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RESUMO

A prética predatéria da producdo agricola tem levado ao @imulo de defensivos
agricolas no meio ambiente, contaminando o solo, os espelhos d' agua e até as areas
virgens, ou sga, aquelas que nunca receberam aplicacdo de pesticidas. Embora os
agrotoxicos mais carcinogénicos, considerados poluentes de grande persisténcia, ja tenham
sido proibidos no Brasil (DDT, BHC, etc), existem ainda outros, menos persistentes, que
podem se degradar originando outros tdo ou mais téxicos. Atuamente, a qualidade de todos
os aimentos esta intrinsecamente ligada, ndo s6 & composicdo nutricional e ao estado de
conservagdo, mas também aos niveis residuais de elementos toxicos a0 homem. E
importante procurar desenvolver e aplicar a filosofia das boas técnicas agronémicas,
educacdo ambiental; educacdo do consumidor; legislagdo com repressdo pesada sobre os
infratores; andlises fiscais rotineiras por 6rgdos oficiais competentes, para controle dos
teores dos limites residuais méximos (LMR) em aimentos e em aguas de consumo
humano. Com este fim foi desenvolvida uma metodologia ssmples, eficiente e econdmica
baseada na utilizacdo de micro-extragcdo em fase solida (MFES) para determinacdo dos
agrotoxicos (Lindane®, Aldrin®, DDE, Dieldrin®, TDE and Mirex®) em amostras de
&gua e alface por cromatografia gasosa com detector de captura de elétrors(CG-DCE). Este
método pode ser aplicado em peguenos volumes de amostra (em torno de 1,0 mL) e na
necessita de uso de solventes e na andlise de multi-residuo ndo ha necessidade de modificar
aforcaibnicaou o pH damatriz. Das amostras analisadas, ap6s screening, foi encontrado o
agrotoxico organoclorado DDE somente nas amostras de aface, na faixa entre 29- 262
ng/g, com % CV médio de 13 %. A exatiddo da quantificacdo de DDE nas amostras de
aface foi testada pela % de recuperacdo e comparacdo com um meétodo oficial para
determinacdo de agrotdxicos, obtendo-se uma recuperacdo entre 93- 96 % com %CV médio
de 14 %. Pela extragcdo ELL (oficial) foi encontrado um valor de para o DDE nas quatro
amostras de aface na faixa de 25 — 240 ng/g, com %CV médio de 14 %, e recuperacdo
entre 92 — 98 %, com CV médio de 12 %. Os dois métodos ndo diferem estatisticamente
entre si, a um nivel da confianca de 95 %. A presenca de DDE como contaminante pode
estar relacionada com a aplicagdo de DDT em vez do proprio DDE, pois o DDT foi
utilizado mundialmente em larga escala até 1985, quando o seu uso foi proibido no Brasil.
O resultado obtido para as amostras de alface € indicativo de persisténcia ambiental de
agrotoxicos organoclorados.



ABSTRACT

Predatory practice of agricultural production has led to the accumulation of agricultura
pesticides in the environment, contaminating the ground, water resources and even virgin
areas, those that never received application agrochemicas. Although many of the
carcinogenic, toxic agrochemicals, considered as highly persistent pollutants have already
been forbidden in Brazil (DDT, BHC, etc), there are others, less persistent, that can be
degraded into others, as toxic, or even more toxic. Currently, the quality of all the
foodstuffs is defined not only by its nutritional composition and state of conservation, but
also by the levels of resdua substances, toxic to man. It is important to develop and apply
the philosophy of the good agronomic practices, environmental education; consumer
education; legidation with strong repression for the infractors; routine fiscal analyses by
competent official agencies, control of levels of the maximum residual limits (MRL) in
foodstuffs and water for human consumption. With this end, a simple methodology,
efficient and economic, was developed, based in the use of solid phase micro-extraction
(SPME) for determination of pesticides (Lindane®, Aldrin®, DDE, Dieldrin®, TDE and
Mirex®) in samples of water and of lettuce, using gas chromatography with electron
capture detector (GC-ECD). This method can be applied in small volumes of sample (ca.
1,0 mL), it does no need the use of solvents and, in the multi-residue analysis there is no
need to modify the ionic force or pH of the matrix. Of the analyzed samples, after
screening, the organochlorine pesticide DDE was found only in the samples of lettuce, in
the range 29 — 262 ng/g, with RSD average of 13 %. The accuracy of the quantification of
DDE in the samples of |ettuce was tested by % of recovery and comparison with an officia
method for determination of pesticides, when recoveries in the range 93 — 96 % with
average RSD of 14 % were obtained. Using ELL extraction (official method) a value for
the DDE in the four samples of lettuce in the band of 25 — 240 ng/g was found, with
average RSD of 14 %, and recovery between 92 and 98 %, with RSD average of 12 %. The
two methods do not differ statistically, to a level of confidence of 95 %. The presence of
DDE as contaminant can be related with the application of DDT instead of DDE itself,
since DDT was used world-wide in wide scale up to 1985, when its use was forbidden in
Brazil. The results obtained for the lettuce samples are indicative of the environmental
persistence of organochlorine pesticides.
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INTRODUCAO

Residuos de agrotdxicos nos aimentos podem causar problemas de salide publica,
além de ser um fator adverso a exportacdo, quando em niveis acima de tolerancias
internacionalmente aceitas. Sabe-se que no Brasil sdo utilizados inimeros produtos
guimicos para controlar as pragas agricolas. A grande questdo € saber se os intervalos de
seguranca e se as concentragdes maximas estdo sendo obedecidas. Apesar de 0s agrotoxicos
organoclorados terem sido proibidos desde 1985, sua utilizag&o no passado, durante muitos
anos, deixou residuos no solo que podem ser estéveis por mais de 20 anos e transportados
por correntes de ar e maritimas para locais distantes de onde foram liberados. Muitos desses
pesticidas organoclorados sdo potencialmente carcinogénicos (Lindano, Aldrin, Eldrin,
Dieldrin, entre outros) e considerados poluentes organicos persistentes. Alguns
organofosforados ainda sdo usados intensamente nas lavouras. Estes aém de serem letais
em doses muito mais baixas do que as dos organoclorados, ao se degradarem, produzem
metabdlitos que, muitas vezes, possuem maior toxicidade. Em S&o Paulo, na década de
1960, casos de contaminacdo de tomates por compostos organomercuricos foram
registrados e, apesar do seu uso ter sido proibido, surgiram novos casos de contaminagéo
em 1989 devido ao uso clandestino desta classe de fungicida.

No Brasil, mesmo nos supermercados das pequenas cidades, a secdo de produtos
naturais vem ganhando espago, crescendo em volume e em opgdes de compra. Sistemas de
producdo que utilizam altas doses de agrotoxicos poderdo fracassar num futuro préximo,
frente as crescentes exigéncias do mercado consumidor. A manutencéo de modelos de
producdo, ndo compativeis com a nova ordem mundia de preservacdo do meio ambiente e
melhoria da qualidade de vida, pode acarretar perdas de divisas e aumento dos gastos
publicos. As perdas de divisas podem decorrer das barreiras fitossanitérias levantadas pelos
paises importadores. Os programas governamentais de estimulo as exportacdes ndo podem
deixar de considerar a preservacéo ambiental e a seguranga alimentar, como componentes
estratégicos de competitividade. S&0 crescentes as reivindicagdes para reduzir os niveis
maximos aceitaveis de residuos de agrotoxicos presentes nos alimentos. Recentemente, na
Uni&o Européia, os niveis maximos aceitavels de residuos de agrotédxicos foram fixados em
valores abaixo dos niveis estabel ecidos pelo Codex Alimentarius, numa clara demonstragéo
da tendéncia de demanda para o proximo milénio. A insisténcia em se manter modelos de
producdo — ndo compativeis com a nova ordem mundial, de preservacdo do meio ambiente
e seguranca alimentar — pode, entdo, impor fortes perdas econdmicas ao Pais. O aumento
nos gastos publicos decorrentes de programas de salde e aposentadorias precoces de
trabalhadores rurais, por invalidez ou contaminagdo pelo uso inadequado e indiscriminado
de agrotoxicos, também constitui um forte apelo na busca de um novo modelo de producéo
agricola. O estabelecimento de normas rigidas de fiscalizaco e controle fitossanitério nas
importacdes de produtos frescos, para impedir a entrada de pragas e doencas exéticas no
Pais e a sua disseminacdo, também merece especial atencdo. E preciso promover um
programa de conscientizacdo coletiva, no sentido de valorizar a qualidade de vida da
populacéo .



Visando urgéncia no controle do uso de agrotdxicos no Brasil através do
monitoramento dos residuos remanescentes nos alimentos, com ambito nacional, em junho
de 2001, um Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) foi
instalado pela Agéncia Naciona de Vigilancia Sanitéria (ANVISA) em parceria com o
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde (INCQS/FIOCRUZ). Varios estados
participaram deste programa e os resultados gerados, no periodo de 2001/2002 e 2002/2003
comprovam gque nem sempre os vegetais sdo alimentos isentos de contaminagéo.

Diante desse quadro preocupante, os consumidores mais informados procuram, cada
vez mais, evitar o consumo das culturas mais visadas. Por outro lado, sabemos que tais
alimentos sdo fontes de nutrientes e, assim, importantes na dieta humana.

Tal fato influencia de modo adverso a sua quaidade podendo causar danos
potenciais a salde. Todos estes fatos servem para intensificar a necessidade da
continuidade de programas de monitoramento como o PARA, realizado pela ANVISA,
com crescente niUmero de parcerias interlaboratoriais além de pesquisas que objetivem o
desenvolvimento e a validacdo de métodos mais rgpidos e econdmicos de andise de
residuos de agrotoxicos, para garantir melhor qualidade da &gua e dos aimentos
consumidos pela popul agéo.

Para a andise laboratoria de residuos de agrotoxicos existe uma variedade de
métodos que pode ser encontrada facilmente na literatura. Tais métodos sGo compostos,
essencialmente, das etapas de extracdo do analito de sua matriz, sua concentragao,
identificacdo e determinacdo de seu teor. Dentre as técnicas de extragcdo que fazem uso de
uma fase sdlida para adsor¢do dos andlitos, destacase a micro-extracdo em fase solida
(MEFS) por ser funcional e ndo necessitar de uso de solventes (geralmente tdxicos). A
MEFS é considerada uma micro-técnica de extracdo e de pré-concentracdo de analitos, pois
esses processos sao realizados em escala muito reduzida. A técnica de MEFS foi
desenvolvida entre 1989 e 1990 pelo Prof. Janusz Pawliszyn, da Universidade de Waterl oo,
em Ontério (Canadd), para uso em cromatografo gasoso (CG), em andlises de poluentes
organicos volédteis e semivolateis em aguas. Desde entdo, foram publicados vérios
tratamentos tedricos que fundamentam a técnica aém de trabalhos sobre a aplicagdo da
MEFS em andlises de amostras ambientais, de alimentos, forénsicas e botanicas, incluindo
0 uso de cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE). M étodos baseados em MEFS-CG
tém sido utilizados nos Ultimos anos por sua simplicidade, rapidez e economia has andises
de agrotoxicos.

A necessidade de monitorar residuos de agrotoxicos em alimentos, tem levado, nos
ultimos anos, ao desenvolvimento de técnicas de extracdo multi-residuo em vérias matrizes,
com possibilidades de reducéo de consumo de solventes, de custos e de tempo de andlise.
Em particular, a extracdo em fase solida (EFS) é uma técnica mais utilizada que a extracdo
convenciona liquido-liquido (ELL), pois, apesar de também envolver o uso de solventes,
mas em menor quantidade, € muito mais econdmica e menos propicia a contaminacao.
Como uma dternativa, mais rpida e livre de solventes organicos, para substituir estas
técnicas de extragdo, encaixa-se a MEFS para ser utilizada em métodos de andlise de
agrotéxicos, ocorrendo entretanto a necessidade de ser adaptada para cada tipo de matriz.



Considerando todos estes fatos, este trabalho tem como objetivo a otimizacdo e

validacdo de um método de andlise de agrotoxicos organoclorados por MEFS-CG e sua
aplicacdo em amostras de &gua e de alfaces a fim de estabelecer a qualidade dessas

amostras. Paraisto, as seguintes etapas foram desenvolvidas:

1) Estudo da otimizagdo dos principais parametros que afetam a eficiéncia da extracdo
de agrotoxicos organoclorados por MEFS para subseqlente andlise em
cromatdgrafo gasoso equipado com detector de captura de eétrons (MEFS-CG-
DCE).

2) Apos a escolha das condicdes acima, estudar a viabilidade de determinar os
agrotoxicos organoclorados simultaneamente usando a MEFS-CG-DCE, de acordo
com a sensibilidade, a reprodutibilidade e o limite de deteccdo do método (por
tratamentos estatisticos) e quantificacdo nas amostras pelo método da adicédo

padréo.

3) Comparar a MEFS-CG-DCE com ELL-CG-DCE, quanto ao limite de deteccéao,
custo, facilidade operacional, recuperagéo, precisdo e exatidao.



CAPITULO |

AGROTOXICOS



1 INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 INTRODUCAO

A funcdo do agrotoxico é proteger a agricultura contra qualquer praga que transmita
doenca anima ou humana ou que cause quaisquer danos a producdo, processamento,
estocagem, transporte ou comercializacdo de alimentos e outros produtos agricolas e
agroindustriais (OPAS/OMS, 1996).

Os agrotoxicos tém sua importancia relacionada com a sua funcéo, influenciando
positivamente na producdo direta dos alimentos, contrapondo-se comsua toxicidade, como
sera verificado mais adiante.

O uso de agrotoxicos, como um fator adverso a seguranca alimentar e ambiental, é
amplamente questionado e discutido, uma vez que um dos principais desafios de nossa
sociedade, atualmente, é manter o equilibrio entre crescimento sicio-econdmico e protecdo
do meio ambiente voltado para o acance de uma melhor qualidade de vida.

Sua difusdo ganhou dimensbes muito importantes na década de 70 — época da
chamada Revolugdo Verde — que fez com que 0s paises mais ricos optassem por uma
agricultura mais moderna, intensiva e dependente destes insumos (YOKOMIZO et al.,
1985).

De acordo com El Sebae (1997), cerca de 50% da producdo agricola mundia sdo
oriundas de paises desenvolvidos, cabendo a estes 0 maior consumo de agrotdxicos.

Ja em 1962, o seu uso foi advertido em uma publicacdo de Rachel Carson, uma
ambientalista importante, onde menciona que com pouca ou nenhuma pesquisa prévia sobre
seus efeitos no solo, na agua, nos animais selvagens e sobre o préprio homem, permitiu-se
que esses produtos quimicos fossem utilizados (HISTORIA, 2003).

O Brasil, onde a Revolugdo Verde chegou um pouco mais tarde, esta, atuamente,
entre os principais paises que mais utilizam agrotéxico no mundo.

A razdo do uso exagerado de agotOxicos neste pais esta atrelada as politicas
governamentais de incentivo, as agdes propagativas dos setores agroquimicos e ao modelo
de agricultura industrial (agro-negdcio). Ta modelo € instavel, pois se comple de
monocultura, geralmente de variedades mais produtivas, e uso de adubagcdo quimica, o que
facilita a propagacdo de pragas. Com surgimento de danos, causados pelas pragas, torna-se
necessario 0 uso de agrotoxicos que, por sua vez, provocam novos desequilibrios, gerando
novas pragas, que exigem novos agrotoxicos, num ciclo inexoravel que parece néo ter fim.

Neste contexto, surge, entdo, o argumento, tdo defendido por empresas
multinacionais produtoras de agrotoxicos, de que a agricultura, a horticultura, a silvicultura
e as criacOes de animais SO sd0 possiveis com 0 uso destes produtos e que, se assim ndo
fosse, a humanidade passaria fome por falta de alimentos.



Este argumento passa a ser téo apregoado, defendido e difundido, que acaba por ser
aceito, sem questionamentos, pelos profissionais da area (HISTORIA, 2003).

Como se sucedeu nos paises desenvolvidos, com a Revolucdo Verde, o agricultor
brasileiro preferiu acreditar que nunca mais perderia uma safra inteira com o ataque de
pragas se conseguisse adquirir e usar 0s agrotoxicos em suas plantacoes.

Realmente, os agrotdxicos gjudaram a aumentar a producdo agricola no mundo
inteiro, diminuindo as perdas. Mas, com o tempo, junto aos beneficios gerados, efeitos
adversos foram surgindo devido a uma série de fatores. Notou-se, por exemplo, que 0 uso
abusivo de agrotéxicos aém de tornar muitos insetos e microrganismos mais resistentes,
aumenta os riscos de destruir os inimigos naturais da praga dagquela plantacdo (ALMEIDA,
2000 ; MACHADO NETO, 1990).

A incidéncia de insetos e fungos, que surgem por maus tratos culturais e emprego
deficiente de mecanismos de auto-preservacdo, € um dos principais desafios da industria
alimenticia, a mais importante do setor agrario, isto apesar de seu grande desenvolvimento
e aplicacdo de técnicas modernas (CHITARRA, 2002).

De acordo com Chitarra (2002), a comercializacdo de produtos in natura,
notadamente, frutas e hortalicas, ainda é incipiente, principamente nos paises tropicais
devido a perdas, chegando a atingir em nosso pais até 60% em alguns casos.

Além de perdas, soma-se o fato de que, freqlientemente, os produtores adquirem e
aplicam fungicidas sem haver identificado os patdgenos e pragas adequadamente, o que
aumenta os custos sem qualquer efeito prético de controle (HENZ, 2002).

Apesar das perdas, a producdo de frutas e hortalicas no Brasil vem se superando em
termos mundiais e, segundo Benato (2002), isto significa que, em paralelo, € também
grande a possibilidade de aumentar ainda mais o consumo de agrotdxico — em escala ainda
maior do que a que ja vem ocorrendo — se tais processos "modernos' de agricultura ndo
forem substituidos por aternativos que criem mecanismos de resisténcia a pragas.

A partir da década de 90 a agricultura brasileira cresceu, se modernizou ainda mais
e passou a utilizar mais fertilizartes e agrotéxicos. A quantidade comerciaizada de
agrotoxico de 1992 a 2000, nem sempre controlada pelos érgaos oficiais, teve um aumento
de 21,6%. N&o se sabe, entretanto, em nivel nacional, em que escala a qualidade das aguas
e dos produtos que chegam a mesa do consumidor esta comprometida pelo uso
indiscriminado dos agrotdxicos (COMERCI O, 2002).

Segundo Fowler e colaboradores (1989), os resultados de uma pesquisa finalizada
em 1984 foram estarrecedores e contribuiram decisivamente para que 0s produtos
organoclorados fossem proibidos no Pais. Com base no monitoramento, feito entre 1976 e
1984 a partir de 1.816 amostras em 12 das 16 bacias hidrogréficas do Parana, contatouse
gue 91,4% das andlises realizadas em amostras de agua in natura de mananciais de
abastecimento possuiam residuos de, pelo menos, um agrotoxico.



De acordo com estes mesmos autores, foram estudados 11 produtos organoclorados
(BHC = HCH = Hexaclorociclohexano; Lindano; DDE = Diclorodifenil dicloroeteno;
Aldrin; DDT = Diclorodifenil tricloroetano; TDE = Tetraclorodifenil etano; Heptaclor;
Clordane; Canfecloro; Dieldrin; Endrin); 04 organofosforados (Malathion, Parathion,
Metil-parathion e Ethion), 01 derivado do éster do &cido sulfuroso de um dia ciclico
(Endosulfan) e 01 do grupo das dinitroanilinas (Trifuralin).

Das 267 amostras coletadas, 0 BHC esteve presente em todos 0s municipios,
seguido pelo Lindano (103), o DDT (41) o Aldrin (15), o TDE (15), o DDE (12), o
Heptaclor (05), o Chlordane (02), o Endrin (02) e o Dieldrin (01). Mesmo res amostras de
&gua tratadas os problemas eram extremamente graves ja que todos estes produtos séo
organoclorados.

Fowler e colaboradores (1989) citam que dados da EMATER/RS formaram um
diagnéstico que deu origem ao programa de micro-bacias na aea do Guaiba (RS)
mostrando também uma situagdo preocupante. As sub-bacias do Alto Jacui e do Baixo
Jacui consumiam em conjunto nada menos que 5 kg de agrotoxicos por hectare e por ano
nas culturas de soja, fumo, videira, tomate, macieira, arroz, batata, trigo, milho e feijéo.
Para que se tenha uma idéia do que isso representa, a contaminagdo generalizada das &guas
pode ser alcancada com niveis de agrotoxicos por hectare, quase sempre, abaixo dos 3
quilos por ano.

A existéncia de residuos de agrotdxicos na agua e ro solo foi também constatada no
Estado do Parang, na avaliacdo do programa de micro-bacias feita em 1997. Os resultados
das andlises da &gua neste estudo ndo mostram a presenca dos principios ativos
anteriormente citados, mas resta saber se isso corresponde a um avango com relacdo ao que
ocorria ha quinze anos atrés, ou se é o reflexo da falta de sensibilidade dos instrumentos de
medida aos novos componentes dos pesticidas hoje mais usados (YUDELMAN et al.,
1998).

De acordo com Guivant (1994), a &rea de horticultura da Grande Floriandpolis,
mostra que "é generalizado entre os agricultores a pulverizagdo regular, 3 vezes por
semana, N0 Minimo, com insumos que sO deveriam ser aplicados uma vez’. Também no
Sudeste, a partir dos anos 70 0s agrotoxicos passarama ser aplicados em doses exageradas,
sem obedecer as normas e critérios de seguranca exigidos nos paises do primeiro mundo.
Desde entéo, tornaramse muito mais freqlientes os casos de contaminagdo de recursos
hidricos, dos solos e de cadeias alimentares, incluindo os animais e o proprio homem.

Os adimentos também estdo sujeitos as contaminaces provocadas pelas préticas
agricolas convencionais. Ao pesquisar 22 frutas comercializadas na Companhia de
Entrepostos e Armazéns Gerais do Estado de Sao Paulo (CEAGESP), o Instituto Bioldgico,
vinculado & Secretaria de Agricultura e Abastecimento, concluiu que 0 morango € uma das
frutas que mais apresentam residuos de agrotéxicos. No periodo de 1990 a 1995, 5,3% das
amostras analisadas continham residuos de pesticidas acima dos niveis permitidos. E 22,4%
das amostras continham residuos de produtos cuja comercializagdo e uso agricola ja foram
proibidos no pais em funcéo de sua toxicidade.



Os casos mais graves ocorrem nas culturas de banana, cebola, cenoura, melancia,
morango, péssego, tomate, alface e uva (CORDEIROet al., 1996).

Os fatores que tém levado ao aumento no consumo de agrotdxicos no mundo todo
se resume em um "viés quimico" que presidiu a promogdo da mudanca técnica junto aos
agricultores: "Durante anos, muitos governos e agéncias internacionais comprometeram se
com solugdes agro-quimicas para elevar os rendimentos, promovendo um pacote
padronizado que incluia fertilizantes e pesticidas [...]". Esta orientac&o torna bastante frégil
o0 argumento, muito freqlente, de que as contaminacbes com pesticidas decorrem,
fundamentalmente, de mau uso por parte dos agricultores (Y UDELMAN et al., 1998).

Na verdade, as pecas publicitarias contribuiram também para enfatizar o caréter
inodcuo dos pesticidas, indispensavel para a obtencdo de bons rendimentos e, quase nunca,
convidam a prudéncia em sua utilizagdo. Embora, em principio, os agrotoxicos devam ser
utilizados mediante um receituério fornecido por um engenheiro agrénomo, em qualquer
canal de televisdo que transmita para &reas rurais, pode-se assistir propagandas voltadas aos
agricultores (e ndo aos agronomos) enatecendo as virtudes dos agrotoxicos. N&o é de se
estranhar que, diante da situacdo atual, prevaleca uma utilizagdo de agrotoxicos bem acima
do postulado pelas préprias recomendacdes técnicas existentes (YUDELMAN et al., 1998).

Na realidade, ndo se pode prescindir do uso de agrotdxicos na agricultura quimica,
pois o sistema foi plangjado para que se faca uso deles, como complemento indispensavel
para um sistema de extrema simplificacdo e instabilidade ecolégica (monoculturas). No
entanto, com algumas préticas ssimples pode-se reduzir o volume destes para menos da
metade, para menos de um terco e finalmente para um minimo ocasional, 0 que € desgjavel
sob todos os aspectos econdmicos sociais e ecologicos. Quando isto ocorrer, a agricultura
deixara de ser quimica para ser integrada como etapa intermediaria e finalmente organica.
Enquanto isto, vem ocorrendo a passos lentos, as consequiéncias ecoldgicas, econémicas e
sociais do uso abusivo desses produtos em nosso pais (YUDELMAN et al., 1998).

Como contraponto do descaso em relacéo as precaucdes no manejo dos agrotoxicos,
a observancia da dosagem perfeita, do modo de aplicacéo e do tempo de caréncia, permite
guetanto o agricultor como o meio ambiente e toda a populagdo, ndo sofram com os danos
potenciais que 0 seu uso inadequado oferece. Deste modo, torna-se prioritério que sgjam
realizadas andlises rotineiras para 0 monitoramento dos niveis residuais de agrotoxicos em
aguas e em aimentos, cujos LMR (Limite Maximos de Residuos) sdo estabelecidos e
controlados por 6rgdos publicos oficiais, objetivando a protecéo da salide publica.

A Agéncia Naciona de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) implantou, em 2000, um
programa, derominado de Programa de Andlise de Residuos de Agrotéxicos (PARA), em
parceria com as Vigilancias Sanitarias Estaduais e com o Instituto Naciona de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS), com o objetivo de estabel ecer um monitoramento constante
em todo o pais, orientar a fiscalizagdo no campo, estabelecer politicas de controle do uso
indiscriminado destes produtos e de munir os consumidores de informacdes para que sgjam
exigidos produtos de melhor qualidade.



De acordo com informagdes da Acessoria de Imprensa da ANVISA (BRASIL,
2003), os resultados do primeiro ano do programa PARA, 2001/2002, indicaram que das
408 amostras analisadas (alface, banana, batata, cenoura, laranja, macd, mamao, morango e
tomate), em 224 amostras (55%) foram encontrados residuos de agrotéxicos. E, destas 52%
apresentaram LMR em desacordo com os valores estabelecidos; 17% residuos proibidos e
41% de residuos ndo indicados (ndo autorizados) para as culturas analisadas. De todos, 0
tomate foi 0 que se apresentou mais contaminado (98% das amostras), seguido pelo
morango (94%) e pelo maméao (78%).

Ja os resultados do segundo ano do projeto PARA, 2002/2003, apontaram dados
positivos para o consumidor. Dos nove aimentos analisados — alface, banana, batata,
cenoura, laranja, magd, mamao, norango e tomate — sete obtiveram melhoria significativa.
O maior avanco foi constatado com o tomate, que ndo apresentou contaminagao, ocorrendo,
entretanto, aumento no caso do maméo e do morango (BRASIL, 2004a).

Segundo o gerente geral de toxicologia da ANVISA, Luiz Cladudio Meirelles, com
as culturas, em que se observou aumento de residuos, serd realizado um trabalho de
informac8o e esclarecimento para os setores da agricultura, de forma a evitar futuras
irregularidades (BRASIL, 20043).

As andlises feitas, 2002/2003, permitiram detectar a presenca de residuos de
agrotoxicos acima do LMR e a utilizagao de agrotdxicos ndo autorizados para determinadas
culturas. Das 1.369 amostras totais analisadas, 12,24% apresentaram irregularidades, sendo
que 89% das ocorréncias dizem respeito ao uso de agrotéxicos ndo permitidos (BRASIL,
20043).

Meirelles destaca que a Agéncia esta preocupada em relacéo a estes produtos, que
apresentam residuos de agrotoxicos acima do permitido ou que ndo possuem autorizagdo
para a culturaem que foi encontrado.

Na Tabela 1 podem ser visualizados os resultados dos alimentos analisados em
2003, na execucdo do projeto PARA.

A ANVISA atua junto a outros 6rgéos, na definicdo de estratégias para realizacdo
de estudos de residuos nas culturas que apresentam poucas opcdes de agrotoxicos, de modo
a permitir a0 governo uma base técnica para tomada de decisdes, bem como atender ao
setor agricola com produtos eficientes para o controle das pragas e doengas, sem afetar a
sallde da populacéo (BRASIL, 20043).

E de grande importancia o estudo exaustivo para monitorar melhor os residuos de
agrotoxicos em &guas e alimentos, ndo s6 os permitidos, mas também os ndo permitidos,
como €é o caso da maioria dos organoclorados.

Para uma adaptacdo as novas exigéncias do mercado globalizado, esforgos para a
manutencdo da fitossanidade e qualidade do produto é de responsabilidade, dos varios
profissionais da &rea. E neste aspecto, a realizacdo de andlises de rotina de residuos, em
grande numero, € facilitada por métodos que tenham as vantagens de rapidez, baixo custo,
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praticidade e sensibilidade. Considerando o que os varios métodos propdem, o método de
andlise que utiliza a MEFS pode contribuir com estas acfes conjuntas. Esta técnica de
extragdo, como ja mencionado, sera descrita no Capitulo 11 a seguir.

Tabela 1. Resultados obtidos pelo projeto PARA com os aimentos analisados em

2002 e 2003.

CULTURA IRREGULARES 2002 IRREGULARES 2003
Alface 8,6% 6,6%
Banana 6,5% 2,2%
Batata 22,2% 8,6%
Cenoura 0,0% 0,0%
Laranja 1,4% 0,0%

Magca 4,0% 3,6%
Mama&o 19,5% 37,4%
Morango 46,0% 54,4%
Tomate 26,1% 0,0%

Fonte: Brasil (2004a)

1.2 OBJETIVO

O objetivo deste capitulo € proporcionar informagdes que permitam um maior
conhecimento sobre os agrotdxicos e principais métodos de andlise.

O seu enfoque, interligado ao Capitulo 11, é estabelecer aimportancia da andlise dos
agrotoxicos organoclorados Lindano, Aldrin, DDE, Dieldrin, TDE e Mirex, como poluentes
organicos persistentes e de um método de andlise que oferece as vantagens acima descritas
para andlises rotineiras de agrotoxicos, como € 0 caso da micro-extragdo em fase solida
(MEFS).
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2HISTORICO

A origem histérica dos agrotoxicos remonta a periodos pré-cristdos, quando ja se
fazia uso de produtos destinados ao controle de pragas.

Entre os agrotdxicos organicos 0s mais antigos sdo as piretrinas (séc. XVIII),
substancias que foram usadas durante muito tempo para controlar pragas de lavouras e
ainda sdo, com muita freqiéncia, usadas no controle de insetos domésticos. Elas compdem
a maioria dos inseticidas aerossdis que se encontram nos supermercados, na forma de
ésteres do é&cido crisantémico ou do &cido pirétrico com os ceto-acoois piretrolona ou
cinerolona. (LOOSLI, 1994).

Vale lembrar que nem sempre os agrotoxicos foram usados como agente regul ador
de pragas, pois no fina da década de 30 foram sintetizados na Alemanha com a finalidade
de serem utilizados como arma quimica de guerra.

Apds a 2% Guerra Mundial, sobretudo a partir dos anos 50, 0s agrotoxicos passaram
a s utilizados no combate de pragas nas lavouras expandindo-se enormemente a partir de
entdo, para uma producgdo industrial mundia de dois milhdes de toneladas de agrotoxicos
por ano (OPAS/OMS, 1996).

Na Guerra do Vietnd, ocorrida entre os anos de 1954 e 1975, o chamado "agente
laranjd’ — uma mistura dos herbicidas desfolhantes. acido 2,45 T (&cido 2,4,5
triclorofenoxiacético) e acido 2, 4 D (&cido 2,4 diclorofenoxiacético) — foi jogado pelos
Estados Unidos sobre extensas areas de florestas do Vietnd, visando matar as arvores das
florestas onde se escondiam os inimigos vietcongs. Esta operacdo militar trouxe
conseguéncias ambientais e de salde catastréficas para a populacdo local, como
contaminacbes do meio ambiente, intoxicagdo, cancer e teratogenia e até morte
(HISTORIA, 2003).

Ha poucos anos atras (1995), o gas Sarin foi usado como arma para cometer um dos
mais graves atentados da histéria, matando varias pessoas e contaminando outras em um
metr6 de Toquio. Sarin € um composto organico do tipo organofosforado, que possui a
formula molecular C4H10FO,P. E atamente toxico, usado desde a 2* Guerra Mundial tanto
em sua forma liquida como na forma gasosa, que age de maneira rapida no sistema nervoso
central (GAS, 2004).

Na Tabela 2 é descrito um breve cronograma relacionado ao surgimento e ao uso de

alguns dos principais agrotoxicos, antes da 2 guerra mundial, € descrito HISTORIA ,
2003 ; YOKOMIZO et al., 1985):

No Brasl, no inicio dos anos 50, a introducdo de inseticidas fosforados veio
acompanhada de um método de homogeneizacdo de consequéncia fatal: o agricultor
deveria usar o brago, com a méo aberta, em forma de p4, girando meia volta, em um e em
outro sentido, para facilitar a mistura do Parathion, primeiro fosforado introduzido no
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Brasil, tal como foi ensinado, anteriormente, para misturar o DDT. SO que a0 imitar esta
prética, com o organofosforado, o agricultor morria em poucos dias ou horas. Fato que se
repetiu em diversas regides do pais. JA com o DDT, por possuir uma dose leta maior, esta
mesma operacdo levava a problemas de salde e morte apdés 15 anos de contato
(HISTORIA, 2003).

Em 1975, o Plano Naciona de Desenvolvimento (PND), responsavel pela abertura
do Brasil a0 comércio de agrotoxicos, condicionou o agricultor a comprar 0 veneno com
recursos do crédito rural, instituindo a inclusdo de uma cota definida de agrotoxico para
cada financiamento requerido. Essa obrigatoriedade — somada a propaganda dos fabricantes
— determinou um enorme aumento e disseminagdo da utilizacdo dos agrotoxicos no Brasil,
resultando em inlmeros problemas, tanto de salide da populacdo como do meio ambiente.
Além disso, muitos desses produtos ndo possuem antidotos e sdo proibidos em seus paises
de origem. (TRAPE, 1993).

