 12 uL de clorobenzeno como solvente extrator. Cromatografia gasosa com
detector fotométrico de chama (GC/FPD) foi utilizada como instrumento analitico.
Outro trabalho apresentado foi a determinagcédo do teor de clorobenzenos (1,2-
diclorobenzeno, 1,3-diclorobenzeno, 1,4-diclorobenzeno, 1,2,3-triclorobenzeno,
1,2,4-triclorobenzeno, 1,3,5-triclorobenzeno, 1,2,3,4-tetraclorobenzeno, 1,2,4,5-
tetraclorobenzeno, 1,2,3,5-tetraclorobenzeno, pentaclorobenzeneo e

hexaclorobenzeno) em amostras de agua, obtendo valores de limite de deteccao

abaixo de 50 ng L para todos os analitos investigados. Usou-se clorobenzeno
como solvente extrator (9,5 uL) e acetona como solvente dispersor (0,5 mL). Altos
fatores de enriquecimento foram obtidos assim como no trabalho publicado por
Rezzae e colaboradores em 2006 (KOZANI et al., 2007).

Além de amostras de agua, outras matrizes foram avaliadas, tais como mel e
cha sempre utilizando solventes mais densos que a agua (CHEN, et al., 2009;
MOINFARA & HOSSEINI, 2009).

Aplicagdes em matrizes solidas, como alimentos, foram desenvolvidas a partir
de 2007. Zhao e colaboradores descreveram a aplicacdo da técnica na

determinagao de seis organofosforados em melancia e pepino por cromatografia
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gasosa com detector fotométrico de chama (GC/FPD). Clorobenzeno foi utilizado
como extrator (27 uL) e acetonitrila como dispersor (1 mL). A amostra sélida foi
submetida a um processo de extragcao prévia com acetonitrila. Do extrato obtido
previamente, diluiu-se 1,0 mL em 5 mL de agua, e aplicou-se a mistura extratora
clorobenzeno/acetonitrila. A recuperacao para os seis analitos ficou na faixa entre 67
e 111 %, os limites de detecgao se situaram entre 0,010 e 0,190 pug kg™ e os fatores
de enriquecimento entre 41 e 50 (ZHAO et al., 2007).

Até 2008, os trabalhos realizados com DLLME utilizavam solventes mais
densos que a agua, normalmente halogenados, e com grau de toxicidade alta. Em
2008, Leong & Huang apresentaram um estudo aplicando a técnica DLLME em
agua, porém, utilizaram um solvente menos denso que a agua. Esses solventes sao
menos toxicos e mais comuns que os solventes mais densos que a agua, utilizados
em trabalhos anteriores, resolvendo um dos pontos criticos da técnica (GUO & LEE,
2011). O estudo apresentado utilizou o dodecan-2-ol como solvente extrator, que por
suas caracteristica fisicas, pode ser solidificado em temperaturas menores que 20
°C, facilitando a separagédo da fase organica da amostra aquosa, o que facilita a
coleta. Esta técnica foi denominada de microextragao dispersiva liquido-liquido com
solidificacdo da gota organica flutuante (DLLME/SFQO). O experimento foi realizado a
partir da inje¢gdo de uma mistura extratora de 0,5 mL de acetona (solvente dispersor)
e 10 uL de dodecan-2-ol (solvente extrator) a uma amostra de 5,0 mL de agua
contendo os analitos de interesse (compostos organicos halogenados). Apos
centrifugagéo, o tubo contendo a solugcédo foi resfriado em banho de gelo, por 5
minutos, o que fez com que as gotas de dodecan-2-ol que estavam flutuando na
superficie do tubo se solidificassem. O extrato solidificado foi coletado, rapidamente
fundido a temperatura ambiente e injetado no cromatdgrafo a gas acoplado a um
espectrometro de massas (GC/MS) ou no cromatdgrafo a gas com detector de
captura de elétrons (GC/ECD) (LEONG & HUANG, 2008).

Outros exemplos de trabalhos aplicando essa variagdo de DLLME foram
apresentados por Liu e colaboradores (LIU et al., 2010), que analisaram piretréides
em agua, utilizando dodecan-1-ol como extrator e metanol como solvente dispersor
e a determinacado de agrotoxicos organofosforados em frutos com pré-extracdo por
ultrassom e posterior DLLME/SFO, onde foram usados undecan-1-ol como solvente

extrator e acetona como solvente dispersor (PIRSAHEBA et al., 2013).
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Em 2009, Farajzadeh e colaboradores apresentaram a variagdo da técnica
DLLME utilizando solvente de densidade menor que a da agua na determinagéo de
organofosforados em agua, que foi denominada de LDS/DLLME. Cicloexano Foi
utilizado como solvente extrator (100 pyL) e acetona como solvente dispersor (2,0
mL). Os LOQs obtidos para os agrotdxicos estudados, por essa técnica associada
ao GC/MS foram de 0,01 pg L, para uma faixa linear de 0,01 a 1,0 ug L™
(FARAJZADEH et al., 2009)

Outros solventes menos densos que a agua comegaram a ser utilizados, na
técnica DLLME. Para diferenciagdo das técnicas original e SFO, passaram a ser
identificadas com a adigdo de diversas siglas adicionais, de acordo com o tipo de
processo utilizado na extragdo. A microextracdo liquida liquido dispersiva por
solvente de terminagédo (ST/DLLME) € uma técnica DLLME onde utiliza-se solvente
menos denso que a agua, e utiliza-se volumes adicionais do solvente dispersor para
realizar a separagao das fases, no lugar da etapa de centrifugagdo. Essa variagao
da técnica foi introduzida por Chen e colaboradores, em 2010, onde usaram tolueno
como extrator e acetonitrila como agente dispersor e desemulsificador (separador),
na determinagao de carbamato em agua. Os autores utilizaram baldes volumétricos
como artefatos no processo de extracdo e a instrumentagao analitica utilizada foi
cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de massas (GC/MS) (CHEN et al.,
2010). Outro trabalho utilizando a ST/DLLME foi apresentado por Guo e Lee, em
2011, onde, apesar dos autores denominarem a técnica com outra sigla
(LDS/SD/DLLME), é semelhante a técnica ST/DLLME de Chen e colaboradores,
com a diferenga no tipo de artefato utilizado, que foram pipetas de Pasteur de
polietilieno, ao invés de baldes volumétricos de 5 mL. Utilizou-se na extragdo de
hidrocarbonetos poliaromaticos (HPAs) em agua e posterior deteccdo por GC/MS,
hexano como solvente extrator (50 uL) e acetona como solvente dispersor (0,5 mL) e
desemulsificador (GUO & LEE, 2011).

Outra variagcao da técnica DLLME foi apresentada por Leong e colaboradores,
em 2010, denominada pelos autores de microextragao liquido-liquido dispersiva com
solvente de baixa toxicidade (LT/DLLME). Para determinacdo de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs) em amostra de agua, foi utilizado 10 uL de 1-bromo-
3-metilbutano como solvente extrator e 50 uL de acido propiénico como solvente
dispersor (LEONG et al., 2010).
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O uso de solventes mais leves que a agua na técnica DLLME tem se
consolidado como uma variagao da técnica DLLME sendo aplicada na determinacao
de varios grupos de analitos, bem como em varios tipos de matrizes, tais como
triazéis em amostras de agua, warfarina em plasma humano, aminas biogénicas em
cerveja, antioxidantes em suco de frutas e cipermetrina em tecidos e sangue de
ratos (FARAJZADEH et al.,, 2012; GHAMBARI & HADJMOHAMMADI, 2012;
ALMEIDA et al., 2012; BIPARVA et al., 2012; MUDIAM et al., 2012).

Apesar da técnica DLLME ser bem conhecida, a sua variagcdo LDS/DLLME
ainda esta em processo de desenvolvimento. Poucos sdo os trabalhos publicados
envolvendo a determinacdo de varias classes de agrotoxicos simultaneamente,
numa mesma matriz. Dessa forma, torna-se necessario o estudo da técnica,
buscando a otimizagdo dos fatores mais criticos na extracdo de agrotéxicos em
agua, no sentido de realizar um estudo de duas classes em conjunto. Outra
importancia desta etapa do trabalho é que a otimizacédo da técnica LDS/DLLME em
agua servira para a etapa de aplicagao da técnica hifenada em amostras de solo.

Este capitulo apresenta um estudo de aplicacdo de LDS/DLLME para
determinagcdo de organofosforados e piretréides em amostras de agua, visando

posterior aplicacdo em amostras de solo.

15



2. OBJETIVOS

Objetivos gerais

- Desenvolver um método de microextracao liquido-liquido dispersiva com solvente
menos denso que a agua (LDS/DLLME), para a extragdo e analise de
organofosforados e piretroides em aguas por cromatografia gasosa com detector de
captura de elétrons (GC/ECD).

Objetivos especificos
- Desenvolver e otimizar a técnica de extragdo LDS/DLLME para os analitos em
amostras de agua, avaliando-se fatores tais como, solvente extrator, solvente

dispersor, composi¢ao da fase extratora, tipo de agitagao e tempo de agitacao.

- Validar o método desenvolvido com relagao aos parametros: seletividade, limite de

deteccgao, limite de quantificagcao, linearidade, precisido intermediaria e exatidao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes e solugoes

Os solventes e padrdes utilizados foram:

- tolueno, 99% (Merck, Rio de Janeiro),

- Ciclohexano 99% (Sinth, Sdo Paulo)

- Octan-1-ol P.A (VETEC, Rio de Janeiro)

- Hexano P.A (VETEC, Rio de Janeiro)

- acetonitrila, 99,5% - grau HPLC (Sigma-Aldrich,USA),

- permetrina, 92,4% m/m, (Sygenta, Brasil)

- cipermetrina, 92,4% m/m, (Sygenta, Brasil)

- clorpirifés, 99,0% m/m, (Sygenta, Brasil)

- A-cialotrina, 86,5% m/m, (Sygenta, Brasil)

- deltametrina, 99% m/m (Sygenta, Brasil)

- parationa-metilica, 99% m/m, (Sygenta, Brasil).

- profenofés, 92% m/m (Dr. Erchenstoffer, Germany)

- bifentrina-92,2% m/m (FMC, Brasil).

Foram preparadas solugbes-estoque dos padroes de agrotoxicos, na
concentragéao de 1000,0 mg L™, em acetonitrila e, a partir destas, solugdes-trabalho
na concentragcao de 10,0 mg L', em acetonitrila. As diluicdes necessarias foram
realizadas a partir das solu¢gdes de trabalho e todas foram armazenadas a
temperatura de aproximadamente -20 °C, em freezer vertical (Continental-Brasil). Na
etapa de validagao foram utilizadas solugbes preparadas com agua tipo 1 (sistema
Milli-Q).

3.2 Equipamentos e materiais

Foram utilizados os seguintes equipamentos nesta etapa:
- Agitador vortex modelo CERTOMAT® MV (B. BRAUN INTERNACIONAL,
Melsugen, Alemanha);
- Centrifuga modelo 222-T28 (QUIMIS, Rio de Janeiro, Brasil);
- Balanga analitica modelo BP221 S (SARTORIUS, Géttingen, Alemanha);
- Freezer 280 L (CONSUL, Minas Gerais, Brasil);
17



- Cromatdégrafo a gas modelo GC 17-A (SHIMADZU, Kioto, Japéo) equipado
com um detector por captura de elétrons (GC/ECD) e injetor split/splitless, coluna
capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm x 0,10 ym de espessura de filme), da
Phenomenex (USA), modelo ZB-5 (apolar, 5% fenil, 95% dimetilpolisiloxano)

- As condi¢des cromatograficas foram:

* Programacéao de temperatura:

150 °C (1 min) —> 210 °C (1 min) —> 250 °C (2 min) —> 290 °C (5 min)
30 °C min ' 30 °C min ! 20 °C min !

- A corrida cromatografica durou 14,3 minutos.

- O detector por captura de elétrons (ECD) foi mantido a 300 °C e o injetor
split/splitless foi mantido a 280 °C.

- Nitrogénio 99,999% puro foi usado como gas de arraste, a uma vazéo de 1,2
mL min”' e o gas de make-up foi mantido em 55 kPa.

- O volume injetado foi de 1,0 yL, a uma razao de Split de 1:5.
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3.3 Agrotoxicos utilizados

Os agrotoxicos utilizados no presente estudo sdo inseticidas das classes dos organofosforados e dos piretréides.

Encontram-se na Tabela 1 com algumas caracteristicas fisico-quimicas.

Tabela 1 — Agrotéxicos utilizados na otimizagéo e validagéo da técnica LDS/DLLME.

_ Massa Temperatura Kow
Agrotoxicos Estrutura Quimica Grupo Quimico | Molecular | de Ebulicao (pH 7,0/ 20
(g mol”)® (°c)y’ °C)"
O
\ o) N
Parationa-metilica 4 \ - Organofosforado 263,21 334,7 1,00x10°
~ 0]
/ \S
H3C¥O cl
NI
P N—
Hie” 07 N\ ¢
Clorpirifés 3 o) \ / Cl Organofosforado 350,89 375,9 5,01x10
Cl
O Cl
H3C\/O\\>,/O
Profenofés / Organofosforado 373,63 401,8 5,01x1 0’
S
He” N Br
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Tabela 1 — Agrotéxicos utilizados na otimizagéo e validagéo da técnica LDS/DLLME.