Tabela 2 Cronograma sobre o surgimento e uso dos principais agrotoxicos, até a 2 Guerra
Mundial

PRINCIPAISDATAS, RELACIONADAS AS DESCOBERTASE USOS DE
AGROTOXICOS

1000 A.C. — O enxofre elementar, extraido de rochas, j& era usado como pesticida no controle
de diversas pragas. Ainda hoje, este produto € usado em forma de uma solugdo feita,
domesticamente, chamada calda sulfo-célcica. Considerada de baixo impacto, € muito segura
para aplicar sobre plantas alimentares ou ornamentais de jardins e interiores.

1637 — O sd de cozinha foi usado para controlar 0 "carvéo" do milho que é uma doenca que
atacava as espigas deixando-as total mente tomadas por uma massa de fungos negros.

1705— O cloreto de arsénio e de merclrio eram recomendados para o "carvao” do milho.

1761 — O sulfato de cobre foi muito usado, também, para tratamento de "carvéo" do milho.
1825- O BHC foi sintetizado, mas nada se sabia sobre seu poder inseticida

1867 — O acetoarsenito de cobre foi preparado comercialmente e, a seguir, varios produtos de
origem vegetal, como a nicotina, estricning, piretros, etc e inorganicos como arsénio, fluor,
antimdnio, bario, boro, chumbo, cddmio e merclrio foram utilizados no combate as pragas.

1874 — O cientista deméo O. Zeidler sintetizou 0 DDT, sem ter conhecido o seu poder como
inseticida

1886 — O cientista Pierre Aléxis na Franga descobriram a calda-bordalesa, tendo como
principal componente o sulfato de cobre. A calda bordalesa é ainda hoje muito usada, sendo um
agrotéxico de baixo impacto a0 meio ambiente e toxicidade a0 homem, bem aceito pelas
correntes de agricultura organica.

Fonte: Histc')ria(ZOO?-;) ; Yokomizo et al. (1985):
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O Brasll encontra-se, atualmente, entre os principais consumidores mundiais de
agrotoxicos (SINDAG, 2004).

A maior utilizacdo de pesticidas é na agricultura, especiamente nos sistemas de
monocultura, em grandes extensdes. S0 também utilizados em salde publica, na
eliminagdo e controle de vetores transmissores de doencas endémicas. E, ainda, no
tratamento de madeira para construgdo, no armazenamento de grédos e sementes, na
producdo de flores para 0o combate a piolhos e outros parasitas, na pecuaria e etc
(OPASIOMS, 1996).

Na Tabela 3 € um breve resumo apresentado sobre a evolucdo do uso dos
agrotoxicos a partir da 2 GuerraMundial (HISTORIA, 2003; YOKOMIZO, et al., 1985).

Os novos produtos, entre eles os fisioldgicos atuam ndo mais envenenando 0 inseto
através de intoxicagdo do sistema nervoso, mas impedindo que se forme a chamada ecdise,
ou troca de pele mais comum entre as lagartas (TRAPE, 1993).

Surgem também os transgénicos, plantas inoculadas com seguéncias de genes de

outros seres como bactérias e virus, tornando as plantas resistentes as pragas (TRAPE,
1993; HISTORIA, 2003).

Intensificase um pouco mais 0 uso dos feromdnios. Eles sdo substancias que
imitam o "cheiro" dos insetos transmitindo a eles informagdes falsas que possibilitam sua
atracdo e captura, ou induzem o medo e a fuga, ou mesmo atrapalham o processo de atragéo
sexual (HISTORIA, 2003).

3 DEFINICAO DOS AGROTOXICOS

A Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 2004) define os agrotdxicos
como substéncias ou misturas de substancias, de natureza quimica, destinadas a prevenir,
destruir ou a repelir, direta ou indiretamente qualquer forma de agente patogénico, animal
ou vegetal, nocivo as plantas aos animais ou aos seus produtos e subprodutos e a0 homem.
Sendo considerados produtos afins os horménios reguladores de crescimento e produtos
quimicos e bioquimicos de uso veterinario.

O Artigo 2° da Lei Federal n° 7.802, de 11 de julho de 1989 (BRASIL, 1989) define
ue
q agrotéxicos e afins sdo 0s produtos e os agentes de processos fisicos,
guimicos ou hiolégicos, destinados a0 uso nos setores de producéo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na
protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e
também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade sgja
aterar a composicéo da flora ou da fauna, a fim de preserva-los da acéo

danosa de seres vivos cons derados nocivos.
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Essa definicdo exclui fertilizantes e produtos quimicos administrados a animais para
estimular crescimento ou modificar comportamento reprodutivo.

Tabela 3 Cronograma sobre o surgimento e uso dos principais agrotdxicos, apés a 2 Guerra
Mundial

PRINCIPAIS DATAS RELACIONADAS AS DESCOBERTAS E USOS DE AGROTOXICOS

1932 — O cientista aleméo Gerard Schrader sintetizou gases fosforados que atuam no sistema
nervoso utilizados como armas da 2 Guerra Mundial. Gases como Sarin vieram mais tarde a ter

seu principio ativo naforma liquida para uso com inseticida e no combate a outras pragas agricolas.

1939 — O cientista Paul Muller descobriu as propriedades inseticidas do DDT, a partir de pesquisa
sobre o0 desenvolvimento de um produto que pudesse repelir tragas, feitas na CIA Geigy, na
Basiléia, Suica

1941 — Pesquisadores franceses e ingleses descobriram as propriedades inseticidas dos BHC's

1947 — Os ingleses comegcaram a dar 0 primeiro passo na descoberta dos carbamatos através do

estudo da planta Physostigma venenosum, nativa da Africa, verificando que ela produzia um &cido
extremamente toxico, que, como os inseticidas fosforados, atacavam o sistema nervoso.

Final da década de 40 — Os alemées introduziram os inseticidas organofosforados e o cientista Paul
Muller recebeu o Prémio Nobel de medicina (o DDT possibilitou 0 combate de uma enormidade de
vetores de doencgas, bem como de pragas que atacavam as lavouras e os animais).

1956 — Os carbamatos foram efetivamente introduzidos para uso como agrotoxico.

Década de 80 — O mercurio ainda era usado no Brasil como componente de alguns agrotoxicos,
mas hoje seu uso é proibido. Esse metal pesado se trand oca nas cadeias troficas e chega finalmente
no homem onde causa sérios problemas de salide, afetando 0 sistema nervoso princi pa mente.

Década de 90 — O DDT foi banido de muitos paises, inclusive do Brasil porque, apesar de ser um
inseticida pouco téxico, ele possui atissma capacidade de bioacumulacdo, isto €, fica retido nos
tecidos dos seres vivos por muitos anos Além disso, €le se dedoca para regifes longingquas
daguelas onde foi aplicado. Tracos de DDT foram encontrados em gordura de esquimés e pinguins
vivendo a5.000 km dos locais de uso.

O desfolhante &cido 2,4,5 Triclorofenoxiacético (2,4,5 T) foi proibido no Brasil em fungéo de ume
impureza que era produzida durante o processo de fabricacdo, a dioxina. Esta € uma das substancias
mais toxicas ja sintetizadas pelo homem, além de apresentar efeitos teratogénicos. Entretanto, os
processos atuai s reduziram os niveis de dioxinano 2,4,5 T em 80 vezes, continuando mesmo assim,
ainda proibido no Brasil. O 2,4 Diclorofenoxiacético (2,4 D), entretanto, ainda é amplamente usado
para controle de ervas daninhas em pastagens.

Fonte: Historia (2003) ; Y okomizo et al (1985)
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Uma das mais completas definicbes para os agrotoxicos €, sem duvida, a da
Organizagdo para a Alimentacdo e Agricultura das Nagbes Unidas, que define um

agrotoxico como sendo:

qualquer substéncia ou mistura de substancias utilizadas com o objetivo
de prevenir, destruir ou controlar qualquer praga, incluindo vetores de
doengas animais ou humanas, espécies indesgjaveis de plantas ou animais
gue causem dano ou que, de alguma forma interfiram durante a producao,

processamento, estocagem, transporte ou comerciaizacdo de alimentos,
produtos relacionados a agricultura, madeira e seus derivados, racdes ou
ainda substdncias que possam ser administradas em animais para o
controle de insetos, aracnideos ou outras pragas dentro ou sobre seus
corpos. O termo inclui ainda substéancias utilizadas como reguladores do
crescimento de plantas, desfolhantes, dessecadores, ou ainda agentes para
prevenir a queda prematura de frutas e substancias aplicadas a plantacéo,
antes ou depois da colheita, para prevenir a deterioragdo durante a
estocagem ou o transporte” (TORQUILHO, 2001).

De acordo com o Manua de Vigilancia de Populagdes Expostas a Agrotdxicos
(OPAS/IOMS, 199%), o termo “agrotdxico” passou a substituir o termo “defensivo
agricold’, no Brasil, para denominar os venenos agricolas, apds grande mobilizacdo da
sociedade civil organizada.

Mais do que uma simples mudanca da terminologia, esse termo coloca em evidéncia
a toxicidade destes produtos para 0 meio ambiente e para a salde humana. Sdo ainda

genericamente denominados de praguicidas ou pesticidas (OPAS/OMS, 1996).
4 CLASSIFICACAO DOSAGROTOXICOS

Dada a sua grande diversidade, cerca do 300 principios ativos em 2 mil formulagdes
comerciais diferentes, abrangendo uma enorme variedade de fungdes quimicas, os
agrotoxicos foram inicialmente divididos em Inorganicos e Organicos (YOKOMIZO et al,
1985), muitas vezes considerando a sua origem (mineral, vegetal, microbiano) e a ordem
cronolégica de surgimento. Mas a classificagdo, geralmente, € feita considerando o seu
modo de ac&o, toxicidade, finalidade e o grupo quimico a qual pertencem.

4.1 CLASSIFICACAO QUANTO AO MODO DE ACAO

De acordo com o mecanismo de acdo, destacamse os agrotéxicos de Contato
(atuam no inseto por meio do contato com alguma parte de seu corpo); Estomacais (atuam
no inseto através da ingestdo); Sistémicos (localizam-se dentro do sistema vascular da
planta, atuando no inseto através da ingestdo) e Fumigantes (atuam no inseto ao penetrar o
seu aparelho respiratorio) (YOKOMIZO et al, 1985).
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4.2 CLASSIFICACAO QUANTO A FINALIDADE

Na Tabela4, encontram se os principais grupos de agrotoxicos classificados quanto
afinaidade. O Ministério da Agricultura, através do Programa Agrofit (BRASIL,1997),
declarou o nimero de produtos registrados (N) para cada classe de acéo.

Tabela 4: Grupos de agrotoxicos quanto ao destino especifico.

CLASSIFICACAO N @ FINALIDADE EXEMPLOS
Inseticida® 597 Insetos Malation, Bacillusthrurigiensis
Fungicida 343 Fungos Merpan, Mancozeb
Acaricidas 259 Acaros Ethion,

Herbicidas 655 Ervas daninhas Round-up
Bactericida 19 Bactérias Amoxacilin
Molusguicidas 4 Moluscos Metaldeido

(& N = numeros de produtos registrados
(b) Incluindo osinseticidas bioldgicos (N = 11) e os ferombnios (N=5)
Fonte: Brasil (1997).

4.3 CLASSIFICACAO QUANTO A TOXICIDADE

Por volta de 27 anos atrés, os agrotoxicos, embora se tratando de espécies toxicas,
ndo possuiam nenhuma forma de identificacdo de sua periculosidade, sendo
comercializados livres de qualquer legislacdo especifica. Porém, a partir de 1977, o
Ministério da Agricultura promulgou a Portaria n° 749, visando a padronizacdo da
rotulagem de tais produtos com a finalidade de facilitar 0 uso seguro e adequado pelo
agricultor, melhor proteger a salide publica, estabelecer as precaugdes de uso para cada tipo
de produto e facilitar a classificagéo e a visualizagdo dos produtos conforme o seu grau de
toxicidade. Baseados na dose letal de 50% (DLsp) e intoxicagao aguda para ratos brancos,
dos ingredientes ativos e de suas formulagfes, bem como, considerando a gravidade de
risco para 0 homem, agrupou se tais produtos em quatro classes toxicol dgicas, nomeando e
identificando por faixa de diferentes cores, localizadas na parte inferior do rétulo (LIMA &
RACCA-FILHO, 1987).

Na Tabela5 estdo as classes toxicol 6gicas relacionadas com a dose letal 50 (DLsp),
e com a quantidade suficiente para matar uma pessoa adulta (LIMA & RACCA-FILHO,
1987; TRAPE 1993).
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A classificagdo do agrotoxico segundo o seu poder toxico € fundamental para o
conhecimento de seus efeitos agudos, diagnostico das intoxicagdes e instituicdo de
tratamento especifico. Esta classificagdo € de grande importancia também para normas que
regulamentam a rotulagem, comercializagéo e aplicacéo desses produtos.

Tabela5 Classificagdo dos agrotoxicos quanto atoxicidade

GRUPOS ~ CASSE  OSDPR Dig(mgkg) — DOSEINDIVIDUAL ©

Altamente Vermelho i i

tOXICOS [ Intenso =50 Até uma colher de cha

Medianamente [l Amarelo 50-500 Uma colher de chd — duas

toxicos intenso colheres de sopa

Pouco téxicos " Azul intenso 500 —-5.000 Duas colheres de sopa— um
Copo

Muito pouco v Verde intenso >5.000 Umcopo— um litro

toxicos

(A) Faixaque vem impressa no rétulo
(B) Dose capaz de matar uma pessoa adulta de 60 kg.
Fonte: Lima & Racca-Filho (1987).

4.4CLASSIFICACAO QUANTO A FUNCAO QUIM ICA

Os grupos quimicos de agrotoxicos mais importantes sdo: organofosforados,
organoclorados, piretréides e carbamatos.

Organofasforados. sdo compostos organicos derivados do acido fosférico, do
acido tiofosforico ou do &cido ditiofosférico(YOKOMIZO et al., 1985; RICKET et al.,
1986). S&o atamente tdxicos, agindo no sistema nervoso centra levando a morte por
insuficiéncia respiratoria (RICKET et al., 1986).

Por serem muito reativos, os organofosforados possuem pouca persisténcia no
ambiente, sendo bastante usados na agricultura em substituicdo aos organoclorados
(YOKOMIZO et al, 1985). Mas, 0 pouco que se sabe sobre 0s seus produtos de degradacéo
€ que parecem exercer tanto ou mais efeito téxico do que o seu precursor. Exemplos.:
Folidol, Azodrin, Malation, Diazinon, Nuvacron, Tantaron, Rhodiatox.

Organoclorados: sdo compostos a base de carbono, com radicais de doro. Foram
muito utilizados na agricultura, como inseticidas, porém seu emprego tem sido
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progressivamente restringido, ou mesmo proibido. S0 substancias bioacumulativas,
estaveis, com baixa solubilidade em &gua e alta lipossolubilidade (WALKER et al., 1996).

Devido a estas caracteristicas, este grupo degradase com muita lentidao,
acumulando-se no meio ambiente, em planctons e larvas, nos tecidos adiposos dos peixes,
das aves e por fim dos mamiferos, o topo desta cadeia alimentar, ganhando destaque, pois
nestes parecem ocorrer as maiores quantidades de residuos. Exemplos. Aldrin, Endrin,
Endossulfan, Heptacloro, Lindano, Mirex (YOKOMIZO et al, 1985).

Carbamatos. sdo derivados do &cido carbamico. Sdo considerados bastantes
toxicos para os mamiferos, inibindo a acetilcolinesterase de maneira reversivel ( OOSLI,
1994). Exemplos: Carbaril, Tentfk, Zeclram, Furadan (LIMA & RACCA-FILHO, 1987).

Piretroides: sdo compostos sintéticos que apresentam estruturas semelhantes a
piretrina, substancia existente nas floresdo Chrysanthmum (pyrethrum) cinenariaefolium.
Alguns desses compostos sdo: aetrina, resmetrina, decametrina, cipermetrina
(TORQUILHO, 2001).

Outros grupos importantes compreendem:

» Paraguat: comercializado com o nome de Gramoxone.

» Glifosato: € um herbicida comercializado comumente com o home de Round-up.

* Pentaclorofendis.

» Derivados do &cido fenoxiacético: acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4 D) a acido
2,4,5 triclorofenoxiacético (2,4,5 T). A mistura de 2,4 D com 2,45 T representa o

principal componente do agente laranja, utilizado como desfolhante na Guerra do
Vietnd. O nome comercia dessa mistura é Tordon.

= Dinitrofendis. comercializado com o nome de Dinoseb.

4.5 CLASSIFICACAO DE ACORDO COM A EPOCA DE SURGIMENTO

Segundo Toledo e colaboradores (1997), os agrotéxicos podem ainda ser divididas
em grupos de acordo com a ordem cronol 6gica de surgimento (Tabela 6).
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Tabela 6 Classificag8o cronol gica dos agrotdxicos.

CLASSIFICACAO AGROTOXICOS

Primeirageracdo  Inorganicos. Enxofre, Arsénio, Fluoretos.
Orgénicos vegetais. Nicotina, Piretrinas naturais, Rotenona.
Organicos minerais. Oleos minerais.
Segunda geracdo  Clorados (HCH, DDT, Heptaclor, etc.);
(Sao todos orgéanicos  Fosforados (Malation, Paration, Monocrotofos, etc.)
sintéticos) Carbamatos (Carbaril, Carbofuran, etc.)
Piretréides (Deltametrina, Permetrina, Cipermetrina, etc.)
Terceirageracd  Microbianos e Feromoénios
Quarta geragéo Horménios juvenis (Diflubenzuron, Metroprene, etc.)
Quinta geracéo Anti- hormonios; Microorganismos (Avermectin)

Fonte: Toledo et al. (1997).
5FORMASDE USO

A forma mais freqlente de aplicacdo dos agrotdxicos € através de pulverizacOes
sobre as culturas ou no solo, realizadas com o auxilio de eguipamentos manuais,
automotores, tratorizados, e em menor grau, por avides. Esta Ultima forma de aplicacdo € a
gue mais causa intoxicagbes ou contaminacdo ambiental, porque € extremamente
ineficiente. Os equipamentos, a distancia, produzem uma nuvem de goticulas pequenas
sobre a cultura, que em sua maioria ndo consegue atingir o avo bioldgico (doenga, inseto
ou erva daninha) a ser controlado, chegando apenas uma minoria do veneno aplicado até
ele MACHADO-NETO, 1990; YOKOMIZO et al., 1985).

6 ASPECTOS TOXICOLOGICOS

6.1 CONSIDERACOES GERAIS

Como ja mencionado anteriormente, na década de 70, o governo brasileiro
incentivou a disseminacdo e a utilizacdo de agrotdxicos na agricultura, passando o Pais a
vivenciar a necessidade de controlar cada vez mais os efeitos a salide decorrentes dessa

utilizagéo.
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Cerca de 70% dos pesticidas produzidos por ano sdo consumidos em paises
considerados desenvolvidos. No entanto, a maior quantidade de mortes decorrentes da
exposicdo humana a esses agentes € observada nos paises em desenvolvimento
(JEYARATMAN, 1990).

A Organizagcdo Mundial da Saide (OMS), em 1990, estimou a ocorréncia mundial
de cerca de trés milhdes de intoxicacbes agudas por agrotdxicos, com 220.000 mortes por
ano. Dessas, cerca de 70% ocorreriam em paises do chamado Terceiro Mundo
(JEYARATMAN, 1990).

As intoxicagdes agudas de aplicadores de pesticidas no Brasil foram intensificadas
e, segundo Riegg e colaboradores (1991), estima-se a ocorréncia de um caso de
intoxicacdo aguda em cada 8 trabal hadores agricolas examinados.

Em 1993, de acordo com o Sistema Nacional de Informac&o Toxico-Farmacolbgica
(SNITF) da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, 1993) ocorreram no Brasil 6.193 casos
de intoxicacdo por pesticidas agricolas, domésticos e raticidas. Segundo o SNITF, os dados
gue refletem a realidade do nimero de intoxicagdes e mortes por agrotdxicos costumam ser
imprecisos, subestimados, porém, € facil supor que o tamanho do problema n&o € pequeno,
pois somos um dos maiores consumidores mundiais, e, muitas vezes, requisitos basicos de
seguranca para a aplicagdo, armazenamento e disposicao final dos mesmos ndo séo
cumpridos.

Em Santa Catarina, um levantamento efetuado, no periodo 1986-1990, mostrou que
47% dos 7.597 produtores rurais ja haviam tido algum tipo de intoxicacdo. Andises de
sangue feitas em 6.635 deles mostraram que 18% apresentavam um nivel de atividade de
colinesterase em 75% (limite minimo critico) e 5,7% apresentavam abaixo desse nivel, ja
necessitando de cuidados médicos (BRASIL, 1990).

No municipio de Apiai (Santa Cataring), produtor tradiciona de tomates, 0 niUmero
de intoxicacdes durante as aplicacdes € um dos mais altos. Criancas e adultos pulverizam
produtos toxicos nas proximidades das residéncias e leitos de rios e ndo sabem o que fazer
com as embalagens. Cerca de 47% dos agricultores desconhecem as informagdes sobre
periodo de caréncia, mesmo fazendo parte do Programa Nacional de Fortalecimento a
Agricultura Familiar — PRONAF (CORDEIRO et al., 1996).

Em 1993 a Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, constatou no pais a ocorréncia
de seis mil casos de intoxicagdes por agrotoxicos. Considerando a projecéo da Organizacdo
Mundia de Salde, de que para cada caso notificado ocorrem outros cinqlienta sem serem
notificados, esta Fundagdo estima que em 1993 ocorreram aproximadamente 300 mil
intoxicagOes no Brasil (CORDEIRO et al., 1996).

Estimase, ainda, que cerca de 2% da populacéo brasileira sdo contaminadas
anualmente por pesticidas e que, para cada caso constatado em hospitais e ambulatérios,
deve haver, aproximadamente, 250 vitimas ndo registradas, principamente pela fata de
conhecimentos dos meédicos em toxicologia (GARCIA,1996).
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Além da intoxicagdo dos trabalhadores, que tém contato direto ou indireto com
esses produtos, a contaminagdo de alimentos tem levado a um grande numero de
intoxicagdes e mortes (TRAPE, 1993).

Entre os grupos profissionais que tém contato com os pesticidas, destacam-se 0s
trabalhadores: do setor agropecudrio, de satide publica, de firmas desinsetizadoras, dos
setores de transporte e comércio, das industrias de formulac&o e sintese (TRAPE, 1993).

As pessoas que tém contato direto com os praguicidas, na fabricacdo e na aplicacdo
dos mesmos, podem correr riscos de intoxicagdo que, dependendo do produto e dos
cuidados seguidos, podem, muitas vezes, ser fatais. Nos alimentos, esses compostos podem
vir de uma aplicagcdo direta em uma das fases da producdo, do transporte, ou do
armazenamento (ANDRADE, 1995; DIHAM,1993; MACHADO NETO, 1990).

Alguns estudos realizados em varios estados do Brasil detectaram, por exemplo, a
presenca de agrotdxicos organoclorados no leite materno, e também apontaram a
possibilidade de ocorréncia de anomalias congénitas relacionadas ao uso de agrotoxicos.
Isto demonstra que os problemas de salide decorrentes desses venenos ndo se restringem ao
trabalhador rural, mas também a populacdo gera, constituindo-se, portanto, num grave
problema de salde publica, demandando a intervencdo de organizagOes internacionais em
diversas esferas, como a implantagdo do sistema de vigilancia da salde de populacdes
expostas a agrotoxicos (FIOCRUZ, 1993; OPAS/OMS, 1996).

No campo observa-se, ainda, que o0 descarte das embalagens vazias de praguicidas,
ainda hoje praticados pela maioria dos produtores rurais, constitui séria ameaca a0 meio
ambiente. Esse lixo é congtituido por materia de dificil decomposicéo, principalmente
guando submerso o que explica 0 seu acUmulo no meio ambiente durante tantos anos
(BULL, 1986).

6.2 ALGUNSTERMOS RELACIONADOS A TOXICIDADE E AO EMPREGO DE
AGROTOXICOS

A seguir sdo apresentadas algumas definicdes relacionadas a toxicidade e ao uso de
pesticidas, que sdo comumente utilizadas nesta &rea (BRASIL, 2004b):

Residuos de Agrotoxicos. sdo todas as substancias nos aimentos humanos ou
animais, resultantes do emprego de pesticidas, incluindo-se todos os derivados, tais como:
produtos de degradacdo e de conversdo, metabdlitos e produtos de reacdo que sd0
considerados de significancia toxicol gica.

Ingestédo diaria (I1Di): representa a quantidade do agrotdxico ingerida diariamente
por um ser humano adulto (60 kg), admitindo-se o quanto 0 mesmo consome do aimento
por dia e o teor residual persistente neste alimento. Através de inquérito alimentar, aplicado
na populacdo da regido ou do pais, sabe-se sobre a quantidade que se consome diariamente
de cada aimento ou grupo de aimentos. Com os dados gerados e tratados estatisticamente
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témse valores que representam o consumo aimentar da maioria da populagdo. A
determinagdo do teor residual persistente no alimento em questdo, apos tratamento com o
agrotoxico de interesse (obedecendo a boa prética agricola), tem que ser realizada por
0casi 8o do seu consumo.

Ingestdo diaria aceitavel (IDA): alDA representa a quantidade do agrotéxico que
pode ser ingerida diariamente sem riscos apreciaveis a salde, considerando o conjunto de
dados toxicoldgicos conhecidos. E expressa em mg do agrotoxico por kg de peso corpéreo

(mg/kg p.c.).

Limite maximo de residuos (LMR): o LMR ou a toleréncia de um agrotoxico € a
quantidade méxima de residuo de agrotdxico ou afim, oficialmente aceita no alimento, em
decorréncia da aplicacdo adequada numa fase especifica, desde a sua producdo até o
consumo, expressa em partes (peso) do agrotoxico, afim ou seus residuos, por milhdo de
partes de alimento em peso (ppm ou mg/kg). Em termos de seguranca alimentar naciona a
LMR é estabelecida por 6rgaos publicos oficiais.

O LMR ¢é estabelecido para cada aimento, e, para 0 seu calculo, segundo a
FAO/OMS compara-se a IDi com a IDA. Se a IDi < IDA, admite-se o valor do teor de
residuo que persiste no alimento como o LMR. Caso IDi > IDA o agrotoxico pesquisado
ndo podera ser registrado para uso na cultura em questéo.

Prazo de Caréncia: € o intervao de tempo, expresso em dias, entre a Ultima
aplicacdo do defensivo e a colheita ou comercializacdo do vegetal, abate ou ordenha do
animal, conforme o caso, afim de que os residuos estejam de acordo com o LMR.

Este periodo € extremamente importante para a reducéo ou eliminacdo dos depdsitos ou
residuos dos agrotoxicos na cultura.

6.3 EFEITOSTOXICOSDOSAGROTOXICOS ORGANOCLORADOS

Os gyrotoxicos organoclorados sdo produtos sintéticos, pouco sollvels em &gua e
solGveis em solventes organicos, 0 que os torna mais toxicos e de aprecidvel absorcéo

cutanea (YOKOMIZO et al., 1985).

Devido a grande lipossolubilidade e a lenta metabolizacdo, esses compostos
acumulamse na cadeia alimentar e no tecido adiposo, em equilibrio dindmico com a
absorcdo. A eliminacdo se faz pela urina, cabendo destacar também a eliminacdo pelo leite
materno (YOKOMIZO et al., 1985).

Além da via dérmica, sfo também absorvidos por via digestiva e respiratéria. So
estimulantes do sistema nervoso central (em altas doses sdo indutores das enzimas
microssOmicas hepéticas), resultando em alteragbes do comportamento, distdrbios
sensoriais, do equilibrio, da atividade da musculatura involuntaria e depressdo dos centros
vitais, particularmente da respiracéo (OPAS/OMS, 1996).
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Em casos de intoxicacdo aguda, apds duas horas aparecem sintomas neurol 6gicos de
inibicdo, hiper-excitabilidade, parestesia na lingua, nos |&bios e nos membros inferiores,
desassossego, desorientacdo, fotofobia, escotomas, cefaléa persistente (que ndo cede aos
analgésicos comuns), fragueza, vertigem, ateracbes do equilibrio, tremores, ataxia,
convulsdes ténico-cronicas, depressdo central severa, coma e morte.

Em casos de inalacdo ou absor¢ao respiratoria, podem ocorrer sintomas especificos,
como tosse, rouquiddo, edema pulmonar, irritacdo laringotraqueal, rinorréia,
broncopneumonia (complicacéo freqliente), bradipnéia e hipertensdo. Logo ap0s a ingestao,
nauseas e vomitos sdo sintomas proeminentes, podendo ocorrer também diarréia e colica
(OPAS/OMS, 1996).

7 ASPECTOSDA LEGISLAGAO BRASILEIRA

A Legidacdo Federal - lel 7.802 de 1989 do Ministério da Agricultura (BRASIL, 1989)
obriga, em tese, que um agrotdxico sd seja comprado pelo produtor depois de emitido o
receituario agronémico, que €é de competéncia de Engenheiros Agrénomos e de
Engenheiros Florestais (BRASIL, 2004b).

Por outro lado, o receituario agrondmico ndo pode ser entendido apenas como uma
receita escrita, mas sSim como um processo em gue 0 Engenheiro va até a propriedade do
agricultor, verifique as condi¢cfes da cultura, em todo seu contexto socio-econdmico-
ambiental, e, entdo, somente depois desta rigorosa inspegdo, sgja emitido ou ndo, uma
receita agrondmica para que o agricultor compre e aplique o agrotéxico (LIMA & RACCA-
FILHO, 1987).

Na receita deve conter também os equipamentos obrigatorios de protecdo para a
aplicacdo do produto, que visam proteger o trabalhador, a dosagem, o equipamento usado
para aplicar o agrotoxico, bem como, o mais importante fator de protecdo ao consumidor
gue é o chamado “Prazo de Caréncia’ (LIMA & RACCA-FILHO, 1987).

Os agrotoxicos banidos na maioria dos paises, por serem considerados poluentes
organicos persistentes (POPs) em potencial, foram organizados em doze grupos
denominados “grupos dos sujos’, que sdo: + Os DDTs; 2 Os Drins (Aldrin, Endrin,
Dieldrin); 3- Clordano; 4- Heptacloro; 5 O BHC e Lindano; 6- Parathion; 7- Os
monocrotofos (Azodrin e Nuvacron); 8- Aldicarb; 9- Clordimeform ;10- O "Agente
Laranja' (2-4-3T), o EDB e o DBCP, 11- Paraquat; 12- Fungicidas a base de mercurio
(HISTORIA, 2003).

Os inseticidas organoclorados foram muito utilizados na agricultura, porém seu
emprego tem sido progressivamente restringido ou mesmo proibido, por serem de lenta
degradacdo, com capacidade de acumulagdo no meio ambiente (podem persistir até 30 anos
no solo) e em seres vivos, contaminando 0 homem diretamente ou por intermédio da cadeia
alimentar, assim como por apresentarem efeito carcinogénico em animais de laboratorio.
No Brasil, seu uso foi limitado pela Portaria n.° 329, de 2/9/85, que permitiu sua utilizacdo
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somente no controle de formigas (Aldrin e Mirex) e em campanhas de salde publica (DDT
e BHC) (OPAS/OMS, 1996).

8 IMPORTANCIA ECONOMICA

Em torno dos agrotoxicos se desenvolvem as mais acesas pol émicas, quando se trata da
relacdo entre agricultura e meio ambiente.

Em primeiro lugar, os interesses em jogo sdo gigantescos. Os gastos mundiais em
agrotoxicos sdo de dezenas de bilhdes de dolares, sendo a Ameérica Latina a regido onde
mais as vendas cresceram. SO no Brasil, segundo informacdo do Sindicato Naciona da
Industria de Defensivos Agricolas (SINDAG, 2004), o setor faturou, em 1997, quase US$
2,2 bilhdes, atingindo, US$ 200 milhdes a mais que no ano anterior.

A hipétese de utilizacdo em larga escala de produtos transgénicos oferece uma
promissora e preocupante perspectiva de ampliagéo deste mercado, uma vez que plantas
transgénicas, como o milho e a soja, por exemplo, ficam mais resistentes a herbicidas.
Atuando somente nas ervas daninhas ndo causando danos as plantagdes, a tendéncia do uso
de herbicidas, ao contrario do que se pensa, tende a aumentar (SANTOS, 2003).

Em segundo lugar, tratarse da avaliacdo dos riscos que a utilizagcdo dos agrotdxicos
envolve. Menores gastos de agrotoxicos ndo significam necessariamente reducdo dos
efeitos indesgjaveis ao meio ambiente, como bem apregoam (YUDELMAN et al, 1998).

Y udelman e colaboradores (1998) mencionam que "nos ultimos cinqlenta anos a
industria de pesticidas procurou desenvolver pesticidas menos toxicos e mais seletivos em
seus alvos, requerendo menores doses por hectares e com menor persisténcia no ambiente”.
Os produtos correspondentes aquilo que os especialistas chamam de segunda geracéo de
agrotoxicos, como o DDT, o BHC e o Parathion, reduziram em muito a dosagem de
aplicagcdo por hectare nos paises desenvolvidos (de 1966 a 1987). Entretanto, a toxicidade
destes pesticidas cresceu ao menos dezvezes desde o final da Segunda Guerra Mundial.

Os ambientalistas, bem como os governos de diversos paises do Hemisfério Norte,
como Suécia, Dinamarca e Holanda, procuram valorizar sistemas de utilizacdo do solo que
reduzam significativamente a propria necessidade de se aplicarem pesticidas. Segundo
Y udelman e colaboradores (1998), isto € uma tarefa dificil, uma vez que o nimero de
insetos resistentes vem crescendo desde 1938, quando somente sete insetos eram
conhecidos por sua resisténcia a pesticidas. Em 1984 este montante elevouse para 477.
N&o se conheciam ervas daninhas resistentes a agrotdxicos antes dos anos 1970 e elas
chegaram a 48 no final do ano de 1980.

Ao fornecerem estas informagdes, Y udelman e colaboradores (1998) alertam que a
resisténcia das pragas aos agrotoxicos cresce mais rapidamente no clima tropical que no
temperado. Este efeito se manifesta tanto mais rapidamente quanto mais intensa for a
especializacdo cultural, e com o conseqliente 8o de agrotoxicos como forma de combater
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as pragas nas lavouras e nos pastos. Entdo, a melhor informacéo que se tem sobre o uso de
agrotoxicos no Brasil € naregido Sul, onde mais da metade da area de lavouras de verdo no
Parané e no Rio Grande do Sul é ocupada por uma sb cultura, a soja — embora a soja tenha
se espalhado por outros estados brasileiros (nas regides de Cerrado do Centro Oeste, da
Bahia e do Maranh&o).

E na soja que se concentraa maior parte dos gastos com a agricultura brasileira, seguida
pelos gastos com a cana-de-aclcar, mas a concentracdo de seus 330 mil ha cultivados nas
usinas do Norte do Parana (apenas 6,7% do total naciona) constitui a raiz de vérios
problemas de contaminacdo de &guas constatados até hoje. O milho, terceiro produto na
lista dos que mais consomem agrotdxicos, tem cerca de um terco de sua &rea total no Sul do
Pais. Outros produtos que aparecem com destaque na lista de uso de agrotoxicos sdo: o
arroz irrigado e a batata inglesa que vem basicamente do Sul (SINDAG, 2004).

Da mesma forma que na Europa Ocidental e nos Estados Unidos, € em herbicidas (na
soja, cana-de-aclcar e milho) que os agricultores brasileiros mais gastam, quando se trata
de agrotoxicos, seguido dos inseticidas (na soja, café, algoddo e nas sementes) e em terceiro
em fungicidas (no café, batatainglesa, trigo e nas frutas) (SINDAG, 2004).

O gue chama a atencéo nestas informagdes, embora os especialistas sejam unanimes na
constatacdo de técnicas aternativas ao uso de pesticidas, é que o consumo de defensivos
ndo cessa de aumentar. Na area de graos, esta elevacdo explica-se em parte pela préopria
generalizagdo do plantio direto, que € um importante método de combate a erosdo, mas cuja
forma dominante torna hoje os agricultores cada vez mais dependentes ca aplicacdo de
herbicidas. (SINDAG, 2004).

9 INSETICIDAS ORGANOCLORADOS

No grupo dos agrotoxicos orgnoclorados estdo incluidos os mais importantes
inseticidas, tais como DDT, Aldrin, BHC, Declorano, etc. Os compostos que pertencem a
esse grupo geramente sho caracterizados por apresentar (YOKOMIZO et al.,1985; LIMA
& RACCA-FILHO, 1987):

1) Presenca de aomos de carbono, cloro, hidrogénio e, algumas vezes, oxigénio,
ou enxofre incluindo um ndmero variavel de ligagdes C-Cl ;

2) Presencade cadeias ciclicas (aromaticas ou n&o);

3) Apolaridade e lipossolubilidade;

4) Estabilidade a0 meio ambiente.

Os organoclorados so pouco solUveis em &gua, estaveis a luz solar, a umidade, ao
ar e ao calor, tornando-os bastantes persistentes no meio ambiente. Como consequéncia
disto, muitos paises permitem o seu uso exclusivamente em campanhas de salde publica,
para combater insetos vetores de enfermidades de importancia epidemiolégica, como por
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exemplo, a maldia e a dengue. Outros paises tém seu uso proibido ou restrito
(YOKOMIZO et al.,1985).

Residuos de inseticidas organoclorados, apesar de uso restrito ou proibido, ainda sdo
detectados com muita fregtiéncia em amostras ambientais (DUGAY et al.,1998; FIDALGO
et al.,2003).

Em paises onde se tem utilizado estes compostos € mais fregqlente encontrar
residuos em alimentos por serem de dificil degradacéo.

No geral, sdo considerados trés principais grupos de inseticidas clorados. DDT e
analogos, BHCs e ciclodienos (YOKOMIZO et al.,1985).

9.1 GRUPO DO DDT E ANALOGOS:

O grupo do DDT e anaogos é também denominado de difenil aliféticos (FIDALGO
et al.,2003).

O DDT é um inseticida dos mais conhecidos, sendo considerado de largo espectro
de acéo, e é também um dos sintéticos mais baratos. Foi primeiramente sintetizado em 1874
pelo quimico austriaco Zeidler, porém, suas propriedades inseticidas permaneceram ocultas
até 1939, quando Paul Muller as descobriu. Muller procurava sintetizar um repelente para
tracas de roupa, trabalhando na Cia. Geigy, Basiléia, Suica, em tratamento de tecidos.
Posteriormente, estudando compostos relacionados aos repelentes, ele sintetizou o DDT
gue se mostrou um inseticida extraordinario (YOKOMIZO et al., 1985).

A descoberta do DDT como inseticida também estimulou a procura de novos
compostos sintéticos que pudesse apresentar resultados comparaveis. Assim, apos 1939,
iniciou-se a fase do aparecimento dos inseticidas organossintéticos modernos. Entretanto,
poucos puderam competir em eficiéncia e baixo custo com o DDT (YOKOMIZO et al.,
1985).

Atualmente todos, e principamente o DDT, dada a sua persisténcia, tém sido
responsabilizados como grandes poluidores do meio ambiente e causadores de infertilidade
de animais e de proporcionar desequilibrio nas balancas bioldgicas da natureza. Isto, e
ainda o aparecimento de muitas espécies de insetos resistentes, causaram proibicdo do
DDT. A legislagdo brasileira permite o uso do DDT, atuamente, somente no emprego em
campanhas antimalaricas (Y OKOMIZO et al.,1985).

Os andlogos do DDT sintetizados que foram moderadamente empregados como
inseticidas s&o:
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1) TDE: 2,2-bis (p-clorofenil)-1,1-dicloroetano ou tetracloro-difenil-etano ou
DDD dicloro-difenil-dicloroetano,

2) DDE: dicloro-difenil-dicloroeteno, ou 2,2-bis (p-clorofenil)-1,1 dicloroeteno

3) Metoxicloro: 2,2-bis (p- metoxifenil)- 1,1,1-tricloroetano.

4) Dicofol: 2,2-bis (p-clorofenil)-1,1,1-tricloroetanol

5) Clorobenzilato: etil p-p'-diclorobenzilato

6) Perthane: 2,2-bis (p-etilfenil)-1,1,1-tricloroetano

Na Figura 1temse representado a estrutura de alguns destes.

O TDE (DDD) é menos toxico para os mamiferos que o DDT, mas é mais €ficiente
contra as larvas de algumas espécies de mosquito. O TDE aém de ser uma substancia
sintetizada para fins inseticidas, também é produzido naturalmente via metabolismo do
DDT. Seu acimulo no coértex adrena de alguns mamiferos resulta em atrofiamento deste
orgdo. O DDA é&cido dicloro difenil-acético (Figura 1) é também um metabdlito do DDT,
mas ndo tem atividade inseticida (Y OKOMIZO et al.,1985).

O metabolismo do DDT, dependendo do organismo, pode ocorrer por uma das trés vias
abaixo, levando a um dos cinco metabdlitos (YOKOMIZO et al.,1985).

(1) Oxidagéo do radical (CHCCls) do DDT, levando ao (CHCOOH) do DDA; ou ao
a (COH CCls) do Dicofol, ou ao (C=0) da Diclorobenzofenona.

(2 Reducdo do radica (CHCCE) do DDT, por desidroclorinagéo, levando ao
(C=CCbh), produzindo o DDE.

(3 Reducéo do radical (CHCCE) do DDT, por substituicdo de um cloro pelo
hidrogénio, levando a (CHCHCE) produzindo o TDE.

Nos mamiferos pode ocorrer o TDE, mas € o DDA o maior metabdlito do DDT,
sendo encontrado em fezes e urina.

O TDE foi amplamente encontrado em amostras de agua, de solos, de plantas e de
tecidos animais, obtidas de &reas onde o DDT, e ndo o TDE, havia sido pulverizado. Em
1965, ficou demonstrada a possibilidade de conversdo do DDT em TDE, mesmo em aguas
de lagos (Y OKOMIZO et al.,1985).
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Figura 1: Estrutura quimicado DDT e de alguns anaogos

O DDE é o0 metabdlito do DDT mais importante nos insetos. Esta conversdo € a maior
causa de resisténcia ao DDT desenvolvido em moscas domésticas, besouros, lagarta rosada
e em mosquitos Aedes aegypti (YOKOMIZO et al.,1985).

O Dicofal (cujas sinonimias sdo: CPCA; DTMC; FW 293) € também um acaricida
organoclorado que foi reavaliado recentemente quanto ao efeito toxico, para suspensao ou
ndo se seu uso, constando na resolucdo — RDC n°135 de 17/05/02 e concluida em julho de
2002 (BRASIL, 2004b), sendo oficidmente liberado para uso agricola indicado
exclusivamente nas folhas de algodéo, citros e maca. A legislacdo estabelece valores de
LMR (mg/kg) de 0,01 para o algodéo e 5,0 para citros e maga. Permitindo que o Dicofol
venha contaminado com DDT, DDE e TDE em concentragdo méaxima de 1.000 mg/kg
(YOKOMIZO et al.,1985).

9.2 GRUPO DOSBHCs

Os BHCs pertencem a um grupo que também é conhecido como o grupo dos
ciclohexanos hexaclorados (HCH) (FIDALGO et al., 2003).

A sintese do BHC, em 1825, ocorreu bem antes da do DDT (1874), mas ambos
tiveram reconhecimento como inseticida na mesma época, 1942 e 1939, respectivamente.



29

Mas foi em 1912, que ficou comprovado que o produto BHC era uma mistura de quatro
isdbmeros. [3-, a, ?-, d-BHC, sendo o0 >-BHC o principio ativo desta mistura.

Para 0 BHC contendo o isdbmero ? (gama) com pureza minima de 99% (m/m) o
termo Lindano, em homenagem ao cientista Van der Linden, foi usado. E a denominac&o
BHC passou a ser usado para a mistura com pureza inferior a 99% (m/m) em ?2BHC
(YOKOMIZO et al.,1985). Foi muito utilizado para o controle de insetos e pragas do solo,
principalmente, de gafanhotos e da broca do café. No Brasil o seu uso foi proibido em
1983, mas o Lindano ainda € permitido em alguns casos, descritos mais adiante (BRASIL,
2003).

Através da Figura 2 podem ser observadas as estruturas quimicas de um BHC e do
Lindano.
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Figura 2 Estrutura quimica: (A) BHC (1,2,3,4,5,6- hexacloro ciclo hexano
= HCH); (B) Lindano (?-BHC)

O termo BHC deriva de sua obtencéo: benzeno que foi hexaclorado, por reacéo de
adicdo, expondo o benzeno ao cloro (gas) sob luz ultravioleta. Esta denominacéo é
imprépria e gera confusdo, ja que ndo ha o carater aromético do anel. Este nome se
reservaria ao benzeno contendo seis cloros (por reacdo de substituico) que constitui outra
classe de agrotoxico HCB (hexaclorobenzeno). Porém, segundo Y okomizo e colaboradores
(1985), 0 uso deste nome se tornou corriqueiro e consagrado, tanto na literatura quanto no
campo e no comeércio, e qualquer tentativa de mudanca para HCH (1,2,3,4,5,6-hexacloro
ciclohexano), como é timidamente conhecido, seriainttil.

De acordo com a legidacdo da ANVISA (BRASIL, 2003), o Lindano possui as
seguintes sinonimias. >BHC, ?2HCH, DBH, BBH, HCCH, ?Hexaclorano, e seu uso é
permitido na agropecuaria em aplicacdes em partes agreas e/ou sementes das culturas de
algoddo, bulbos, cacau, café, cana-de-agUcar, coco, frutas em geral €xceto morango),
hortaligas, leguminosa, mandioca. Tratamento do solo durante o plantio de cereais e de
citros. Aplicagdo topica em animais de criagcdo exceto em fase de lactacdo. Tendo seu LMR
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variando de 0,1 ppm para citros, hortalicas e leite até 1 ppm para frutas, leguminosas e
cacall.

O Lindano é um inseticida que possui persisténcia média no meio ambiente, com
deslocamento para regides vizinhas, toxicidade para mamiferos (BRASIL, 2003) e possui
como principais metabdlitos, o pentaclorociclohexeno (PCC) e o 1,2,4-triclorobenzeno
(YOKOMIZO et al.,1985).

9.3 GRUPO DOSCICLODIENOS (YOKOMIZO et al.,1985)

Os ciclodienos foram desenvolvidos logo apds a segunda guerra mundial, nos
Estados Unidos e na Alemanha, sendo os principais. Heptacloro, Aldrin, Isodrin, Dieldrin,
Endrin. Os mais recentes sdo o Endosulfan e o Dodecacloro (Mirex).

Os ciclodienos sdo hidrocarbonetos ciclicos clorados, que possuem uma ponte de
dicloroendometileno, e sdo produzidos por reagdo de um ciclopentadieno com o etileno
para produzir o norboneno (Reagédo de Diels Alder).

O nome Aldrin foi dado em homenagem a Kurt Alder, e Dieldrin a Otto Diels,
ambos quimicos alemaes, que em 1928 desenvolveram trabal hos sobre reacdes de adicdo de
dienos, sendo agraciados pelo Premio Nobel de Quimica, em 1950.

Através da Figura 3 podem ser observadas as estruturas quimicas do Aldrin e do
Dieldrin.
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Figura 3 Estruturas quimicas do Aldrin e do Dieldrin

Os ciclodienos variam grandemente em toxicidade, para os mamiferos, néo
diferenciando tanto para os insetos, sendo no geral de toxicidade semelhante ao DDT.
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A metabolizacdo dos ciclodienos se da, geralmente, por epoxidacdo de duplas,
encontrando-se, junto ao composto original, epdxidos acumulados em tecidos adiposos dos
mamiferos. Apds tratamentos de animais com Aldrin, foram encontradas concentragcdes

consideraveis de seu epoxido, o Dieldrin, em carnes de boi, porcos, carneiros, ratos
brancos, aves domésticas e em leite de vaca

Um organoclorado deste grupo, mais recente € o Mirex cujas sinonimias s2o:
percloropentaci clodecano, hexaclorociclopentadieno, perclorodihomocubano, declorano e

dodecacloro. Este agrotéxico tem seu uso autorizado especificamente como formicida
(BRASIL, 2004b).

Através da Figura 4 pode ser observada a estrutura quimica do Mirex.
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Figura 4 Estruturaquimicado Mirex

10 DETERMINACAO DE RESIDUOS ORGANOCL ORADOS

Em gerd, a toxicidade dos pesticidas em ambientes naturais € bastante elevada, mesmo
em baixas concentragdes. Devido a isto, os limites permitidos pelos 6rgéos de fiscalizaco
ficam em torno de décimos de mg/kg (SANTOS, 2003).

Para determinac8o de limites t&o baixos, fazse necess&rio 0 uso de metodos analiticos
gue sejam suficientemente sensiveis. Além disso, devido a complexidade das analises de
determinadas amostras ambientais e de alimentos, torna-se necessério escolher uma técnica
prépria para redlizar a separacdo (extragdo) dos compostos antes da andlise propriamente
dita (SANTOS, 2003).

A extragdo compreende o isolamento dos analitos de interesse da matriz, pois suas
concentragOes sd0 muito baixas em relacdo aos congtituintes da amostra, quase sempre
interferentes (lipideos, pigmentos, vitaminas e etc). Deve-se levar em conta que os analitos,
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durante esta fase, devem ser preservados de danos, dando possibilidades de estabilidade até
0 momento da analise ser realizada.

Segundo Santos (2003) as principais técnicas utilizadas na andlise de residuos de
agrotdxicos sao:

Extracdo liquido- liquido (ELL)
Extracéo em fluido supercritico (EFC)
Extracéo em fase sdlida (EFS)
Micro-extracdo em fase sdlida (MEFS)

10.1 EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO (ELL)

Os méodos que usam ELL basdiamse na particdo entre liquidos imiscives.
Segundo YOKOMIZO, et al (1985), os principais métodos oficiais de andise de
organoclorados por CG baselam se em extracdes EL L, constituindo-se das fases.

1) Extracéo do pesticida

2) Purificagdo dos extratos

3) Concentracdo dos extratos

4) ldentificagdo e quantificagdo dos analitos.

Para a execucdo destas fases, usase uma série de vidrarias que devem estar
cuidadosamente limpas para ndo ocorrer contaminagdes. Materiais de borracha ou plésticos
ndo devem ser usados para ndo ocorrer o arraste de mondémeros, que como os analitos de
interesse vao ser concertrados e analisados (Y OKOMIZO, et al 1985).

1) Extracdo: Para a extracdo escolhe-se um solvente, ou uma mistura de solventes,
apropriada de acordo com a polaridade do analito. No caso dos agrotoxicos
organoclorados, o hexano (ou a mistura de hexano-acetona) é o mais utilizado. O
diclorometano, cloroférmio e acetonitrila sdo mais indicados quando se desga
extrair analitos mais polares (YOKOMIZO, et al 1985). Para minimizar a presenca

de interferentes, quase sempre arrastados com 0 solvente, deve ser redizada a
purificacéo.

2) Purificagdo (clean up): para a purificagdo existe uma série de processos e 0s mais
freqlentes sdo: particdo com solventes imisciveis, cromatografia de adsorcéo
(florisil, carvédo, auminaou gel de silica); permeacdo em gel; destruicdo quimica do
interferente; co-destilacdo. Cuidados adicionais tém que haver para que ndo
ocorram perdas de amostra e contaminagdes nesta fase (YOKOMIZO et al., 1985).
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3) Concentragdo do extrato: nesta fase deve-se controlar a temperatura para causar um
minimo de perdas. A concentragdo do extrato, geralmente na ordem de 100:1 é feita
em tubos concentradores sobre banho de vapor. A quantidade de solvente deve ser
controlada também, uma vez que sempre existe a possibilidade de ser fonte de
contaminagdo de interferentes.

4) Identificagdo e Quantificagdo: os métodos de identificagdo e quantificacdo, quase
sempre, sdo por cromatografia gasosa (CG). Mas existem anda os
espectrofotométricos e biologicos, menos sensiveis e especificos, respectivamente,
do que o CG. As colunas para CG sd0 apolares e os detectores para organoclorados
costumam ser de captura de elétrons (DCE) (SANTOS, 2003).

De acordo com Santos (2003), extracBes ELL tém muitas desvantagens, tais como
ser trabalhosa, demorada e com manuseio de elevados volumes de solventes organi cos.

10.2 EXTRACAO EM FLUIDO SUPERCRITICO (EFC)

A extragdo EFC é redlizada através da passagem de um fluido (gés em elevada
temperatura e pressdo), em compartimento fechado (estético) ou aberto (dinamico).

Nestas condi¢Bes o fluido consegue permear a amostra com maior propriedade do
gue o liquido (devido a sua menor viscosidade e maior difusdo) e do que o gas (por possuir
maior densidade e poder de solvatacdo) (SANTOS, 2003).

Com este tipo de extracdo, é possivel isolar compostos organicos em amostras
sdlidas. Em 90% dos casos, usa-se 0 COz, cuja polaridade é smilar a do pentano, sendo
adequado para a extracdo de compostos apolares. Para compostos polares, pode-se usar N2
ou H,O (SANTOS, 2003).

De acordo com o autor, esta técnica tem as seguintes vantagens, em relacdo a
extragdo ELL: ndo ocorre diluicdo da amostra, € mais rapida e seletiva e dispensa o uso de
solventes organicos. Mas no geral, apresenta a desvantagem de ndo poder ser realizada em
campo, usar gés em grandes quantidades e com ato grau de pureza, tornando a analise
muito dispendiosa além de ndo ser tao rgpida (ndo levando menos do que uma hora para ser
realizada).

10.3 EXTRACAO EM FASE SOLIDA (EFS)

A extracdo EFS é redizada através da passagem da amostra em uma fase
estacionaria (superficie sdlida adsorvente) e seu principio, a particdo, € o mesmo da
cromatografia liquida. Os analitos de interesse sdo retidos, por interagdes reversivels, no
material adsorvente e dessorvidos ao passar solventes apropriados para a elui¢ao.
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As diversas vantagens que este método oferece, de acordo com Santos (2003),
tornam o método EFS o mais utilizado atualmente em andlise de agrotdxicos em amostras
ambientais. Além de reduzir o manuseio com solventes organicos, o0 método é menos
trabalhoso do que a extracdo ELL. Para substancias com relativa polaridade o método EFS
€ mais adequado do que ELL, pois recuperaces por este Ultimo costumam ser baixas
devido a solubilidade parcial destas substancias em &gua. Outra vantagem, aponta o autor, €
que esta técnica oferece a possibilidade de ser facilmente feita em campo, agilizando a
extracdo das substancias e evitando perdas devido a degradacéo do material. V arios estudos
tém demonstrado que a maioria das substancias organicas préconcentradas no adsorvente
apresenta boa estabilidade, podendo ser armazenadas antes de proceder a analise.

Nos Ultimos anos, vérios procedimentos para extracao de residuos de agrotdxicos de
diferentes matrizes tém sido desenvolvidos com o intuito de reduzir o consumo de
solventes. Neste particular, a extragdo em fase sdlida (EFS) é mais vantajosa que a extracao
liquido- liquido (ELL) e pelos motivos apontados como principais, que sdo o fato de ser
muito mais econdmica e 0 de ser menos sujeita a contaminagdes, tem sido ultimamente a
técnica mais usada

10.4 MICRO-EXTRACAO EM FASE SOLIDA (MEFS)

A extracdo por MEFS € uma adternativa répida para substituir técnicas
convencionais de extracdo (QUINTEIRO, et al. 2003).

A MEFS é redlizada através do contato da amostra com uma fase estacionaria de
pequenissimo volume (0,7 uL), ndo necessitando de uso de solventes e de grandes volumes
de amostra (no minimo 1 mL). Esta técnica € aplicavel para andlise de residuos de
agrotoxicos em diversas matrizes (solidas, liquidas e gés), sendo capaz de gerar
rapidamente resultados, com precisdo e exatiddo aceitaveis, e baixos limites de deteccéo
(QUINTEIRO, et al. 2003).

No Capitulo 11 € apresentada uma revisao sobre a MEFS.

11 CONCLUSAO

Em todo o mundo, o aumento da producdo agricola tem ocorrido as expensas da
exploracdo intensiva do solo, gerando mudangas adversas, propiciando a infestagdo de
pragas em vérias culturas produtivas, causando danos econdmicos a todo ecossistema.

Com esta prética predat6ria, 0s proprietarios rurais se véem obrigados a aumentar o
uso de pesticidas, muitas vezes reduzindo o intervalo estabelecido para aplicagdo de novas
doses. Esta prética tem levado a0 acimulo de defensivos agricolas no meio ambiente,
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contaminando o solo, os espelhos d &gua e até as areas virgens, ou sgja, aguelas que nunca
receberam aplicacdo de pesticidas.

Embora os agrotdxicos mais carcinogénicos, considerados poluentes de grande
persisténcia, ja tenham sido proibidos no Brasil (DDT, BHC, etc) a cautela nos obriga a
tomarmos cuidados intensos no controle destes produtos. Alguns produtores ainda mantém
estoques destes inseticidas e algumas pesguisas mostram que outros grupos de agrotdxicos
e seus metabdlitos ainda desconhecidos podem vir causar cancer, principalmente, hepético
em mamiferos.

A mé prética agrondémica, isto €, o uso de produtos inadequados para a cultura em
questdo, doses exageradas e prazo de caréncia ndo cumprido aumentam o perigo para 0s
trabalhadores e para o consumidor, que leva o produto agricola para a mesa antes da
degradacdo do agrotdxico. Neste sentido, 0s governos tém que ser mais rigorosos na
exigéncia do cumprimento da legislacdo, oferecendo maior protegdo ao consumidor.

Atualmente, a qualidade de todos os alimentos esta intrisecamente ligada, ndo so a
sua composicdo nutricional e estado de conservacdo, mas também aos niveis residuais de
elementos toxicos ao homem. Um monitoramento freqliente destes residuos € conveniente e
necess&rio para que se tenha informagdo de um pardmetro de inocuidade dos alimentos,
assegurando a salide da populagéo.

Neste sentido é importante procurar desenvolver e aplicar a filosofia das boas
técnicas agrondmicas, educacdo ambiental; educacdo do consumidor; legisacdo com
repressio pesada sobre os infratores; Andises Fiscais Rotineiras por Orgdos Oficiais
competentes, para controle dos teores dos limites residuais maximos (LMR) em aimentos e
em &guas de consumo humano.

Torna-se importante também, a capacitacdo de um numero maior de laboratorios,
em relacdo aos poucos existentes, para readizacdo destes tipos de andlise, utilizacdo de
técnicas alternativas as convencionais, de baixo custo, com a obtencdo de resultados mais
rapidos, com baixos niveis de deteccdo e com a utilizagdo de solventes em menor escala
possivel.

O estudo e o desenvolvimento da aplicacdo da extracdo MEFS em andlise de
residuos de agrotéxicos em aguas de consumo residencial e em varios tipos de aimentos
merece atencdo especial, pois tem mostrado ser capaz de oferecer tais vantagens.
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CAPITULO 11

MICRO-EXTRACAO EM FASE SOLIDA
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1 INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 INTRODUCAO

A micro-extracdo em fase sOlida (MEFS) é considerada uma micro-técnica de
extracdo e de pré-concentracdo de analitos, pois esses processos sdo realizados em uma
escala muito pequena. Valente e Augusto (2000) descreveram a seguinte analogia para
ilustrar 0 que ocorre em termos de escala uma goticula de solvente organico de 1nlL, no
maximo, seria colocada em 10,00 mL (10.000 m_) de uma solugdo aguosa contendo os
analitos que se desgja analisar. Essa pegquena gota — que representa 0,01% do volume total —
permaneceria imiscivel na matriz, mesmo sob agitagdo. Analitos organicos, por sua
afinidade com a goticula, migrariam da matriz para a mesma, concentrando-se em seu
interior, de acordo com o0s coeficientes de particdo goticula/matriz. Apdés um tempo
determinado, a goticula impregnada de analitos seria retirada do seio da matriz e levada
para o interior do cromatografo para ser analisada. Como vantagem, a concentracao da
matriz permaneceria a mesma, devido a quantidade extraida de andito ser
comparativamente pequena. Desse modo, outras extracbes poderiam ser realizadas na
mesma matriz, para dispor de replicatas estatisticamente confidvels, ja que a técnica é
considerada n&o destrutiva.

Na MEFS, a goticula é representada por uma micro-camada polimérica que reveste
a superficie de um pequeno segmento (1 cm) de fibra 6tica de silica fundida que possui 4,5
cm de comprimento e 300 mm de didmetro externo. Tal camada — com volume de 0,03 a 1
L e espessura de 7 a 100 mm — é considerada a fase estacionéria imobilizada no suporte de
fibra6tica (VALENTE & AUGUSTO, 2000).

Durante a amostragem, a fibra revestida € exposta no seio da matriz para entrar em
contato com os analitos que, por particdo, serdo concentrados na fase estacionaria
(revestimento). Em um determinado momento, a fibra revestida € removida da amostra e
inserida no cromatografo.

A técnica de MEFS foi desenvolvida entre 1989 e 1990 pelo Prof. Janusz
Pawliszyn, da Universidade de Waterloo em Ontério, Canada, para uso em cromatdgrafo
gasoso (CG), em andises de poluentes orgénicos volateis e semivolatels em aguas
(PAWLISZYN, 1997). Desde entdo, foram publicados véarios tratamentos tedricos que
fundamentam a técnica e trabalhos sobre a aplicacdo da MEFS em andlises de amostras
ambientais, de alimentos, forénsicas e botanicas, incluindo o uso de cromatografo liquido
de alta eficiéncia (CLAE).
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1.2 OBJETIVO

O objetivo deste capitulo é descrever os principais aspectos que compdem a técnica
de micro-extracdo em fase sdlida (MEFS), a seringa modificada que conduz a fibra
revestida, os diversos modos e procedimentos de extragdo e 0s principais parametros
usados no desenvolvimento de métodos analiticos. Também é abordar as vantagens do uso
da MEFS e suas aplicagdes na érea de alimentos e andlise de agrotoxicos.

2 APRESENTACAO DO INSTRUMENTO

O instrumento completo para a micro-extracdo descrito por Valente & Augusto
(2000),denominado de amostrador, encontra-se esquematizado na Figura 5.

-y

Figura 5 Vistaexterna (A) einterna (B) do instrumento, para MEFS

Como pode ser observado na Figura 5, o instrumento é uma seringa modificada que
tem como fungdo conduzir a fibra revestida. Ele é composto por um corpo cilindrico com
uma fenda em "Z" — por onde o pino travador desliza— apresentando na parte superior uma
peca, denominada lancador e na inferior uma agulha oca de ago inoxidavel. A agulha
funciona como um canal, com 0,56 mm de didmetro externo, por onde desliza o segmento
de fibra dtica, fixada a um tubinho inox. O lancador, a0 ser pressionado, empurra o tubo
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inox para baixo, expondo assm a fibra e quando puxado recolhe-a para o interior da
agulha.

O pino travador, fixado no langador, acompanha esse movimento, de subida e
descida na extensdo da fenda em "Z". Na Figura 5A, pode ser observado que o pino
travador estd no centro da fenda, mantendo a fibra exposta. Para a fibra ser retraida é
necessario deslocar o pino travador do centro, com um pequeno giro do lancador. Neste

momento a mola (Figura 5B) se estendera e empurrard o lancador para cima.

Na Figura 6 encontra-se ilustrada a parte removivel deste instrumento, que pode
ser trocada de acordo com 0 seu estado de uso €/ou conforme a natureza do analito que se
desga extrair. No mercado encontramse disponiveis fibras revestidas com fases
estaciondrias que variam de composi¢ao, polaridade e espessura.

Figura 6 Parte removivel do instrumento MEFS com a fibra escondida no interior
da agulha (A); com afibra exposta (B); parte inferior ampliada (C)

A parte removivel (Figura 6) € composta pela agulha, pelafibrarevestida, e por
uma pequena mola que envolve uma das extremidades do tubo inox.

Na Figura 6C pode-se observar com mais dtalhes que o tubo inox se encontra
colado a fibrarevestida formando um segmento continuo e deslizavel através da agulha.



A fibra dtica é frégil, podendo se quebrar com muita facilidade, razéo pela qual o
dispositivo apresentado na Figura 6 foi projetado para que ela possa ser envolvida pela
agulha, protegendo-se de operactes que possam danifica las no momento do transporte e da
perfuracdo dos septos — do frasco de amostra e da porta do injetor do cromatografo
(PAWLISZYN, 1997; VALENTE & AUGUSTO, 2000).

Em vérios trabalhos da literatura podem ser encontradas descricdes sobre a
construcéo artesanal do dispositivo de MEFS, a partir de fibras éticas de silica fundida que
eram embutidas em seringas analiticas — de uso proprio para diluigdes — e, depois, ativadas
por reacdes com é&cidos e deposicdo de polimeros (ARTHUR et al, 1992; ARTHUR &
PAWLISZYN, 1990; LOUCH et 4, 1992).

Louch e colaboradores (1992) usaram amostradores manufaturados por sua equipe
para analise simultanea de benzeno, tolueno e pxileno, em &guas. Nessa mesma época a
automacdo em MEFS/CG estava sendo introduzida através de modificacbes no
comprimento da agulha e do émbolo de seringas Hamilton 7005 e do uso de um
equipamento de CG modelo Varian 8100. Os resultados experimentais, assim obtidos,
indicaram que a micro-extracdo pode ser apropriadamente usada na anadlise de liquidos
como 0leos, agua e fluidos humanos, de sdlidos como solo e de solugdes gasosas como o ar
(ARTHUR et al, 1992; LOUCH et al., 1992).

Enquanto os amostradores, até 1994, ainda ndo estavam disponiveis no mercado, a
Polymicro Technologies (Tuscon, AZ, USA), em 1992, lancou a primeira fibra otica
revestida com polidimetilsiloxano (PDMS) nas espessuras de 56 e de 100 nm. No mesmo
ano, um novo tipo de polimero foi apresentado: cristais liquidos de poliacrilato (PA)
(LOUCH et al, 1992; POTTER & PAWLISZYN, 1992).

Em 1993, os amostradores para a micro-extracdo eram feitos, geralmente, com
seringa de diluicdo Hamilton 7105 (VALENTE & AUGUSTO, 2000; ZHANG &
PAWLISZYN, 1993).

Nesse mesmo ano, Page e Lacroix (1993) descreveram um método MEFS/GC para
determinacdo de 33 substancias haogenadas volédteis. Chai e colaboradores (1993)
descreveram como construiram o0 amostrador para andlise de hidrocarbonetos voléteis por
MEFS.

Em 1995, agrotoxicos em agua, solo e vinho foram analisados por essa técnica — a
maioria por headspace — com sucesso, sendo indicada para a investigacdo de analitos
polares, ndo-polares, volédeis, semivolateis e nao-volaeis (BOYD-BOLAND &
PAWLISZYN, 1995). E, somente a partir desta época, 0os amostradores passaram a ser
fabricados por firmas especializadas (BARNABAS et al, 1995), o que facilitou mais ainda
a execucao das andlises tornando-as também mais precisas.

Nesta mesma época, trés opcoes de fibras revestidas estavam disponiveis (PDMS de
7, de 30 e de 100 mm), e em 1996 a revestida com PA de 85 nm surgiu sendo todas
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comercializadas pela Supelco (BARNABAS et al, 1995; MAGDIC et al., 1996). Nos anos
seguintes outros materiais como Carbowax (CW), Carboxen (CAR) e Divinilbenzeno
(DVB) surgiram para compor fases mistas, resultando em uma variedade maior de
revestimentos de polaridade e porosidade especificas.

As caracteristicas e sugestfes de aplicacdo dos revestimentos, de acordo com a
natureza do analito, sdo facilmente encontradas na literatura (ARMON, 1997,
PAWLISZYN, 1997; VALENTE & AUGUSTO, 2000) e em notas técnicas dos
fabricantes. A Tabela 7, extraida do artigo de Gorecki e colaboradores (1996) apresenta um
resumo relacionando as fibras revestidas disponiveis e suas indicacoes.