(continuagao)

o Grupo Massa Temperatura Kow
Agrotoxicos Estrutura Quimica Quimrico Molecular | de Ebuligdo | (pH 7,0/
(g mol-1)° (°cy® 20 °C)°
F 0]
i, ,.u\\(ko CH3
Bifentrina Piretréides 422,88 453,2 3,98x106
Cl HC CH,
N
F /
A-Cialotrina / 0 O Piretréides 449,85 498,9 7,94x10°
Foc
cl / o
Permetrina = o) Piretroides 391,3 465,9 1,26x10°
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Tabela 1 — Agrotéxicos utilizados na otimizagéo e validagéo da técnica LDS/DLLME.

(continuagao)

o Grupo Massa Temperatura Kow
Agrotoxicos Estrutura Quimica Quimrico Molecular | de Ebuligdo | (pH 7,0/
(g mol-1)° (°Ccy? 20 °C)°
I
O
Ci i Cl © Piretroid 416,3 11,3 2,00x10°
ipermetrina - —— o iretroides , o511, ,00x
Cl
H3;C CHj
N
HaC, CFs Il
O :
Br :
Deltametrina 4 Piretrdides 505,2 535,8 3,98x10"

V""..A .\\\““\O/\©/O\©
Br

% http://www.chemspider.com; (Previsto por ACD/Labs (760 mmHg));” - http:/sitem.herts.ac.uk/aeru/iupac/;
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3.4 Microextracao Liquido-Liquido Dispersiva com solvente de baixa densidade
(LDS/DLLME)

3.4.1 Preparo e fortificagao das amostras de agua

As amostras de agua pura foram preparadas a partir da diluicdo da solugao
de trabalho (10 mg L") contendo os agrotéxicos de interesse, em baldes de 25 mL,
usando-se agua do sistema Milli-Q como solvente, para cada concentragéo
desejada. Aliquotas de 5,00 mL de cada solugdo aquosa preparada, nas
concentragbes desejadas, foram adicionadas em tubos de ensaio de 10,0 mL de
capacidade, homogeneizadas em agitador vortex, por 30 segundos e deixadas em
repouso por aproximadamente 1 hora. Posteriormente, estas amostras foram

submetidas ao procedimento de extragao dos oito agrotéxicos.

3.4.2 Condigoées otimizadas da técnica de extragdo LDS/DLLME para os
agrotéxicos em agua

Para amostras de 5,0 mL volume, injetou-se rapidamente na amostra uma
mistura de 80 uL de tolueno (solvente extrator) e 400 uL de acetonitrila (solvente
dispersor), com o auxilio de uma micropipeta de 1000 uL (HTE, Polbnia). Apds a
injegdo da mistura, agitou-se a amostra por 60 segundos em um aparelho vortex,
para garantir a total mistura da solugdo. Centrifugou-se o tubo com a mistura por 5
minutos em 3200 rpm (2290 g) para separacao das fases e retirou-se 50 pL da fase
organica formada na superficie da solugdo aquosa. Armazenou-se a fase organica
recuperada em um frasco de vidro de 2,0 mL (vial), com insert redutor de volume

(150 pL). Retirou-se uma aliquota de 1,0 uL dessa solucéo e injetou-se no GC/ECD.

3.5 Otimizacao do Método de Extracao LDS/DLLME

Na otimizacdo do método avaliou-se o efeito de fatores que poderiam
influenciar no processo de extracdo: tipo e volume do solvente extrator, tipo de
volume do solvente dispersor, modo e tempo de agitagdo da amostra. As condi¢gdes
iniciais do processo de otimizac&o da técnica de extracdo encontram-se na Tabela 2.
A maior resposta cromatografica, isto €, a maior area obtida para os picos referentes
ao analito de interesse, assim como o0 menor coeficiente de variagdo ou
conveniéncias experimentais foram critérios utilizados para escolha da condicéao

otima de extragéo.
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Tabela 2 - Condigdes iniciais do processo de extragdo LDS/DLLME

FATORES QUANTIDADES
Volume de amostra 5mL
Volume de Solvente Dispersor 800 uL
Volume de Solvente Extrator 80 uL
Concentragao da amostra 1 ug L’
Volume injetado 1L

3.5.1 Efeito do solvente extrator

Foram testados quatro solventes como solvente extrator: hexano, cicloexano,
tolueno e octan-1-ol, que possuem densidade menor que a da agua. A Tabela 3

apresenta algumas propriedades fisico-quimicas dos solventes testados.

Tabela 3 - Propriedades fisico-quimicas dos solventes extratores testados

Solvente Massa M_c1>lar Deqssidadeo Po.nt~o ds
(g mol™) (gecm™a25°C) | Ebuligao (°C)
Hexano 86,18 0,659 69
Ciclohexano 84,16 0,745 81
Octan-1-ol 130,23 0,826 195
Tolueno 92,14 0,867 111

3.5.2 Efeito do tipo de agitagao

O efeito do tipo de agitacdo foi testado nas formas de agitagdo manual e
agitacdo mecanica por vortex. O tempo de agitacao foi fixado em 30 segundos para
todas as duas formas de agitacdo. A velocidade de agitagdo foi mantida em 8, no
vortex usado, para as duas formas de agitacdo. O solvente extrator utilizado foi o
solvente definido no item 3.5.1 e o solvente dispersor foi acetonitrila, sendo

utilizados os volumes definidos na Tabela 2.

3.5.3 Efeito do tipo de solvente dispersor

Foram testados 4 (quatro) solventes organicos nesta etapa, utilizando-se o

volume estabelecido na Tabela 2. Sao eles acetonitrila, acetona, metanol e etanol.
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3.5.4 Efeito do tempo de agitagao e efeito da velocidade de agitagao

Os fatores efeito do tempo de agitacéo e efeito da velocidade de agitagao, na

extracdo LDS/DLLME foram avaliados através de um planejamento fatorial 22 com

ponto central que constam na Tabela 4. Os ensaios foram realizados em duplicata.

TABELA 4 - Planejamento fatorial 2% com duplicata no ponto central para os fatores tempo de
agitacao e velocidade de agitagdo no vortex

ENSAIOS

FATORES ORIGINAIS

FATORES CODIFICADOS

Tempo de Velocidade Tempo de Velocidade

Agitacao (t) Vortex (v) Agitacgao (t) Vortex (v)
1 15s 6 - -
2 60 s 6 + -
3 15s 8 - +
4 60 s 8 + +
5 30s 7 0 0

3.5.5 Efeito dos volumes do solvente extrator e solvente dispersor

Para a avaliacdo do efeito dos volumes do solvente extrator e solvente

dispersor foi utilizado um planejamento fatorial 22 com ponto central em triplicata.

Foram utilizados volumes do solvente extrator de 40 uyL e 80 pL e do solvente

dispersor de 400 uL e 800 pL (Tabela 5). O tempo e a velocidade de agitacao

utilizados foram os determinados no item 3.5.4.

Tabela 5 - Planejamento fatorial 2% com triplicata no ponto central para os fatores volume do solvente
extrator e volume do solvente dispersor

FATORES ORIGINAIS FATORES CODIFICADOS
ENSAIOS Volume solvente Volume solvente Volume solvente | Volume solvente
extrator Dispersor extrator dispersor
6 40 pL 400 pL - -
7 80 uL 400 pL + -
8 40 pL 800 pL - +
9 80 uL 800 pL + +
10 60 uL 600 pL 0 0
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3.6 Validagao da técnica de extragao LDS/DLLME

No processo de validagdo do método otimizado foram avaliadas as figuras de
mérito: seletividade, linearidade, faixa de trabalho, limite de deteccdo (LOD), limite
de quantificagdo (LOQ), precisdo e exatiddo. O processo de validagdo (RIBANI et
al., 2004) foi realizado buscando atender aos critérios recomendados pelos
principais o6rgados regulamentadores, tais quais a ANVISA (ANVISA, 2003),
INMETRO (INMETRO, 2007) e pelo Guia de Validagédo e Controle de Qualidade
Analitica (MAPA, 2011).

3.6.1 Seletividade

A seletividade do método analitico foi avaliada comparando-se
cromatogramas dos extratos da matriz isenta dos agrotoxicos (extrato em branco),
com cromatogramas dos extratos da matriz fortificados com os agrotoxicos de

interesse.

3.6.2. Limite de detecc¢ao e limite de quantificagcao do método

O limite de detecgao (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ) dos agrotéxicos
avaliados neste trabalho foram calculados com base nos parametros das curvas
analiticas de cada analito. O LOD e LOQ foram calculados através das equagdes (1)
e (2).

LOD = 3,3 xg (1) LOQ =10><§ )
Onde “s” é a estimativa do desvio padrdo do branco da equagdo do modelo de
regressao e “S” representa a inclinagao da curva analitica. As curvas analiticas

tiveram no minimo 5 niveis de concentracdes diferentes, em ftriplicata.

3.6.3. Linearidade do método

A linearidade do método foi determinada pela injecdo de extratos de amostras
fortificadas em 6 concentragdes crescentes, submetidas a técnica de extracao
otimizada. Os pontos iniciais das curvas analiticas foram coincidentes com os
valores de LOQ de cada agrotoxico. A qualidade do ajuste do modelo de regresséo

foi avaliada pelo coeficiente de correlacao e pela analise do grafico de residuos.
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3.6.4. Exatidao

Para a avaliacdo da exatiddo do método LDS/DLLME proposto foram
realizados ensaios de recuperagdo. Nestes ensaios, as amostras de agua foram
fortificadas em concentragdes equivalentes a 2,5LQ, 5LQ e 7,5LQ (25%, 50% e 75%
da faixa linear), para cada agrotoxico, e submetidas ao procedimento de extragédo. A
exatidao foi avaliada em triplicata. A recuperacado foi avaliada em 3 dias nao-

consecutivos.

3.6.5. Precisao

A precisdo do método foi avaliada pelo estudo da repetitividade e da precisédo
intermediaria. O procedimento realizado € o mesmo para a avaliagcdo da exatidao,
porém, avalia-se os coeficientes de variagdo da média das triplicatas ao invés da

recuperacao.

3.6.5.1. Repetitividade e Precisao intermediaria

A repetitividade foi avaliada pelo preparo, inje¢do e analise, no mesmo dia, de
3 extratos de amostras de agua fortificadas com os oito agrotéxicos, em trés niveis
de concentracdo diferentes, conforme descrito para o processo de verificagdo da
exatiddo e submetidos a técnica de extragdo otimizada. O paradmetro avaliado é o
coeficiente de variagdo das médias das réplicas em um unico dia, enquanto a

precisao intermediaria avaliou os resultados em 3 dias n&o-consecutivos .

26



4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Otimizagao do Método de Extragcao LDS/DLLME

No processo de otimizacéo da técnica LDS/DLLME estabeleceu-se condi¢cdes
iniciais conforme Tabela 2 e a partir destas condi¢cdes iniciais, verificou-se a
influéncia de cada parametro como descrito no item 3.5.

Alguns fatores foram avaliados de forma univariada, enquanto outros, devido
as caracteristicas e provaveis interacbes, foram avaliados de forma multivariada,
através de planejamentos fatoriais. O solvente extrator, o modo de agitagédo e o
solvente dispersor foram avaliados de forma univariada e os fatores tempo e
velocidade de agitacdo bem como os fatores volumes dos solventes extrator e
dispersor foram avaliados através de planejamento fatorial.

As condi¢gbes cromatograficas foram avaliadas previamente, com os
agrotoxicos em solvente puro e se encontram no item 3.2.

A Figura 1 mostra um cromatograma em tolueno contendo os agrotoxicos

avaliados.

UV (X1,000,000)

Chromatogram
125

0.75 3

0.00

T Jm J

10 20 30 40 50 6.0 70 80 90 100 10 120 130 min
Figura 1: Cromatograma obtido pela injegcdo de padrbes de agrotéxicos preparados em solvente

tolueno, na concentragcéo de 250 pg L.
1-Parationa-metilica; 2-Clorpirifés; 3-Profenofds; 4-Bifentrina; 5-Cialotrina; 6-Permetrina; 7-Cipermetrina; 8-Deltametrina.
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A Tabela 6 contém os agrotoxicos avaliados com seus tempos de retengéo
(tr) apo6s a otimizacdo das condigbes cromatograficas. Os quatro primeiros
agrotoxicos (parationa-metilica, clorpirifés, profenofés e bifentrina) possuem um pico
definido para cada um (um unico tgr), enquanto os quatro ultimos agrotoxicos eluidos
no sistema (lambda-cialotrina, permetrina, cipermetrina e deltametrina) possuem
pelo menos dois picos cada (dois tr). Esses picos correspondem aos isGmeros
desses agrotéxicos, que possuem atomos de carbono assimétricos em suas
moléculas (MASTOVSKA & LEHOTAY, 2004). A quantificacdo das areas dos picos
obedeceu o critério de integragdo de cada pico individualmente, com excegéo dos
agrotoxicos permetrina (6) e cipermetrina (7), que sempre que possivel, foram
integrados de forma a produzirem apenas um tempo de retengdo, apesar de
possuirem picos multiplos.

Nesse estudo, nas condigdes cromatograficas e com tipo de coluna utilizado,
os organofosforados eluem em tempo de retengédo menor que os piretréides (Tabela
6).