Fibras oticas ndo revestidas também podem ser utilizadas para o processo de
extracdo, mas as revestidas so as de uso mais fregliente, pois a base de seu emprego esta
no fato de que semehante dissolve semelhante, 0 que resulta em maior seletividade
(EISERT & LEVSEN, 1996). De acordo com Potter e Pawliszyn (1992) é importante
considerar também que revestimentos mais espessos possuem maior capacidade de extracdo
e boa seletividade.

Tabela 7 Revestimentos comercialmente disponiveis e indicagdes de uso

Revestimento Es;()r?j;ra Natur eza Aplicacbes sugeridas
PDMS 7 Substéncias apolares de alto peso molecular
PDMS 30 Na&o polar Substancias semi-voléteis ndo polares
PDMS 100 Substéncias volateis

PA 85 Substancias semi-voléteis polares
CWI/PA 50 Substéncias surfactantes
Cw/DVB 65 Polar Alcoois e compostos polares
CW/DVB 70 Alcoois e compostos polares
CAR/DVB 50; 30 Flavorizantes (voléteis e semi-volateis)

PDMS/DVB 60 Aminas, compostos polares

PDMS/DVB 65 _ Voléeis, aminas; nitroarométicos

PDMSDVB 65 Bipolar Voléteis, aminas; nitroarométicos

CAR/PDMS 75 Gases; compostos de baixo MM

CAR/PDMS 85 Gases; compostos de baixo MM

PDMS = polidimetilsiloxano; CW = carbowax; DVB = divinilbenzeno; PA = poliacrilato;
CAR =carboxen MM = massa molecular
Fonte: Gorecki e colaboradores (1996)
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3ETAPAS QUE COMPOEM O PROCEDIMENTO MEFS

A operacdo da micro-extragdo (MEFS) pode ser dividida em duas etapas: extracédo e
dessorcéo (PAWLISZY N, 1997).

3.1EXTRACAO

A extracdo do andito € a primeira etapa do processo andlitico e inicia-se quando o0s
analitos (volédeis ou ndo) comegam a migrar para a fibra (fase estacionaria), obedecendo o
fendbmeno de particéo, que tende ao equilibrio. A migracdo comega a ocorrer assim que a
fibra entraem contato com os analitos.

Quanto ao contato entre a fibra e a amostra, onde os analitos se encontram, existem
dois modos de se redlizar a extragdo por MEFS: por imersdo direta (ID), mergulhando a
fibra na amostra — conhecida como MEFS-ID ou por imersdo na atmosfera confinada que
fica em cima da amostra (HS, do inglés headspace) — conhecida como modo MEFS HS. A
escolha de um destes modos deve ser feita em fungdo, principamente, do estado fisico da
matriz, da afinidade do analito com a matriz e de sua volatilidade (PAWLISZY N, 1997).

No procedimento MEFS-ID, a fibra revestida é inserida no seio da amostra, solida,
liquida ou gasosa acondicionada em frasco com tampa selada, seguindo a sequéncia
operaciona ilustrada na Figura 7, constituida de 12 = Perfurar o septo que veda o frasco
que contém a amostra, através da agulha do amostrador; 2 = Expor a fibra no interior da
matriz, por um determinado tempo, para se processar a extragéo de analitos; 3 = Recolher
afibra; 4> = Retirar a agulha.
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Figura 7 Esquema sequiencia daextracdo MEFS-ID

Apés a quarta fase, 0 amostrador € levado para outra etapa — a dessor¢édo, que é
descrita mais adiante. Um modo variante da abordagem direta € o uso de fibras envolvidas
com uma membrana protetora, o que evita danos no revestimento da fibra no caso de
amostras ricas em particulas sujeitas a ficarem aderidas nafibra (PAWLISZY N, 1997).

No modo MEFS-HS a fibra revestida é inserida no espaco gasoso confinado acima
da amostra (sdlida ou liquida) contida em frasco muito bem selado para que ocorra a
migracdo dos analitos voléateis ou semivolateis da amostra para o headspace e deste para a
fibra(BARNABAS et al, 1995; MAGDIC et al. 1996; PAWLISZY N, 1997). Jaque afibra
ndo entra em contato com a amostra diretamente, este procedimento torna-se uma
alternativa para extragdes em amostras particuladas, permitindo, também, modificacfes na
matriz, como mudanca de pH e concentracdo de sal, sem prejudicar a fase extratora. . Em
comparacdo com 0 modo 1D, o HS precisa de um tempo menor, para que o equilibrio de
extrac8o segja atingido. Este procedimento, no entanto, tem sua aplicacdo limitada, ndo
podendo ser aplicado no caso de analitos ndo voléteis, pois, devido a baixa presséo de
vapor que possuem (em relacdo aos volatels) transferem-se com pouca propriedade para a
atmosfera confinada em cima da amostra. (EISERT & LEVSEN, 1996; PAWLISZYN,
1997; ZHANG & PAWLISZYN, 1993).

3.2DESSORCAO

A dessor¢cdo é a segunda etapa do processo MEFS. Corresponde a0 momento
voltado para o desprendimento forcado dos analitos da fibra, podendo ser térmico, em CG,
ou ser feito por solventes que continuamente passam pela interface MEFS/CLAE
(PAWLISZYN, 1997). A Figura8 representa um esquema da seqiiéncia operacional paraa
dessorgao termica.
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Figura 8 Esguema seqiiencia da dessorcéo em CG

Na Figura 8 pode ser observado que a sequéncia operacional do processo de
dessorcdo é simples:12 = Perfurar o septo que veda a porta do injetor do CG através da
agulha do amostrador; 2 = Expor a fibra, por um tempo determinado, para se processar a
dessorcéo dos analitos; 3> = Recolher afibra; 4° = Retirar aagulha. O start no equipamento
€ acionado a partir do momento em que a fibra é exposta no interior do CG. Os analitos
dessorvidos sdo carreados para subsequente analise cromatogréfica (separacdo) e deteccao.

Excelentes sinais cromatogréficos sdo produzidos quando sdo utilizados, no injetor
do CG, dtos fluxos de gas careador e uma temperatura méxima (respeitando a
caracteristica de estabilidade do revestimento de fibra) ou altos fluxos de solvente carreador
na interfface MEFS/CL no caso da cromatografia liquida (ARMON, 1997; PAWLISZYN,
1997).

4 PRINCIPAISASPECTOSANALITICOS QUE FUNDAMENTAM A MEFS

Sob o0 ponto de vista anditico, ndo se deve esquecer que o0 material que reveste a
fibra para a micro-extragdo pode ser considerado uma fase liquida imobilizada, e preparada
para entrar em contato com outra fase (a amostra), competindo entre si pela solubilizacdo
do anaito (PAWLISZYN, 1997). Logo, os fatores que afetam a eficiéncia das extragoes
liquido-liquido (ELL) convencionais também afetardo a MEFS (LOUCH et al, 1992;
PAWLISZYN, 1997). Alguns desses fatores, como volume, concentragdo e coeficiente de
particéo relacionam se diretamente por uma equacdo analitica fundamental. Outros, como a
temperatura e o pH, apesar de independentes da equacdo, afetam a eficiéncia da extracdo, o
gue € de se esperar, pois agem diretamente nas propriedades do fendmeno de parti¢ao.
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No modo MEFS-ID, o fenbmeno de particdo do analito — estimado pelo coeficiente
de particdo do analito, Kr/a — ocorre entre duas fases que competem entre si pelo analito: a
fase estacionéria (F), que € a fibra revestida, para onde os analitos migram e a fase aquosa
(A), que é a solucdo aquosa orde os analitos se encontram e de onde eles sdo extraidos.
Neste sistema hifasico, a quantidade de analito extraido, apds equilibrio alcancado, é
expressa pela seguinte equacdo (ARMON, 1997; ARTHUR & PAWLISZYN, 1990;
BARNABAS et al., 1995; BOYD-BOLAND & PAWLISZYN, 1995; CHAI et al., 1993;
MAGDIC & PAWLISZYN, 1996; PAWLISZY N, 1997; ZHANG & PAWLISZY N, 1993):

NF= _Kea. V. Va.Co )
Kra.VE + VE

Onde:

N: = quantidade extraida de analito pela fase revestida (fibra estacionaria).
Kea= coeficiente de particdo do analito entre a fase estacionéria e a fase aquosa.
Ve = volume dafibra revestida (fase estacionaria)

V, = volume da fase aguosa.

C, = concentracdo inicial do analito na da fase aguosa

Quando a MEFS é redlizada no headspace, a fibra revestida (F) € inserida na
amosfera confinada (HS), localizada em cima da amostra ou matriz (A), onde os analitos,
volateis ou semi-volateis, se encontram e de onde séo extraidos. A amostra pode estar no
estado sdlido ou em solugcdo aquosa. Neste procedimento, entdo, tem-se um sistema
trifasico, onde todas as fases. matriz (A), headspace (HS) e fibra (F) competem entre si
pelos analitos, e a equagao fundamental passa a ser:

NE = Kea . VE .Ve . Co (la)
KraVE + VE+ Khga . VHs

O novo termo Kuyga representa o coeficiente de particdo do andito entre o
headspace e a matriz e e Vs € 0 volume do headspace (PAWLISZYN, 1997). O
coeficiente Kyga depende da volatilidade do andlito.
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Procedimentos que influenciam a quantidade de analito extaida

Agitar a solucdo-amostra no momento da extragdo por MEFS-ID ou MEFS-HS, é
necessario, na maioria das vezes, para facilitar o transporte dos analitos da solucéo para a
fase estacionéria (fibra) e, assim, reduzir o tempo de equilibrio. Dentre os meios de
agitacdo existentes — magnética, por agitador Vortex, por fluxo, por ultrasom e por
vibracdo da fibra — a mais comumente usada € a primeira, pois € a mais simples, ndo
necessita de dispositivos complexos e ndo adultera a amostra (PAWLISZYN, 1997,
VALENTE & AUGUSTO, 2000).

A avaliagdo da melhor fibra para extragdo MEFS é essencial, devendo ser criteriosa,
pois a sensibilidade da técnica, para um dado anaito, depende do coeficiente de particdo
(Kra) — que expressa a afinidade do andlito pela fibra — e, também, da espessura do
revestimento (Vg), ambos, se altos, produzirdo baixos limites de deteccdo (PAWLISZYN,
1997).

O coeficiente de particdo (Kg/a), 0 volume da amostra (Va) e o volume da fibra (Vg)
relacionam-se de forma muito interessante e conveniente na MEFS-1D.

De acordo com Pawliszyn (1997), para revestimentos com baixa afinidade pelo
analito (Kr/a <1.000), recomenda-se que Va sgja alto (maior do que 100 mL). Nesse caso, a
soma representada no denominador da equacéo |, Kg/a .VE + Va sofre uma aproximagao:
Kra.VE+ VAo @Va, levando ao surgimento de uma nova expressdo (equacao 1 1):

N = Kpa. W Co (||)

Neste caso, a quantidade ng torna-se independente de Va, 0 que € importante em
amostragens ambientais in situ. Neste tipo de amostragem o volume da amostra (atmosfera

onde os analitos de interesse se encontram) € infinito.

Existem casos onde a fibra pode adsorver completamente os analitos, ndo
estabelecendo situacdo de equilibrio de particdo. A dependéncia do equilibrio de particdo
significa que o analito ndo se distribui mais entre a fase aguosa e a estacionéria (fibra), ja
que ele é completamente adsorvido pela fibra (extracgo exaustiva). Isto ocorre quando se
usam pequenos volumes de amostra (Va <1,0 mL) para extracdo com de uma fase
estacionaria de volume relativamente alto (Ve @0,0 uL) e adta afinidade pelo anaito (Kga @
10.000). Neste caso ocorre uma nova aproximagdo no denominador da equacédo (1), Va +
(Kea -VE) @Kea -VE. surgindo nova expressao (equacao 111) a partir de nova simplificacéo
daequacéo | :

e = Va .Co @y
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A equacéo |11, entdo, expressa a extracdo de analitos por MEFS ID até exaustéo
independente do equilibrio de adsor¢do pelo mesmo motivo acima descrito.

Uma vez que a particdo varia com a temperatura e a composicdo das fases, o fator
Kr/a intrinseco a0 modelo quantitativo, pode sofrer influéncias significativas com a
mudanca destes fatores, resultando, conseqiientemente, em niveis maiores ou menores de
extragdo PAWLISZYN (1997). Com o aumento da temperatura, os analitos tendem a ser
expulsos da matriz. Para extragdes MEFS HS temse a vantagem de oferecer extracbes
mais rapidas uma vez que os analitos passam para 0 headspace com maior velocidade. Esse
procedimento, entretanto, pode reduzir a quantidade extraida de andito se a extragdo
permitir, também, que o revestimento seja aquecido, 0 que ndo é desejavel ARMON,
1997; PAWLISZY N, 1997).

A adicdo de sal, geralmente cloreto ou sulfato de sodio, pode promover a extragéo,
dependendo da natureza do revestimento (fase estacionéria), do analito, da matriz (fase
aquosa) e da concentracdo de sal. Considerando uma fibra revestida apolar, em gera, este
efeito aumenta com a polaridade do composto (ARMON, 1997, PAWLISZYN, 1997). Isto
ocorre devido a propriedade do sal que torna a molécula menos sollvel na agua facilitando
a sua migracao para a fibra revestida. De acordo com LENHNINGER (1990), dependendo
da concentracdo de sal pode ocorrer a precipitacdo de moléculas de ato peso molecular,
como proteinas, devido a neutralizacdo das cargas e este efeito € denominado de salting out

Todos estes procedimentos relacionados com a quantificacéo (capazes de afetar a
precisdo e exatiddo das andlises), congtituem a etapa de otimizacdo da MEFS, que sera
realizada no Capitulo 111.

5 BREVE COMPARACAO ENTRE AS TECNICAS DE MICRO-EXTRACAO
E DE EXTRACAO EM FASE SOLIDA

Duas sd0 as técnicas principais que utilizam uma superficie solida (fase
estaciond&ria) como instrumento de extracdo e de concentracdo que sdo: a extracdo em fase
solida (EFS) e a micro-extracdo em fase sdlida (MEFS). As diferencas relevantes estéo
descritas na Tabela 8, sdo resultantes das variagdes que ocorrem entre 0s instrumentos, 0s
procedimentos e o numero de fases que envolvem ambos 0s processos.
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6 VANTAGENSGERAISDA MEFS SOBRE ASTECNICAS
CONVENCIONAIS

S8o varias as vantagens da aplicacdo da MEFS para a determinacfes qualitativas,

semi-quantitativas e quantitativas apresentadas na literatura (GORECKI et al., 1996; CHAI
et al., 1993; LOUCH et al., 1992; PAWLISZY N, 1997), pois torna possivel:

Detectar rapidamente (screening) os analitos em niveis da ordem de ng/L.

Redlizar quantificagbes em niveis da ordem de ng/mL

Reduzir até 70% o tempo necessario a preparacdo da amostra.

Reduzir o custo da andlise e os riscos a salde, pois € praticamente livre de
solventes, 0s quais s80 necessariamente de alta pureza e geralmente téxicos.
Concentrar vérios analitos de interesse, simultaneamente.

Extrair sem fazer emulsdes, como normalmente ocorre nas extragoes ELL .

Extrair de modo ndo exaustivo, pois a MEFS € uma técnica de equilibrio.

Extrair de modo ndo destrutivo, permitindo que ocorram outras analises.

Analisar pequenos volumes de amostra (<1mL) com bons resultados.

Realizar andlises economicamente viavels, pois o amostrador possui baixo custo e a
fibra pode ser reutilizada por mais de 50 vezes.

Redlizar determinacbes MEFS/CG e/ou MEFS seguida de cromatografia liquida de
ataeficiéncia (CLAE).

Manusear o instrumento MEFS sem dificuldades operacionais, podendo ser usado
para amostragem em campo, pois € portétil .

Realizar amostragens automatizadas.
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Tabela 8 Extracdo EFSvs. Micro-Extracéo MEFS (s6 com a superficie solida)

COMPARACOES

EFS

MEFS

Volatlidade do
analito

Fase

estaciondria

Uso
de
solventes

Extragéo

Dessorcéo

andlise

Fontes de perda de
andito

Presencade
interferentes

Limitado aos analitos fixos e
semivolaes

Encontrase sob a  forma
granulada, que preenche um tubo
cilindrico de pléstico, com uma
geometria mais complexa que a do
MEFS, dificultando a entrada e a
saida dos analitos.
Os solventes sdo acrescentados a
amostra para extragdo e
concentragdo. A evaporagdo do
solvente resultara em um extrato
concentrado, necessitando  de
clean up.
E redizada quando a amostra
passa através da fase estacion&ria.
Geradmente precisa de um tempo
maior que a MEFS, pois os
analitos tém que ser extraidos da
matriz até exaustdo. Precisase de
uma quantidade maior de amostra.
A dessorcdo ocorre fora do
cromatdégrafo quando a fase
edtaciondria  é percolada por
solventes, para posterior
concentracdo, antes da andlise
cromatogréfica.
Perdas sdo féceis de ocorrer
devido a capacidade que as
paredes do tubo possuem de

adsorver  anditos.  Dessorgoes
malfeitas, incompletas e

aguecimentos drasticos na etapa de
evaporagdo do solvente, também
sdo freqlientes fontes de perdas.

O surgimento de interferentes é
comum de ocorrer, devido ao
arraste de monémeros do tubo de
plastico e devido a formagdo
indesgjdvel de produtos durante a
evaporacdo do solvente.

Fixos, semivoléteis e voléteis

E uma micro-camada polimérica que
reveste um suporte de fibra ¢tica de
poucos mm de diametro. Sua superficie
extratora € mais uniforme e tem
geometriamais simples.

O uso de solventes é limitado ao
preparo de solucdes padro.

Ocorre quando a fase estacionaria
(volume méximo de 0,7 L), é mersa
na amostra, necessitando de menos
tempo para completar esta etapa. Os
analitos sdo adsorvidos e concentrados
numa Unica etapa e suas extracdes ndo
SA0 exaustivas.

Pose ser realizada no CG ou no CLAE.
Com o0s anditos expostos mais
superficidmente a dessorcéo é mais
rapida, ocorrendo nesta mesma fase a
andise.

Pode ocorrer, se a extragdo e/ou a
dessorcdo forem feitas em tempo
menor que o determinado €/ou quando
afibra se encontra saturada.

Pode ocorrer, se alimpeza da fibra ndo
for feita fregUentemente,
principalmente em matrizes com
grandes quantidades de aclicar, que em
altas temperaturas caramelizam-se ao
redor da fibra danificando-a.

Fonte: QUINTEIRO, etal. 2003.
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7 APLICACAO DA MEFSEM ANALISE DE ALIMENTOS

De 1990 a 1996, as pesquisas com MEFS estavam concentradas nas determinactes
de poluentes em &guas, usando HS/CG, comprovando excelente sensibilidade para a analise
de tracos. Nesse mesmo periodo, trabalhos tedricos para embasar a técnica também
surgiram (ARTHUR & PAWLISZYN, 1990; EISERT & LEVSEN, 1996; LOUCH et al.,
1992; PAWLISZYN, 1997).

A partir de 1996, a aplicacdo dessa técnica se expandiu para uma maior diversidade
de matrizes, tais como: solos, ar, aimentos, plantas, cabelo, produtos farmacéuticos, saliva,
urina e sangue (PAWLISZYN, 1997).

Compostos organicos volateis (COV) sdo freglentemente analisados em bebidas
alcodlicas como vinho (GARCIA et al., 1996; GARCIA et al., 1997; GARCIA et al., 1998;
HAYASAKA & BARTOWSKY, 1999; MESTER et al., 1998; ONG & ACREE, 1999,
VAS et al., 1998; WHITON & ZOECKLEIN, 2000), em cervejas (VAS,1997; JELEN et
al, 1998; ENTON, 1998;), em vodka LAY-KEOW et al., 1996) e em whisky (LEE, et al.,
2001); em bebidas ndo-alcoolicas como suco de frutas IBANEZ et al., 1998; JA et al.,
1998a; JORDAN et al.,, 2001; SERVILI et al, 1998; SONG et al.,1998), em café
(FREITAS et al., 2001) e em leite (MARSILI, 1999; PAN et al., 1995) e en aimentos
como queijos (CHIN et al., 1996; JOU & HARPER, 1998), méis (GUIDOTTI & VITALI,
1998), dleos vegetais (MAZZINI et al., 2000) e carnes curadas (RUIZ et al., 1998).

Pelo nimero de exemplos, pode-se verificar que as aplicagdes da MEFS em
alimentos estdo, geralmente, associadas a determinagdo de COV por HS-GC, mais
especificamente, em andlise de aromas — com maior freqiiéncia em bebidas como vinhos,
cervejas, vodka e sucos de frutas.

A andise de COV por MEFSS-HSCG mostrou ser atil na averiguacdo da
autenticidade e da pureza dos aimentos e, até mesmo, de sua origem geogréfica, como é o
caso de azeites (MAZZINI et al., 2000), cafés FREITAS et al., 2001), vodkas (LAY -
KEOW et al.,1996), vinhos (WHITON & ZOECKLEIN, 2000; VAS et al. 1998) e de
whiskies (LEE et al., 2001). A presenca de determinados COV em alimentos pode ser Util
também para avaliar 0 estado de conservacdo do aimento e predizer se as etapas de seu
processamento foram mal ou bem feitas.

Além de ser muito utilizada para avaliacdo da identidade do alimento, de uma
maneirageral, a MEFS vem sendo aplicada para:

a) avaliar a producdo de metabdlitos bacterianos volateis em alimento e alteracdes
no seu aroma caracteristico (DUCRUET et al. 2001; MARSILI, 2000), funcionando como
indicativos da estabilidade do alimento e da eficdcia da embalagem durante o seu
armazenamento; |

b) acompanhar a producéo de aromas indicativos dainfluéncia que o calor exerce na
gualidade de alimentos. O desenvolvimento de aromas agradaveis, durante os processos de
torrefagdo do cacau e farinhas, por exemplo, indica a evolugdo das reaces de Maillard
(BRITO et al.,, 2001; SIDES et al, 2001), e aromas desagradéveis podem indicar
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excessivos tratamentos térmicos de conservagdo (SERVILI et al., 2000; PALMA-HARRIS
et al., 2001);

c) avaliar as alteracbes na qualidade sensoria de sucos de laranja devido aos
processos de clarificacdo (JORDAN et al., 2001) e de conservacdo por irradiacéo
(XUETONG & GATES, 2001);

d) caracterizar o perfil de aromas agradaveis, para que sga avaliado o impacto
produzido por culturas start na quaidade de produtos fermentados (TOMAINO et al.,
2001);

€) andisar 0 teor de dcoois e ésteres em bebidas acodlicas, sendo ambos
parémetros de qualidade da fermentagcdo (JELEN et al, 1998).

Nonato e colaboradores (2001) apresentaram resultados do desenvolvimento de um
método MEFS-HS para a determinacdo de compostos secundérios de cachagas de cana-de-
acUcar brasileiras. Os compostos investigados, dlcoois superiores e acetato de etila, dentre
outros voléeis — subprodutos da fermentagdo — s80 0s mais importantes parametros
indicativos da qualidade da cachaca. Ruiz e colaboradores (1998) reportam que COV
desgaveis em carnes curadas, oriundos das degradacdes (oxidativas) de lipideos e de
aminoacidos (degradacdo de Strecker) foram satisfatoriamente extraidos por MEFS-HS
para determinagdo da qualidade do processo de cura.

A técnica de MEFS mostra-se muito aplicavel também na identificacdo de produtos
em estado de deterioracdo através da determinacdo de COV responsaveis pelo odor
desagradavel, como aminas voléteis produzidas por microrganismos (JELEN et al., 2000;
NAKAI et al., 1999) e substancias secundérias volateis, resultantes da oxidacdo de écidos
graxos (JONES, et al., 1998).

Em seu trabalho, Marsili (1999) investiga os estagios da foto-oxidacdo lipidica em
leite, acompanhando por MEFS-HS a formagdo de subprodutos voléteis, como adeidos,
cetonas, esteres e dcoois de baixo peso molecular. Todas essas investigacfes séo muito
importantes para a avaliagcdo do estado de conservagdo do alimento.

A determinacdo da producdo de COV, por MEFS, também foi indicada para
informar sobre alteracGes no valor nutriciona dos alimentos e sobre a seguranca alimentar,
relacionada a presenca de bactérias patogénicas e poluertes. Wada (2001) estudou as
alteracOes de 6leos de peixe, ricos em &cidos graxos polinsaturados.

Para a verificacdo da qualidade de &guas, Vaente e colaboradores (1998)
determinaram derivados tri- halometanos e Jia e colaboradores (1998b) o cloroformio.

ContaminagOes por benzeno e tolueno, foram investigadas por MEFS HS/CLAE,
com sucesso, em suco de frutas CLASADONTE, et al., 1997) e em 0leos vegetais
comestivels (GIUFFRIDA et al., 1999).

O grau de contaminacdo de alimentos por bactérias patogénicas, fontes potenciais
de intoxicacdo e infecgdo alimentar, foi avaliado com sucesso através da determinagéo de
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COV, emitidos por tais microrganismos {VERGNAIS et al., 1998, OGIHARA et al.,
2000).

Outras vezes, as andlises de COV por MEFS podem se tornar uma ferramenta
alternativa em estudos de biossintese da especificidade de enzimas por determinados
substratos WYLLIE & FELLMAN, 2000) e em avaliagOes da eficiéncia da producdo
fangica de aromas naturais, usados como aditivos em alimentos (NILSSON et al.,1996;
VIANNA & EBELER, 2001).

No caso de substancias pouco ou ndo volateis, témse, por exemplo, a andlise de
cafeina em bebidas HAWTHORNE et al.1992; YANG et al.1997); de fen6is em mel
(CONTE et al. 1998); de isotiocianato (GANDINI & RIGUZZI, 1997) e estireno (FLAK &
TSCHEIK, 1997) em vinhos.

Ao contrario do que ocorre com a andlise de volateis, por MEFS-HS, verifica-se que
aaplicacdo de MEFS-1D em andlise de residuos contaminantes ndo volateis ou semivolateis
em alimentos ndo é muito fregliente, ainda que bons resultados tenham sido obtidos.

Isto pode ser constatado pelo pequeno nimero de trabalhos publicados com MEFS-
ID. As deteccBes de contaminagdes alimentares por substancias de ato peso molecular
como micotoxinas (ZARNBONIN et al., 2001) e por metais, como o selénio (GUIDOTTI,
2000; GUIDOTTI & RAVAIOLI, 1999) e o mercurio (MESTER et al., 2000), séo
exemplos de aplicagbes da MEFS-ID que podem ser mais exploradas.

Ainda nesse contexto, verifica-se que sdo poucos os trabal hos sobre a contaminacdo
de alimertos por agrotoxicos usando extracdo por EFS e por MEFS.

A maioria das publicagbes entre 1992 e 2004, referentes a determinagdo de
agrotoxicos por MEFS est4 rel acionada com organofosforados.

Os resultados apontam aplicagdes bem sucedidas nas andlises deste grupo de
pesticidas em méis (BLASCO, et al.,2004; FERNANDEZ et al., 2001; GALARINI et al.,
2000; JIMDNEZ et al., 1998; VOLANTE et al., 1998; VOLANTE et al., 2001), em
morangos (BASHEER, et al., 2004; BLASCO, et al.,2003; CAOQ, et al., 2001; HU et al.,
1999; WENNRICH et al., 2001), em vinhos BOYD-BOLAND & PAWLISZYN, 1995;
VITALI et al., 1998; ZARNBONIN et al., 2004), em vinhos e mostos (CARABIAS, et al.,
2003; CORREIA et al., 2001, LOPES, et al.,2004), em vegetais comestiveis (BASHEER,
et al., 2004; BELTRAN, et al., 2003; BERRADA, et al., 2004; WENNRICH & POPP,
2001) e no leite (ROHRIG & MEISCH, 2000).

Pesquisas comparativas com va&rios agrotdxicos, a maioria organofosforados, em
&gua para consumo alimentar — comprovam que a andlise por MEFS-ID/CG possui maior
sensibilidade que EFS/CG (ARREBOLA, et al., 2004; BACHERR, et al., 2004; FRIAS, et
al., 2004, HERNANDES, et al., 2004, LI, et al., 2003; LUAN, et al., 2004; POPP, et al.,
2003; QUEIROZ et al., 2001; SAKAMOTO & TSUTSUMI, 2004; SHU, et al., 2003;
SOUZA & LANCAS, 2003; SUN, et al., 2003; VAZ, et al., 2004; YU, et al., 2004).
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8 CONCLUSAO

Pela quantidade de trabalhos existentes, verificase que sdo raros aqueles
desenvolvidos para determinar agrotoxicos organoclorados por MEFSID em matrizes
como alimentos e &guas para consumo.

A capacidade que esta técnica possui em atender a necessidade de se dispor de
métodos simples para andlises quantitativas, ou para screening, de contaminantes em
amostras ambientais como agua e matrizes como sucos de frutas, vinhos, hortalicas, e mel,
gue sd0 as mais sujeitas as varias fontes de poluicdo, com deteccdes, em niveis pg/mL,
associado a outras vantagens como simplicidade, baixo custo e praticamente livre de
solvente, tornam os estudos sobre otimizagdo e validagdo de um método de extracdo por
MEFS/CG altamente recomendéveis para ser aplicado em analises rotineiras de agrotdxicos
em 4gua e alimentos.
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CAPITULO 111

OTIMIZACAO DOS PARAMETROS QUE AFETAM A
EFICIENCIA DA MICRO-EXTRACAO EM FASE SOLIDA
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1 INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 INTRODUCAO

Durante os Ultimos anos, a MEFS tem sido aplicada para determinacdo de uma
variedade de analitos em vé&rios tipos de amostras de agua. Os compostos investigados
incluem, geralmente, grupos de compostos orgéanicos volateis de baixa polaridade,
derivados do petroleo, BTEX (benzeno, tolueno, etil benzeno e xilenos), hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (PAH) ou compostos organometalicos. Mais recentemente a MEFS
tem sido também aplicada na determinagdo de agrotOxicos em matrizes aquosas incluindo
organoclorados (AOC), organofosforados e triazinas, mas a maioria € analisada por MEFS
no headspace (QUINTEIROet al., 2003).

Trabalhos sobre aplicagdes de MEFS para a determinagdo de agrotdxicos em
amostras de alimentos, como sucos, vinhos, frutas, foram encontrados na literatura em

pequeno niimero e nenhum em hortalicas.

Os métodos rotineiros para andise dos residuos de agrotoxicos freqlientemente
consumem reagentes e tempo, devido as fases de preparacdo da amostra antes da andise
cromatogréfica. Além do mais, concentracBes muito baixas ndo sdo captadas pelos métodos
convencionais e a tendéncia de controle analitico de AOC em vérios tipos de amostras de
&guas e de alimentos € ser intensiva e ndo parar.

A importancia da determinacdo dos AOC nédo deve ser esquecida, pois, mesmo
sendo proibidos, ou, com usos restritos na maioria dos paises, tratam-se de compostos de
dificil degradacdo e de alta persisténcia. Em geral, a toxicidade destes pesticidas em
ambientes naturais, em animais e no homem € bastante elevada, mesmo em baixas
concentragdes. Matrizes contaminadas por estes compostos em concentragdes na ordem de
décimos de mg/mL ja constituem um aerta, devido a sua alta capacidade de biocacumulacéo
e deslocamento no meio ambiente. Por outro lado, muitas amostras poder&o apresentar
residuos de agrotoxicos com concentragcdes abaixo do limite de quantificacdo (ou até
mesmo de deteccao) pelos métodos correntes disponiveis de andlise. Para determinacéo de
tdo baixas concentragdes fazse necessario 0 uso de métodos anaditicos que sgjam
suficientemente sensiveis.

JA que varios trabalhos mostram a eficiéncia do método MEFS/CG na andlise de
agrotéxicos em concentragBes da ordem de pg/mL e até de ng/mL, ele poderia ser usado
com maior freqiéncia e legitimado como oficial. A presenca de agrotdxicos, de uma
maneira geral, ndo pode deixar de ser monitorada para garantir a sua aplicagéo segura e
melhor proteger a salide humana e animal e reduzir impactos ambientais.

Como mencionado no Capitulo Il a Micro-extracdo em Fase Solida (MEFS)
consiste em colocar a amostra com uma fibra de silica fundida revestida com um materia
adsorvente (polimero). A amostra € colocada em um frasco fechado, o septo € perfurado, o
material adsorvente é exposto a amostra durante um periodo de tempo que geralmente
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oscila entre 15 e 30 minutos, para que os analitos sgiam adsorvidos. Apos esta fase, a
seringa é retirada do frasco sendo, a seguir, inserida no septo do injetor de um cromatégrafo
gasoso (CGAR) onde é exposta a temperatura selecionada. Nesta fase os analitos séo
adsorvidos do material polimérico dentro do injetor para, em seguida, sofrerem andlise. A
dessorcdo é total e afibra é re-utilizavel, com uma vida Gtil de mais de 50 injecoes.

A MEFS € uma técnica de equilibrio e para um bom desempenho € necessario que
as extragbes sgjam cuidadosamente controladas, com os parédmetros fisico-quimicos,
instrumentais e analiticos bem definidos. Cada componente se comportara diferentemente,
dependendo da polaridade, volatilidade, coeficiente de particéo, do volume de amostra e/ou
do headspace, da velocidade de agitagdo, da composi¢do da matriz, do pH e da temperaura
(PAWLISZYN, 1997).

O conhecimento das teorias analitica e fisico-quimica que fundamentam a técnica
MEFS orienta, de forma clara e objetiva, procedimentos para o estabelecimento de
parémetros que governam a sua eficacia. Tais procedimentos devem ser realizados com
muito critério e as respostas obtidas numa etapa gjudam a delinear a proxima.

Devido ao sucesso da MEFS como um método para determinagéo quantitativa de
inseticidas organofosforados em &guas e em alimentos, o presente estudo foi executado
como uma tentativa de unir o modo de extrair por MEFS, por imersdo direta, com o método
de separacdo e andlise por CGAR/DCE, para a determinacdo simultanea de seis AOC:
Lindano, Aldrin, DDE, Dieldrin, TDE e Mirex, em amostras de agua e alfaces.

1.2 OBJETIVO

Otimizar os principais parametros que governam a eficiéncia da técnica MEFS,
enfocando 0s seguintes principais pontos:

Tempo de dessorcéo

Velocidade de Extragéo

- Tempo de Extracdo

Efeito da matriz
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2 MATERIAL E METODOS

MATERIAL
EQUIPAMENTOS

Balancade preciséo ( £ 0,001g), modelo E02140 — Ohaus.

Balancade precisdo ( = 0,001g), modelo E02140 — Ohaus.

Placa agitadora, 600 a 1.200 rpm, modelo PC 420 — Corning.

Purificador de &gua Milli-Q, modelo Gradiente A-10 — Millipore.

Ultra-som, modelo t 25 basic — Labortechnik.

Homogenei zador 1ka Labortechnik modelo t 25 basic — Ika Labortechnik.

Capela de exaustéo de gases.

Cromatografo gasoso de alta resolucéo (CGAR) com detector de captura de elétrons
(DCE), modelo Trace GC sé&rie 2000, com sistema de aquisicdo ChromCard —

Termoquest, CE Instruments. Coluna capilar com fase 5% de difenil 95%
dimetilsiloxano - DB-5 (29m x 0,25mm de diametro interno, com espessura do
filme de 0,25um), modelo 122-5032 — J& W Scientific.

ACESSORIOS ESPECIFICOS PARA MEFS

Amostrador manua paraa MEFS — Supelco.
Fibrarevestida com PDMS com espessura de 100 nm (PDMS-100) - Supel co.
Frascos de vidro incolor de 30 mL com tampa contendo septo de Teflon — Supel co.

VIDRARIAS E OUTROS ACESSORIOS DE LABORATORIO

Espétula inoxidavel.

Indicador de pH 0-14 — Merck.

BalGes volumétricos, provetas e bécheres com capacidades variadas.

Crondmetro Digital —VWR Control CO.

Papel de filtro de filtragdo répida— J. Prolab JP 41.

Barra magnética de agitagdo de Teflon formato ova — Supel co.

Micro-seringa para injecéo de CG, capacidade 10 ni., Hamilton.
Micropipetasde20a200 ni, de0,1al mL ede 1l a5 mL — Finnpipette.

Papel de filtro de filtracdo lenta (faixa azul) Blue Rib 589 — Schlecher & Schuell.
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2.1.4 REAGENTES, SOLVENTESE GASES

Padrdes de agrotoxicos e purezas— Polyscience (USA): Lindano (97%), Aldrin
(97,8%), DDE (97%), Dieldrin (97%), TDE (99%), Mirex (97%).

Agua ultrapura obtida do sistema de purificaggo Milli-Q.

NaCl P.A — Vetec.

Metanol grau pesticida (*) — Merck.

Extran acalino — Merck.

Acetona P.A.

HCl P.A — Quimex.

NaOH P.A. — Vetec.

Gés Hélio especifico para DCE — White Martins.

Gas Nitrogénio especifico paraDCE — White Martins.

(*) Grau pesticida significa teor controlado de espécies que dao respostas no
detector de captura de elétrons (DCE), ao nivel de parte ng/L (ppt).

22 METODOS
22.1 TRATAMENTO DOSMATERIAISNAO DESCARTAVEIS

Pré-lavagem
a) Todas as vidrarias e acessorios foram transportados para a capela de exaustdo de gases e
lavada com acetona, a fim de carrear qualquer residuo organico para o frasco-coletor de
descartes, evitando contaminagdo na rede de esgoto.
b) Em seguida, este material foi lavado com sapdlio e &gua corrente, utilizando-se escovas
para ajudar na remocao de impurezas.

L avagem
a) Todo o material prélavado foi deixado de molho, por 1h, em recipiente contendo
solugao com &gua e detergente neutro, Extran®, em proporcao de 1:20.
b) ApoGs a etapa anterior 0 materia foi enxaguado em égua corrente, para que qualquer
vestigio de sabdo fosse retirado.
c) Toda avidrariafoi, finalmente, lavada com &gua destilada.

Rinsagem
a) Todo o materia limpo foi lavado com acetona e depois com metanol, sempre recolhendo
0s solventes em frasco-coletor proprio.
b) Apds a secagem, todo o material foi embalado com folhas de aluminio.
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2.22 PREPARACAO DE SOLUCOES PADRAO DE AGROTOXICOS
ORGANOCLORADOS (LINDANO; ALDRIN; DIELDRIN; TDE; MIREX;
DDE):

a) Solucdes padrao estoques individuais. foram preparadas, para cada agrotdxico,
duas solucgdes padréo estoques individuais. Uma com concentragdo a 1 mg/mL (10 mg do
agrotoxico para 10,00 mL de volume final) e outra a 0,01 mg/mL (através de diluicdo 1:100
da primeira, para cada agrotoxico). Todas as 12 solucdes foram estocadas a-4°C.

b) Solucdes padré&o de trabalho mistas: solugdes padréo de trabalho mistasa0,1 ;
0,2;04;06;08e1 ng/mL (concentracdo de cada analito), foram preparadas a partir da
mistura de aliquotas das solugdes (0,01 mg/mL) preparadas no item anterior. As aliquotas
variaram de 0,1 a 1,00 mL para um volume total de 10,00 mL e subsequente diluicdo em
metanol. Estas seis solucdes foram estocadas a -4°C.

2.2.3 OBTENCAO E PREPARACAO DASAMOSTRASPARA OTIMIZACAO DA
MEFS

a) Amostras de agua fortificadas a 10 ng/mL com agrotoxicos organoclorados
(solucéo-amostra 1)

Obtencao das amostras: as amostras de agua ultrapura foram, diariamente, obtidas
a partir da passagem de &gua destilada no sistema de purificacdo especificado no item
2.1.4, sendo, em seguida, utilizada para a preparagéo da solugdo-amostra 1.

Preparacdo da solucdo-amostra 1. apos transferéncia de 15,00 mL de &gua
ultrapura para o frasco de extragdo, uma aliquota de 150 pL de ®lucdo padréo mista de
trabaho (item 2.2.2.b) foi adicionada, finalizando fortificagbes a 10 ng/mL.

b) Amostras de extrato aquoso de alface fortificado a 10 ng/mL com agrotoxicos
or ganoclorados (solugdo-amostra 2)

Obtencdo da amostra: Uma amostra de alface foi adquirida a partir de cultivo em
terreno particular, localizado em Ponta Negra, Marica, RJ, sem adicdo de agrotdxicos, para
ser utilizada exclusivamente nos estudos de otimizacdo e validagcdo da MEFS para os
organoclorados de Lindano, Aldrin, Dieldrin, DDE, TDE e Mirex na amostra fortificada.
Depois de coletada, foi embalada e conservada sob refrigeragdo até o momento do uso sob
aforma de extrato aquoso fortificado (solucéo-amostra 2).

Preparacdo da solugdo-amostra 2: 1 g & 0,0001 g) de amostra de alface, sem
lavagem prévia, foi triturada em homogeneizador com cerca de 20 mL de agua ultrapura,
transferida para baldo volumétrico de 50,00 mL, completando-se o volume com &agua
ultrapura. Apos, foi filtrado em papel de filtro quantitativo lento. Apds transferéncia de
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15,00 mL do filtrado (extrato aquoso de alface) para o frasco de extracéo, foi adicionada
uma aiquota de 150 pL da solucéo padrdo mista de trabalho (item 2.2.2.b), finalizando
fortificagbes a 10 ng/mL.

2.2.4 CONDICOES CROMATOGRAFICAS

As andlises cromatograficas foram realizadas em cromatografia gasosa de adta
resolucdo (CGAR/DCE) com especificacbes e acessOrios anteriormente descritos em
equipamentos (item 2.2.1). A programacdo da temperatura do forno do CGAR encontra-se
na Tabela 9.

Tabela 9 Programacdo da temperatura do forno usada para andlise dos organoclorados
em CGAR/DCE

RAMPAS RAZAO (°C/min) T (°C) TEMPO (*) (min)
Inicial - 50 5
1 50 210 0
2 0,5 215 1
3 20 290 5

(*) Tempo de residéncia da tempertura T°C programada para o forno (Hold time).

O gés carreador (hélio) foi mantido a uma velocidade de fluxo constante de 0,5
mL/min e o gds makeup (nitrogénio) a uma velocidade de fluxo de 30 mL/min. A
temperatura do DCE foi mantida a 250°C (base) e 300°C (corpo). O injetor foi aguecido a
250 °C e com fluxo de gés carreador hélio (splitflow) de 50 mL/min, no modo splitless em
tempo variado: para injecdo convencional foi fixado em 0,8 min e para o experimento com
a MEFS os tempos usados variaram de 1 a 8 min, de acordo com o experimento.

2.25 CONDICIONAMENTO DA HBRA PDM S100

O condicionamento da fibra PDMS-100 foi realizado no injetor do CGAR com
temperatura de 250°C, por 1 hora, de acordo com o manual de instrucéo do fabricante da
fibra (SUPELCO, 2003).
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2.2.6 DETERMINACAO DOSVOLUMESMOLARESDOSAGROTOXICOS

O cdculo do volume molar de cada agrotdxico foi realizado com o programa Chem
3D Ultra.

2.2.7 TRATAMENTOSESTATISTICOS DOSDADOS

A comparacdo dos resultados foi realizada ao nivel de 95% de confianca, pelas
andlises de variancias e pelo teste t de Student, através do programa contido no MicroCal
Origin.

As médias, os desvios-padréo, as curvas analiticas e as regressdes lineares foram
calculadas pel o mesmo programa estatistico MicroCal Origin.

Os gréficos de barra foram construidos com auxilio do Microsoft Excel.
3 RESULTADOSE DISCUSSAO

3.2 ESTUDO DOS PRINCIPAIS PARAMETROS PARA A OTIMIZACAO DA
MEFS EM AMOSTRAS DE AGUA E DE ALFACE

311 CONSIDERACOES GERAIS PARA ON) PROCEDIMENTOS
PRELIMINARESDE OTIMIZACAO

Varios procedimentos preliminares foram realizados considerando-se determinadas
etapas da extracdo e suas particularidades, para que o estudo da otimizacdo seja realizado
com um bom desempenho. Os resultados sdo discutidos a seguir.

a.Selecao da Fibra

A sdlecdo da fibra foi realizada através de uma extensa pesquisa bibliogréfica sobre
0 assunto. Com estes dados, ficou constatada que a selegdo da melhor fibra para ser usada
na MEFS depende da natureza do analito. Dela vai depender a afinidade que o analito tem
pela fibra e cuja grandeza € expressa pelo coeficiente de partico ou coeficiente de
distribuicdo fibra/agua (K ,) (BOYD-BOLAND, 1996). Esta propriedade € um parametro
que indica a seletividade da fibra revestida com relacéo ao analito e & interagdo do mesmo
com a matriz. Em condigdes 6timas de andlise por MEFS, a quantidade de analito é
diretamente proporcional a Kea (ARMON, 1997; ARTHUR & PAWLISZYN, 1990;
LOUCH et al., 1992; PAWLISZYN, 1997). Caso 0 Kga do analito ndo seja disponivel na
literatura, ele pode ser determinado experimentalmente, apds estabel ecimento do equilibrio



76

de adsorcédo, ou estimado, rapidamente, através de seu coeficiente de parti¢do octanol/agua
(Kosa). Encontrado facilmente na literatura (DEAN et al, 1996), Koa € Util para prever a
afinidade de compostos organicos por determinados polimeros apolares, como o
polidimetilsiloxano (PDMS), por exemplo (EISERT & LEVSEN, 1996).

O uso de uma fibra que proporciona um valor maximo de Kg, ira produzir um
maximo na sensibilidade, e os limites de detecgdo (L.D.) tenderdo a um valor minimo.
Dugay e colaboradores (1998) frisaram que, devido a esta dependéncia, a escolha da fibra
se torna um procedimento muito importante. E, confirmou o que ja foi anteriormente
colocado, que aPDMS, por ser apolar, € a preferida para extraces de analitos lipossolUveis
como € 0 caso dos organoclorados.

Hong-Ping e colaboradores (2003), em determinacbes de agrotoxicos
organoclorados por MEFS, observaram um bom desempenho para a fibra PDMS, que sera
a usada em todos os experimentos agqui estudados

Para o presente trabalho, a espessura de 100 um foi a escolhida, pois, segundo a
literatura, oferece maior resisténcia e versatilidade, servindo tanto para analitos voléteis
como nado voléteis, proporcionando bons resultados com agrotoxicos. De acordo com
Valente e Augusto (2000) esta espessura de 100 um equivale dizer que a fase estacionaria
possui um volume (Vg) de aproximadamente 0,7 pL. Segundo Pawliszyn (1997), fibras
com camadas mais espessas de polimero sdo as que possuem um volume maior de material
extrator e por isto sdo as que tém capacidade de adsorver maiores quantidades de analitos
em um determinado tempo de extracdo. Deste modo, a fibra PDMS com espessura de
100um foi a selecionada para redlizar este trabal ho.

b. Condicionamento da fibra PDM S100 —M onitor amento

Neste experimento ficou constatado que a fibra, a0 ser usada pela primeira vez,
necessita de ser condicionada termicamente. O condicionamento da fibra foi essencia para
a ativacdo dos pontos de adsor¢do, expulsando qualquer impureza e/ou contaminante que

possam estar presentes, contribuindo para o bom desempenho da MEFS.

Segundo o manual do fabricante de instrumentos e acessorios para MEFS, Supelco
(2003), é comum que nas duas primeiras dessorcoes as fibras liberem monémeros da cola
usada na sua montagem, resultando no surgimento de picos estranhos.

O condicionamento foi redlizado termicamente por 1 hora no injetor a 250°C
(SUPELCO, 2003).

Para facilitar e complementar este processo verificou-se que € aconsel hdvel também
lavar afibra em &gua ultrapura sob imersdo por 10 minutos, com agitagao.

Para verificar o resultado destas operacOes foi realizada uma corrida-branco, com
tempo de dessorcdo igual a 5 minutos, a 250°C no injetor do CG, com vavula do split
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fechada (splitless) também por 5 min, seguindo a programacao apresentada no item (2.2.4).

O condicionamento da fibra foi considerado completado quando o cromatograma se
apresentava limpo. Foi necessario condicionar a fibra duas vezes.

O resultado obtido a partir da corrida do branco, apds o condicionamento da fibra
PDMS-100, obtido neste experimento € apresentado na Figura 9.

Mesmo apos o condicionamento da fibra, alguns picos (Figura 9) surgiram devido
as impurezas ainda presentes, provavelmente, derivadas do processo de fabricacdo. A
operacdo — dessorcdo térmica seguida de avaliacdo da corrida-branco — foi reaizada trés
vezes até a obtengdo de um cromatograma limpo. Na ultima operacdo, com intuito de
garantir maior limpeza, a fibra ficou imersa por 10 minutos, em agua ultrapura sob
agitacdo, sendo em seguida, levada para dessorcdo. O resultado desta operacdo é
apresentado na Figura 10.

Apos estes tratamentos, observou-se (Figura 10) que a fibra revestida estava pronta
para ser utilizada com seguranca, pois 0s picos indesejaveis desapareceram.

Pode-se concluir que a realizacdo desta etapa € essencia para a retirada de
impurezas que possam interferir na otimizagdo e nos resultados finais de andlises de
amostrasreais.

0,00 14 00 28,00

Tempo (min}

Figura 9 Cromatograma apos corridabranco do primeiro condicionamento da fibra; tp =5
min a250°C
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0,00 14,00 28,00
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Figura 10 Cromatograma apos corrida-branco do Ultimo condicionamento da fibra; H =5
min a250°C

c. Efeito memoéria - M onitoramento

O efeito memoria se deve a dessor¢cdo incompleta com acimulo de anadlitos e
impurezas que podem estar presentes na fibra devido as contaminagbes das solugdes-
padrdo, pipetas, da &gua ultrapura ou das amostras. Entdo, para assegurar que a dessor¢ao
era completa, e que ndo deixava residuos para a proxima extracdo, sempre foi realizada
uma corrida-branco conforme item anterior (item b) apds cada trés micro-extragdes. E,
como prética de rotina, apos cada micro-extracdo, a fibra era lavada com égua ultrapura,
sob agitac&o por 10 minutos, para assegurar completa remocao dos agrotoxicos.

Com esses procedimentos foi possivel verificar também que a &gua obtida pelo
sistema de purificagdo Milli-Q e o metanol, ndo continham impurezas detectaveis.

d. Estudo do posicionamento da fibra na zona aquecida do injetor

A fibra pode ser regulada para ser exposta nos comprimentos de 1, 2, 3 e 4 cm, de
acordo com o comprimento do liner do cromatografo (no caso, 10 cm de comprimento).

Para 0 estudo da influéncia do posicionamento (profundidade) da fibra no injetor, no
liner, sobre a dessor¢éo dos analitos utilizou-se a solucdo-amostra 1 (&gua fortificada a
10 ng/mL, preparada no item 2.2.3.a). Nela, a fibra foi imersa por 15 minutos sob agitacéo
a 1.200 rpm. ApoOs este tempo, a fibra foi retraida e retirada da solugéo, sendo inserida no
CGAR, nas condi¢bes programadas especificadas no item 2.2.4, com um tempo de
dessorcao constante de 8 minutos (mantendo o injetor a 250°C, no modo splitless por este
mesmo tempo).
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Para concentragdes ppb, como a usada no teste (10 ng/mL), intencionalmente baixa,
foi necessario determinar o posicionamento da fibrano liner, em vérios comprimentos. Nos
comprimentos 1 e 2 cm nenhum pico foi detectado e no de 3 cm alguns picos surgiram, mas
com baixa resolugdo. Somente com o comprimento maximo de 4 cm, houve deteccdo dos
sinais analiticos, com resolucdo adequada, para todos os agrotdxicos estudados.

e. Verificagdo dos tempos de retencdo (tr) e reprodutibilidade dos agrotoxicos
estudados

Valores detr_obtidos com injecdo convencional

Os tempos de retencdo dos analitos foram determinados injetando-se aliquotas de
1,8 mL de solugbes padrdo individuais e mista de trabalho a 0,4 ng/mL (N=3) no CGAR.
Em uma primeira fase, todos os agrotoxicos foram injetados separadamente e, em outra,
foram injetados em uma Unica solucdo, ndo ocorrendo influéncia entre 0s mesmos, quanto
aos tempos de retencdo, quando misturados.

A identificagdo dos compostos na solucdo mista foi realizada através da comparacéo
dos tempos de retencdo obtidos entre as solucdes-padréo, individualmente injetadas, e
também através de co-injecBes. As condigdes CGAR/DCE utilizadas estdo indicadas no
item 2.2.4.

O cromatograma resultante, de uma das injecoes, pode ser observado na Figura 11
e os valores médios dos tempos de retencdo (tr), com 0s respectivos coeficientes de
variacao (%CV), para cada agrotoxico, podem ser observados na Tabela 10.

No cromatograma da Figura 11 pode ser observado gque os tempos de retencdo de
cada agrotoxico permitiram uma boa separacdo, 0 que é importante como parametro para
andlise.

Na Tabela 10 observa-se que os vaores obtidos de CV (%) mostram uma
repetitividade adequada nos tempos de retencdo, com um vaor minimo de 1,56% para o
TDE e um méximo de 3,71% para o Lindano. Uma baixa variagdo no tempo de retencéo,
como ocorrido neste experimento, € importante, pois aém de sinalizar adequado
procedimento de injecdo pelo operador (injeta do mesmo modo) e funcionamento do
método, no caso CGAR/DCE, também contribui com o processo de identificacdo do
analito.
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Figura 11 Cromatograma obtido a partir da injecdo de 1,8 nL de solucdo padréo
metandlica mistaa 0,5 ng/mL

Tabela 10 Médias (N = 3) dos tempos de retencdo (tr) e respectivos coeficientes de
variagado obtidos para cada agrotdxico vs injegdo convencional

AGROTOXICO tr (Min) % CV
Lindano 13,14 3,71
Aldrin 14,36 1,58
Dieldrin 20,43 2,53

TDE 22,21 1,56
Mirex 23,48 181

Valores detr obtidos por MEFS

Para efeito de comparacéo, os tempos de retencéo (tr) de cada agrotoxico extraido
(N = 3) por MEFS também foram determinados. Para isto utilizouse 0 modo de extracdo
por imersdo direta (ID) com tempo de extracdo (tg) de 15 min, sob agitacdo, 1.200 rpm, na
solucdo-amostra 1 (agua fortificada a 10 ng/mL, preparada no item 2.2.3.a). O tempo de
dessorcdo (tp) foi de 60 s a 250°C, em splitless também por 60 s, nas condicdes
cromatogréficas CGAR/DCE indicadas no item 2.2.4.
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Os vaores do tempo de retencdo para cada agrotoxico podem ser observados na

Tabela 11, mostrando a ocorréncia de coeficientes de variacdo relativamente baixos, na
faixa de 0,5% a 1,5% para o Dieldrin e parao Aldrin, respectivamente.

Comparando os coeficientes de variag@o dos tr obtidos via injecdo convencional e
por MEFS, pode-se observar que menores variagdes foram encontradas na micro-extragao,
apesar da concentracdo da solucdo analisada neste caso ser 40 \ezes menor. Este fato é
altamente favoravel para o estabelecimento do método MEFS-ID/CGAR/DCE. Para a
deteccdo de residuos de agrotoxicos, temse a necessidade de dispor de métodos que
tenham limites de deteccdo em décimos de ppm, ppb e até de ppt. Na Figura 12 pode ser
observado o cromatograma obtido.

Tabela 11 Médias (N = 3) dos tempos de retencéo (tr) e respectivos coeficientes de
variagdo obtidos para cada agrotoxicos vs MEFS-ID/CGAR/DCE, em amostra de &gua
fortificada a 10 ng/mL

AGROTOXICO tr (Min) % CV
Lindano 13,20 1,0
Aldrin 16,80 1,5
Dieldrin 21,20 0,5
TDE 22,00 0,7
Mirex 24,00 0,6

Comparando os cromatogramas (convencional e MEFS), Figuras 11 e 12, pode-se
observar que apesar da solugdo analisada por MEFS ser mais diluida (40 vezes), as areas
ndo foram t&o menores o que comprova que esta técnica extrai e concentra os analitos ao
mesmo tempo, o que € um fator favorével. A concentracdo, que nos métodos convencionais
€ uma etapa obrigatéria, € uma das fortes de perda de analitos por volatilizacdo ou
decomposicdo térmica, sendo freqlientemente demorada.



82

- 650
Lisdsna Aldrin \ Drisldsis / TOE
| 4875 ! by
vy

- 325 é E Mirex

i s

4 % af [§ | &

1 T' -I.i B =
L 1625 & B =]

L B
—h _HJL_H_._J L_,h‘___.\_n_d W l-’mu‘* e

00 0 140 210 280

Tempo {min)

Figura 12 Cromatograma de analise por MEFS-1D/CGAR/DCE de agrotoxicos na solucéo-
amostra de &gua fortificada (10 ng/mL) com extracdo por PDMS-100 sob agitacdo a 1.200
romcomte =15 minemtp =60 s

O cromatograma representado na Figura 12 mostra uma linha de base com boa
estabilidade, boa resolugdo e sem picos interferentes. E, em comparagdo com o
cromatograma anterior (injecdo convencional) pode ser notado que a linha de base do
cromatograma por MEFS apresentouse mais constante. Mais uma vez, os resultados
indicam que a extracdo proposta € adequada para a determinacdo dos analitos de interesse,
em concentracdes de ppb.

f. Coeficiente de Correlacéo (r) erepetitividade da sensibilidade

Para verificagdo do funcionamento do detector e do comportamento dos
agrotoxicos, foram reaizados estudos sobre a repetitividade dos sinais analiticos, foram
realizadas trés curvas de calibracdo injetando-se aliquotas de 1,8nl de solucbes padréo
metandlicas mistas de trabaho na faixa de 0,1 a 0,8 ng/mL. As médias das curvas de
calibragdo e os coeficientes de variagcdo (%CV) para a sensibilidade (coeficiente angular)
das mesmas, para cada agrotéxico, encontram-se na Tabela 12.

Os coeficientes de correlagéo (r) foram calculados a partir dos 15 dados (triplicata

em cinco pontos) da curva de calibragdo e variou entre 0,9987 e 0,999, como mostrado na
Tabela 12.
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Tabela 12 Médias (N=3) das curvas de calibragcéo e respectivos coeficientes de correlacéo
(r) e coeficientes de variacdo (%) para a sensibilidade da curva de cada analito nas

concentragfes de 0,1 — 0,2 - 0,4 —-0,6 —0,8 ng/mL, em metanol.

AGROTOXICO CURVA ANALITICA r %CV da
Y=ax+b SENSIBILIDADE
Lindano y = 1,71E06x + 120E05 09987 041
Aldrin y = 1,73E06x + 661E04 09997 0,82
Dieldrin y= 137E06x + 289E04 09999 259
TDE y = 854E05x + 211E04 09999 091
Mirex y = 627E05x + 251 EQ03 09997 011

y = area; a = coeficiente angular; Xx= concentragao em ng/mL; b = coeficiente linear

Os resultados mostram excelente correlagdo entre a variagao dos sinais detectados e
a variagdo da concentragdo, com coeficientes de variagdo que ndo ultrapassaram a 3%. Isto
€ importante para a quantificagdo, pois grandes variagdes na sensibilidade e baixas
correlagdes indicam falta de gjuste no método €/ou no equipamento.

Os dados referentes a curva de calibragéo para a MEFS encontram se mais adiante
apos a otimizacdo, na validacdo do método (Capitulo 1V).

g. Diluicao de matrizes complexas

Para a aplicagdo da MEFS por imersdo direta na solucéo-amostra (MEFS-ID), foi
necess&rio redizar testes para estabelecer a diluicdo da amostra durante o preparo.
Amostras solidas ou concentradas (liquidas) necessariamente tém que ser processadas com

&gua e em seguida diluidas na propor¢cdo que oferece um melhor cromatograma.
Dependendo de sua complexidade exigira mais ou menos agua (solvente).

Neste trabaho, para o preparo do extrato de aface (tem 2.2.3) o fator de diluicdo
de 1:50 foi estabelecido com base em testes prévios. Esta dilui¢&o, dentre as testadas (1:10;

1:25: 1:50), foi a que proporcionou cromatogramas mais limpos.

O processo de diluicBo para o preparo da solucdo-amostra ou matrizes mais
complexas (sblidas ou liquidas), como € o caso de alimentos tem fundamentos tedricos e é
assunto muito discutido na literatura como apresentado no Capitulo I.
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Para Lambropoulou e Albanis (2003), a diluicdo € um processo que reduz os efeitos
adversos a extragdo por MEFS, proporcionados por matérias suspensas e por compostos
dissolvidos (agUcares, pectinas e etc, proprios da fruta), porque com eles, os analitos
estariam adsorvidos e€/ou formando micelas, dificultando o seu alcance até a fibra
(interferindo na difusdo). Mas na andlise por MEFS em headspace (HS), ndo sendo este o
cas0 aqui estudado, a adicdo de quantias mais dtas de &gua (maior que 1:1) acaba
atrapalhando a micro-extracdo. Isto porgie ao diluir a concentracdo dos analitos, em
paraelo e indesgjavelmente, também ocorre o aumento da barreira de difusdo (agua) para
0s pesticidas sairem da fase aquosa para a fase gasosa. Deste modo, ao contrério do que
estes pesquisadores esperavam, para todos os inseticidas, analisados por MEFSHS, as
respostas foram reduzindo & medida que a quantidade de &gua ia aumentando.

h. Selecéo do volume de solugdo-amostra (V)

O volume de amostra, (V,), ou sgja, dafase aguosa onde os analitos se encontram, a
ser transferido para o frasco extrator MEFS, neste trabalho, foi fixado em 15,00mL, com
base no material disponivel, frascos para MEFS-1D de 30,00 mL, permitindo que afibraao
ser imersa se localize no meio da solugéo.

O volume V, necess&rio para a MEFS varia de acordo com o interesse,
disponibilidade de material. De acordo com Pawliszyn (1997) o V., pode abranger um
espaco sem limites ou ser muito pequeno, da ordem de poucos mililitros, ou muito menos.

i. Selecdo da temper atura de extragdo

Visto que a extracdo por MEFS n&o requer que solvente algum segja evaporado, ela
pOde ser otimizada sem a necessidade de aquecimento, tornando a formagéo de produtos
secundérios bastante reduzida, se ndo completamente eliminada.

A temperatura de extracao utilizada neste trabalho foi a ambiente, sendo mantida a
25 £ 2°C. Foi importante manter a temperatura constante dentro de £ 2°C durante a
extragdo, uma vez que grandes flutuacOes afetaram negativamente a taxa de transferéncia
de massa na fase aguosa, reduzindo, significativamente, a reprodutibilidade, afetando a
precisdo globa do método.

Alguns artigos mencionam extracbes com aguecimento, mas isto € mais vantg 0so
para extracbes MEFS-HS, uma vez que os analitos passam para 0 headspace com maior
velocidade.

De acordo com segundo Pawliszyn (1997) o aquecimento nas extragoes por MEFS-
ID, a temperaturas de 60°C, reduziu a quantidade extraida de analito. Esse resultado
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segundo o autor € esperado, uma vez gque ocorre em paralelo aumento da temperatura do
revestimento o que € indesgjavel para a adsorcéo, que € um fendmeno exotérmico.

J. Preparo de uma nova solucéo padr&o mista de trabalho

A primeira solucdo mista de trabalho foi feita com cinco agrotdxicos
organoclorados (AOC) Lindano, Aldrin, Dieldrin, TDE e Mirex, pois a sequéncia do
trabalho envolveu, em primeiro lugar, o estudo dos parémetros da extragéo destes AOC por
MEFS em é&gua fortificada. Depois, para este mesmo estudo em alface, houve a necessidade
de incluir mais um agrotdxico, o DDE, preparando-se, assm, uma nova solucdo padréo
mista com seis agrotoxicos, ao invés de cinco como antes. Isto ocorreu porque este AOC
foi detectado nas amostras de aface obtidas no comércio quando as mesmas foram
analisadas, como sera exposto e discutido, mais adiante, no Capitulo 1V sobre Validacao.

A baixa solubilidade do Mirex em metanol fez com que fosse necess&rio 0 uso de
ultra-som par auxiliar a sua solubilizagéo.

|. Tratamento das vidrarias

Foi desenvolvida uma operacdo para tratamento de todos os materiais ndo
descartéveis, como vidrarias e outros acessorios, com intuito de eliminar residuos de dificil
remocdo. A ndo deteccdo de interferentes em solugdo-branco foi o ponto de partida para o
estabelecimento desta operacdo. O sapdlio foi facilmente enxaguado, ndo se observando
vestigios do mesmo na solucdo-branco. Qualquer sinal produzido por impurezas torna-se
fonte de erro paraa andlise.

m. Solugdes-amostra

Foi observado que reservar a amostra fortificada de &gua e de extrato aquoso de
alface, para o dia seguinte, para dar prosseguimento a MEFS, resultava em modificacdes no
perfil cromatogréfico e por isto estas solucdes foram feitas diariamente, a medida que eram
requisitadas para a realizacdo deste estudo.

Apébs definicdo dos paréametros que constituem os procedimentos preliminares,
como: selecdo da fibra (item a), seu condicionamento (item b) e monitoramento quanto a
limpeza (item c); seu posicionamento no injetor (item d), tempos de retencéo e respostas
do detector (itense; f); selecdo da diluicdo e do volume da solucdo-amostra (itensg ; h) e
da temperatura de extracéo (item i), a proxima etapa foi o estudo do tempo necessério para
assegurar a dessorgao completa dos analitos.
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3.1.2 OTIMIZACAO DA ETAPA DE DESSORCAO

A etapa de dessorcéo foi realizada com o bindmio tempo-temperatura apropriado no
injetor, para um maximo de dessor¢do dos analitos de interesse.

Como ja mencionado anteriormente, para a otimizacdo desta etapa foi necessario
estabel ecer, previamente, 0 comprimento da agulha para a fibra atingir o melhor ponto de
aquecimento do injetor, condicionar a fibra e monitorar o efeito memoria. Estas operacoes
preliminares foram discutidas nositensb ; c; d.

As condicbes cromatograficas CGAR/DCE, utilizadas para a determinagdo do t, no
presente estudo, foram desenvolvidas a partir de testes aplicando-se dados obtidos da
literatura. O teste iniciou mantendo-se a temperatura do forno a 50°C por 5 minutos, a
partir do qual, iniciourse 0 aquecimento gradativo (50°C/ min) até 250 °C (mantendo-se
nesta durante 1 min), perfazendo um tempo de corrida de 10 minutos, ndo resultando em
um bom perfil cromatografico. ApGs outras tentativas estabel eceuse a que esta presente no
(item 2.2.4).

As dessorcdes térmicas foram redlizadas em tempos variados, com o injetor a
250°C, (no modo splitless por tempo igual ao tempo usado para a dessor¢éo), na solucéo-
amostra 1 (&gua fortificada a 10 ng/mL) e na solugdo-amostra 2 (extrato aquoso
fortificado de alface a 10 ng/mL), que foram preparadas segundo os itens 2.2.3.a e 2.2.3.b,
respectivamente. Vae lembrar que no estudo com a matriz aface foi envolvido mais um
agrotéxico, o DDE.

A adsorcdo dos andlitos, foi readlizada por imersdo da fibra no meio da amostra
(MEFS-1D), com e e agitagcdo constantes, como descrito a seguir.

(@) Estudo do tempo de dessor ¢éo dos agr otoxicos or ganoclorados em amostra de
aguafortificada

A fibra foi imersa em 15,00 mL da solugdo-amostra 1. A extragdo foi realizada
com agitacdo de 1.200 rpm, por 15 minutos. Apés este tempo, a fibra foi retraida e retirada
da solucéo, seguindo para dessorcao térmica em tempos variados.

Os tempos de dessor¢do estudados foram cinco: 60 ; 120 ; 240 ; 360 e 480
segundos. Apos vérios testes, foi observado que estes tempos tinham que ser marcados com
um cronbémetro digital para assegurar uma menor variagdo possivel e, assim, melhor
eficiéncia na separacdo. Além do mais, 0s agrotoxicos organoclorados sdo instaveis quando
submetidos a altas temperaturas.