Tabela 6 - Tempos de retencao dos agrotéxicos nas condigbes cromatograficas otimizadas.

ogf'u"}'g"ége AGROTOXICOS trs (min) trz (Min) M"z;s; c',vl'.?)'a’
1 Parationa-metilica’ 4,81 - 263,21
2 Clorpirifés’ 5,22 - 350,89
3 Profenofés’ 6,22 - 373,63
4 Bifentrina’ 8,05 - 422,88
5 A-Cialotrina® 8,67 8,83 449,85
6 Permetrina’ 9,31 9,39 391,3
7 Cipermetrina’ 10,14 - 416,3
8 Deltametrina® 11,59 11,83 505,2

1 — Organosfosforados; 2 — Piretroides;
tr1: tempo de retencao do pico 1; tro. tempo de retencéo do pico 2.

A ordem de eluicdo de substancias, em um sistema cromatografico depende
das interagdes nao destrutivas entre os analitos e a coluna e, a forca da interacéo
analito-coluna depende da polaridade destes. Analitos polares tenderédo a se ligar
mais fortemente a colunas polares, enquanto analitos apolares, se ligarao mais

fortemente a colunas apolares. Dessa forma, em cromatografia de particao, analitos
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apolares tenderdo a eluir de acordo com o aumento de suas temperaturas de
ebulicdo, conforme as regras de Trouton (BLUMBERG, 2010). Por sua vez, analitos
de alta massa molecular necessitardo de altas temperaturas para eluir, evitando
assim altos tempos de reten¢ao (ROOD, 2007).

A Figura 2 mostra a relagédo entre a massa molar e o tempo de retengao dos

analitos analisados.
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PTM: parationa-metilica; CPF: clorpirifés; PFF: profenofés; BFT: bifentrina; CLT: A-cialotrina; PMT: permetrina; CPT: cipermetrina; DMT: deltametrina.

Figura 2: Grafico comparativo entre a massa molar e o tempo de reten¢ao dos agrotoxicos avaliados,
conforme dados da Tabela 1

Pode-se observar que, entre a parationa-metilica e a lambda-cialotrina, ocorre
um aumento gradativo no tempo de retengdo, conforme a massa molar aumenta. A
permetrina apresenta o valor de massa molar menor do que a da bifentrina e da
lamda-cialotrina, porém o seu tempo de retengcdo é maior do que esse dois
agrotéxicos. A cipermetrina possui massa molar menor do que a lambda-cialotrina,
mas possui tempo de retengao maior que esta. A deltametrina apresenta tempo de
retencao condizente com sua massa molar, em relagdo aos demais agrotoxicos.

A Figura 3 mostra o comportamento crescente da temperatura de ebulicdo
frente ao tempo de retencdo de cada agrotoxico. Os agrotoxicos possuem um
comportamento esperado, com aumento linear no tempo de retengao até a lambda-
cialotrina. A permetrina provoca uma inflexdo no grafico, onde sua temperatura de
ebulicdo é menor do que a da lambda-cialotrina, Isso ocorre provavelmente, devido
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a permetrina ndo possuir um radical CN em sua estrutura, o que poderia provocar
uma diminuicdo na sua polaridade e consequente maior tempo de retencao, apesar
de sua massa molar e temperatura de ebulicdo serem menores que a da lambda-
cialotrina. A cipermetrina e deltametrina apresentam a tendéncia de aumento da

temperatura de ebulicdo quando comparada com o tempo de retengao
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PTM: parationa-metilica; CPF: clorpirifés; PFF: profenofés; BFT: bifentrina; CLT: A-cialotrina; PMT: permetrina; CPT: cipermetrina; DMT: deltametrina.

Figura 3: Grafico comparativo entre a massa molar e o tempo de reten¢ao dos agrotoxicos avaliados,
conforme dados da Tabela 6.

4.1.1 Efeito do solvente extrator

Para verificar qual solvente seria o mais adequado para utilizagdo na técnica
LDS/DLLME, foram escolhidos e testados 4 (quatro) solventes com densidade
menor do que a agua, sendo eles hexano, ciclohexano, octanol e tolueno. Aplicou-se
o processo de extracdo LDS/DLLME em amostras fortificadas com os agrotoxicos de
interesse na concentracdo de 1,0 ug L™, para cada solvente escolhido, usando-se
acetonitrila como solvente dispersor, mantendo-se as demais condigdes definidas na
Tabela 2 e injetou-se 1,0 uL do extrato obtido no GC/ECD. Os resultados obtidos

sao apresentados na Figura 4.
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Figura 4: Respostas cromatograficas dos analitos para extratos obtidos pela técnica LDS/DLLME nos
ensaios com solventes extratores diferentes.

As melhores respostas cromatograficas foram obtidas quando se realizou a
extragcdo com tolueno, sendo este o solvente extrator escolhido para ser utilizado no
desenvolvimento do método, sendo o mesmo solvente escolhido por Chen e
colaboradores, para extracdo de carbamatos em agua, em 2010 (CHEN et al.,
2010). Os autores citam a possibilidade de uma maior afinidade entre o tolueno e os
agrotoxicos estudados, devido a existéncia de anéis benzénicos em ambas

estruturas, o que se aplica neste estudo também.

4.1.2 Efeito do tipo de agitacao

Para verificar o efeito de cada forma de agitacdo no processo de extragao da
técnica LDS/DLLME, fixou-se um tempo de agitagao e aplicou-se as duas formas de
agitacdo. O tempo escolhido foi de 30 segundos. Para cada forma de agitagao
aplicou-se o processo de extracdo LDS/DLLME em amostras fortificadas com os
agrotoxicos de interesse na concentragdo de 1,0 ug L, utilizando-se tolueno como
solvente extrator (escolhido no item 4.1.1) e acetonitrila como solvente dispersor,
mantendo-se as condi¢des definidas na Tabela 2 e injetou-se 1,0 yL do extrato
obtido no GC/ECD. Os resultados para os efeitos nas respostas cromatograficas dos

analitos nos dois modos de agitacéo estdo apresentados na Figura 5.
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Figura 5: Respostas cromatograficas dos analitos para extratos obtidos pela técnica LDS/DLLME nos
ensaios com agitagdo manual e agitagdo por vortex.

As duas formas de agitacdo apresentaram respostas cromatograficas
semelhantes. A forma de agitagdo no vortex forneceu valores de coeficiente e
variagao menores do que a agitagcdo manual, como se observa na Tabela 7, exceto

para o agrotdxico profenofés.

Tabela 7 - Coeficientes de variagdo das respostas cromatograficas obtidas no processo de
extracdo LDS/DLLEM dos analitos por agitagdo manual e agitagéo vortex

Agrotoéxicos Agitacao Agitacao vortex
mecanica (% CV) (%CV)
Parationa-metilica 9,8 4,3
Clorpirifos 3,5 3,0
Profenofés 4.9 55
Bifentrina 10,2 1,6
A-Cialotrina 12,4 1,4
Permetrina 16,9 4,8
Cipermetrina 11,0 3,5
Deltametrina 10,4 2,7

Como o processo de agitacdo da amostra na técnica LDS/DLLME tem como objetivo
promover o contato entre o solvente extrator e a amostra, um contato mais eficiente

permitira atingir o equilibrio mais rapidamente, proporcionando uma extracdo mais
32



eficiente e um tempo de extragdo menor, ambas fatores apresentaram respostas
similares. Entretanto, o uso do vortex foi escolhido por apresentar menores
coeficientes de variacdo, melhorando a precisdo do método. Dessa forma, escolheu-
se a agitacdo em vortex como forma de agitagdo a ser utilizada na etapa de
extracdo. Cabe ressaltar que poucos trabalhos publicados tém utilizado vortex como
forma de agitagdo (WANG et al, 2011).

4.1.3 Efeito do solvente dispersor

Para verificar o efeito do solvente dispersor, testou-se 4 (quatro) solventes
organicos que sao misciveis em agua. Foram eles: acetonitrila, acetona, metanol e
etanol. Para cada solvente dispersor aplicou-se o processo de extragao LDS/DLLME
em amostras fortificadas com os agrotéxicos de interesse na concentragao de 1,0 ug
L™, utilizando-se tolueno como solvente extrator (80 uL) (definido no item 4.1.1) e
agitacdo por 30 segundos em vortex e volume de solvente dispersor de 800 uL,
mantendo-se as demais condi¢des definidas na Tabela 2 e injetou-se 1,0 pL do
extrato obtido no GC/ECD. As melhores respostas cromatograficas (Figura 6) foram
obtidas quando se usou o solvente dispersor metanol, seguido da acetonitrila, etanol
e acetona. A fase organica obtida quando se usou acetona como solvente dispersor
desenvolveu uma turvagdo, que nao foi observada nas fases orgénicas obtidas
quando se utilizou os demais solventes. Os volumes das fases organicas obtidas
quando se utilizou acetona e metanol foram menores do que os volumes das fases
organicas obtidas quando se utilizou acetonitrila e etanol. Apesar das melhores
respostas cromatograficas terem sido obtidas quando se utilizou metanol, optou-se
por utilizar acetonitrila como solvente dispersor, pois a mesma € utilizada como
solvente-base da fase organica na técnica de extracdao SLE/LTP, facilitando o
processo de hifenacao das técnicas, para determinacao de residuos de agrotoxicos
em solos, além do metanol ter produzido respostas para os piretroides com desvio

padréo bem maior do que a acetonitrila.
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Figura 6: Respostas cromatograficas dos analitos em extratos obtidos pela técnica LDS/DLLME nos
ensaios com solventes dispersores variados.

4.1.4 Efeito do tempo de agitagcao e efeito da velocidade de agitagao

Na otimizagao da LDS/DLLME foram também avaliadas as variaveis tempo de
agitagao e velocidade de agitagao. Assim como ocorre com o tipo de agitagao, essas
variaveis também tém efeitos na cinética de transferéncia dos analitos para o
solvente extrator, de maneira que foram avaliadas simultaneamente essas variaveis
através de um planejamento fatorial 22 com ponto central. Os tempos de agitacdo
definidos foram de 15 segundos e 60 segundos. As velocidades de agitagdo foram
aquelas obtidas nas velocidades 6 e 8 do agitador vortex utilizado. Para cada ensaio
combinado de tempo e velocidade de agitacéo aplicou-se o processo de extragao
LDS/DLLME em amostras fortificadas com os agrotoxicos de interesse na
concentracdo de 1,0 ug L™, utilizando-se tolueno como solvente extrator (definido no
item 4.1.1) e acetonitrila como solvente dispersor (definido no item 4.1.2) mantendo-
se as condi¢des definidas na Tabela 2 e injetou-se 1,0 yL do extrato obtido no
GC/ECD. Os ensaios foram realizados em duplicata e as médias das respostas

cromatograficas obtidas estdo apresentadas na Figura 7.
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Figura 7: Respostas cromatograficas dos analitos em extratos obtidos pela técnica LDS/DLLME nos
ensaios com planejamento fatorial 2? para tempo de agitagao e velocidade de agitacao.

1 a 5: Ensaios realizados conforme planejamento fatorial descrito na Tabela 4.

A Tabela 8 contém os dados obtidos apds avaliagao dos resultados utilizando-
se o teste ANOVA e anadlise dos graficos de Pareto gerados. Os valores
significativos (ao nivel de 95% de significdncia) estdo destacados em negrito.
Apenas o agrotoxico parationa-metilica apresentou uma interagao significativa entre
a velocidade e tempo de agitagdo como esperado, pois, como ja citado, a maior
agitacdo permite que o equilibrio seja atingido mais rapidamente. Os demais
agrotoxicos apresentaram efeitos nao-significativos para a interacao entre os dois
fatores.

A variagcdo no tempo de agitacdo de 15 para 60 segundos aumentou
significativamente a resposta cromatografica para parationa-metilica, cipermetrina e
deltametrina, sendo que para os demais agrotoxicos, essa variacao da velocidade
nao se mostrou significativa. Além disso, a alteracdo da velocidade de 6 para 8, no
vortex ndo foi significativa para nenhum dos agrotoxicos utilizados. Os melhores
coeficientes de variacdo foram obtidos para os ensaios 2 e 4 , onde utilizou-se o
tempo de agitacdo de 60 s, independentemente da velocidade aplicada. Desta
forma, a combinacdo de tempo de agitacdo e velocidade de agitagao escolhida foi
60 segundos e velocidade 8 do vortex. Na Tabela 8 estdo representados os efeitos

para cada analito, nos ensaios com planejamento fatorial 22.
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Tabela 8 - Efeitos significativos obtidos nos ensaios com planejamento fatorial 2? para tempo de

agitacao e velocidade de agitagao, na técnica LDS/DLLME

Fatores PTM CPF PFF BFT CLT PMT CPT DMT

1 (TAg) 12.56 -0,05 1,15 -0,005 0,27 0,35 2,89 4,26

2 (Vvtx) 1,49 1,30 2,09 1,64 1,23 1,50 -0,10 0,24
1x2 -6,32 -1,52 -1,10 -1,29 -1,22 -1,06 0,54 -0,002

1: Tempo de agitagcdo (TAg); 2: Velocidade vortex (Vvix); 1x2: Interacédo entre os dois fatores
PTM: Parationa-metilica; CPF: Clorpirifés; PFF: Profenofés; BFT: Bifentrina; CLT: A-cialotrina; PMT: Permetrina; CPT: Cipermetrina; DMT: Deltametrina.

Os valores em negrito sdo significativos (ao nivel de 95% de confianga).