As médias das éreas obtidas para cada tempo de dessorcéo e para cada analito foram
plotadas no gréfico apresentado na Figura 13.
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As médias das areas dos agrotoxicos (Figura 13), de modo geral, aumentaram com
0 tempo de dessorcéo. Isto era esperado, uma vez que a dessor¢éo depende da temperatura
e do tempo no injetor.

O Aldrin foi o que menos foi influenciado pelo aumento da temperatura, seguido
pelo Mirex e pelo Lindano. Os mais favorecidos pelo aumento de temperatura foram o TDE
e o Dieldrin, talvez por serem os mais fortemente adsorvidos pela fibra

Na Figura 13 observa-se também que, para todos os agrotéxicos, a influéncia do
acréscimo da temperatura foi mais evidente até 240 segundos, a partir do qual pode-se
visualizar uma tendéncia a se tornar constante.
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Figura 13 Influéncia do tempo dessorcéo (250°C) dos agrotoxicos, na obtencdo dos sinais
analiticos, na amostra fortificada de agua a 10 ng/mL, apés MEFSID em = = 15 min e
PDMS-100, sob agitacdo por 1.200 rpm

Verificouse também neste experimento, através das repeticoes realizadas em cada
tempo, que nos tempos de 120 e 240 segundos, as medidas das &reas obtidas variaram
menos do que nos outros tempos. Com excecdo do Mirex, os coeficientes de variagdo néo
foram maiores do que 10%. Este fato contribuiu para a escolha do tempo de dessorcéo de
120 segundos.

A decisdo final para a escolha do tempo de dessorcéo ideal, foi complementada em

funcéo das maiores areas e do melhor perfil cromatogréfico. Neste experimento, para cada
analito, as médias das areas (N=3), obtidas em cada tempo de dessorc¢éo, foram submetidas
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a andlise de variancia (nivel de 95% de confianca). Os resultados obtidos indicaram que o
tempo de dessorgdo minimo, a partir do qual as medias das éreas ja ndo possuiam diferenca
significativa entre s, foi 0 de 120 segundos. Deste modo, este foi seguramente o tempo
escol hido para as andlises subsequentes.

O Mirex apresentou um CV médio de 18%, para todos os tempos, o que contribui
para que as diferencas de suas &reas médias ao longo dos tempos de dessor¢éo testados néo
fossem significativamente diferentes entre si.

Hong-Ping e colaboradores (2003), também encontraram um tempo de dessorcéo de
120 segundos a 250°C. Zambonin e colaboradores (2004) relataram que o tempo de
dessorcdo geramente é inferior a 240 segundos, a 250°C.

Nas Figuras 13A e 13B podem ser observados os cromaogramas relativos ao
experimento em cada tempo de dessorcéo.

Através dos cromatogramas observa-se que, 0 método proposto permitiu que 0s
agrotdxicos em concentracbes ppb (10 ng/mL) fossem analisados com boa resolugdo em
uma linha de base constante. A presenca de pequenos picos pode ser observada, o que pode
ser devido a degradacéo do padrdo por efeito datemperatura ou aimpurezas.

Em todos os cromatogramas das Figuras 13-A e 13-B evidenciase que 0s picos
registrados apresentaram resolugdes adequadas e com areas semelhantes, com excecao do

Mirex (cuja areafoi relativamente menor).

Estes resultados, levando em conta a concentracdo ao nivel de ppb, indicam que o
método proposto MEFS ID/CGAR/DCE é indicado para andlise de oragnoclorados do
grupo dos hexaclorados (como o lindano), dos DDTs (como o TDE) e dos ciclodienos
como € o0 caso do Aldrin e do Dieldrin. Para o Mirex (ciclodieno) vae a redizagdo de
estudos isolados sobre 0 seu comportamento com mudanca de solvente, ndo sendo indicado
na andlise de multi-residuos, nas condicdes do presente trabal ho.

Nestes cromatogramas pode-se observar também que em tempos de dessorcéo de
240, 360 e 480 segundos (cromatograma (3) da Figura 13-A e cromatogramas (4) e (5) da
figura 13-B) pequenos picos surgiram a partir do tempo de retencdo entre o Dieldrin e 0
TDE e outros entre o TDE e 0 Mirex, e apods este. Isto provavelmente é devido ao
surgimento de produtos de degradac&o dos agrotoxicos estudados (expostos a tempo maior
em temperatura t&o elevada). Como j& mencionado anteriormente, os organoclorados séo
sensivels a atas temperaturas. Este fato contribuiu também para a escolha do tempo de
dessorcéo de 120 segundos.
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Figura 13.A: Cromatogramas de andlise por MEFSID/CGAR/DCE de agrotoxicos na solugéo -
amostra de &gua fortificada (10 ng/mL) com extragdo por PDM S-100 sob agitacéo a 1.200 rpm com
te = 15 min em diversos tempos de dessor¢@o (1) tp = 60s; (2) tp = 120s; (3) 240s
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Figura 13.B Cromatogramas de andlise por MEFS ID/CGAR/DCE de agrotoxicos na
solucdo — amostra de agua fortificada (10 ng/mL) com extracdo por PDMS-100 sob
agitacdo a 1.200 rpm com tg = 15 min em diversos tempos de dessor¢éo (1) tp = 360s; (2) tp
= 480s

(b) Estudo do tempo de dessor ¢do dos agrotdxicos or ganoclorados em amostra de
alfacefortificada

Este estudo foi realizado como no item anterior, trocando a dgua por extrato aguoso
de aface (solucdo-amostra 2), envolvendo somente trés tempos de dessorgdo ao invés de

cinco, como segue:

A fibra foi imersa em 15,00 mL da solucdo-amostra 2. A extragéo foi realizada
com agitacdo de 1.200 rpm, por 15 minutos. Apos este tempo, a fibra foi retraida e retirada
da solugdo seguindo para dessor¢do térmica nos tempos estudados de 60 ; 120 e 240
segundos. Estes tempos foram os mais marcantes em termos de dessor¢éo dos analitos, por
isto foram os escolhidos. Além do mais tempos maiores poderiam causar danos a fibra, uma
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vez que a matriz € mais complexa, podendo decompor algum de seus componentes e/ou
aderi-los na fibra

Os valores das médias de cada agrotoxico, em cada tempo testado, foram plotados
em gréfico. Os resultados obtidos com este estudo encontram-se na Figura 14.

Na Figura 14, pode-se observar que o comportamento de cada agrotoxico, no que
diz respeito a dessorcéo, teve a mesma tendéncia observada que no experimento anterior,
com a dgua. O Diedrin foi o que mais foi favorecido com o aumento do tempo e o Mirex o
gue praticamente ficou inerte.

Como a andlise estatistica da comparacdo entre as meédias das &reas obtidas, de
acordo com as variancias, néo indicou diferenca significativa entre os seus valores, optou-
se em trabalhar, com a matriz alface, com tempo de dessor¢éo de 120 segundos (como o
escolhido para a &gua). Trabalhar com o tempo minimo capaz de gerar resultados
confidveis foi a prioridade neste experimento, pelo que ja foi mencionado: temperatura vs
estabilidade do organoclorado.

Os resultados indicaram também que a mudanca da matriz ndo influenciou na
dessorcdo dos anditos. Mas isto ndo significa que 0 mesmo va ocorrer com outras
matrizes. Aquelas ricas em agUcar, por exemplo, o enfoque devera ser direcionado ao fato
da facilidade de ocorrer a caramelizacdo na propria fibra no injetor a 250°C. Entéo, para
cada matriz a ser analisada deve-se proceder conforme o descrito neste experimento. A
otimizagdo deste parametro, avaliada com cuidado e observacdo, é tarefa que ndo deve ser
esquecida. Na literatura consultada, o assunto matriz vs tempo de dessor¢do ndo foi
encontrado.

Na Figura 14-A a seguir, encontramse ilustrados trés cromatogramas
representativos de cada tempo de dessorcdo.Através destes cromatogramas pode-se
observar que a linha de base também se manteve constante. Mesmo em concentracfes de
ppb (10 ng/mL), foi possivel a deteccdo dos agrotoxicos estudados em matriz mais
complexa que a &gua. As fortificagdes no extrato aguoso de alface permitiram perceber que
amatriz influencia na &rea, mas ndo no perfil cromatogréfico e na sua resolucéo.

Os peguenos picos na linha de base sugerem que alguns componentes da matriz
foram também extraidos e dessorvidos. Tais componentes, em peguenissimas quantidades,

provavel mente sdo lipossolUveis como 0s agrotdxicos.
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Figura 14 Influéncia do tempo de dessorcdo (250°C) dos agrotoxicos na obtencdo dos sinais
analiticos, na amostra fortificada de extrato aguoso de alface a 10 ng/mL, apés MEFSID em t==15
min e PDM S-100, sob agitacéo por 1.200 rpm
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(¢) Conclusdes sobre a influéncia do tempo de dessor ¢do dos agrotoxicos sobre a
producdo dos sinais analiticos

O melhor tempo de dessor¢ao foi 0 de 120 segundos, tanto para a &gua quanto para
aalface.

Para cada matriz € necessario que ocorra a otimizag&o do tempo de dessor¢ao.
A matriz influencia na érea detectada dos agrotdxicos organocl orados.

3.1.3 OTIMIZACAO DA ETAPA DE EXTRAGCAO

A otimizacao da etapa de extragdo foi realizada através de estudos sobre o tempo e
as condigdes do meio no momento em que a fibra ficou imersa na solugdo-amostra, em
contato com os analitos (t) e subsequiente adsorc¢ao, considerando o comprometimento com
parémetros que direta ou indiretamente contribuem para aumentar a sua eficiéncia e
precisdo de seus resultados.

A otimizagdo da etapa de extragdo envolveu o estabelecimento dos seguintes
parametros:

3.1.3.1 Usodaagitacdo
3.1.3.2 Veocidade de agitacdo
3.1.3.3 Tempo de extracéo (tg)
3.1.3.4 Forcaibnica

3135 pH

Todos estes parametros, de acordo com a natureza do analito, constituem condicoes
gue poderdo influenciar o transporte de massa, favorecendo ou ndo a extragdo. Seus
estabel ecimentos devem ser cuidadosamente estudados em cada situagdo em combinagéo
com os procedimentos preliminares, pois podem ter um pronunciado efeito sobre a cinética
de extracdo e/ou sobre a quantidade total extraida apds um certo tempo de exposi ¢ao.

Ta como ocorreu na determinacdo do tempo da dessorgéo, a otimizacg&o da etapa de
extragdo foi readlizada na solucdo-amostra 1 (&gua) e na solucdo-amostra 2 (alface) nas
mesmas condic¢des cromatograficas CGAR/DCE (item 2.2.4).

3.1.31 Estudo sobreo efeito da agitacdo na micro-extracdo dos agr otdxicos
O presente estudo sobre 0 efeito da agitacdo na micro-extragdo dos agrotdxicos foi

realizado por MEFS-ID no modo dindmico (agitado) e no modo estéico (parado),
mantendo-se 0 t: € 0 t, constantes.
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(a) Estudo do efeito da agitacdo sobre a MEFS na amostra fortificada de agua

Para este estudo ,como no anterior, a fibra foi imersa em 15,00 mL da solucéo-
amostra 1. A extracdo foi realizada com e sem agitacéo (1.200 rpm) por 30 minutos. Em
primeiro lugar, a extracdo foi realizada no modo estético e, apos este tempo, a fibra foi
retraida e retirada da solucdo seguindo para a dessorcdo térmica (250°C), fixada em 8
minutos.

Foi observado que as médias das areas de todos os agrotoxicos, obtidas sem
agitacdo, foram muito peguenas em relacdo aos outros testes até entdo realizados.
Apbs esta etapa, procedeu-se a extragcdo com agitacdo, a 1.200 rpm, nas mesmas condicdes
anteriores. Com agitacdo, as médias das areas aumentaram.

As médias das areas para todos os agrotoxicos obtidos nos dois experimentos (com
e sem agitacdo) foram plotados para a construcdo de um gréfico.

NaFigura 15, encontra-se o grafico com os resultados obtidos.
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5,0x10 ] —®— com agitacdo

45x10" 1 o

4,0x10" 1
3,5x10

3,0x10" \
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. ./.
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| | | | |
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Figura 15 Influéncia da agitacdo sobre a micro-extracdo dos agrotoxicos na amostra
fortificada de &gua a 10 ng/mL, apés MEFS ID/CGAR/DCE, em tE = 30 min e PDMS-100
etD = 8 min (2500C) sem agitacdo ou sob agitacdo a 1.200 rpm
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Como pode ser observado na Figura 15, o agrotdxico que mais foi favorecido foi o
Dieldrin, seguido do Aldrin e do TDE. O Lindano e, muito mais ainda, 0 Mirex foram os
menos favorecidos. Provavelmente a agitagdo auxilia com mais intensidade a adsor¢do dos
analitos com mais afinidade pelafibra

No modo estético, o transporte do analito para a fibra fica limitado a sua difusdo
tanto na fase aguosa (amostra), quanto na camada aquosa existente na superficie da fibra.
Durante o0 processo de adsor¢éo, o gradiente de concentracdo nesta camada € menor ainda,
reduzindo o fluxo dentro dafibra.

No modo dindmico, somente a camada de agua sobre a superficie da fibra
polimérica ainda permanece estética, logo, a taxa de extracdo € limitada somente pela
difusdo (lenta) através desta camada. Normalmente, a quantidade adsorvida pela fibra pode,
entdo, ser facilmente aumentada, com agitacdo da amostra aquosa.

A comparacdo estatistica entre as médias das é&reas obtidas, nos modos estético e
din@mico, indicou que as mesmas eram significativamente diferentes entre si.

A agitacdo promoveu um aumento nas médias das areas dos picos obtidos que
variou de 60 (Mirex) a 340% (Dieldrin), dependendo do agrotoxico, em relagdo ao modo
sem agitagéo.
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Figura 15-A Cromatogramas de andlise por MEFS ID/CGAR/DCE de agrotoxicos na
solucdo-amostra de agua fortificada (10 ng/mL) com extracdo em tg = 30 min e PDMS-100
e tp =8 min (2500C): (1) sem agitacdo ou (2) sob agitacdo a 1.200 rpm

Além de proporcionar aumento na extracdo, a agitagdo promoveu também uma

maior repetitividade dos resultados o que pdde ser verificado a partir dos coeficientes de
variacdo em cada modalidade testada.

Na Figura 15-B pode-se observar as diferengas nos coeficientes de variagdo obtidos
pelos dois métodos.

Com agitacdo foram obtidos excelentes resultados, pois todos os agrotoxicos foram
extraidos com coeficientes de variacdo que ndo excederam a 15% (exceto no caso do Mirex
cujo CV foi de 37%). Este resultado indica que a agitagdo promoveu uma difusdo mais
homogénea na superficie da fibra.



98
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Figura 15-B Comparacdo entre os coeficientes de variagdo das médias das éareas
correspondentes aos modos de extracdo, com e sem agitacdo na andise de agrotoxicos por
MEFS-ID/CGAR/DCE na solugdo —amostra de &gua fortificada (10 ng/mL) com tE = 30
min e PDMS-100 e tD = 8 min (2500C)

Uma atencdo simples, mas especial, deve ser, direcionada para a realizagdo da
agitacdo: é importante manter uma velocidade de agitacdo constante para obtencdo de
resultados reprodutiveis. Pequenas variactes na velocidade podem gerar altos CV %.

Deste modo optouse por dar continuidade aos experimentos de extracdo usando o modo
MEFS-ID com agitacéo.

(b) Estudo sobre o efeito da agitacdo sobre a MEFS na amostra de alface
fortificada

Este estudo foi realizado como no item anterior, trocando a &gua por extrato aguoso
de alface (solugcdo-amostra 2), como segue:

A fibra foi imersa em 15,00 mL da solucdo-amostra 2. A extragdo foi redizada
com e sem agtacdo (1.200 rpm) por 30 minutos. Apés este tempo, a fibra foi retraida e

retirada da solucéo seguindo para a dessorcao térmica (250°C), por 8 min.

Os vaores das médias de cada agrotoxico, em cada modalidade testada, foram
plotados em gréfico. Os result ados obtidos com este estudo encontramse na Figura 16.

Na Figura 16, pode-se observar que o comportamento de cada agrotoxico, no que
diz respeito a dessorcéo, teve a mesma tendéncia observada que no experimento anterior,
com a &gua. Neste caso também, a adsorcéo dos analitos foi diretamente proporcional a sua
difusdo na solucéo, sendo favorecida com a agitacdo devido a proporcionar uma taxa maior
de transferéncia de massa.
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Figura 16 Influéncia da agitacdo sobre a micro-extragcdo dos agrotoxicos na amostra de
extrato aguoso de aface a 10 ng/mL, apés MEFS-ID, em = = 30 min e PDMS-100, sob
agitacdo por 1.200 rpm e tp = 8 min (250°C)

Como pode ser observado na Figura 16, o Dieldrin foi o mais foi favorecido com a
agitacdo (200% de aumento na média de suas areas) e 0 menos favorecido foi 0 Mirex
(50%), em relacéo ao modo sem agitacéo.

Na Figura 16-A pode-se observar com mais detalhes os resultados obtidos através
dos cromatogramas relacionados aos dois métodos (estético e dinamico).
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Figura 16-A Cromatogramas de andlise por MEFS ID/CGAR/DCE de agrotoxicos na
solucdo-amostra de agua fortificada (10 ng/mL) com extracdo em tg = 30 min e PDMS-100
etp = 8 min (2500C): (1) sem agitac&o ou (2) sob agitacdo a 1.200 rpm

O comportamento diferenciado dos agrotoxicos (uns mais favorecidos e outros
menos) reforca a idéia de que a extracdo depende também da afinidade do anaito pela

fibra

A comparacdo estatistica entre as médias das &reas obtidas, nos modos estético e
dinémico, indicou que as mesmas eram significativamente diferentes entre si.

(c) Conclusdes sobre oefeito da agitacdo sobrea MEFS.

A agitacdo feita no momento da amostragem por MEFS foi necesséria para facilitar
o transporte dos analitos para a fase estacionéria.
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Além de proporcionar aumento na extragdo, a agitacdo promoveu também uma
maior repetitividade dos resultados

Deste modo optou-se por dar continuidade aos experimentos de extragdo usando o
modo MEFS-1D com agitacéo, cuja velocidade ideal, foi estabelecida no item a seguir.

3.1.3.2 Estudo da influéncia da velocidade de agitacao sobre a extracao

Com uma agitacdo ineficiente, uma camada de &gua, dificilmente agitavel, costuma
permanecer proximo a fibra sendo capaz de limitar a taxa de extragdo devido ao baixo
coeficiente de difusdo do analito nesta camada. Sem agitacdo intensa da solucéo aquosa, a
eficiéncia da extracéo foi reduzida. Isto foi verificado com detalhe no item anterior, quando
foi testada a extragdo sem agitagéo.

No presente estudo, a escolha da melhor velocidade de agitacdo, foi realizada
mantendo-se constantes o t= de 30 min (nd otimizado), tp de 480 segundos (néo
otimizado) e extragdes por MEFS ID sob agitacdo em velocidades variadas na faixade O a
1.200 rpm.

Vae mencionar, que as velocidades (600, 900 e 1.200 rpm) usadas neste
experimento correspondem as velocidades de calibragdo do agitador magnético, indicadas
no manual, ndo significando que a solucéo tenha atingido exatamente este valor.

(a) Estudo da influéncia da velocidade de agitacdo sobre a MEFS na amostra
fortificada de &gua

A fibrafoi imersa em 15,00 mL da solucdo-amostra 1, sendo realizados os estudos
com agitacéo, nas velocidades O ; 600 ; 900 e 1.200 rpm.

Em funcdo do equipamento utilizado ndo foi possivel estudar velocidades maiores
do que 1.200 rpm.

Ap6s 30 minutos de extragdo, sob agitacdo na velocidade selecionada, a fibra foi
retraida e retirada da solucéo seguindo para dessor¢édo térmica (250°C), por 480 segundos.

As médias das éreas obtidas para cada agrotéxico, foram plotadas em gréfico de
acordo com a velocidade estudada, encontrando-se naFigura 17.
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Figura 17 Influéncia da agitagdo sobre a micro-extragdo dos agrotdxicos na amostra fortificada de
agua a 10 ng/mL, apés MEFSID, em t==30 min e PDMS-100, sob agitacdo na faixa de 0 a 1.200
rpm et =8 min (250°C)

Como pode ser observado nas Figuras 17, para todos os agrotoxicos, a medida que
a velocidade foi aumentando, maiores sinais foram produzidos, ndo entrando em fase
constante, embora em velocidades maiores do que 600 rpm tenham produzido uma
inclinagdo na curva menor do que em velocidades menores.

As diferencas nas médias das areas obtidas ocorridas pela agitagdo foram
visualizadas com maior facilidade no experimento anterior com e sem agitacéo.

Além de proporcionar maior sinal analitico, a velocidade de 1.200 rpm foi a que
proporcionou menor coeficiente de variagdo, indicando que, nesta velocidade, ocorre uma
maior precisdo nos resultados.

Deste modo, a velocidade méxima de 1.200 rpm, onde maiores areas foram
alcancadas, foi a escolhida para as andlises subsequientes neste trabal ho.
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(b) Estudo da influéncia da velocidade de agitacdo sobre a MEFS na amostra de
extrato aquoso de alface fortificada

Seguindo os mesmos procedimentos do sub-item anterior, a fibra foi imersa em

1500 mL da solucdo-amostra 2, sendo redizados os estudos com agitacdo, nas
velocidades 0; 600 e 1.200 rpm, por 30 minutos.

ApGs este tempo, a fibra foi retraida e retirada da solugdo sendo levada para a
dessor¢ao térmica por 480 segundos.

Os resultados obtidos com este estudo encontramse na Figura 18, mostrando
resultados semelhantes ao experimento anterior realizado com &gua fortificada, indicando
gue a velocidade maxima de 1.200 rpm, foi a que produziu maiores sinais analiticos para
todos os agrotoxicos, favorecendo o transporte dos analitos da solucéo-amostra para a fibra.
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Figura 18 Influéncia da agitaco sobre a micro-extragdo dos agrotdxicos na amostra no extrato
aquoso de alface fortificada a 10 ng/mL., apdés MEFSID, em t==30 min e PDM S-100, sob agitacdo
nafaixade 0 a1.200 rpm ety = 8 min (250°C)

Comparando os gréficos das Figuras 17 e 18 pode ser notado que a inclinacéo da
curva entre 0 e 600 rpm foi maior com o extrato aquoso de alface, do que com a agua. Este
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fato provavelmente se deve a presenca de particulas aderidas na fibra impedindo a
adsor¢do, que em um primeiro movimento da solucéo, tenham sido removidas.

Neste experimento mais uma vez verificou-se que o Mirex foi 0 menos extraido. O
Lindano na aface passou a ser mais extraido do que o TDE. Isto pode ter ocorrido devido a
mudanca da matriz.

O comportamento dos analitos face a extracéo depende da natureza propria, da fibra
e da matriz.

Muitas vezes a agitacdo pode ser um fator adverso quando as particulas tendem a se
sedimentar, deixando a solugdo mais limpida sem blogquear a fibra. Ndo foi o caso da matriz
alface, provavelmente, por ndo ser constituida de particulas facilmente precipitaveis.

A utilizacdo de uma ultracentrifuga € um meio de separar tais particulas.

(c) Conclusdes sobre o estudo da influéncia da velocidade de agitacdo sobrea MEFS

A agitacdo foi um recurso positivo na extragdo para as matrizes estudadas. O
aumento da velocidade na extragdo leva a maior eficiéncia na extracdo e maior
repetitividade.

3.1.3.3. Estudo do Tempo de Extracéo (tg) dos agrotdxicos or ganoclor ados

O tempo de extragdo (tg), ou tempo de imersdo, € um dos mais importantes
pardmetros a serem otimizados para garantir um bom desempenho nos procedimentos
MEFS.

E uma varidvel extrinseca ao meio extrator, que corresponde a0 tempo de contato
entre a fase extratora e a fase extraida, podendo ser menor ou igual ao tempo de adsor¢do
no equilibrio (t¥).

Para verificacdo do melhor tempo de adsorcéo, fora do equilibrio de adssor¢ao, (que
costuma ser atingido em média de 60 min) uma faixa de £ de 1 a 35 minutos para as
extracbes MEFS-ID foi estudada, mantendo-se os parametros otimizados anteriormente,
como velocidade constante de 1.200 rpm e t, também constante (120s).

(a) Estudo do te em solu¢do-amostra de agua fortificada

Para a determinacdo do tempo de extracdo ideal realizaram se extragdes em varios
tempos com a fibraimersa em 15,00 mL dasolucéo-amostra 1, sob agitacdo a 1.200 rpm.
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Foram estudados nove tempos de extracéo: 1; 3; 5; 10; 15; 20; 25; 30 e 35 minutos,
com fibra PDMS 100 nm

Transcorrido o tempo de contato com a amostra, a fibra foi retraida e retirada da
solucdo, seguindo para dessor¢ao térmica com t, constante de 120s.

As médias das &reas para cada agrotdxico, obtidas em cada experimento, foram
plotadas com o tg testado. Os resultados encontram-se na Figura 19.

—8— [indano
—e— Aldrin
—A— Deldrin
C-7>,Ox107 —v—TDE
. —&— Mirex x
25x10" 1 —T = .
2,0x10"
- ./
® 1,5%107 / —= . .
- ././I
o]
1,0x107 v /-/
5,0x10° -
i >
0,0 4 WO———‘—“’/"/’__’—
-—r77F7—"—T7
-5 0 5 10 15 20 o) 30 35 40

Tempo de extragcdo (min)

Figura 19 Influéncia do tempo de extracdo (min) na micro-extracao dos agrotdxicos estudados, em
solucéo-amostra de &gua fortificada a 10 ng/mL (PDMS 100 nm ; t, = 120s (250°C); agitacdo 1.200
rpm)

Na Figura 19 pode-se observar que as variacOes das médias das areas elevaramse
com maior intensidade até cinco minutos de extragdo, para todos os agrotdxicos com
excecdo do Mirex.. Apos este tempo, as variagdes ndo ocorrem com a mesma taxa.

A partir de 20 min a extracdo do Lindano mostra claramente a tendéncia em se
estabilizar. Isto, provavelmente, se deve ao fato deste analito possuir maior difuséo e maior
solubilidade em &gua do que o restante dos analitos. A maior solubilidade em é&gua
restringe a quantidade que va para afibra

A extragdo do Aldrin, do Dieldrin e do TDE mostrou que o tempo de 35 minutos
ainda ndo foi o suficiente para atingir o equilibrio. Mas através da andlise estatistica, ficou
constatado que, para todos os agrotoxicos, a partir de 20 minutos (inclusive) as diferencas
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nas médias das areas obtidas j& ndo eram mais significativas, ao nivel de 95 % de
confianga. Deste modo, este foi 0 tempo escolhido como ideal para a andlise destes
agrotdxicos emagua.

Além de ser desnecessario tempos maiores, foi verificado também que com 20 min
as variagdes das médias das areas obtidas foram as menores, para todos 0s agrotoxicos.

Na Figura 19-A pode-se observar as diferencas dos coeficientes de variacdo de
acordo com o tempo de extracéo estudado.
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Figura 19-A: Gréfico representativo dos valores dos coeficientes de variagdo relativos para cada
agrotoxico organoclorado obtidos em cada tempo de extragdo, em solucdo-amostra de agua
fortificadaa 10 ng/mL (PDMS 100 nm ; t, = 120s (250°C); agitacdo 1.200 rpm)

De acordo com a literatura consultada, 0 tempo necessario para a extragdo dos
agrotoxicos organoclorados entrar no equilibrio é de cerca de 60 minutos (t*) (EISERT &
LEVSEN, 1996). Mas se for analisar a tendéncia da curva obtida no presente estudo
(Figura 19), provavelmente, um valor superior a 70-80% da quantidade, que seria extraida
no equilibrio, foi extraida nos primeiros 20% do tempo necessario para 0 acance do
equilibrio. Isto esta em acordo com os dados de Eisert & Levsen (1996).

Uma extracdo onde & = t*, facilita a repetitividade e a exatiddo dos resultados
(EISERT & LEVSEN, 1996). Mas no presente estudo, um t < t* levou a excelentes
respostas, pois cada t= foi experimentalmente controlado com precisdo, através de
crondmetro digital, visando maior repetitividade e exatidao dos resultados.
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Através das Figuras 19 — B e 19 — C, obsaerva-se que o Lindano nos primeiros
minutos foi o que mais foi extraido e nos tempos a partir de vinte minutos ele e, mais ainda,
o Mirex foram os agrotoxicos menos eficientemente extraidos na amostra de agua
fortificada. O comportamento dos agrotoxicos € em grande parte influenciados pelas
caracteristicas fisicas e quimicas dos compostos.

Na Tabela 13, as principais caracteristicas fisicas dos agrotdxicos estudados séo
apresentadas.

Tabela 13 Propriedades fisicas dos agrotdxicos estudados

Composto E%‘#g (g/'\:g:) Solubilidade © E(F/;;? E(O’lf*oi)) K":?A
Lindno  CoHeCls 291 70 130 050 370
Aldrin CiHeCls 35 0,02 1,00 316 6,50
DDE CraHsCla 318 0,05 1,00 324 6,51
Diddiin ~ CpHsCkO 381 0,18 250 251 6,40
TDE CuHpQ, 320 0,13 - 105 6,02
Mirex C10Cl 546 0,19 - 20 5,30

(& Solubilidagde media em agua (mg/mL)

(b) Kga = coeficiente de particéo fibra PDM Sé&gua (expressa a afinidade pela fibra)
(©) Kon= Coeficiente de particéo octanol/agua (expressa a lipossol ubilidade)

Fonte: Magdic & Pawliszyn (1996); Toxnet (2004)

Nas Figuras 19-B e 19-C, pode-se observar com mais detalhes, em cromatogramas,
0 comportamento dos agrotédxicos, em alguns dos tempos de extracdo estudados.
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Figura 19-B: Cromatogramas MEFS-ID/CGAR/DCE para agrotéxicos na solugdo-amostra de
agua fortificada (10 ng/mL) com extragdo em PDMS-100 ety = 120 s (250°C): no superior ot: = 1
min e no inferior =tz = 15 min

Uma vez que a fibra PDMS possui carater apolar, o comportamento do Lindano,
que no presente experimento foi observado, ja era esperado, pois este analito € o mais polar
de todos estudados (Tabela 13).

Para 0 Mirex, a deficiéncia na extragdo, em todos os tempos, ndo é explicada, pois
isto se contrapde a sua ata lipossolubilidade e baixa solubilidade na agua. Uma provavel
explicacdo para este efeito pode estar em seu volume molar, que em relacdo ao dos outros €
maior. O mol do Mirex tem um volume (V) de 302 A seguido do Dieldrin (243 A3),
Lindano (182 A 3), o de tamanho menor. O processo de adsorcdo do Mirex foi
adversamente afetado, provavelmente, pelo tamanho da molécula, o que vai de encontro
com o que Tuduri et al. (2001) verificaram.
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Outra explicacdo que pode ser dada é que se for considerado que o coeficiente de
difusdo é fungdo do tamanho e forma da molécula, e da resisténcia a fricgdo oferecida pela
viscosidade do solvente. Para moléculas de formato esférico, o coeficiente de difusio €
inversamente proporcional ao seu raio e também inversamente proporciona ao cubo daraiz
do peso da molécula. O coeficiente de difusdo é definido como a quantidade de soluto
difundindo por segundo através de uma superficie de &rea de lcnf quando o gradiente de

concentracdo é de uma unidade (LEHNINGER, 1990).
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Figura 19 — C: Cromatogramas MEFS-ID/CGAR/DCE para agrotéxicos na solucdo-amostra de
&gua fortificada (10 ng/mL) com extragdo em PDMS-100 e tp = 120 s (250°C): no superior 0 & =

20 min e no inferior =t = 35 min

Para os mais lipofilicos, Aldrin, Dieldrin e TDE (Figuras 19, 19-B e 19-C) os
resultados foram de encontro ao esperado. Os compostos lipofilicos possuem altos Ko €,
assim, espera-se que 0S mesmos, a0 serem extraidos por polimeros apolares, possam ser
determinados com eficiéncia obtendo- se baixos limites de deteccéo.
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Beltran e colaboradores (1998) também observaram 0 mesmo efeito, pois 0s
pesticidas estudados pela equipe mostraram diferencas em seus comportamentos, quando
submetidos a micro-extracdo. Eles observaram que os compostos com altos log K o4 (maior
do que 3,8) foram mais extensivamente adsorvidos no equilibrio, quando usou a fibra de
PDMS, devido &s altas afinidades com a mesma.

(b) Estudo do tempo de extracdo em amostra de alface

Como no item anterior, a determinacdo do tempo de extracdo ideal foi realizada por
comparagdo das &reas obtidas em aliquotas de 15,00 mL de solugdo-amostra 2.

O ponto de partida neste experimento, no entanto, foi a partir de 15 minutos,
tomando como base 0 experimento realizado com a agua.

Foram realizados estudos nos tempos de extracdo de 15 ; 20 e 25 minutos. As outras
condicdes ndo mudaram: fibra PDMS 100 nm, sob agitacdo a 1.200 rpm, tempo de
dessorcéo (t,) = 120s.

As médias das &reas obtidas, para cada agrotdxico, em cada tempo de extracdo avaliado
foram plotadas para elaboracéo de gréfico (Figura 20).
Ocorreu um aumento nas médias das areas (Figura 20) com o aumento do tempo de
extracdo, para todos 0s agrotoxicos, sendo que 0s acréscimos maiores nas medias
ocorreram antes dos 20 minutos.

Por comparagdo estatistica, as médias correspondentes aos tempos de 20 e de 25
minutos de extragdo, ndo foram significativamente diferentes entre si. Sendo assim, o
tempo escolhido para todos os experimentos nas duas amostras foi de 20 minutos,
considerando ainda o fato de neste tempo os coeficientes de variagdo nao ultrapassarem aos
10%. Através dos coeficientes de variacdo das medidas, em cada tempo de extracéo,
observou se que ocorreu uma maior repetitividade, a partir dos 15 minutos de extragéo.

Antes de 15 minutos de extracdo, o coeficiente de variagdo das medidas variou de
10 a 45%, dependendo do agrotdxico e da amostra, ficando para o Mirex amaior variagao.

De acordo com Dugay e colaboradores (1998), a extragcdo tem que ser monitorada
cuidadosamente, pois quando o equilibrio ndo € atingido pequenas variagbes no tempo
resultam em grandes desvios na quantidade extraida. Pawliszyn (1997) cita que medidas
realizadas em tempos muito distantes do tempo de equilibrio sdo as mais imprecisas.

Por comparagdo entre os dois tipos de amostra, &gua e aface, pode-se observar que
na aface os sinais analiticos foram menores e com maiores coeficientes de variagéo,
sugerindo que a matriz influencia no desempenho da extracdo. Grote & Pawliszyn (1997) e
Simplicio & Vilas Boas (1999) explicam que a eficiéncia da extragdo dos analitos em
quantidades trago pode ser afetada por outro composto que possa estar presente em muito
maior quantidade na amostra.
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Figura 20 Influéncia do tempo de extracdo (min) na micro-extracdo dos agrotdxicos estudados, em
extrato aquoso de aface fortificado a 10 ng/mL (PDMS 100 mm; tp= 120s (250°C); agitagdo 1.200
rpm).

Ao comparar 0 comportamento do Lindano, em ambas amostras, observa-se nas
Figuras 19 e 20, que na aface este composto ndo se comportou como o agrotéxico menos

lipofilico, entre todos estudados, indicando mais uma vez que o efeito da matriz pode estar
presente.

(c) Conclusbes sobre o tempo de extragdo

A etapa de extracdo € uma etgpa muito importante para a eficiéncia da micro-
extragao, por isto seus parametros devem ser cuidadosamente controlados.

Para cada matriz uma otimizagdo tem que ser realizada.

Para matrizes ndo gordurosas, como as hortalicas folhosas, a agua pode servir como
ponto de partida para a otimizagdo, o que aumentard a vida Gtil dafibra

NaFigura 20-A, para efeito ilustrativo, os cromatogramas estéo presentes.



|- 650
1)
|- 4875
Dieldrin
- Lindans Aldrin DDE \\ /TDE
325 A
- = Q-
E_ . =1 = ) Mirex
1 = l s
0 = 0
gJ[
"
LR LU NN S
80 0 140 2p .
Tempao (nun)
- 650
2)
| s . Dieldrin TDE
Lindano Aldrin DoE N
o N ~ ~
] i N
_ i B
n‘_{ ‘; = E " Ilires
1 = *Il‘ S R
= - =
- 1625 ﬁﬂ
1
0 i 190 28 w
Tempan (min) b
- 650
3)
| s Dieldrin
Lindana s
Aldrin DDE TDE
- N N 7
=
|- 328 i §
5 bl o = [
b % S. Sl = Mirex
= I
0 : N FY
|- 1625 i “ -
| L J\
1
0,0 10 140 2 2

Tempo (mm)
Figura 20-A: Cromatogramas de andlise por MEFSID/CGAR/DCE de agrotoxicos na solugdo -
amostra de extrato aquose de aface fortificada (10 ng/mL) com extragdo por PDMS-100 sob

agitacdo a 1.200 rpm com tp = 120 s, em diversos tempos t=: (1) 15 min; (2) 20 min; (3) 25 min

112



113

3.1.3.4 Estudo da influéncia da for ¢a iGnica sobre a micro -extragdo de agr otdxicos

Vé&rios estudos sdo encontrados sobre a influéncia positiva exercida pela forga
ibnica, através da adicdo de sal (NaCl ou Na&SQO,), sobre a extracdo de compostos
organicos de solugdes aquosas por MEFS. Baseado neste fato, possiveis efeitos resultantes
da adicdo de NaCl, sobre a extracdo de agrotoxicos por MEFS-ID com agitacdo, foram
avaliados nas amostras de agua e de alface fortificados, comparando-se as médias dos sinais
analiticos obtidos em situagcbes onde foram realizadas adicbes variadas de sa em
concentracdes na faixa de 0% a 30% (m/v) e apos a saturagdo também. Foram aplicados os
tempos de extracéo e de dessor¢ao previamente otimizados.

(a) Estudo do efeito da forca idnica na amostra de &gua fortificada

O €feito da forca ibnica sobre a micro-extracdo foi estudado em amostras de adgua
fortificadas (solucdo-amostra 1) nas seguintes concentragoes de sal: 0; 5; 15; 30% (m/v) e
saturada.

Em cada 15,00 mL destas solucdes a fibra foi imersa com te = 20 min e agitagéo de
1.200 rpm, seguindo para dessor¢do em t, = 120s(250°C).

As médias das areas obtidas, para cada agrotdxico, em cada concentracdo de sal,
foram registrada sobre a forma de grafico, para efeitos comparativos.

A representacdo dos dados pode ser observada na Figura 21.

Como pode ser observado na Figura 21, os resultados indicam que a adi¢éo de sal
favoreceu consideravelmente a extracdo de alguns agrotoxicos e de outros ndo. Em relacédo
aos favorecidos, a elevagéo da forgaionicafez diminuir a solubilidade em dgua melhorando
a sensibilidade na particdo entre o andito e a fase estacionaria. Este efeito salting é
especifico para cada composto. Trabalhando com herbicidas, Krutz e colaboradores (2003),
observaram que a eficiéncia da extracdo diminuia para alguns compostos quando a forca
ionica aumentava e para outros, nenhuma melhora era observada.

Ainda observando a Figura 21, a adicdo de sal resultou em efeitos positivos na
extragcdo do Lindano e, em maior extensdo, na do Mirex (apesar deste ser menos polar do

gue Lindano), cujo comportamento sera discutido mais adiante.

A extracdo do Lindano, em comparagdo com a solucdo original (isenta de sal), foi
aumentada em todas as concentragOes de NaCl usadas, representando uma elevacédo
maxima de 159%, quando a solu¢do com 30% m/v foi usada, ndo melhorando com a

saturagao.
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Figura 21 Média das areas obtidas para cada agrotoxico extraido na amostra de &gua fortificada (10
ng/mL), com adi¢bes de NaCl: 0; 5; 15; 30 % (m/v) e saturada, com extracdo por PDMS-100 sob
agitacdo a 1.200 rpm com tg = 20 min ety = 120s (250°C)

O aumento da forca iénica da solucéo, promovendo a migragdo do Lindano para a
outra fase (a fibra no caso) foi um fato esperado. Este analito possui polaridade (embora
fraca) que admite uma certa solubilidade em agua (Tabela 13).

Conforme dados da literatura, ha uma significativa melhora na extracdo, na presenca
de sal, quando o analito possui uma certa solubilidade em &gua e dela necessita ser extraido
por outra fase menos polar que a agua. Com o aumento da forga ibnica a solucéo aguosa
adquire maior polaridade, dificultando a solubilizacdo dos analitos fracamente polares no
meio salino. Isto fez com que a saida Lindano para a fibra fosse forgada, aumentando em
consequiéncia, o coeficiente de particdo do analito entre a fase extratora (fibra) e a solucéo
aguosa (fase extraida).

Magdic & Pawliszyn (1996) mencionam que quanto maior for a solubilidade do
analito em agua, menor é a sua afinidade pelo revestimento da fibra (PDMS). Entéo, a
guantidade de andito extraida pela fibra pode ser aumentada se a sua solubilidade em agua
for diminuida, o que normamente ocorre quando se aumenta a forga idnica, pela adicdo de
sa a matriz. Os autores verificaram na execucéo de seus experimentos que o Lindano teve
seu sinal aumentado com a adicdo de NaCl de 10 a 40% (m/v). Segundo Beltran e
colaboradores (1998), o efeito salting out, devido a adicdo de sal, facilita a extracdo dos
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mais polares, mas geram variados efeitos dependendo das caracteristicas de cada pesticida
(principalmente da solubilidade que possuem em sistemas agquosos)

Desde o inicio dos experimentos, apos comparacfes entre o comportamento do
Lindano e dos outros agrotoxicos, observouse que apesar deste apresentar um valor Koa
relativamente baixo (Tabela 13), ndo foi 0 que apresentou o menor Kgs. Em outras
palavras, apesar de ser 0 0 menos lipossolivel (uma polaridade maior que o restante), ndo
foi 0 menos extraido, como esperado.

Este fato se contrgpde a alguns da literatura, pois de acordo com Tuduri e
colaboradores (2001) é bem estabelecido que o coeficiente de particdo octanol/agua (Ko/a),
aém de representar a lipossolubilidade de uma substancia, serve para estimar, em
proporcéo direta, a sua afinidade pela fibra PDMS. Ent&o, valores baixos de Koga
resultariam em baixos K/, paraafibra PDMS (o que n&o ocorreu com o Lindano).

Na Tabela 13, pode-se verificar que valor de K. (1,30 x 10 do Lindano é
semelhante ao do Aldrin e do DDE (os mais lipossolGveis dos seis agrotdxicos estudados).

Este comportamento, relativa afinidade pela fibra contapondo-se a uma certa
polaridade, provavel mente se deve a conformacdo estrutural e o peso molecular do Lindano
favorecendo a sua adsorcéo pela fase estacionéria.

Ainda na Figura 21, observa-se que para o Aldrin, Dieldrin e para o TDE, n&o
ocorreu diferenca significativa entre 0 e 15% (m/v) de sd.

Na solucéo contendo 30 % (m/v), ao contrério do que ocorreu com o Lindano e com
o Mirex, verificouse um efeito negativo significativo na extracdo destes trés agrotdxicos.
Em relacdo a solugdo original, a queda nas extracbes do Aldrin, Dieldrin e do TDE foi de
18, 29 e de 42%, respectivamente, sendo o Aldrin o menos prejudicado e o TDE o0 mais
sensivel ao efeito adverso do sal a30% (m/v).

Na saturacéo, verificouse tendéncia semelhante para estes trés, ocorrendo uma
gueda de 22, 40 e de 44%, seguindo a sequéncia anterior.

Estes resultados coincidem com os de Magdic & Pawliszyn (1996) que verificaram,
na execucao de seus experimentos, que com a adicéo de NaCl de 10 a 40% (m/v) a extragdo
do Aldrin, Dieldrin e DDE foi reduzida. Estes compostos sdo, entre os estudados, os mais
lipofilicos.

Aguilar e colaboradores (1999) trabalhando com forca ibnica verificaram que a
adicdo de sal fez diminuir as recuperacdes dos organoclorados.
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Para o Mirex, assm como ocorreu com o Lindano, houve uma tendéncia de
aumento do sinal em todas as concentragdes de NaCl, em relagdo a solucéo original, com
uma elevacdo méxima de 249%, obtida com a saturacdo de sal (0 Mirex foi o Unico que
teve extracdo favorecida pela saturacdo de sal, entre todos).

Na Tabela 5 pode ser observado que o Mirex e o TDE possuem semelhantes
solubilidades em &gua, o que indica que ambos deveriam possuir tendéncias semelhantes
em relagdo ao octanol. Mas o0 que ocorre ndo foi o esperado, pois 0 Mirex apresenta maior
dificuldade em se solubilizar no octanol do que o TDE (cerca de cinco vezes). Este fato
mostra que a estrutura do Mirex dificulta a sua solvatacéo pelo octanol e, do mesmo modo,
a sua solubilidade. Uma anal ogia pode ser feita com afibra, como provavel explicagdo para
esclarecer a dificuldade em ser adsorvido.

Além disso, os resultados obtidos desde o inicio da otimizacdo, no presente
trabalho, vem mostrando sempre que o Mirex apresenta pouca propriedade em ser extraido
pela fibra, indicando que o valor de Ky, do Mirex é bem menor do que os de todos, apesar
de ter Ko, maior do que ado Lindano e proximo ao do TDE.

Todos estes fatos indicam que o Mirex pode, provavelmente, estar insolubilizado na
agua sob a forma de micelas de grande peso molecular, microscopicamente precipitadas na
solucdo. Em outras palavras, se ndo fosse a aglomeragdo de suas particulas, 0 Mirex
poderia ser um pouco mais sollvel em &gua, estar um pouco mais disperso e mais propenso
a ser extraido, tal como é o Lindano. Sob a forma de micelas, porém, a sua difusdo se
tornaria mais lenta e a adicdo de sal provocaria, entdo, a fragmentagdo das micelas,
tornando-as mais dispersas na solucdo, facilitando o transporte para a fibra.

A guestéo da pouca dispersdo em &gua, porém, parece ndo ser o Unico fator, uma
vez que a adicdo de sa favoreceu a extragdo do Mirex, mas ndo o suficiente para que o
mesmo adquirisse um bom desempenho, continuando a ser pouco extraido, em relacdo aos
outros. Provavelmente, ao contr&rio do Lindano, seu alto peso molecular e conformacéo
estrutural podem ter sido outros fatores adversos a sua extragdo. De acordo com Tuduri e
colaboradores. (2001), quanto maior for a linearidade da cadeia carbonica, mais favorecida
sera a extragdo da molécula.

Segundo Dugay e colaboradores (1998), ndo basta somente correlacionar Ky, € 0s
de Kya para prever o comportamento das substancias. Estas correlacfes tém que ser
observadas, principalmente, dentro de um grupo de substancias relativamente homogéneo
(mesma série homologa). Assim, 0 mesmo deve ser considerado em relagdo a solubilidade
do analito em agua, quando compostos com diferentes fungdes sGo comparados.

Através dos experimentos variados verificouse que a solubilidade e a
lipossolubilidade ndo sdo suficientes para explicar as afinidades observadas. As razbes para
0s baixos e inesperados sinais do Mirex requerem investigacOes adicionais.
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Com todos os agrotdxicos foi observado que a presenca de sal a 5%, ndo resultou
em diferencas significativamente diferentes da solugéo original, ndo justificando o seu uso
nesta concentracao.

Comparando os tempos de retencéo dos agrotoxicos estudados extraidos por MEFS
para cada adicdo ou ndo de NaCl, observou-se que a mudanca de meio, isto & da forca
iGnica, nd provocou um deslocamento do pico caracteristico de cada agrotoxico. Isto
indica que a adicdo de sal ndo mudou a seletividade, ocorrendo, no entanto, a producéo de
um cromatograma menos limpo, devido a impurezas antes ndo detectadas, como pode ser
observado nas Figura 22

No cromatograma (1) da Figura 22 sdo apresentados o0s picos caracteristicos dos
agrotoxicos estudados extraidos da agua fortificada original e no cromatograma (2) séo
apresentados os picos da mesma amostra apés saturacdo com NaCl. Observa-se neste
ultimo o aparecimento de um pico estranho e aumento de outros.
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Figura 22 :Cromatogramas de andise por MEFSID/CGAR/DCE de agrotoxicos na solucéo-

amostra de &guafortificada (10 ng/mL) com extracdo por PDM S-100 sob agitacdo a 1.200 rpm com
te = 20 min ety = 1205 (250° C). (1) Sem NaCl; (2) Saturada com NaCl

(b) Estudo do efeito da forca iGnica na amostra de alface

O efeito da forga idnica sobre a micro-extracéo foi também estudado em amostra de
alface (solucdo-amostra 1), mas nas seguintes concentragdes de sal: 0; 15; 30% (m/v) e
saturada, ja que a concentracdo de 5% ndo teve impacto sobre a micro-extracéo.
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Tal como ocorreu no item anterior, em cada 15,00 mL destas solugdes a fibra foi
imersa com & = 20 min e agitagdo de 1.200 rpm, seguindo para dessor¢cdo em p = 120s
(250°C).

As médias das areas obtidas, para cada agrotoxico, em cada concentracdo foram
registradas sobre a forma de grafico, encontrando-se na Figura 23.

[ 0%NaCl
Ml 15 % NaCl
4,0x10° 30 % NaCl

i [] saturada NaCl

0,0 + t t t t
Lindano Aldrin DDE Dieldrin TDE Mirex

Figura 23 Média das areas obtidas para cada agrotdxico extraido do extrato aquoso de aface
fortificada (10 ng/mL), com adicBes de NaCl: 0; 15; 30 % (m/v), com extracdo por PDMS-100 sob
agitacdo a 1.200 rpm com tg = 20 min ety = 120s (250°C)

O experimento com NaCl no extrato de alface, representado na Figura 23, mostra a
mesma tendéncia para o mmportamento dos agrotoxicos extraidos da alface comparada a
agua. Como por exemplo, houve aumento do sinal analitico para o Lindano, em todas as
concentragdes de NaCl usadas, ocorrendo um acréscimo maximo de 47%.

Para o TDE, a adicdo de NaCl provocou uma queda no sina, em qualquer
concentracéo de sal adicionado. Como outro exemplo, o Mirex apresentou um aumento no
sinal em todas as concentragdes de NaCl, representando este aumento em 298% quando se
usa uma solucgdo saturada em NaCl em relacdo a solugdo sem NaCl.
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(c) Conclusdes sobre a adicdo de sal

Para diminuir o limite de deteccdo de andlitos lipossolUveis fracamente polares,
como € o caso do Lindano, vale a pena aumentar a forca iénica da solucdo onde a micro-
extracao vai ser realizada.

No caso db Mirex, investigacOes adicionais sobre 0 seu comportamento merecem
atencOes especiais.

Para a andlise de multiresiduos preferiv-se trabalhar sem a moficacdo da forca

idnica.

3.1.3.5 Estudo do efeito do pH sobre a micro-extracédo de agrotdxicos

A dteracdo do pH do meio, dependendo da natureza do andito, pode tornélo
menos solUvel na adgua facilitando a sua extracdo por MEFS.

Com a diminui¢do do pH, analitos de natureza &cida tenderdo a formar moléculas
ndo-dissociadas que sG0 mais insollvels em &gua e por isto mas extraivels pela fibra
PDMS, de natureza lipofilica

Com aelevagdo do pH o mesmo ocorre com os analitos de natureza bésica

(a) Estudo em solucdo-amostra de agua fortificada

Os efeitos da variagdo do pH sobre a eficiéncia da extracdo foram estudados
preparando-se as solucdes fortificadas (solugdo-amostra 1) acidificando-as com écido
cloridrico ou alcanilizando-as com NaOH.

Foram realizados estudos em valoresde pH de 4 ; 6 ; 7 e 9, e extragdo com fibra
PDMS 100 mm, tempo de extracdo (tg) = 20 min, sob agitacdo a 1.250 rpm e tempo de
dessorcéo (tp) = 120s (250°C). A solugdo-amostra fortificada apresentou originalmente um
pH = 6,0.

As médias das éreas obtidas, para cada agrotdxico, em cada concentracdo de sal,
foram registradas sobre a forma de gréfico, para efeitos comparativos.

A representacdo dos dados pode ser observada na Figura 24.
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Figura 24 Média das areas obtidas para cada agrotoxico extraido da solucdo-amostra de agua
fortificada (10 ng/mL) em diferentes valores de pH: 4; 6; 7 e 9 (PDMS 100mm ; t= = 20 min, sob
agitacdo, por 1.200 rpm ; t, = 120s a 250°C)

Na Figura 24, pode ser observado que o Lindano apresentou um consideravel
aumento de sinal —em relacdo a amostra origina — tanto em pH 4 quanto em pH 9, sendo
esta variacdo de aproximadamente 290%. Este agrotdéxico ndo apresentou diferenca
significativa entre os valores de pH 6 e 7, e entre os de 4 e 9. O inesperado comportamento
do Lindano merece atencéo para estudos posteriores.

Os outros agrotoxicos ndo apresentaram diferenca significativa nas médias das areas

obtidas em todos os valores de pH. Zambonin e colaboradores (2004) verificaram os
mesmos efeitos.

Diante deste resultado, optou-se por trabalhar no pH da amostra original, a fim de
evitar que ocorra a contaminagdo pela introducédo de reagentes (HCI ou NaOH, no caso) e a

diminuicéo da vida util da fibra

O pH é um parametro fisico-quimico importante para compostos com maior acidez
ou basicidade, pois a extracdo é mais efetiva se ndo estiverem dissociados.
De acordo com Prosen & Zupancic-Kralj (1999), alguns cuidados devem ser tomados com
relacdo a fibra de PDMS, pois este tipo de material ndo é resistente a pH menor que 4 e
maior que 10.
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Na Figura 24-A a seguir, pode-se observar através de cromatograma o efeito da
mudanga de pH.

Nos cromatograms, observa-se que oLindano em pH = 4,0 e 9,0 (onde as médias de
suas areas foram significativamente maiores doque em pH neutro e 6,0) os temposde
retencdo foram aumentados. Isto indica uma provavel mudanca de polaridade com o pH.

A elevacdo da afinidade do Lindano pela fibra, resultou em aumento da area
extraida. Estudos mais especificos devem ser realizados, a fim de esclarecer o ocorrido
(aumento de 1 minuto no tempo de retencéo — de 13,20 para 14,20 min).

Na andlise de alimentos acidos como frutas e sucos de frutas, certamente a deteccdo do
Lindano sera favorecida. Mas em amostras com valores de pH de 6,0 a 7,0 como ocorre em
amostras de agua (dependendo da origem) para melhor deteccdo da lindano o seu pH
devera ser corrigido para4,0 ou 9,0.

Ainda na Figura 24-A, pode-se observar que no tempo de retencdo proximo al4d
minutos, um pico estranho apareceu. Pode ser alguma impureza ou degradacéo de algum
dosanalitos.

Para um estudo simulténeo de agrotoxicos — andlise de multi-residuos — amelhor
opcao foi trabalhar com aamostra no estado original — sem aterar o pH e aforcaionica.
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(b) Estudo do efeito do pH na amostra de alface

Como no item anterior, os efeitos da variacdo do pH sobre a eficiéncia da extracéo
foram estudados, mudando a matriz para aface. Os extratos aquosos de alface (solugao-
amostra2) tiveram osvaoresdepH de4 ; 6 ; 7 e 9 corrigidos.

A extracdo foi realizada também, como no item anterior, com fibra PDMS 100 nm,
tempo de extracdo (tg) = 20 min, sob agitacéo a 1.250 rpm e tempo de dessorc¢éo (tp) = 120s
(250°C). A solug&o-amostra apresentou originamente um pH = 6,5

As médias das areas obtidas, para cada agrotoxico, em cada valor de pH estudado
foram registradas sobre a forma de gréfico representado na Figura 25.

Na Figura 25, observa-se que, embora com sinal analitico dez vezes menor que o
obtido em amostra de &gua, em todos os valores de pH, o comportamento de todos os
agrotoxicos foram os mesmos comparados aos obtidos em amostra de agua.

Vale lembrar que esta mesma tendéncia foi encontrada ao se estudar a mudanca da
forca ibnica do meio: as duas amostras (agua e aface) apresentaram 0 mMesmo
comportamento com relagdo a forca ibnica e a0 pH para todos os agrotdxicos. Este fato
mais uma vez constata que o efeito da matriz (particulas de alface em suspensdo, no caso)
reca mais na quantidade extraida de agrotoxico do que no seu perfil de comportamento.
Isto € importante na fase da aplicacdo da MEFS para quantificacdo, o que certamente
exigird uma curva de adicdo padrdo. Com ela o efeito da matriz € minimizado.

Considerando os resultados obtidos referentes as influércias que a forca iénica e o pH
exerceram, sobre a extracdo de todos os agrotoxicos, nas condices deste experimento,
verificouse que estes procedimentos ndo resultaram em vantagens apreciavels,
adicionando-se ainda o fato da inclusdo de impurezas no meio.
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Figura 25 Média das areas obtidas para cada agrotoxico extraido da solucdo-amostra de agua
fortificada (10 ng/mL) em diferentes valores de pH: 4; 6; 7 € 9 (PDMS 100mm ; t= = 20 min, sob
agitacdo, por 1.200 rpm ; t, = 120s a 250°C)

Na Figura 26 o resultado deste estudo pode ser visuaizado em cromatograma.

(c) Conclusdes

Para pesquisa de Lindano vale a pena corrigir o pH da matriz para 4,0 ou 6,0, para
diminuir o limite de deteccéo.

Para andlise multi-residuo a correcéo do pH nédo foi considerada um procedimento
de significada importancia.
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Figura 26 :Cromatogramas de andise por MEFSID/CGAR/DCE de agrotdxicos na solugdo-
amostra de &gua fortificada (10 ng/mL) com extragdo por PDM S-100 sob agitagdo a 1.200 rpm com
te =20 min ety = 120s (250° C), enpH =4,0, 7,0e9,0
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4 CONCLUSDES

1) Cada operador deve estabelecer através de testes experimentais qual o melhor
comprimento da agulha que deve ser usado para aumentar a eficiéncia da dessorcao,
sendo que isto vai depender do modelo de cromatdgrafo e das dimensdes do liner
usado.

2) Condicionar afibrafoi essencial para aretirada de impurezas.

3) Como prética de rotina, entre as extracdes realizadas por MEFS, a fibra deve ficar
imersa na &gua ultrapura sob agitacdo, para obtencdo de melhores resultados.

4) Os tempos de retencdo obtidos para os agrotdxicos estudados, apds injecdo
convencional de solucdo-padrdo e apds MEFS na solucdo-amostra, foram
semelhantes, obtendo se coeficientes de variagdo satisfatérios

5 Tempos entre 120 e 240 segundos a 250°C asseguraram dessor¢es maximas.

6) MEFS 1D, no modo dindmico, favoreceu o desempenho da extracdo, aumentando as
quantidades extraidas de analito e diminuindo os coeficientes de variacdo.

7) Entre as velocidades estudadas, a de 1.200 rpm (velocidade méxima) foi a que
proporcionou maior sinal analitico e menor coeficientes de variagao.

8) Tempos de extracdo a partir do 15 min, sob agitacdo a 1.200 rpm, mostraram
assegurar bons resultados com os menores coeficientes de variagéo.

9) Paraprever, aafinidade do Mirex pelafibra PDMS, somente o valor de K ;4 néo foi
eficaz, necessitando de outros dados, como conformacdo espacial da molécula,
massa molar e suas interagdes com a &gua e a fibra.

10) O comportamento adverso do Mirex frente a extracdo, tanto na presenca de sa
guanto na auséncia, nas condicbes do experimento merece atencdo e estudos
adicionais.

11) O aumento da forca ibnica ndo foi positivo para o Aldrin, DDE, Dieldrin e TDE,
mas favoreceu a extracdo do Lindano (o menos lipofilico entre todos estudados) e a
do Mirex (lipofilico).

12) O aumento da forca i6nica ou ateracéo do pH para 4 ou 9, favorecendo a extragéo
do Lindano, pode ser indicada para diminuir o seu limite de deteccéo.

13) O comportamento inesperado do Lindano frente a extracdo em valores de pH
gjustados para 4,0 e para 9,0 deve ser averiguado com mais rigor.

14) Para um estudo simultaneo de agrotoxicos — andlise de multi-residuos — a melhor
opcéao foi trabalhar com a amostra no estado original — sem alterar o pH e a forga
iénica

15) A andlise dos parémetros para o0 estudo da MEFS apresentou as mesmas tendéncias
no comportamento de todos os agrotdxicos nos dois tipos de amostras (agua e
aface).
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1 INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 INTRODUCAO

Validagdo, em Andise Quimica, é estar com o0 objetivo voltado para a
confiabilidade analitica do método escolhido ou desenvolvido. Segundo Leite (1998), é
importante lembrar que ndo existe modelo para sistemas de validacdo, portanto, 0
interessado deve fazer adaptacOes adequadas as suas necessidades

Conforme a NBR 1SO 9000, citado pelo Instituto Naciona de Metrologia,
Normalizacéo e Qualidade Industrial (INMETRO, 2003), validacdo é a comprovacao,
através do fornecimento de evidéncia objetiva, de que 0s requisitos para uma aplicacdo
ou uso especificos pretendidos foram atendidos.

As edtratégias gerais para vadidagdo de um método dependem das
caracteristicas de desempenho do nétodo (ou parametros de validacdo) que devem
estar claramente declarados no procedimento. Estes parametros dependem, entre outros
fatores, das amostras, dos propdsitos analiticos e da instrumentacdo disponivel. Elas
podem envolver: o estabelecimento da linearidade, da exatiddo (recuperacéo) e
precisdo (repetitividade), dos limites de deteccdo, da comparacdo com métodos
convencionais; da avaliagdo com amostras-padréo e de comparagoes interlaboratoriais
(LEITE, 1998 ; INMETRO, 2003).

Para andlise de tracos, em matrizes complexas como as amostras de alface, a
aplicagdo de micro-extracdo em fase solida, com cromatografia gasosa de alta
resolucao utilizando um detector de captura de el étrons (MEFS/CGAR/DCE) deve ser
complementada através de cromatografia gasosa com espectrometro de massa (EM)
como detector, devido a sua caracteristica de ata sensibilidade e seletividade.

A escolha do método quantitativo pela técnica MEFS depende em primeiro
lugar da natureza da matriz. Matrizes simples, como a agua potéavel, por exemplo, ndo
possuem componentes que interferem no processo de extragdo, portanto, a curva bésica

de calibragdo externa pode ser usada na quantificacdo por MEFS (PAWLISZYN,
1997).

Um outro método, o da calibracdo interna, apesar de mais trabalhoso, é nmenos
sensivel a erros. Consiste na preparacdo de uma curva de calibracdo com solucdes
padrédo contendo duas substéncias padrdo. Um dos padrbes tem que ser igua a
substancia que se desgja analisar (denominado padréo externo) e a outra ndo, mas tem
gue ter retureza e comportamento semel hantes (denominado padréo interno). O padréo
externo é adicionado em concentragBes crescentes, enquanto o padrdo interno néo,
permanece fixo. A curva é feita colocando-se na abscissa as concentracdes do padréo
externo e na ordenada as razbes (Rp) entre as medidas da area do padréo externo (Ape)
e da &rea do padrdo interno (Api), sendo Rp = Ape/Api. A Ape, obrigatoriamente, seré
diferente em cada concentracdo, mas a Api sera sempre a mesma, pois a quantidade
adicionada de padrdo interno € constante. O padréo interno terd que ser adicionado
também a amostra na mesma concentracdo da solucdo padréo. A razdo Rx (razéo entre
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a area do componente a analisar na amostra/Api) € determinada e seu valor €
extrapolado no gréfico, determinando-se, nessa hora, a concentracdo Cx do
componente pesquisado (COLLINS et al., 1996).

Em matrizes mais complexas ocorre que alguns de seus componentes, material
em suspensdo, por exemplo, podem no processo de extragdo competir com 0
revestimento da fibra ou pode modificar as propriedades do revestimento, como é o
caso de analitos com caracteristicas surfactantes. Segundo COLLINS e colaboradores
(1996) o método de extrapolacdo linear por adicdo padrdo, € especialmente importante
guando a amostra € muito complexa, quando as interagbes com a matriz sd0
significativas e quando houver dificuldade de se encontrar um padrdo interno
adeguado. Consiste na adicdo padrdo crescente de quantidade conhecida da substancia
gue est4 sendo analisada a uma quantidade conhecida da amostra e construgcéo de um
gréfico, cuja extrapolacdo no eixo da abscissa fornecera a concentragdo do analito na
amostra.

A linearidade é a capacidade de um método analitico produzir resultados que
sejam diretamente proporcionais a concentragao do analito nas amostras em estudo, em
uma dada faixa de concentracdo. A linearidade é obtida por padronizagcdo (curva de
calibracdo interna ou externa) e formulada como expressdo matematica usada para o
calculo da concentracdo do analito a ser determinado na amostra rea (INMETRO,
2003)

A equacdo da reta, que expressa 0 sina anditico (resposta) em fungdo da
concentracéo €

y=ax +b 1)
onde:

y = sina analitico medido.

X = concentragao.

a = coeficiente angular (sensibilidade).
b = coeficiente linear.

O coeficiente de correlacdo (r) € usado paraindicar se esta equacdo € adequada
como modelo matemético para as medidas em questdo. Dependendo da ordem de
grandeza da concentracdo do analito, alguns autores aceitam um valor de r maior que
0,90 (INMETRO, 2003) outros consideram r =0,995 (SOUZA CRUZ, 2003) como
representativo de uma relacdo linear proporcional entre a resposta do equipamento e a
concentracdo do analito como satisfatoria.

Com o objetivo de vaidar o método, os procedimentos e a andlise de seus
resultados devem ser realizados considerando alguns principios basicos da estatistica a
fim de medir a sua precisio e a exatiddo. Precisdo (repetitividade) e exatiddo
(recuperacao) sdo atributos obrigatérios nos resultados para que determinado método
guantitativo sgja considerado viavel. Na analise quantitativa de residuos, entretanto, as
incertezas sdo, vias de regra, relativamente altas, e em aguns casos podem possuir a
mesma grandeza da quantidade a ser medida. Para um dado procedimento alguns
fatores podem contribuir para perdas de analitos, levando, assim, a resultados mais
baixos do que o esperado, e para outros podem produzir contaminacbes que, ao
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contrario das perdas, geram resultados superestimados. A ocorréncia destes fatores
produzira, no final de vérias réplicas, resultados com um grande coeficiente de
variacdo. Em uma andlise quantitativa todas as etapas devem ser desenvolvidas com
muito cuidado para que erros sejam evitados. A amostra a ser analisada deve ser
representativa do total e ndo deve haver perdas e nem contaminagGes durante sua
preparacdo (NOBRE, 1990).

A etapa de separacdo dos componentes da amostra por cromatografia também
pode ser fonte de erros como: adsorcéo irreversivel de parte da amostra na fase
estacionaria ou suporte; resposta do detector afetada por ateracbes de temperatura e
vazéo; quantidade de amostra injetada fora da faixa de linearidade do detector; etc
(COLLINS et al., 1996). Neste contexto, € interessante observar a distin¢cdo de dois
tipos de erros. os randémicos e os sisteméticos. Os primeiros resultam em interferéncia
na precisdo, devido a incertezas nas medidas em cada fase, como pesagem, tomadas de
aliquotas, falhas na homogeneizacdo da amostra e ruido instrumental entre outros. Os
erros sisteméticos afetam aexatiddo, pois produzem resultados com valores que se
afastam do valor real. Este se deve a utilizagdo de método improprio para o objetivo
gue se desgja a cancar, muitas vezes pela substituicdo ou retirada de uma ou mais fases
de um procedimento (NOBRE, 1990).