4.1.5 Efeito dos volumes do solvente extrator e solvente dispersor

Os volumes dos solventes extratores e dispersores sao fatores importantes
para que o processo de extracdo LDS/DLLME alcance sua maxima eficiéncia, assim
como um maior volume de fase organica disponivel para se trabalhar (facilidade na
coleta, quantidade suficiente de amostra para reinjegdes, amostra para ambientagao
da seringa de injeg¢ao). Para a avaliagao do efeito dos volumes do solvente extrator e
solvente dispersor foi utilizado um planejamento fatorial 22 com ponto central (Tabela
5), utilizando-se tolueno como solvente extrator nos volumes de 40 e 80 uL e
acetonitrila como solvente dispersor nos volumes de 400 e 800 uL. Os ensaios foram
realizados em duplicata, exceto para o ponto central que foi realizado em ftriplicata.
As médias das respostas cromatograficas obtidas estdao apresentadas na Figura 8.
Podemos observar que com a redugdo do volume de solvente extrator utilizado
obteve-se as maiores respostas cromatograficas. O mesmo nao se observa em
relacdo a variagao do volume do solvente dispersor. Os coeficientes de variagcéao
para cada replicata manteve-se abaixo de 20% exceto o experimento 6 (40/400 L),

deltametrina

onde os cipermetrina e

agrotoxicos bifentrina, permetrina,
apresentaram valores acima de 20%.

Verificou-se para adicdo de um volume de 40 uL e tolueno, obteve-se um
volume de fase orgéanica de 25 yL + 0,2 pL; para um volume de 60 pL, uma fase
organica de 40 pyL £ 0,2 uL e para um volume de 80 uL, uma fase organica de 60 +

0,2 L.
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FIGURA 8: Respostas cromatograficas dos analitos em extratos obtidos pela técnica LDS/DLLME nos
ensaios com planejamento fatorial 2° para volume do solvente extrator e volume do solvente
dispersor.

Na Tabela 9 estao representados os valores dos efeitos das variaveis para as
respostas cromatograficas de analito, nos ensaios com planejamento fatorial 22 para
volume do solvente extrator e volume do solvente dispersor, obtidos apos teste
ANOVA e avaliagao por graficos de Pareto. Os valores em negrito sdo aqueles que
apresentaram significancia ao nivel de 95%. A partir destes valores podemos
observar que os agrotéxicos parationa-metilica, clorpirifés, profenofds, bifentrina,
lambda-cialotrina, permetrina e cipermetrina, apresentaram um comportamento
similar, onde ocorre aumento significativo da resposta cromatografica para a
redugdo do volume do solvente extrator de 80 pL para 40 pL. Deltametrina nao
apresentou resposta significativa para a redugao do volume na variagao citada. Por
outro lado, tanto a variagdo de solvente dispersor de 400 yL para 800 uL, quanto o
efeito secundario das variaveis nao alterou significativamente as respostas
cromatograficas destes agrotoxicos. Devido as dificuldades operacionais no uso de
volumes de fase organica abaixo de 50 pL, optou-se por utilizar o volume de 80 uL
para o tolueno (solvente extrator), e o volume de 400 uL de acetonitrila (solvente
dispersor). Dessa forma, diminui-se o consumo de acetonitrila € mantém-se a

operacionalidade do processo de extracdo LDS/DLLME.
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Tabela 9 - Efeitos significativos obtidos nos ensaios com planejamento fatorial 2% para volume de
solvente extrator e volume de solvente dispersor, na técnica LDS/DLLME.

Fatores PTM CPF PFF BFT CLT PMT CPT DMT
1
(Extract) | 9,76 - 6,01 -8,50 -4,72 -2,51 -2,95 - 5,65 -2,02
2
(Disper) -1,58 -1,90 -0,73 -0,30 1,18 -2,14 -1,48 -1,02
1x2 0,31 0,21 -0,45 0,30 -1,14 0,78 1,25 0,75

1: Volume solvente extrator (Extract); 2: volume solvente dispersor (Disper); 1x2: Interagé@o entre os dois fatores
PTM: Parationa-metilica; CPF: Clorpirifés; PFF: Profenofés; BFT: Bifentrina; CLT: A-cialotrina; PMT: Permetrina; CPT: Cipermetrina; DMT: Deltametrina.

Os valores néo apresentados ndo sao significativos (ao nivel de 95% de confianga).

4.2. Validagao da técnica de extracao LDS/DLLME

No processo de validagdo do método desenvolvido a partir da otimizagao da
técnica LDS/DLLME foram avaliadas as seguintes figuras de mérito: seletividade,
linearidade e faixa de trabalho, limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacéo
(LOQ), preciséo e exatiddo. O processo de validagao possui duas fungdes basicas:
garantir o atendimento aos critérios de aceitacdo preconizados, através dos
parametros de desempenho avaliados, garantindo a qualidade metrolégica além de
permitir a reducdo e o controle de fatores que podem levar a imprecisdao ou
inexatiddo de um dado apresentado (MAPA, 2011). As condi¢des a serem validadas
sao as obtidas no processo de otimizagao, descritos no item 4.1.1 ao 4.1.5 e estao

descritas na Tabela 10.

Tabela 10 - Condi¢des otimizadas para o processo de extragdo LDS/DLLME.

Volume de amostra’ 5mL
Solvente dispersor Acetonitrila
Volume de Solvente Dispersor 400 pL
Solvente extrator Tolueno
Volume de Solvente Extrator 80 uL
Vortex / vel. 8

Modo de agitagao

Tempo de extragio 60 segundos

5 minutos / 3200 rpm
50 uL

Tempo de centrifugagéo*

Volume de fase organica recuperada’

* Nao otimizados.

A seletividade é dada pela capacidade de avaliar, de forma inequivoca, as

substancias em exame na presenca de componentes que podem interferir com a
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sua determinagdo em uma amostra complexa, e garante que o pico de resposta seja
exclusivamente do composto de interesse. Para avaliar a seletividade do método de
extragdo foram injetados e comparados: o solvente puro (A), padrdo dos agrotdxicos
em solvente puro (B), extrato da amostra isento de agrotoxicos (branco) (C) e o
extrato da amostra fortificada com os agrotéxicos (D).

A Figura 9 contém dois cromatogramas, sendo o cromatograma A, referente
ao tolueno puro e o cromatograma B, referente aos padrbes em tolueno. Os
numeros de 1 a 8 sao referentes aos picos dos agrotdxicos. Observa-se que o
tolueno possui alguns picos, porém os mesmos nao se sobrepdem aos picos dos
agrotoxicos avaliados. Da mesma forma, a Figura 10 contém a comparagao de dois
cromatogramas, sendo um cromatograma (C) de uma amostra isenta de agrotdxicos
submetida ao processo de extracdo LDS/DLLME, conforme condi¢cdes otimizadas
descritas na Tabela 10 e, um cromatograma (D) de uma amostra fortificada com
agrotoxicos em uma concentragao equivalente a 5LQ, também submetida ao
processo de extracdo LDS/DLLME, conforme condi¢cbes otimizadas na Tabela 10.
Pode-se observar que apesar da existéncia de picos no extrato da amostra isenta de
agrotoxicos, a seletividade do método foi atendida, conforme observado na Figura
10.
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Figura 9: Cromatograma do Tolueno puro (A) comparado com cromatograma dos padrdes de agrotdxicos em tolueno (B).
Analitos: 1: Parationa-metilica; 2- Clorpirifés; 3: Profenofds; 4: Bifentrina; 5: A-cialotrina; 6:Permetrina; 7: Cipermetrina; 8:Deltametrina.
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Para realizar o estudo de linearidade, foi construida uma curva analitica para
cada agrotoxico de interesse, fortificando-se amostras da matriz estudada (agua Mili-
Q) com quantidades adequadas das solugdes-trabalho dos agrotéxicos. O estudo da
linearidade foi realizado inicialmente injetando-se extratos LDS/DLLME de amostras
fortificadas em 10 niveis de concentragdo. A faixa de concentracdo utilizada
inicialmente foi de 50 ng L™ a 20000 ng L (20 ug L™), para cada agrotéxico. O
ponto inicial da curva equivaleu a metade do limite de quantificagdo estimado para a
parationa-metilica, pela relagdo sinal-ruido. Cada agrotoxico apresentou uma
resposta referente a um intervalo de concentracdo, de acordo com suas
caracteristicas, apds processo de extragao LDS/DLLME. Mediante esta informacgao
prévia, construiu-se novas curvas analiticas, agora com 6 niveis de concentragéo,
fortificando-se as amostras de agua Mili-Q, de acordo com os intervalos obtidos na
primeira etapa. A Tabela 11 contém os valores referentes a equagao da reta, faixa
linear, LOD e LOQ e seus respectivos coeficientes de correlacdo para cada
agrotoxico avaliado. A linearidade para o método LDS/DLLME possui 0 mesmo
intervalo que a faixa de trabalho. Os valores de LOD e LOQ foram determinados

com base nos parametros da curva analitica, para cada agrotoxico.

TABELA 11 - Valores de LOD, LOQ, Coeficiente de correlagdo, equacao da reta e EF (fator de
enriquecimento) para cada agrotoéxico analisado pelo método LDS/DLLME-GC/ECD.

PARAMETROS DE VALIDAGAO

ANALITOS
LOD LoQ FAIXA LINEAR &
(gL | (ngL (ng L") EQUACAO DA RETA R EF
PARATIONA 33,0 110,0 110 - 1100 y =734,73x — 20182 0,995 56,8

CLORPIRIFOS 256,0 | 774,0 780 — 7800 y =430,37x + 167282 0,997 48,0

PROFENOFOS 80,0 243,0 250 -2500 y =471,89x — 48479 0,996 50,0
BIFENTRINA 278,0 | 842,0 850 — 8500 y =182,73x + 64010 0,998 21,4
CIALOTRINA 70,0 213,0 220 — 2200 y =487,74x — 21611 0,999 28,4

PERMETRINA 481,0 | 1458,0 | 1500 — 15000 y = 86,514x + 38537 0,996 56,0

CIPERMETRINA | 251,0 | 761,0 780 — 7800 y = 422,93x — 15257 0,995 27,0

DELTAMETRINA | 381,0 | 1152,0 | 1200 — 12000 y =190,89x — 91240 0,999 25,0
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Podemos observar que os valores obtidos para os coeficientes de correlagao
apresentam-se acima de 0,99, que € o valor recomendado pela ANVISA para
métodos analiticos (ANVISA, 2003).

Também foram avaliados os graficos de residuos obtidos a partir dos valores
calculados pela curva analitica de cada agrotéxico. Os valores normalizados para os
residuos foram obtidos calculando-se os valores a partir da equacao obtida da curva
analitica, dividindo esses valores calculados pelo valor do erro relativo ao termo .

Um exemplo de grafico de residuo normalizado é mostrado na Figura 11.
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Figura 11: Grafico de residuos normalizados para a curva analitica da parationa-metilica em
amostras de agua extraidas pelo método LDS/DLLME.

Para os demais agrotéxicos o comportamento dos residuos foi semelhante,
mostrando a inexisténcia de uma tendéncia.

Para os ensaios de precisao e exatidao, utilizou-se 3 niveis de concentracéao,
em triplicata (25, 50 e 75% da faixa de trabalho), para cada agrotdxico. A
repetitividade foi avaliada através das respostas cromatograficas dos extratos
relacionadas com a curva analitica, injetada no mesmo dia que os extratos das
amostras fortificadas, para cada agrotdxico. Foram calculados os coeficientes de
variacdo (CV) para as médias de cada nivel de concentracdo, de cada agrotoxico.
Os resultados para a repetibilidade se encontram na Tabela 12. Para os ensaios de

repetibilidade em um unico dia, os resultados de %recuperacdo para cada
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agrotoxico ficou de acordo com a faixa sugerida pelos organismos normativos,
sendo este de 70 a 120 % (ANVISA, 2003). Os coeficientes de variagdo também se
apresentaram dentro da faixa esperada, para o nivel de concentragao utilizado no
trabalho, que seria de até 35% de variagcdo (MAPA, 2011).

Para o ensaio de precisao intermediaria, realizou-se 0 mesmo procedimento
realizado para os ensaios de repetitividade, porém em mais dois dias alternados, ja
que o ensaio de repetitividade também atende ao ensaio de precisao interna, no
primeiro dia. Na Tabela 13 sao apresentados os resultados da precisdo intermediaria
tanto da concentracdo, como para a média da recuperacdo em 3 dias. A exatiddo do
método para os 3 dias avaliados apresentou-se de acordo com o intervalo aceitavel,
de 70 a 120% para as % recuperacdes dos analitos.

Desta forma podemos concluir que o processo de validagdo da metodologia
LDS/DLLME para os 8 agrotéxicos de interesse estd de acordo com as normas
definidas pela ANVISA (ANVISA, 2003).

A Figura 12 representa o esquema de aplicagao da microtécnica LDS/DLLME

para amostras de agua.
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TABELA 12 - Valores de repetitividade e recuperagéo para os analitos validados — 1° dia

REPETITIVIDADE (n=3)

ANALITOS Concentragdao Nominal Nivel de Concentragdo Média Concentragdo / Recuperagdo

(ngLY) LoQ (ng L) Média CV(RSD/)

275 2,5L0Q 252 91,6 1,54

PARATIONA 550 5,0 LOQ 627 114 2,90

825 7,5 LOQ 906 109,8 5,54

1950 2,5L0Q 1915 98,2 2,67

CLORPIRIFOS 3900 5,0 LOQ 4400 112,8 6,21

5850 7,5 L0Q 6068 103,7 9,55

625 2,5 LOQ 555 88,8 8,39

PROFENOFOS 1250 5,0 LOQ 1508 120,7 2,63

1875 7,5 LOQ 2026 108,1 6,95

2125 2,5L0Q 2471 116,3 6,31

BIFENTRINA 4675 5,0 LOQ 4587 97,3 6,44

6375 7,5 L0Q 6684 104,8 15,51

550 2,5L0Q 551 100,1 4,53

CIALOTRINA 1100 5,0 LOQ 1110 100,9 8,44

1650 7,5 LOQ 1660 100,6 5,56

3750 2,5L0Q 3387 90,3 15,00

PERMETRINA 7500 5,0 LOQ 7819 104,3 7,97

11250 7,5 L0Q 11486 102,1 11,58

1950 2,5L0Q 1754 90,0 4,44

CIPERMETRINA 3900 5,0 LOQ 4003 102,7 6,24

5850 7,5 LOQ 5973 102,1 10,86

3000 2,5L0Q 2917 97,2 4,06

DELTAMETRINA 6000 5,0 LOQ 6631 110,5 5,82

9000 7,5 L0Q 8847 98,3 12,69
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TABELA 13 - Valores de precisao intermediaria e exatidao apés 3 dias de avaliagao da reprodutibilidade para os analitos validados

PRECISAO INTERMEDIARIA (n=3)

ANALITOS Concentragdo Nominal Nivel de Concentragdo Média Concgntragao . Exatidao . CV (RSD/)
(ng L) L0Q (ng .L ) Média/ reFuperagao Recuperacio
(3 dias) (3 dias)
275 2,51L0Q 233 85 10,85
PARATIONA 550 5,0 LOQ 545 99 14,78
825 7,5 LOQ 775 94 12,81
1950 2,51L0Q 1778 94 10,81
CLORPIRIFOS 3900 5,0 LOQ 3606 95 18,32
5850 7,5 LOQ 4896 86 19,65
625 2,5L0Q 582 93 5,53
PROFENOFOS 1250 5,0 LOQ 1351 108 10,63
1875 7,5 LOQ 1351 96 10,63
2125 2,5L0Q 2359 111 9,60
BIFENTRINA 4675 5,0 LOQ 4547 97 6,02
6375 7,5L0Q 5772 91 21,15
550 2,51L0Q 513 93 7,52
CIALOTRINA 1100 5,0 LOQ 1119 102 11,58
1650 7,5L0Q 1379 84 29,60
3750 2,51L0Q 3229 86 11,27
PERMETRINA 7500 5,0 LOQ 7019 94 14,30
11250 7,5L0Q 9636 86 23,36
1950 2,5L0Q 1826 94 10,65
CIPERMETRINA 3900 5,0 LOQ 3672 94 13,71
5850 7,5L0Q 5055 86 24,22
3000 2,5L0Q 2931 98 7,94
DELTAMETRINA 6000 5,0 LOQ 6085 101 12,69
9000 7,5L0Q 7928 88 17,30
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FIGURA 12: Esquema da microtécnica LDS/DLLME aplicada em amostras aquosas
(adaptado de Kokurova et al, 2012).
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5. CONCLUSAO

A técnica de extracdo LDS/DLLME mostrou-se adequada para a analise de
agrotoxicos organofosforados e piretréides em amostras de agua. O tipo de
solvente dispersor ndo afeta significativamente os resultados e o tipo de solvente
extrator influencia na resposta cromatografica, sendo que os melhores resultados
foram obtidos usando o solvente menos apolar. O método orimizado tem LOD e
LOQ que atendem a legislagdo para LMR em agua potavel. Os resultados da

validagéo sao concordantes com alguns resultados ja publicados.
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CAPITULO 2 - DESENVOLVIMENTO DE TECNICA DE EXTRAGAO SLE/LTP
HIFENADA COM A TECNICA LDS/DLLME PARA AGROTOXICOS
ORGANOFOSFORADOS E PIRETROIDES EM AMOSTRAS DE SOLO.

1. INTRODUCAO

O uso de agrotoxicos aplicados em plantas ou diretamente no solo para o
controle de pragas pode contaminar este ultimo, pois quando se aplica o agrotoxico
uma parte atinge o alvo, enquanto outra parte é depositada sobre o solo onde
ocorrem os diversos processos de degradacdo e transferéncia para varios
compartimentos ambientais (CASTRO et al., 2001). Isso faz necessaria a utilizagdo
de métodos rapidos e precisos para determinagao de agrotoxicos e seus derivados,
em solos. Usualmente, para extragao de compostos organicos de solos, faz-se uma
extragdo solido-liquido com agua ou solventes organicos. A extragao sélido-liquido
convencional demanda grandes massas de amostra, volume de solvente e tempo de
extracdo (SATTAR, 1990; IBANEZ et al., 2005). A extracdo por soxhlet é exaustiva
e a quente, podendo durar até 48 h, de acordo com o protocolo utilizado, além de
grandes volumes de solvente (PUIG & BARCELO, 1994; GIBSON et al., 2005).
Recentemente, duas técnicas originalmente desenvolvidas para aplicagdo em
amostras de alimentos tém sido aplicadas em amostras de solo. S&o elas a técnica
QUECHhERS (Quick, Easy, CHeap, Effective, Rudgger and Safe), desenvolvida por
Anastassiades e colaboradores, em 2003 e a extragado solido-liquido com particao
em baixa temperatura (SLE/LTP) (LENTZA-RIZOS et al., 2001; GOULART, et al.,
2008). A técnica QUEChERS foi aplicada na determinacédo de agrotoxicos em solos
(LESUEUR et al., 2008); trialometanos (THMs) e BTEX (benzeno, tolueno, etil-
benzeno e xileno) em solos (PINTO et al, 2011) além de farmacos e esteroides
também em solo (SALVIA et al., 2013) entre outros trabalhos. A técnica SLE/LTP,
aplicada originalmente em 6leo de oliva para determinagdo de organofosforados
(LENTZA-RIZOS et al., 2001), e posteriormente aplicada na analise de piretréides e
lactonas macrociclicas em leite (GOULART, et al., 2008; RUBENSAM et al., 2011),
também foi utilizada na determinagao de piretréides em tomate (PINHO et al.,
2010a), carbamatos em suco de uva e leite achocolatado (GOULART, et al., 2012),
cocaina em figado humano (MAGALHAES, et al., 2013) e também piretroides em
solos, além de outras classes de agrotéxicos (PINHO et al, 2010b; RIGUEIRA et al.,
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2013, SOUSA, 2012). Nestas duas técnicas, o volume da fase extratora costuma ter
proporgcdo 1:1 com a massa de solo (QUEChERS) ou no maximo 2:1 (SLE/LTP). A
desvantagem dessas técnicas é ndo apresentar fator de enriquecimento sendo
geralmente necessario uma etapa de concentragdo que pode ser por evaporagao
em evaporador rotativo (YASIN et al., 1996) ou uma segunda etapa de extragéo
utilizando-se técnicas de microextragdo (BOYD-BOLAND & PAWLISZYN, 1995;
COLOMBINI et al., 2004).

Uma alternativa para contornar o baixo fator de enriquecimento seria o uso de
microtécnicas de extragao, porém, as mesmas nao sdo adequadas para amostras
sélidas, que podem absorver a fase extratora. Nesse caso, a hifenacdo de duas
técnicas, sendo uma de pré-extracdo e clean up e outra de microextracao,
proporcionando melhores fatores de concentragdo, surge como uma opgao
interessante para o processo de extracdo de analitos em amostras solidas, onde
necessariamente, utiliza-se uma etapa de pré-extracdo. Um dos primeiros trabalhos
de hifenacdo de duas técnicas de extragao ja estabelecidas relata a combinagao de
SPE com SPME na determinacdo do herbicida feniluréia em amostras de agua,
obtendo-se limites de detecgdo abaixo de 1,0 ng L' (GERECKE et al., 2001).
Lambropoulou e Albanis, em 2004, descrevem um procedimento para analise de
vinclozin em solo, onde a pré-extragcao € realizada com o auxilio de ultrassom e
mistura de solventes e apds, é aplicada a técnica de HF-LPME (LAMBROPOULOU
& ALBANIS, 2004). Basheer e colaboradores, em 2005, relataram a aplicacdo de
extragdo assistida por micro-ondas (MAE) combinada com microextracdo em fase
liquida (LPME) e membrana de fibra oca (HFM) na determinacdo de poluentes
organicos persistentes em sedimento marinho (BASHEER et al., 2005). A técnica
SDME foi utilizada no modo headspace (HS) combinada com extragao assistida por
micro-ondas (MAE), na determinagao de paeonol, principio ativo em medicamentos
chineses tradicionais. As figuras de mérito para o processo de validagao foram 10,5
% CV, 88% de recuperacdo e LOD de 2 ug g’ (DENG et al., 2006). Em 2008, um
trabalho de determinagdo de residuos de agrotoxicos organoclorados em
sedimentos estuarinos relatou o uso de microextragdo em fase sélida no modo
headspace (HS-SPME) combinado com pré-extragcdo por micro-ondas (MAE),
utilizando cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de massa como detector

(CG/MS). Foram avaliados 10 (dez) principios ativos que apresentaram LOD entre
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0,005 a 0,11 ng g™’ de organoclorados por massa de sedimento seco, e % CV entre
8 e 17 % (CARVALHO et al., 2008).

Em 2007, Fattahi e colaboradores apresentaram um estudo combinando a
técnica SPE com a microtécnica DLLME, na analise de clorofen6is em agua. A
hifenacdo das duas técnicas mostrou-se efetiva, permitindo LOD abaixo dos
encontrados nas duas técnicas separadamente, sem afetar o coeficiente de variagao
(FATTAHI et al, 2007). Wu e colaboradores apresentaram um trabalho em 2009,
combinando extracdo em fase sdlida dispersiva (dSPE) com DLLME na
determinacdo de herbicidas sulfonilureia, em amostras de solo, utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector por arranjo de diodo
(HPLC/DAD). Esta combinagao proporcionou recuperagoes entre 76 e 92% e CVs
entre 4,2 e 7,4 %. Os LODs para os herbicidas avaliados ficaram entre 0,5 e 1,2 ng
g’ (WU et al, 2009b). QUEChERS e DLLME tem sido combinados para
determinacdo de diversas classes de compostos em alimentos e derivados, tais
como inseticidas neonicotindides em licor de mel (JOVANOV et al., 2014), bisfenol
A e B em vegetais e frutos enlatados (CUNHA & FERNANDES, 2013), vaérias
classes de agrotoxicos em tomate (MELO et al, 2012) e varias classes de
agrotoxicos em arroz (CUNHA & FERNANDES, 2011), etc.

A aplicagdo da técnica SLE/LPT em solos tem sido avaliada por alguns
pesquisadores (PINHO et al, 2010b; RIGUEIRA et al., 2013), e devido as suas
caracteristicas de baixo custo, facilidade operacional poder de clean-up, torna-se
uma excelente opg¢ao na hifenagdo com microtécnicas, como a LDS/DLLME. Dessa
maneira, o objetivo deste capitulo é abordar pela primeira vez a hifenagao da técnica
de pré-extracao e clean-up SLE/LPT com a técnica LDS/DLLME para determinagao

de residuos de agrotoxicos (organofosforados e piretréides) em solo.
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2. OBJETIVOS

Objetivos gerais

- Desenvolver metodologia combinando as técnicas extragdo solido-liquido com
particio em baixa temperatura (SLE/LTP) e a microextragdo liquido-liquido
dispersiva com solvente de baixa densidade (LDS/DLLME) para a determinacéo de

organofosforados e piretréides em solo, por cromatografia gasosa.

Objetivos especificos

- Otimizar a técnica de extragdo SLE/LTP para os os agrotéxicos organofosforados e
piretroides em solo, avaliando-se os fatores: composicdo da fase organica, da

mistura extratora, volume de fase organica e volume total da mistura extratora.

- Otimizar a técnica de extragdo DLLME para os agrotéxicos organofosforados e
piretréides em solo, avaliando-se a variagao do parametro volume de extrato obtido
pela técnica SLE/LTP.

- Combinar a técnica de extracdo SLE/LTP com a técnica de microextracao

LDS/DLLME para a extragao dos agrotdxicos em solo.
- Validar o novo método proposto para determinagcdo dos analitos, para os
parametros: seletividade, limite de detecgao, limite de quantificagdo, linearidade,

precisao intermediaria e exatidao.

- Aplicar o método de extragao hifenado SLE/LTP-LDS/DLLME em amostras de solo

de diferentes regides.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Reagentes e solugodes

Os solventes e padrdes utilizados foram:

- tolueno, 99% (Merck, Rio de Janeiro),

- acetonitrila, 99,5% - grau HPLC (Sigma-Aldrich,USA),
- cipermetrina, 92,4% m/m, (Sygenta, Brasil)

- A-cialotrina, 86,5% m/m, (Sygenta, Brasil)

- deltametrina, 99% m/m (Sygenta, Brasil)

- parationa-metilica, 99% m/m, (Sygenta, Brasil).

- profenofos, 92% m/m (Dr. Erchenstoffer, Germany)

- bifentrina-92,2% m/m (FMC, Brasil).

Foram preparadas solucdes-estoque dos padrdes, na concentragao de 1000,0
mg L™, em acetonitrila e, a partir destas, solugdes-trabalho na concentragdo de 10,0
mg L, em acetonitrila. As diluicdes necessarias foram realizadas a partir das
solugdes de trabalho e todas foram armazenadas a temperatura de
aproximadamente -20 °C. Na etapa de validagédo foram utilizadas amostras de solo
coletadas na cidade de Vicosa, classificado como latossolo vermelho-amarelo,
coletado na Vila Gianetti, no campus da UFV, na profundidade de aproximadamente
20 cm, em area isenta de residuos de agrotoxicos. Os analitos utilizados neste

capitulo se encontram na Tabela 1, exceto clorpirifés e permetrina.

3.2 Equipamentos

Foram utilizados os seguintes equipamentos nesta etapa:

- Agitador vortex modelo CERTOMAT® MV (B. BRAUN INTERNACIONAL,
Melsugen, Alemanha)

- Centrifuga modelo 222-T28 (QUIMIS, Rio de Janeiro, Brasil).

- Balancga analitica modelo BP221 S (SARTORIUS, Goéttingen, Alemanha)

- Freezer 280 L (CONSUL, Minas Gerais, Brasil)

- Cromatografo a gas modelo 17A (SHIMADZU, Kioto, Japao) equipado com

um detector por captura de elétrons (GC/ECD) e injetor split/splitless, coluna capilar
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de silica fundida (30 m x 0,25 mm x 0,10 pym de espessura de filme), da
Phenomenex (USA), modelo ZB-5 (apolar, 5% fenil, 95% dimetilpolisiloxano).

- As condi¢des cromatograficas utilizadas forma:

* Rampa de temperatura:

150 °C (1 min) — 210 °C (1 min) — 250 °C (2 min) — 290 °C (5 min)
30 °C min ™ 30 °C min ™ 20 °C min ™

- A corrida cromatografica durou 14,3 minutos.

- O detector por captura de elétrons (ECD) foi mantido a 300 °C e o injetor
split/splitless foi mantido a 280 °C.

- Nitrogénio 99,999% puro foi usado com gas de arraste, a uma vazao de 1,2
mL min”' e o gas de make-up foi mantido em 55 kPa.

- O volume injetado foi de 1,0 L, a uma razéo de Split de 1:5.

3.3 EXTRAGAO SOLIDO LiQUIDO COM PARTIGAO EM BAIXA TEMPERATURA
HIFENADA COM MICROEXTRAGAO LIQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA COM
SOLVENTE DE BAIXA DENSIDADE (SLE/LTP-LDS/DLLME)

3.3.1 Preparo e fortificagao das amostras de solo

As amostras de solos utilizadas no processo de otimizagcdo e validagao do
método foram obtidas de um terreno, na vila Gianeti, na Universidade Federal de
Vigosa, local sem nenhuma atividade agricola, livre de agrotdxicos, em Vigosa-MG.
Foram destorradas, peneiradas, secas ao ar a temperatura ambiente e armazenadas
em sacos plasticos adequados. Fortificou-se 2,0 g de solo com os agrotdxicos de
interesse em concentragdes definidas de acordo com a etapa do trabalho. Diferentes
volumes de solvente utilizado no preparo da solugdo trabalho (normalmente
acetonitrila) foram acrescentados as amostras de solo fortificadas para garantir
homogeneidade no processo de fortificagcao, ficando todas amostras expostas a um
mesmo volume de solugdo. As amostras foram entdo homogeneizadas em vortex e
mantidas em repouso de 12 horas até que todo solvente evaporasse.
Posteriormente estas amostras foram submetidas ao procedimento de extracao
SLE/LTP-LDS/DLLME.
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3.3.2 Principio do método empregando a hifenagcao das técnicas SLE/LTP-
LDS/DLLME para determinagao de agrotéxicos em solo

A extracdo SLE/LTP-LDS/DLLME consiste de duas etapas, sequenciais,
sendo a primeira, uma extracdo soélido-liquido com particdo a baixa temperatura
(SLE/LTP) e a segunda uma microextracao liquido-liquido dispersiva com solvente
de baixa densidade (LDS/DLLME). Na primeira etapa, adiciona-se a 2,0 g de solo
previamente fortificado, 4,5 mL de acetonitrila (ACN) e 4,5 mL de agua (H20) em
frascos de vidro de 22 mL, com tampa rosqueavel. Agita-se em vortex por 1 minuto e
leva-se os tubos para um refrigerador (-20 °C) por cerca de 6 h, para separagéo das
fases. Recupera-se 2,5 mL de extrato orgénico e estoca-se em frascos de vidro de
4,5 mL. Na segunda etapa do procedimento de extragdo, mistura-se 80 uL de
tolueno (TOL) em 1,0 mL de extrato organico obtido na etapa anterior e introduz-se,
rapidamente, em um tubo de ensaio de 10 mL, com tampa rosqueavel, contendo 5,0
mL de agua destilada. Agita-se a mistura em vortex, por 1 minuto e centrifuga-se por
5 minutos. Recupera-se 50 uL da fase organica formada na superficie da solugao
aquosa e armazena-se em frasco de vidro de 2 ml com insert redutor de volume
(150 pL). Retira-se uma aliquota de 1,0 uL dessa solugao e injeta-se no GC/ECD. Os
dados obtidos foram tratados pelo “software” Simadzu CG Solution e posteriormente

avaliados pelo software Statistica 8.0.

3.4 Otimizacgao da técnica SLE/LTP - LDS/DLLME

O processo de extragao SLE/LTP-LDS/DLLME possui duas etapas, onde a
etapa de SLE/LTP tem como caracteristica a extragdo dos analitos da amostra
sélida e a capacidade de realizar clean-up (GOULART et al., 2008), enquanto a
etapa LDS/DLLME tem a capacidade de concentrar os analitos em um pequeno
volume de solvente. Para melhoria do processo global, cada etapa foi otimizada de

acordo com suas caracteristicas.

3.4.1 Otimizacgao da etapa SLE/LTP

Para a otimizacdo da etapa SLE/LTP, realizou-se um planejamento fatorial 2°
com ponto central (13 ensaios), conforme Tabela 14, buscando obter a melhor
resposta cromatografica dos analitos avaliados. Na otimizacdo os fatores razao de

composicao da fase organica (R1); volume total da mistura extratora (V1) e razéo
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volume fase organica para volume da mistura extratora (Ry) foram avaliados. O
ponto central foi realizado em quintuplicata. O fator V1 € o volume total da mistura
extratora que sera avaliado nos niveis 12 mL e 9 mL. O Fator R4 € a razdo entre o
volume de acetato de etila (AcOEt) e o volume da fase orgénica, que € tem como
base a acetonitrila (ACN). As razdes R4 a serem avaliadas sao 0 e 0,125 de AcEt, na
fase orgénica. E o fator R, é a raz&o entre o volume da fase organica (ACN +
AcOEt) e o volume total da mistura extratora (FO + H,0), que sera avaliada nas
razdes 0,5 e 0,667.

Tabela 14 - Condi¢des experimentais do planejamento fatorial 2% com ponto central (5 pontos) —
valores reais e fatores codificados.

Bnsaio | o | ey | D) | oy |y | R | R |y | R | Re
1 8,00 0,00 8,00 4,00 12,00 0,00 0,67 + - +
2 7,00 1,00 8,00 4,00 12,00 0,13 0,67 + + +
3 6,00 0,00 6,00 3,00 9,00 0,00 0,67 - - +
4 5,35 0,75 6,00 3,00 9,00 0,13 0,67 - + +
5 6,00 0,00 6,00 6,00 12,00 0,00 0,50 + - -
6 5,25 0,75 6,00 6,00 12,00 0,13 0,50 + + -
7 4,50 0,00 4,50 4,50 9,00 0,00 0,50 - - -
8 3,94 0,56 4,50 4,50 9,00 0,13 0,50 - + -
9 5,75 0,38 6,13 4,38 10,50 0,063 | 0,58 0 0 0

3.4.2 Otimizagao da etapa LDS/DLLME

A técnica LDS/DLLME foi otimizada para amostras de agua, conforme
relatado no capitulo 1, itens 4.1.1 a 4.1.5. As condi¢des otimizadas foram: solvente
extrator tolueno (80 pL), modo de agitagdo em vortex, velocidade 8 do vortex, tempo
de agitacado de 60 segundos, volume de agua de 5 mL e 400 uL de acetonitrila como
solvente dispersor. Nesta etapa de otimizacao, sera verificada apenas a substituicao
do solvente dispersor (acetonitrila) pelo extrato de base acetonitrila obtido na etapa

SLE/LTP, para amostras de solo.
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3.4.21 Efeito do volume do extrato SLE/LTP obtido do solo

Nesta etapa sera verificada a existéncia de diferengas na utilizagcdo de
volumes variados de extrato SLE/LTP, em relagdo as respostas cromatograficas dos
analitos. As condigbes da etapa LDS/DLLME serdo mantidas, exceto o solvente
dispersor e seu volume definido que serdao substituidos pelo extrato base
acetonitrila, obtido na etapa SLE/LTP. Os volumes de extrato testados serdo 1,0 mL
e1,5mL.

3.5 Validagao da técnica de extragdao SLE/LTP - LDS/DLLME

No processo de validagdo do método otimizado foram avaliadas as figuras de
mérito seletividade, linearidade, faixa de trabalho, limite de detecgéo (LOD), limite de
quantificacdo (LOQ), precisdo e exatidao. O processo de validagdo sera realizada
buscando atender aos critérios recomendados pelos principais o6rgaos
regulamentadores, tais quais a ANVISA (ANVISA, 2003), INMETRO (INMETRO,
2007) e pelo Guia de Validacéo e Controle de Qualidade Analitica (MAPA, 2011).

3.5.1 Seletividade

A seletividade do método analitico foi avaliada comparando-se
cromatogramas dos extratos da matriz isenta dos agrotoxicos (extrato em branco),
com cromatogramas dos extratos da matriz fortificados com os agrotdxicos de
interesse. Essa figura de mérito permite avaliar a inexisténcia de picos sobrepostos
ou interferentes nos tempos de retengdo dos compostos avaliados no extrato da

matriz, bem como a separagao dos picos de interesse.

3.5.2 Limite de detecc¢ao e limite de quantificagcao do método

Os limites de deteccdo (LOD) e limites de quantificacdo (LOQ) dos
agrotoxicos avaliados neste trabalho foram calculados com base nos parametros
das curvas analiticas de cada analito. O LOD e LOQ sao definidos pela aplicagao
das equacdes (1) e (2).

LOD = 3,3 ><§ 1) LOQ =10><§ )
Onde o parametro s é a estimativa do desvio padrdao da equagdo do modelo de
regressao e o parametro S representa a inclinagdo da curva analitica. As curvas

analiticas tiveram no minimo 5 niveis de concentragdes diferentes, em triplicata.
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3.5.3 Linearidade do método

A linearidade do método foi determinada pela injegao de extratos de amostras
fortificadas em 6 concentragdes crescentes, submetidas a técnica de extragao
otimizada. Os pontos inicias das curvas analitica foram coincidentes com o LOQ de
cada agrotoxico avaliado, calculado anteriormente. A qualidade do ajuste do modelo
de regressao foi avaliada pelo coeficiente de correlagdo e pela analise do grafico de

residuos.

3.5.4 Exatidao

Para a avaliacdo da exatiddo do método SLE/LTP - LDS/DLLME proposto
foram realizados ensaios de recuperacdo. Nestes ensaios, as amostras de solo
foram fortificadas em concentracbes equivalentes a 1LQ, 2LQ e 4LQ, para cada
agrotoxico, exceto parationa-metilica cujas concentragdes foram 1,6LQ, 3,3LQ e
6,6LQ e submetidas ao procedimento de extragao, em triplicata. A recuperagao foi

avaliada, para 3 dias ndo-consecutivos.

3.5.5 Precisao

A precisao do método foi avaliada pelo estudo da repetitividade e da preciséo
intermediaria. O procedimento realizado é o mesmo para a avaliacdo da exatidao,
porém, foi avaliado o coeficiente de variagdo da média das replicas ao invés da

recuperacao.

3.5.5.1 Repetitividade e Precisao intermediaria

A repetitividade foi avaliada pela injecdo e analise no mesmo dia de 3 extratos
de amostras de agua fortificadas com os seis agrotéxicos, em trés niveis de
concentragao diferentes, conforme descrito para o processo de verificagdo da
exatiddo e submetidos a técnica de extracao otimizada. O parametro a ser avaliado
€ o coeficiente de variagdo das médias das réplicas em um unico dia, enquanto a

precisdo intermediaria avaliara as médias de 3 dias ndo-consecutivos .
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Otimizacao do Método de Extragcao SLE/LTP

A otimizagcdo da etapa da técnica SLE/LTP foi realizada de acordo com o
planejamento fatorial 2° relatado na Tabela 14. Na Figura 13 estdo representados os
dados das areas cromatograficas normalizadas atribuidas aos agrotoxicos, apos
extragdo pela técnica SLE/LTP, em amostras de solo fortificadas com concentragao

de 20 pg kg™ de agrotéxicos.

HP1 %P2 ®P3 P4 MP9 #P5 —P6 ®P7 P8
1,200 -~

1,000 -

R

0,800 -

0,600 -

0,400 -

0,200 -

Respostas cromatografocas normalizdas

0,000 -

CLT
Agrotoéxicos

PTM: Parationa-metilica; CPF: Clorpirifés; PFF: Profenofés; BFT: Bifentrina; CLT: A-cialotrina; PMT: Permetrina; CPT: Cipermetrina; DMT: Deltametrina.
P1 a P9: Ensaios realizados conforme planejamento fatorial descrito na Tabela 14.

Figura 13: Areas das respostas cromatograficas dos analitos para extratos obtidos pela técnica
SLE/LTP nos ensaios do planejamento fatorial 2% com ponto central para os fatores V;, ,R; e R.

Os resultados das respostas cromatograficos foram avaliados pelo teste
ANOVA e foram obtidos os diagramas de Pareto para cada agrotéxico. A Tabela 15
contém os resultados dos efeitos para os agrotoxicos, dos fatores avaliados na
otimizacao da etapa SLE/LTP. Em negrito, destacam-se os efeitos significativos.

Dos 6 agrotoxicos utilizados, 5 apresentaram efeito significativo negativo para
o parametro R, (razdo do volume da fase organica pelo volume total da mistura

extratora). O agrotéxico que nao apresentou efeito significativo para o parametro R;
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foi a lambda-cialotrina. Para o parédmetro V; (volume total da mistura extratora),
apenas os agrotoxicos bifentrina e cipermetrina apresentaram efeito significativo
negativo, indicando que o menor volume de solugcédo extratora seria o mais efetivo
para esses dois agrotoxicos, enquanto que, os outros agrotoxicos néo apresentaram
nenhum efeito significativo para este parametro. O paradmetro R¢ (raz&o do volume
de acetato de etila pelo volume da fase organica) influenciou a resposta
significativamente apenas para cipermetrina, sendo que para os outros agrotoxicos
este fator ndo foi significativo. E apenas cipermetrina apresentou interagcao
secundaria entre o volume de solugdo extratora e a composicdo da solucéo
extratora. Para os demais agrotdxicos, n&do ocorreram interagdes secundarias para
nenhum deles.

Tabela 15 - Efeitos significativos obtidos no planejamento fatorial 2% com ponto central para cada
analito, na técnica SLE/ LTP.

Fatores | Parationa | Profenofés | Bifentrina | A-cialotrina | Cipermetrina | Deltametrina
(1) Ry -1,14 -0,18 0,74 -0,32 3,07 1,05
(2) V¢ -2,70 -2,15 - 3,52 -0,34 - 4,50 -2,68
(3) Rz -6,78 -3,29 -4,11 -1,30 -6.50 -5,14

(1) x(2) 1,65 1,92 -0,73 -1, 05 3,32 0,003

(1) x (3) 1,93 0,01 -1,59 - 0,02 -2,05 - 0,39

(2) x (3) 2,64 0,93 2,22 0,02 2,90 1,09

(1) Ry: razdo do volume de acetato de etila pelo volume da fase organica); (2) Vi: Volume total da
mistura exratora; (3) R,: razdo do volume da fase organica pelo volume total da mistura extratora.

(1) x (2), (1) x (3) e (2) x (3): Interagdes entre os fatores avaliados.

Os valores n&o apresentados ndo foram significativos (ao nivel de 95% de confianga).

Com base nos resultados obtidos na otimizagdo realizada, através do
planejamento fatorial 23, podemos concluir que as melhores condicdes de extracdo
pela técnica SLE/LTP combina o menor volume total da mistura extratora, com a
menor razao entre o volume da fase organica e o volume da mistura extratora,
sendo que a presenca de acetato de etila ndo é significativa. Dessa forma, sera
utilizada as seguintes condi¢cdes nos estudos seguintes: A 2,0 gramas de solo séo
adicionados 4,5 mL de acetonitrila e 4,5 mL de agua; agita-se por 1 minuto em
vortex (vel. 6) e leva-se ao freezer (-20 °C) por 6 h. Apds esse periodo, obtem-se 2,5

mL de extrato em acetonitrila que sera utilizado na etapa LDS/DLLME.
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4.2 OTIMIZAGAO DA ETAPA DE EXTRAGAO LDS/DLLME

A técnica LDS/DLLME foi otimizada para amostras de agua, conforme
relatado no capitulo 1, itens 4.1.1 a 4.1.5. As condi¢des otimizadas utilizadas nesta
etapa foram: solvente extrator tolueno (80 pL), modo de agitacdo em vortex,
velocidade 8 do vortex, tempo de agitacdo de 60 segundos, volume de agua de 5
mL. Dessa forma, a unica etapa de otimizacdo da técnica LDS/DLLME para a
determinagcdo de agrotéxicos em solo foi a verificagcdo da aplicacdo da técnica
LDS/DLLME no extrato obtido na etapa SLE/LTP.

4.2.1 Efeito do volume do extrato obtido na etapa SLE/LTP para o solo

Devido as caracteristicas da microtécnica LDS/DLLME, que utiliza
microvolumes de solvente extrator, a aplicagdo direta em amostras de solo se torna
inviavel, pois a amostra tendera a absorver o solvente extrator. Dessa forma é
necessaria uma etapa de extracdo prévia, que no caso desse trabalho, é a etapa
SLE/LTP, otimizada previamente. Porém, no processo de hifenacdo das duas
técnicas (SLE/LTP e LDS/DLLME), uma vez que o tolueno possui elevada
solubilidade no extrato obtido na SLE/LTP, cuja base é acetonitrila, ndo é possivel a
aplicacao direta da microtécnica no extrato obtido. Entdo, a solugéo encontrada foi o
uso desse extrato obtido na SLE/LTP em substituicdo ao solvente dispersor da
LDS/DLLME, sendo que a agua foi utilizada para separar a acetonitrila do tolueno,
em um processo que pode ser chamado de DLLME reversa. Mantendo-se as
condi¢des definidas no processo de otimizacdo da etapa LDS/DLLME em agua,
substituiu-se o solvente extrator (acetonitrila) pelo extrato em acetonitrila obtido na
etapa SLE/LTP, e, verificou-se os efeitos da variagdo do volume de solvente
dispersor a ser usado. O efeito do volume do solvente dispersor foi avaliado em dois
niveis (1,0 mL e 1,5 mL de extrato organico em acetonitrila). Os maiores valores de
area obtidos foram para o uso de 1,5 mL de extrato organico, porém, a relagao entre
as areas obtidas e os volumes utilizados n&do foram proporcionais (Figura 14). Para
um aumento de 50 % no volume, obteve-se uma area 20 % maior para o agrotéxico
parationa-metilica. Para os demais agrotoxicos, essa diferenca foi menor ainda.
Assim, optou-se pelo uso de um volume de extrato de 1,0 mL, visando a

possibilidade de realizagao de replicatas do processo utilizando o mesmo extrato.
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Figura 14: Respostas cromatograficas dos analitos para variagdo de volumes do extrato orgénico

obtido na etapa de extragdo SLE/LTP, aplicado como solvente dispersor na etapa LDS/DLLME.

Os resultados otimizados para o processo de extracao hifenado SLE/LTP —

LDS/DLLME encontram-se na Tabela 16.

Tabela 16 - Condi¢des otimizadas e validadas do processo de extracao SLE/LTP - LDS/DLLME.
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4.3 Validagao da técnica SLE/LTP-LDS/DLLME aplicada ao solo

No processo de validagdo do método desenvolvido a partir da otimizagao da
técnica SLE/LTP-LDS/DLLME foram avaliadas as seguintes figuras de mérito:
seletividade, linearidade e faixa de trabalho, limite de detec¢cdo (LOD), limite de
quantificacdo (LOQ), precisdo e exatiddo. Buscou-se neste trabalho, orientar-se
pelos critérios estabelecidos pelos principais 6rgdos regulamentadores, como a
ANVISA (ANVISA, 2003) e INMETRO (INMETRO, 2007). O processo de validagao
possui duas fungdes basicas: garantir o atendimento aos critérios de aceitagcéo
preconizados, através dos parametros de desempenho avaliados, garantindo a
qualidade metrologica além de permitir a redugéo e o controle de fatores que podem
levar a imprecisdo ou inexatiddo de um dado apresentado (MAPA, 2011). As
condicdes a serem validadas estdo descritas na Tabela 16.

A seletividade é dada pela capacidade de avaliar, de forma inequivoca, as
substancias em exame na presenca de componentes que podem interferir com a
sua determinagédo em uma amostra complexa, e garante que o pico de resposta seja
exclusivamente do composto de interesse. Para avaliar a SELETIVIDADE do
método de extragdo foram injetados e comparados: extrato da amostra sem os
agrotoxicos (branco) (A) e o extrato da amostra fortificada com os agrotéxicos (B).

Na Figura 15 estdo representados dois cromatotogramas, sendo um
cromatograma (15A) de uma amostra sem agrotoxicos e um cromatograma (15B) de
uma amostra fortificada com agrotéxicos em uma concentragao equivalente a 4LQ,
ambas submetidas ao processo de extracdo SLE/LTP-LDS/DLLME, conforme
condigbes otimizadas na descritas na Tabela 16. Pode-se observar, que apesar da
existéncia de picos no extrato da amostra isenta de agrotéxicos (extrato isento de

agrotoxicos), a seletividade do método foi atendida.
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Figura 15: Cromatograma do extrato da amostra de solo isento de agrotoxicos (A) comparado com cromatograma do extrato da amostra de solo
fortificada com padrées de agrotoxicos na concentragéo de 4LQ (B), apos extragéo pelo método SLE/LTP — LDS/DLLME.

Analitos: 1: Parationa-metilica; 2: Profenofés; 3: Bifentrina; 4: A-cialotrina; 5: Cipermetrina; 6:Deltametrina.
Condigées cromatograficas: 150 °C (1 min); 30 °C/min; 210 °C (1 min); 30 °C/min; 250 °C (2 min); 20 °C/min; 290 °C (5 min); tempo de corrida de 14,3 min.

64



Para realizar o estudo de linearidade, foi construida uma curva analitica para
cada agrotoxico de interesse, fortificando-se amostras da matriz estudada (solo) com
quantidades adequadas das solug¢des-trabalho dos agrotéxicos. O estudo da
linearidade foi realizado inicialmente injetando-se extratos SLE/LTP-LDS/DLLME de
amostras fortificadas em 8 niveis de concentragdo. A faixa de concentracio utilizada
inicialmente foi de 0,5 pg kg'1 a 60 ug kg'1, para parationa, profenofds, cipermetrina e
deltametrina, e de 1,0 pg kg™ a 120 ug kg™, para bifentrina e A-cialotrina. O ponto
inicial da curva equivale ao limite de detecgédo estimado para cada agrotoxico, pela
relagdo sinal-ruido. A partir das curvas analiticas obtidas para cada agrotodxico,
calculou-se os LODs e LOQs, com base nos parametros das curvas analiticas e
construiu-se nova curva analitica, com base nos LOQs calculados (Tabela 17). Para
cada agrotoxico foram obtidas a faixa de trabalho e, as equagbes das curvas
analiticas, que foram utilizadas para os ensaios de exatiddo e precisdo. Os valores
de LOD e LOQ encontram-se na Tabela 17, assim como as respectivas equagdes de
cada curva analitica construida, os intervalos de aplicagdo de cada agrotoxico, e
seus respectivos coeficientes de correlagao (r), além do fatores de enriquecimento
(EF).

Tabela 17 - Valores de LOD, LOQ, Coeficiente de correlacédo, equacgéo da Curva analitica e EF (fator
de enriquecimento) para cada analito validado.

PARAMETROS DE VALIDAGAO
ANALITOS -
op | LoQ | [AUADE | EQUAGAODACURVA | | o
moks") | Gokg") | TRABRLS ANALITICA
L a = -249,6x° + 41062,5x —
Parationa 10 3.0 3,0 60,0 X 0,9986 | 4,88
— 2
Profenofds® 1,7 5.0 50-1000 | Y- '223’9X1 82;’7458’4’( * | 09967 | 615
— 2
Bifentrina® 33 10,0 10,0 — 200,0 Y"22’7X3 1+722(;363’0X * | 09970 | 362
— 2
Cialotrina® 33 10,0 100-200,0 | Y7254 +33549,1x— | 49975 | 422
94754
Cipermetrina® 23 7.0 7.0 - 140,0 Y= 351362 x + 971902 | 0,9952 | 1,35
Deltametrina® 2.3 7.0 7.0 - 140,0 Y= 23347,9x— 53692 | 0,9964 | 512

a: equacgao quadratica e b: equacéo linear
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Podemos observar que os valores obtidos para os coeficientes de correlagao
apresentam-se acima de 0,99, que € o valor recomendado pela ANVISA para
métodos analiticos (ANVISA, 2003).

Também foram avaliados os graficos de residuos obtidos a partir dos valores
calculados pela curva analitica de cada agrotdxico. Os valores normalizados para os
residuos foram obtidos calculando-se os valores a partir da equacao obtida da curva
analitica, dividindo esses valores calculados pelo valor do erro relativo ao termo .
Um exemplo de grafico de residuo normalizado é mostrado na Figura 16, para o

agrotoxico parationa-metilica
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Figura 16: Grafico de residuos normalizados para a curva analitica da parationa-metilica em
amostras de solo extraidas pelo método SLE/LTP - LDS/DLLME.

Os graficos de residuos para os demais agrotoxicos seguiram a mesma
caracteristica, ndo apresentando nenhuma tendéncia.

Para os ensaios de precisao e exatidao, utilizou-se 3 niveis de concentracéao,
em ftriplicata equivalentes a 1LQ, 2LQ e 4LQ, para cada agrotoxico, exceto
parationa-metilica cujas concentragbes foram 1,6LQ, 3,3LQ e 6,6LQ e submetidas
ao procedimento de extragao, em ftriplicata. A repetitividade foi avaliada através das
respostas cromatograficas dos extratos relacionadas com a curva analitica, injetada

no mesmo dia que os extratos das amostras fortificadas, para cada agrotéxico.
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Foram calculados os coeficientes de variagado (CV) para as médias de cada nivel de
concentragéo, de cada agrotéxico. Os resultados para a repetibilidade se encontram
na Tabela 18. Para os ensaios de repetibilidade em um unico dia, os resultados de
% recuperacao para cada agrotoxico ficou de acordo com a faixa sugerida pelos
organismos normativos, sendo este de 70 a 120 %, para parationa-metilica,
bifentrina, A-cialotrina, e deltametrina. Profenofés (1LQ) e cipermetrina (2LQ e 4LQ)
apresentaram recuperagao de 123, 123 e 121,2 % respectivamente. Os coeficientes
de variacdo também se apresentaram dentro da faixa esperada, para o nivel de
concentracdo utilizado no trabalho, que seria de 20% de variacdo, exceto para
deltametrina (1LQ), cujo coeficiente de variagéo foi de 35,8%

Para o ensaio de precisao intermediaria, realizou-se 0 mesmo procedimento
realizado para os ensaios de repetitividade, porém em mais dois dias alternados, ja
que o ensaio de repetitividade atende ao ensaio de preciséo interna, no primeiro dia.
A Tabela 19 apresenta os resultados da precisao intermediaria para média das
concentracdes e média da recuperacdo em 3 dias. Para as concentracdes utilizadas
neste trabalho, o limite de CV é 35 %, sendo que todas agrotéxicos em todos os
niveis avaliados apresentaram valores de CV abaixo desse valor limite. A
recuperacao dos agrotdoxicos nos 3 niveis de concentragdo permaneceu dentro da
faixa sugerida pelos organismos acreditadores, que é de 70 a 120 %. Os valores
para os fatores de enriquecimento (EF) estdo na mesma ordem de grandeza de
outros trabalhos realizados com solo, como por exemplo o trabalho de Salemi et
al,(2013), que analisou alguns organofosforados, entre eles a parationa, obtendo
fator de enriquecimento (EF) de 1,7, aplicando a técnica SDME por Headspace
(SALEMI et al, 2013). Dessa forma o método SLE/LTP — LDS/DLLME foi validado e
considerado aceitavel para determinacao de residuos de agrotoxicos em solos.

Os fatores de enriquecimento dos agrotoxicos nas amostras de solos
apresentaram valores bem menores do que nas amostras de agua. Isso ocorre
porque nas amostras de agua, a extragao ocorre em toda a massa de analito que se
encontra na amostra, enquanto que nas amostras de solo, s6 € utilizada na etapa
LDS/DLLME, aproximadamente 20% da massa de analito existente na amostra de
solo.

A Figura 17 representa o esquema da aplicacdo da metodologia de analise
SLE/LTP-LDS/DLLME para amostras de solo.
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TABELA 18 - Valores de repetitividade e porcentagem de recuperagdo do método de analise proposto — 1° dia

REPETITIVIDADE 1° DIA (N=3)

ANALITOS
Concentragdao Nominal Nivel de Concentragdo Média Concentragdo / Recuperagdo Desvio Padrao
(ngKg™) LoQ (ngKg™) Média Recuperagdo CV(RSD/)
5,0 1,6 LOQ 4,81 96,2 12,98 13,40
PARATIONA 10,0 3,3L0Q 10,36 103,6 2,56 2,47
20,0 6,6 LOQ 20,09 100,5 0,68 0,68
5,0 1,0 LOQ 6,15 123,0 19,92 16,2
PROFENOFOS 10,0 2,0L0Q 9,95 99,5 13,27 13,3
20,0 4,0 LOQ 20,21 101,1 4,89 4,8
10,0 1,0 LOQ 9,78 97,8 12,15 12,4
BIFENTRINA 20,0 2,0 LOQ 20,78 103,9 2,43 23
40,0 4,0 LOQ 41,34 103,4 2,97 29
10,0 1,0 LOQ 9,66 96,6 2,20 23
CIALOTRINA 20,0 2,0L0Q 17,08 85,4 9,19 10,8
40,0 4,0 LOQ 44,07 110,2 0,38 0,3
7,0 1,0 LOQ 5,83 83,3 2,6 3,2
CIPERMETRINA 14,0 2,0LOQ 17,22 123,0 10,9 8,9
28,0 4,0 LOQ 33,92 121,2 5,4 4,5
8,0 1,0 LOQ 5,68 71,0 25,38 35,8
DELTAMETRINA 16,0 2,0L0Q 15,37 96,0 19,21 20,0
32,0 4,0 LOQ 28,34 88,6 10,38 11,7
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TABELA 19 - Valores de preciséo intermediaria do método ao longo de 3 dias para os analitos validados

PRECISAO INTERMEDIARIA - Média 3 dias (n=3)

ANALITOS
Concentragdao Nominal Nivel de Concentragdo | Média Concentragdo RSD / Média/ CV (RSD/ )
(ug Kg'l) LoQ (g Kg'l) Concentragao Recuperagao Recuperagao
5,0 1,6 LOQ 5,43 14,5 105,4 14,5
PARATIONA 10,0 3,3L0Q 10,52 7,8 104,5 7,8
20,0 6,6 LOQ 20,04 6,4 100,9 6,4
5,0 1,0 LOQ 5,60 14,8 112,1 14,8
PROFENOFOS 10,0 2,0L0Q 11,03 12,5 110,3 12,5
20,0 4,0 LOQ 19,99 8,1 99,9 8,1
10,0 1,0 LOQ 9,73 9,0 97,3 9,0
BIFENTRINA 20,0 2,0 LOQ 20,50 12,0 102,5 12,0
40,0 4,0 LOQ 39,26 5,6 98,1 5,6
10,0 1,0 LOQ 8,50 17,01 85,0 17,01
CIALOTRINA 20,0 2,0L0Q 17,52 15,38 87,6 15,38
40,0 4,0 LOQ 35,52 20,90 88,8 20,90
7,0 1,0 LOQ 717 16,0 102,5 16,0
CIPERMETRINA 14,0 2,0LOQ 14,55 21,7 103,9 21,7
28,0 4,0 LOQ 28,01 18,4 100,0 18,4
8,0 1,0 LOQ 6,49 21,9 82,1 21,9
DELTAMETRINA 16,0 2,0L0Q 14,25 19,2 89,1 19,2
32,0 4,0 LOQ 23,29 24,6 72,8 24,6
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5. APLICAGAO EM SOLOS AGRICOLAS

O novo método de extracao foi aplicado em amostras de solos coletados em
duas regides distintas. O solo 1 foi obtido de uma regido do municipio de Tangara da
Serra — MT e o solo 2 foi obtido de um campo experimental da Universidade Federal
de Vicosa. Os dois solos sao diferentes do solo utilizado na etapa de otimizacao e
validagdo do método aplicado. A Tabela 20 contém algumas caracteristicas de cada
solo. As amostras foram preparadas da mesma forma que preparou-se o0 solo

relatado no item 3.3.1.

Tabela 20: Analise textural dos solos utilizados na aplicagdo do método hifenado
% Matéria

: a o, . Py . 0 .
Origem pH Organica % Silte % Argila % Areia
Solo 1
Tangara da Serra - MT 571 3,23 16,0 58,0 26,0
Solo 2
Vigosa — MG 5,20 3,30 14,0 54,0 32,0

a: pH em solug&o de KCI 0,1 mol.L™ ;

As amostras de solo ndo mostraram contaminagdo pelos agrotdxicos de
interesse. Em fungdo disso o método hifenado foi aplicado nos dois solos apdés
fortificagcdo dos mesmos em trés niveis de concentragao, em ftriplicatas. O solo 1 foi
utilizado no preparo da curva analitica pela adigdo de padrdes dos agrotéxicos com
5 pontos, em triplicatas. As curvas analiticas obtidas para todos os agrotoxicos
polinomiais quadraticas, com valores de r entre 0,986 a 0,997. Os niveis de
fortificacao foram de 20, 33,3 e 66,6% da faixa de trabalho definida na Tabela 17. A
partir das curvas analiticas obtidas, calculou-se a concentracao experimental, a
recuperacdo e o coeficiente de variacdo (n=4) para cada nivel, em cada solo
avaliado. Os resultados obtidos para os dois solos encontram-se na Tabela 21.

Como era de se esperar, os resultados de porcentagem de recuperagao
obtidos para o solo 1 sdo bastante proximos de 100% uma vez que esse solo foi
utilizado na construgdo da curva analitica. A repetitividade avaliada pelo coeficiente
de variagdo mostrou que o método € reprodutivo apesar das duas etapas do
processo de hifenacao.

Para o solo 2 observa-se resultados com porcentagem de recuperagao acima

de 100%, devido a um possivel efeito de matriz. Embora as duas amostras de solo
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tenham caracteristicas gerais similares (Tabela 20), sdo matrizes complexas com

inumeras variaveis que podem influenciar os resultados.

Tabela 21: Concentracdo e % de recuperagao dos analitos nos solos submetidos ao processo de
extragdo SLE/LTP-LDS/DLLME

Solo 1 (nh=4) Solo 2 (n=4)
Nivel Nivel
Fortificagao iy Rec:f’very Fortificagso % CV Rec‘:/;’very
(ng kg') (Mg kg™)
12,0 8,9 99,8 16,1 11,5 134,3
PTM 19,9 1,9 99,7 23,7 8,4 118,3
40,0 7,3 100,1 43,4 8,2 108,4
19,9 11,7 99,4 24,9 5,5 124,4
PFF 33,1 2,4 99,3 47,7 13,2 143,3
66,4 5,8 99,5 98,0 *20,1 147,0
40,0 6,3 99,9 53,1 7.5 132,8
BFT 65,4 3,4 98,0 98,1 20,5 120,3
140,1 1,3 105,8 208,3 13 156,3
40,5 13,2 101,2 66,7 9,7 166,8
CLT 69,1 1,9 102,7 91,2 9,3 136,8
134,3 7.8 100,7 147,5 6,6 110,6
32,0 14,7 114,3 32,1 9,0 117,2
CPT 49,1 5,9 105,3 63,4 4,9 135,9
97,9 2,2 104,9 161,9 4,1 173,5
32,0 20,1 114,2 33,9 8,5 121,0
DMT 54,4 10,8 116,5 54,2 6,9 116,2
109,9 4,6 117,7 134,6 1,4 144,2

Com os resultados de concentragéo obtidos (Tabela 21) construiu-se graficos
de comparagao entre os dois solos, onde podemos observar o comportamento do
método para cada analito, nas amostras analisadas, referente a cada solo.

Para os organofosforados parationa-metilica (Figura 18) e profenofés (Figura
19) observamos que o solo 1 (Tangara da serra, MT), no qual foi preparado a curva
analitica aplicando-se a técnica de adicdo de padrdo, responde conforme o
esperado, apresentando uma recuperagao bem proxima a 100%. O solo 2 (campo
de feijao, Vigosa-MG) apresenta maior % de recuperagdo com valores acima de
100%, se afastando dos valores tedricos das concentragdes utilizadas na fortificagao
das amostras. O comportamento dos piretroides € um pouco diferente, pois os
mesmos apresentam um leve desvio das concentragbes obtidas, para a
concentragao tedrica. A bifentrina (Figura 20) e a lambda cialotrina (Figura 21)
apresentam esse leve deslocamento, enquanto que a cipermetrina (Figura 22) e a

deltametrina (Figura 23) ja apresentam valores de desvio mais acentuados. Conclui-
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se que é necessario, para o caso de matrizes complexas, a preparagdo de uma
curva na matriz, com adicdo de padrdo, a ser analisada, para suprimir esses

desvios.
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Figura 18: Comparacao entre duas amostras de solos distintos, em trés niveis de concentracao,
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6. CONCLUSOES

O método SLE/LTP — LDS/DLLME foi otimizado e validado, e se mostrou
seletivo, linear, preciso e exato, sendo, portanto uma nova alternativa de extracao
para ser aplicada na analise de agrotoxicos em amostras de solos. Ele associou as
vantagens da SLE/LTP com as vantagens da LDS/DLLME, se mostrando uma
ferramenta analitica poderosa, permitindo LODs na ordem de ug kg'1, semelhante a
varios trabalhos ja publicados para determinagdo de organofosforados e piretréides
em solos, por varias microtécnicas, além de ser pratica, pois € de facil aplicacdo e
permite uma boa frequéncia analitica.

A andlise de agrotéxicos em solos sofre efeito de matriz devido a composi¢ao
complexa dos mesmos, que pode variar consideravelmente de um local para outro.
Isso implica que deve-se utilizar sempre a técnica de adicdo de padrdo na
elaboragao de uma curva analitica para amostras de solo.

O método SLE/LTP - LDS/DLLME, assim como as técnicas separadas
SLE/LTP e LDS/DLLME sao bastante promissoras, podendo ser testadas no modo
hifenado em diversos tipos de amostras sodlidas.

O uso miniaturizado de solventes permite economia e diminuicdo de riscos
ambientais e operacionais, podendo ser enquadrado como uma metodologia
analitica verde.

Estudos futuros para a aplicagdo da metodologia podem abordar o uso de
surriogates para melhorar a analise dos dados cromatograficos, estudos de efeito de
matriz em diversos tipos de solos e, aplicagdo em matrizes de alimentos, como
frutaa, leite e carne. Estudos de avaliagcdo econémica também podem ser realizados

visando corroborar as premissas da quimica verde.
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