A exatiddo de uma medida € o grau com que o resultado coincide com o valor
verdadeiro e a precisdo € o grau com que um conjunto de resultados é agrupado em
torno de um valor médio obtido experimentalmente. Boa precisdo significa boa
reprodutibilidade de resultados, mas ndo, necessariamente, boa exatiddo (NOBRE,
1990).

A forma mais comum de se determinar a precisdo de uma medida é através do
coeficiente de variacdo relativo (% CV), conhecido também como desvio padréo
relativo (GOMES, 2000):

% (CV)==.100 2

X Il »n

Onde:

% (CV) = coeficiente de variacao.
s = desvio padrao das medidas.
X = média das medidas.

Para o cdlculo do desvio padréo (s), temse

3:1/% )

Onde:

X = valor da medida

x = média das medidas
N = numero de medidas
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A exatiddo de uma medida pode ser determinada com amostras de referéncia,
por comparagdo com outro método, ou também atraves da recuperacéo relativa (R%)
do analito. No primeiro, as amostras de referéncia possuem certificados contendo as
medidas com os valores pré-determinados aceitos como reais. Tais valores servem
como pontos de referéncia para comparagcbes com 0s obtidos no experimento em
guestdo. As Unicas desvantagens deste método sdo a dificuldade em se encontrar
amostras certificadas com caracteristicas proximas as amostras a serem analisadas e o
seu ato custo (geralmente importados) (NOBRE, 1990).

Toda amostra que recebe tratamento de andlise indireto (diluicgo, extracéo,
concentracdo, derivacdo, etc.) deve ter calculado, experimentalmente, o erro ou a perda
do analito em questdo. Assim, o uso de um fator de recuperacdo (%R) torna o resultado
mais proximo da realidade (LEITE, 1998). Para isto, procede-se a andlise de amostras
adicionadas com quantidades conhecidas do analito (spike) em, pelo menos, trés
concentragcOes diferentes. A limitagdo deste procedimento € a de que o andito
adicionado pode ndo ficar, necessariamente, na mesma forma que a presente na
amostra (INMETRO, 2003).

Quantidade encontrada

% R= . — :
Quantidade adicionada

100 4)

Em andlise de tragos, aceita-se, normalmente o nivel de 70 a 120% de
recuperacdo para o analito de interesse (BRASIL, 2004).

A exatiddo também pode ser determinada, através da aplicacdo de um método
j& estabelecido (A) em paralelo a0 método proposto (B). Apds determinacdo dos
desvios padrao dos métodos, um teste de variancia deve ser realizado para comparagao
dos resultados. Este tipo de teste considera a razéo entre dos quadrados das variancias
das amostras entre os dois métodos (A e B) (MILLER & MILLER, 1993). Estarazéo &
denominada de F (que deve ser comparado com F tabelado) e é dada por:

F= SZA/SZB

(Um outro modo de comparar dois métodos analiticos o que sera testado e um
de referéncia) € pela aplicacdo da andlise de variancia, calculando-se o valor t (adém
dos desvios padréo das medidas) em um determinado intervalo de confianca e
comparé o ao tabelado (MILLER & MILLER, 1993).

Atualmente, programas simples de computadores calculam os resultados pelos
dois métodos acima descritos.

Considerando-se a necessidade de detectar analitos ao nivel de tracos, definir
limite de deteccdo torna-se muito importante, uma vez que é comum a confusdo gerada
por uma série de conceitos apresentados pela literatura. Em termos gerais, pode-se
descrever o limite de deteccdo de um analito como a concentragdo gue proporciona um
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sina no instrumento, significativamente diferente do sinal de uma amostra em branco
ou sinal de fundo (MILLER & MILLER, 1993).

Na pratica, o limite de deteccéo € a menor concentracdo do analito que pode ser
medida, com confianca aceitavel, considerando uma solucéo-branco. Ele é estimado
com base na resposta ou sinal medido, mas é apresentado, normalmente, em termos de
concentracdo ou quantidade (massa) (NOBRE, 1990).

A International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC, 1987) expressa
o limite de deteccdo (LD) como:

Onde:

s = Desvio padrao das medidas do branco
sinal (area)
concentracao

S = Sensibilidade do método =

Para andlise quantitativa de agrotoxicos organoclorados (AOC), apos a fase de
estabelecimento das condigbes ideais de tratamento da amostra e otimizacdo dos
parémetros MEFS-ID/CGAR/DCE (Capitulo 111), temse a fase seguinte, que é o
objetivo deste capitulo.

1.2 0OBJETIVO

Vdidar o méodo MEFS-ID/CGAR/DCE para andlise de agrotoxicos
organoclorados em amostras da agua e de aface, enfocando os seguintes itens:

Determinar e estabelecer cada parametro quantitativo, para o método proposto,
através de experimentos e uso da estatistica, como precisdo, linearidade, limites de
detecco e exatiddo em amostras fortificadas (spiked).

Avaliar a adequacéo do método proposto, através do conjunto de resultados dos
pardmetros quantitativos. precisdo, linearidade, limites de deteccdo, e exatiddao em
amostras fortificadas (spiked).

Estudar a aplicacéo do método proposto em amostras de adgua e alface coletadas
exclusivamente para analise.

Redlizar comparagdes , na quantificagdo de agrotoxico oraganoclorados, entre
os resultados obtidos pelo método proposto e por outro que utilize a técnica
convenciona liquido-liquido (ELL) que tenha sido adotado como oficial.
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2 MATERIAL E METODOS

MATERIAL
EQUIPAMENTOS

Todos o0s equipamentos encontram-se listados no item 2.1.1. do Capitulo I11.
ACESSORIOS ESPECIFICOS PARA MEFS

Os acessorios da MEFS s80 os mesmos descritos no item 2.1.2 do Capitulo

VIDRARIAS E OUTROS ACESSORIOS DE LABORATORIO

Todas as vidrarias e acessorios encontram-se no item 2.1.3 do Capitulo 111.
REAGENTES, SOLVENTES E GASES

Além dos descritos no item 2.1.4. do Capitulo 111 incluemse os reagentes

abaixo para serem usados na extragdo convencional ELL, como serd descrito mais
adiante:

2.2

221

Diclorometano grau pesticida— Merck.
Acetona grau pesticida— Merck.
Hexano grau pesticida— Merck.
Sulfato de sodio anidro P.A. — Vetec.

METODOS

TRATAMENTO DOSMATERIAISNAO DESCARTAVEIS

O tratamento de todos os materiais ndo descartaveis, como vidrarias e outros

acessorios, foi realizado conforme os procedimentos do item 2.2.1 (Capitulo 111) da
otimizag&o.

222

PREPARACAO DE SOLUCOES PADRAO DE AGROTOXICOS
ORGANOCLORADOS (LINDANO; ALDRIN; DIELDRIN; TDE;
MIREX; DDE)

Foram preparadas solugbes metandlicas individuais e mistas de trabalho dos

agrotoxicos organoclorados estudados (Lindano, Aldrin, DDE, Dieldrin, TDE e
Mirex). Paraisto os agrotoxicos organoclorados (solidos cristalinos) foram dissolvidos
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em metanol conforme procedimentos do item 2.2.2 (Capitulo I11) da otimizac&o.
Todos os organoclorados apresentaram boa solubilidade neste solvente com excecéo
do Mirex, cuja dissolucéo foi auxiliada pelo ultra-som.

Essas solucbes foram preparadas para serem usadas em fortificagbes para o

estudo dos pardmetros analiticos e/ou para a aplicacdo do método de adi¢cdo padréo
para a quantificagdo de DDE nas afaces.

2.2.3 OBTENCAO E PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA VALIDACAO
DA MEFS

2.2.3.1. Amostras de dgua
As amostras de dgua foram subdivididas em dois grupos quanto & finalidade no

experimento: amostras de agua fortificadas e amostras de agua coletadas para analise
de agrotoxicos.

a) Amostras de dgua fortificadas

As amostras de agua fortificadas, ssimulando &guas contaminadas, foram
utilizadas, exclusivamente, para o estudo do método proposto MEFS-ID/CGAR/DCE
j& otimizado, quanto a precisdo, limite de deteccdo, linearidade e recuperacéo dos
cinco agrotoxicos organoclorados estudados em &gua: Lindano, Aldrin, Dieldrin, TDE
e Mirex.

As amostras de agua fortificadas foram preparadas através de adigbes de
solucdo-padréo mista de trabalho na &gua ultrapura (obtida a partir da passagem de
agua destilada no sistema de purificacdo Milli-Q) no proprio frasco extrator, como
descrito a seguir: aextracdo por MEFS foi realizada apés transferéncia de 15,00 mL de
&gua ultrapura para o frasco de extracdo e adicdo de aliquotas de s0lucdo padrdo mista
de trabalho, a 100 ppb (ng/mL), finalizando fortificagbes na faixa de 0,5 a 3,5 ppb

(ng/mL).

b) Amostras de agua coletadas para analise

Para aplicacdo do método proposto na determinagdo dos agrotdxicos
organoclorados em &gua, foram coletadas de 4 residéncias, localizadas na Cidade do
Rio de Janeiro (RJ), amostras de &gua de suas torneiras.

2.2.3.2. Amostras de alface

As amostras de alface também foram subdivididas em dois grupos, conforme o
objetivo do experimento:
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a) Amostras de alface fortificadas

As amostras de aface fortificadas, ssimulando alfaces contaminadas, foram
utilizadas, para o estudo do método proposto MEFS-ID/CGAR/DCE ja otimizado,
guanto & precisdo, limite de deteccdo, linearidade e recuperacdo dos cinco agrotoxicos
organoclorados estudados em agua: Lindano, Aldrin, DDE, Dieldrin, TDE e Mirex.

Estas afaces foram adquiridas a partir de cultivo isento de agrotdxicos em
terreno particular, localizado em Ponta Negra, Marica (RJ) (mesma amostra usada na
otimizacdo, Capitulo I11).

Depois de coletada, foram embaladas e conservadas sob refrigeracéo até o
momento do uso sob aforma de extrato aquoso de alface

Com estas alfaces foram preparados extratos aquosos de aface, fragmentando-
se a dface em é&gua através de homogeneizador, filtragdo e diluicdo 1:50 (ja descrito no
item 2.2.3.b do Capitulo I11).

A extragcdo por MEFS foi redizada apoOs transferéncia de 15,00 mL deste
extrato aquoso de alface para o frasco de extracdo, realizaram se as fortificagbes com
aliquotas de solugdo padrdo mista de trabalho a 100 ppb (ng/mL) finalizando
fortificacbes na faixa de 0,6 a 34,8 ppb (ng/mL).

b) Amostras de alface coletadas para andlise

Para aplicacdo do método proposto na determinacdo dos agrotdxicos
organoclorados estudados, quatro amostras de aface (01, O2, C1 e C2) foram
adquiridas em quatro diferentes plantacfes localizadas em S&o José do Vae do Rio
Preto (RJ).

As amostras O1 e O2 foram obtidas de cultivo organico e as amostras C1 e C2
de cultivo convencional, como sera verificado mais adiante, em todas estas amostras o
DDE foi encontrado.

2.24 CONDICOESDE EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO (ELL)

Para efeitos comparativos, entre 0 método proposto e um oficial, realizaramse
extragdes utilizando a técnica de extracdo liquido-liquido, ELL, para andlise de DDE
nas amostras de alface (01, 02, C1 e C2) ap0s a deteccdo e identificacdo nestas
amostras como serd relatado a seguir. A extracdo ELL foi redizada de acordo o
procedimento modificado do Ministério da Sallde da Holanda (HOLANDA, 1996)
usando hexano ao invés de éer de petrdleo. O fluxograma a seguir descreve,
sucintamente, esta metodologia.



139

15g de alface

3

15 mL de acetona + 15 mL de diclorometano + 10g de N&SO, anidro

3

Homogeneizar em turrax por 15 min

3

Filtrar em papel de filtro coberto com N&SO, anidro, recebendo em bal&o
volumétrico de 50,00 mL

3

Avolumar com hexano e homogenei zar

3

Retirar uma aliquotade 1,00 mL e evaporar sob nitrogénio

3

Adicionar 1,00 mL de hexano

£

Extrato pronto parainjecdo no cromatografo (1,8 L)

225 CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Cromatégrafo Gasoso de Alta Resolucéo com Detector de Captura de Elétrons
(CGAR/DCE)

As andlises cromatograficas para validagéo foram realizadas em CGAR/DCE
com programacao conforme o procedimento do item 2.2.4 da otimizagdo (Capitulo

1.

2.26 CONDICIONAMENTO DA FIBRA PDM S-100

O condicionamento da fibra PDMS-100 foi realizado no injetor do CGAR com
temperatura de 250 °C, por 1 hora.

227 TRATAMENTOSESTATISTICOSDOSDADOS

A média obtida para cada amostra, pelos dois métodos, foram comparadas ao
nivel de 95% de confianca, pelas andlises de varidncias e pelo teste t de Student,
através do programa contido no MicroCal Origin.
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Os desvios-padréo, as curvas andliticas e as regressdoes lineares foram
realizados também pelo programa MicroCa Origin. Os gréficos de barra foram
construidos com auxilio do Microsoft Excel.

3 RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1ESTUDO DA PRECISAO, LINEARIDADE, LIMITESDE DETECCAOE
EXATIDAO DO METODO MEFS-ID/CGAR/DCE

Todos os pardmetros do méodo MEFS-ID/CGAR/DCE que foram otimizados
e estabelecidos no Capitulo 111 serdo neste capitulo aplicados para o estudo das
propriedades quantitativas, em amostras de agua e alface.

Na Tabela 14 estdo descritos os principais parametros:

Tabela 14 Principais parametros de extracdo, dessorcéo e cromatogréficas de andlise
para determinacdo de agrotoxicos organoclorados em amostras de agua e alface, para
validacdo do méodo MEFS-ID/CGAR/DCE, otimizados no Capitulo 111

CONDICOES MEFS

CONDIGOESDO CGAR/DCE

Volume de amostra: 15,00 mL
Fibraa PDMS 100 mm
Modo: Imersdo direta (1D)

Velocidade de
1.200 rpm

Agitacéo =

te =20 min
T(ambiente) = 25+ 2°C
Mudanca da forga idnica: ndo

Ajuste do pH: ndo

tp = 120s

Injetor split-splitless, 250°C, com fluxo de gas
carreador hélio (splitflow) de 50 mL/min; modo
splitless em tempo = 120s

Coluna capilar, fase DB-5 (29m x 0,25mm
didmetro interno, com espessura do filme de
0,25um); gas carreador (hélio) com velocidade
de fluxo constante de 0,5 mL/min

Gés make-up (nitrogénio), velocidade de fluxo
de 30 mL /min

Programacdo da variagdo da temperatura do
forno (item 2.2.4 do Capitulo 111)

Detector de captura de elétrons £3Ni), 250°C
(base) e 300 °C (corpo).

t= = tempo de extracao, tp = tempo de Jessorcan; 1 = temperatura
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As médias dos tempos de retencdo também obtidos no Capitulo 111, foram
utilizadas para auxiliar aidentificacdo dos analitos.

Seus valores e respectivos coeficientes de variagdo encontram-se na Tabela 15.

Tabela 15 Média (N = 3) dos tempos de retencao (tr) obtidos para cada agrotéxicos e
respectivos coeficientes de variagcdo (%CV) para as solugdes-amostra de agua e
extratos aquosos de alface fortificados, por MEFS-ID/CGAR/DCE

AGROTOXICO AGUA FORTIFICADA ® ALFACE FORTIFICADA ®

tr médio (min) % CV tr médio (min) % CV
Lindano 13,09 1,0 13,00 1,5
Aldrin 16,05 15 16,21 2,1
DDE N.A. N.A. 20,60 1,5
Dieldrin 20,87 0,5 20,82 0,7
TDE 21,98 0,7 21,70 1,0
Mirex 25,00 0,6 24,90 0,9

(@) Solucao-amostra de agua Ultra-pura fortificada 0,5 ng/mL
(b) Solucéo-amostra de extrato aquoso de aface fortificada 0,6 ng/mL
N.A. ndo analisado

3.1.1 PRECISAO DASM EDIDAS - REPETITIVIDADE

A precisdo, também denominada de repetitividade, das medidas do método
MEFS-ID/CGAR/DCE para cada agrotoxico, foi determinada de acordo com as
condicdes otimizadas na Tabela 14.

Este pardmetro analitico, expresso sob a forma de coeficiente de variacéo
(% CV), foi caculado através das médias (N=7) das &reas obtidas para cada pico e de
Seus respectivos desvios padréo.

A precisdo foi determinada para a matriz &gua e para a matriz aface, como a
Seguir:

a)% CV na amostra de agua fortificada: no frasco extrator foram
adicionados 15,00 mL de &gua ultrapura e 80 YL de solucdo-padréo mista de trabalho a
100 ppb (ng/mL), o que representa uma massa adicionada de cada agrotoxico de 8 ng,
produzindo para cada agrotoxico uma concentracdo final de 0,5 ppb (ng/mL). Nesta
mesma solugdo a micro-extracdo foi realizada 07 vezes.
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b) CV% na amostra de alface fortificada: no frasco extrator foram
adicionados. 15,00 mL de extrato aquoso de alface e a aliquota de 90 pL de solucéo-
padrédo mista de trabalho a 100 ppb (ng/mL), 0 que representa uma massa adicionada
de cada agrotéxico de 9 ng, produzindo uma concentracdo final para cada agrotéxico
de 0,6 ppb (ng/mL). Nesta mesma solucdo a micro-extracao foi realizada 07 vezes.

Nesta etapa foi verificado que, para a obtencdo de resultados satisfatérios de
CV%, foi importante fazer a limpeza da fibra para que ndo houvesse o efeito memaria
gue tem efeito adverso sobre a precisao.

Os resultados encontram-se na Tabela 16.

Tabela 16 Coeficientes de variagdo (%CV) do método de andlise por MEFS-
ID/CGAR/DCE obtido para cada agrotoxico nas solugdes-amostra fortificadas de agua
ultrapura e extrato de alface (N = 7)

, % CV
AGROTOXICO )
AGUA FORTIFICADA @ | ALFACE FORTIFICADA ®

Lindano 1,89 11,0

Aldrin 2,45 10,2

DDE N.A. 9,28

Dieldrin 2,32 10,1

TDE 1,11 7,75

Mirex 10,02 18,5

(@) Solucao-amostra de agua ultra-pura fortificada 0,5 ng/mL

(b) Solucéo-amostra de extrato aguoso de aface fortificada 0,6 ng/mL
N.A. = ndo analisado

Os coeficientes de variacdo das medidas na &gua fortificada (Tabela 16) nédo
foram maiores que 10,2 %.

Considerando que as medidas foram realizadas na amostra fortificada em baixa
concentracdo, isto é décimos de ppb (0,5 ng/mL), estes resultados podem ser
considerados excel entes para proporcionar determinacfes ao nivel de tracos.

Estes resultados obtidos vao de encontro aos que Madgic e Pawliszyn (1996)
encontraram no estudo de precisdo do método MEFS-ID/CGAR/DCE para andlise de
AOC (Lindano, Dieldrin, DDE e TDE), em amostras de agua. Eles observaram com
estes experimentos coeficientes de variacéo na faixa de 3 a 20% e ressaltaram que uma
precisdo maior poderia ser conseguida se a andlise fosse realizada com amostrador
automatico ao invés do manual.
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Isto também foi observado no presente trabalho. A retirada da seringa da
solugcdo, e, em seguida, a caminhada até o cromatografo para que a mesma sgja
inserida no injetor para dessorcdo ser realizada, tornou a técnica sujeita a muitas
variagOes.

Aguilar e colaboradores (1999), usando a mesma técnica, também para
amostras de &gua, encontraram uma precisdo entre 8 e 22% para fortificagdes de
0,15 ng/mL, para os mesmos agrotoxicos estudados (com excecdo do Mirex que néo
foi estudado por eles). Frente a estes resultados os autores mencionam que a
MEFS/CG € um método promissor para analise de tragos.

No caso do experimento com aface (Tabela 16), o valor mais alto do
coeficiente de variagdo (18,5 %) ocorreu com o Mirex, o que se deve, principa mente,
ao efeito produzido pela matriz.

Além disso, este agrotoxico ndo vem apresentando, desde o inicio dos
experimentos, uma extragéo que siga o perfil dos outros compostos estudados. Mesmo
assim, o valor mais ato obtido, para os coeficientes de variagdo, ndo ultrapassou 0s
30 % que é o maximo estabelecido para analise de tragos ser considerada dentro dos
parametros de confiabilidade (ANALYTICAL METHODS COMMITTEE, 1989).

3.1.2 LINEARIDADE

Como ocorreu na determinacdo dos parametros anterior, a linearidade do
método MEFS-1D/CGAR/ECD, para cada agrotéxico, foi determinada de acordo com
as condices otimizadas na T abela 14 e através dos seguintes experimentos:

a) Linearidade na amostra de &gua fortificada: a agua utrapura foi
fortificada em concentracdo final de 0; 0,5; 1,0; 2,5 e 3,5 ng/mL, para cada agrotéxico.
A extracdo por MEFS ocorreu em triplicata (N = 3) em cada ponto (com excegéo da
amostra 0,5 ng/mL que para o estudo da precisdo, como foi relatado anteriormente, e
do limite de deteccdo, mais adiante, foi extraida 7 vezes).

A extragbes ocorreram sempre na mesma solucdo, na seguinte sequéncia: no
frasco extrator foram adicionados 15,00 mL de &gua ultrapura. A extracdo por MEFS
no primeiro ponto da curva foi realizada sem adicdo de agrotoxico e gerou area zero
para todos 0s agrotoxicos. Para ocorrer nova extracdo por MEFS, correspondendo ao
segundo ponto, foi adicionada (nos mesmos 15,00 mL de &gua ultrapura da extracéo
anterior) uma aliquota de solucdo padrdo mista de trabaho, com uma massa
correspondente de 8 ng de cada agrotéxico, o que produziu uma concentragcdo de 0,5
ng/mL (agui N=7). Para as outras adic¢les, sempre nos mesmos 15,00 mL, produzindo
concentragdes de 1,0; 2,5 e 3,5 ng/mL, as massas finais adicionadas foram de 16; 39 e
54 ng, respectivamente (Quadro 1). Em cada ponto as extragdes por MEFS foram
realizadas (N=3) e a média as areas correspondentes foram utilizadas para a construcéo
da curva. Entdo, do inicio ao fim a solucéo foi a mesma, e isto é uma vantagem, pois
oferece menos fonte de erros e o preparo de varias solucdes utilizando varias vidrarias.

Para aumentar a precisao das medidas, as adi¢cdes foram realizadas no mesmo
diaconforme o Quadro 1 a seguir:
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Quadro 1: Concentracdo e volume da solucéo padréo mista de trabalho utilizada
para o preparo da solucdo-amostra de agua fortificada na faixa de 0,5 a 3,5 (ng/mL),
para estudo da validagdo da MEFS.

Sggﬁﬁ dp:grsag rl:;lc?ta ?gtg;bgzo Solucgdo-amostra de agua fortificada para a
e realizagso daMEFS @
organoclorados

C V (ml) Massa(ng) | Massa(ng) |Volume ﬁml) C (ng/ml) ¥
(ng/mL) @ | acrescentado | acrescentada|  Final final ) final

100 0,08 8 8 15,08 0,5

100 0,08 8 16 15,16 10

100 0,23 23 39 15,39 2,5

100 0,15 15 54 1554 35

(2) Solucdo padréo mista de traba ho preparadano item 2.2.b do Capitulo 11
(2) Solucdo preparada no proprio frasco extrator da MEFS

(3) Concentracéo de cada agrotdxico em ppb

(4) Volume da &gua ultrapura + aliquota da solugdo padréo mista de trabalho.

Como ja mencionado, as fortificacbes foram realizadas no proprio frasco onde
a MEFS foi redlizada e observouse que para dar continuidade, a solucéo fortificada
ndo podia ser armazenada até o dia seguinte, pois os resultados ja ndo repetiam os do
diaanterior.

Os resultados deste experimento sdo apresentados, a seguir, na Tabela 17.

b) Linearidade na amostra de alface fortificada: no caso da alface, o que se
usou como matriz foi o extrato aquoso de alface (extrato aquoso de alface = alface +
agua + homogeneizacdo, seguida de filtragdo com diluicdo 1:50, como ja foi descrito
anteriormente). Um volume de 15,00 mL também foi usado para a fortificagdo, mas
em concentragoes finais diferentes: 0,6; 1,2; 3,0; 9,4; 13,4; 23,5 e 36,8 ng/mL para
cada agrotoxico. A extracdo por MEFS ocorreu também em triplicata (N=3) em cada
ponto (com excecdo da amostra 0,6 ng/mL que para 0 estudo da precisdo, como foi
relatado anteriormente, e do limite de deteccdo, mais adiante, foi extraida 7 vezes).

As tomadas de aliquotas para a fortificagdo do extrato aquoso de alface se
apresentam no Quadro 2 a seguir.
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Quadro 2 Concentragéo e volume da solucdo padréo mista de trabalho utilizada para o
preparo do extrato aquoso de alface fortificado na faixa de 0,6 a 36,8 (ng/mL), para
estudo da validagdo da MEFS

Solucdo padrédo mista de trabalh
O P rag misace r , © Solugéo-amostra de extrato aquoso de alface
contendo 0s cinco agrol'gom oS fortificada para a realizacdo da MEFS (?
organocl orados'
C V (ml) Massa(ng) | Massa(ng) | Volume(mL) |C (ng/mL)®
(ng/mL) @ |acrescentado | acrescentada|  final Fina final
100 0,09 9 9 15,09 0,6
100 0,09 9 18 15,18 1,2
100 0,28 28 46 15,46 3,0
1000 0,09 90 136 15,55 9,0
1000 0,07 70 206 15,62 13,2
1000 0,16 160 366 15,78 23,2
1000 0,19 190 556 15,97 34,8

(2) Solucéo padréo mista de trabalho preparadano item 2.2.b do Capitulo 111

(2) Extrato aguoso fortificado no préprio frasco extrator da MEFS

(3) Concentracéo de cada agrotoxico em ppb

(4) Volume final = volume do extrato aquoso + aliquota da solugéo padréo mista de trabalho.

Os resultados obtidos estéo apresentados na Tabela 17 a seguir.

Na Tabela 17 as equagOes resultantes dos experimentos anteriores S&o
apresentadas.

Elas expressam a linearidade das medidas e seus respectivos coeficientes de
correlacdo, para cada agrotdxico em solucdo-amostra de agua ultrapura fortificada e
em extrato de alface fortificada

NaTabela 17 pode-se observar que na faixa de concentragdo estudada, ocorreu
um comportamento linear com valores de r maiores do que 0,995, com excegdo do
Mirex (r = 0,980). Este fato demonstra uma boa eficiéncia da aplicacdo do método para
a quantificacdo de todos os agrotéxicos estudados, sempre evidenciando que estes
resultados estdo vinculados a concentragdes de ppb, o que é muito favoravel para
analise de tragos.

Segundo o Protocolo Minimo para Vaidagdo de Métodos Analiticos publicado
pela Souza Qruz (2003), nesta etapa de validagdo uma relacéo linear e proporcional
entre o sinal analitico e a concentracdo do analito é considerada satisfatéria quando r =
0,995.
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Tabela 17 Equacbes de linearidade (y = ax + b) e respectivos coeficientes de correlacéo (r)
obtidos pela andlise por MEFSID/CGAR/DCE de cada agrotéxico em solucéo-amostra de
agua ultrapura fortificada e em extrato aquoso de aface fortificada (N = 3)

: CURVA ANALITICA
AGROTOXICOT  4GUA FORTIFICADA @ ALFACE FORTIFICADA @
Lindano y=235E06X + LOBEO5 | y=7,/3E06X + 3,15E06
(r =0,9993) (r =0,9979)
Aldrin y=312E06x + 665E05 | y=674E06x + 213 E06
(r = 0,9950) (r =0,9982)
y =514 E06x - 2,73E06
PPE NA (r = 0,9961)
Didldrin y= 4,29 EO6 x + 4,07 EO5 y= 7,46 EO6 x + 3’29 E06
(r = 0,9979) (r = 0,9993)
TDE y=528E06x + 7,95E05 | y=679E06x + 246 E06
(r = 0,9966) (r = 0,9956)
Mirex y= 268E05x+ 653E04 | y=105E05x + 9,92 E03
(r =0,9851) (r = 0,9830)

(1) Solucao-amosirade agua Ultra-pura fortiticada 0,5 a 3,5 ng/mL

(2) Solucéo-amostra de extrato aquoso de alface fortificada 0,6 a 36,8 ng/mL

y = &rea; a= coeficiente angular; x= concentracdo em ng/mL; b = coeficiente linear
N.A. = ndo andisado

Os resultados obtidos neste experimento indicaram linearidade somente a partir
de 0,5 ng/mL, enquanto que Magdic e Pawliszyn (1996) trabalhando com MEFS-
ID/CGAR, com detector de EM, em amostras de &gua, obtiveram linearidade para os
AQC (Lindano, Dieldrin, DDE e TDE) a partir de 0,01 ng/mL. Os autores, entretanto,
verificaram que em concentragdes maiores que 1 ng/mL ndo foi possivel a obtencdo de
respostas lineares. No presente trabalho a linearidade foi estudada até 3,5 ng/mL para
agua e até 36,8 ng/mL para o extrato aquoso de aface. ConcentracBes mais elevadas
causaram desvios. No caso da amostra de agua fortificada os desvios provavel mente
foram ocasionados pela concentragdo atingida, relativamente alta, de metanol dentro
do frasco extrator. Isto porque para a fortificagdo da &gua uilizouse sempre a mesma
solucdo padrédo (100 ng/mL) o que resultou na utilizacdo de grandes volumes de
solucéo padréo quando a concentracdo foi de 9 a 35 ng/mL o gque causou desvios nesta
faixa. No caso da amostra de aface isto ndo foi observado, pois para esta faixa a
solucdo padrdo foi mais concentrada contribuindo com menos volume de metanol.

O metanol, dependendo de sua concentragdo, modifica significativamente a
polaridade da agua.

De acordo com Pawliszyn (1997), en MEFS, a quantidade de analito extraida
pela fibra € diretamente proporcional a sua concentragdo na solucdo-amostra,
permitindo a construcdo de uma curva de calibracdo. Ele destaca que desvios da
linearidade, na maioria dos casos, ndo estdo relacionados com a etapa de extragéo
propriamente dita e sim com efeitos da matriz e diferengas entre detectores.

Magdic e Pawliszyn (1996) também observaram que a linearidade vai depender
muito do detector usado. Com o detector de ionizacdo de chamas (DIC) eles
verificaram que a faixa de linearidade sO era obtida em concentragdo minima 10 vezes
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maior do que a minima (0,01 ng/mL) para o DCE , indicando que este detector é mais
sensivel que o DIC para estes compostos.

Os resultados obtidos por Aguilar e colaboradores (1999), entretanto, vao mais
ao encornro aos obtidos no presente trabalho, pois eles encontraram uma faixa de
linearidade de 0,1 a 10 ng/mL para o0 mesmo método usando DCE, com uma
correlacdo de 0,995 a 0,999.

Estes resultados sGo muito importantes para andlise de agrotoxicos pois
possibilitam a quantificaco, ao nivel de tracos, pelo método proposto nos 2 tipos de
matrizes. Vae lembrar que amostras com concentracdes maiores que o limite maximo
da faixa linear determinada ndo sdo impossibilitadas de serem analisadas pelo método.
Muito pelo contrario, com a necessidade de dilui¢des, a probabilidade de aumentar as
recuperacdes € maior, desde que ndo resultem em concentragdes abaixo do limite de
deteccdo. Como ja mencionado no Capitulo I, Simplicio & Vilas Boas (1999)
verificaram que diluicdes aumentavam a quantidade de pesticidas livres de
interferentes naturais das amostras, tornando a recuperacdo melhor.

Esta curva andlitica, aém de ter servido para o calculo do limite de deteccdo
(item 3.1.3) serviu também para a determinagdo da recuperacdo média (da faixa de
concentracdo acima estudada) como sera verificado no item 3.1.4.

3.1L.3LIMITESDE DETECCAO

O limite de deteccdo do método MEFS-1D/CGAR/ECD, para cada agrotoxico,
foi determinado a partir do coeficiente angular (a) da curva da linearidade (item
anterior), considerando o desvio padréo das 7 repeticoes (N = 7) na concentragdo mais
baixa adicionada que apresentou sinal: 0,5 ng/mL para amostra de dgua e de 0,6 ng/mL
para amostras de alface. Os dados foram para a seguinte expressao:

Limitededeteccdo=(3xS)/a onde

Desvio padréo das sete medidas da minima concentracéo detectada
Cosficiente angular da curva anditica

o W

Seus valores encontram-se na Tabela 18.
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Tabela 18 Limites de deteccéo (L.D.) obtidos da ardlise por MEFS-1ID/CGAR/DCE
para cada agrotoxico organoclorado nas amostras de agua e alface fortificadas (N = 7)

] L.D. (ng/mL)
AGROTOXICO )
AGUA FORTIFICADA @ ALFACE FORTIFICADA ®
Lindano 0,029 0,091
Aldrin 0,056 0,173
DDE N.A. 0,091
Didldrin 0,043 0,116
TDE 0,100 0,216
Mirex 0,300 0,550

(a) Solugdo-amostra de agua ultra-pura fortificada 0,5 ng/mL
(b) Solucéo-amostra de extrato agquoso de aface fortificada 0,6 ng/mL
N.A.= ndo analisado.

Os resultados encontrados para os limites de deteccdo do método MEFS-
ID/CGAR/DCE, aplicado aos agrotéxicos estudados, na faixa de 0,026 a 0,300 ng/mL
em &gua e de 0,091 a 0,550 ng/mL em aface — mais uma vez demonstram que a
aplicacéo do método € vantgjosa.

Comparando os resultados obtidos com as duas matrizes, verifica-se que a
deteccdo destes agrotdxicos na é&gua é mais eficiente do que no extrato aguoso de
alface, uma vez gque atinge valores menores.

Este fato provavelmente se deve ao efeito da matriz (particulas de aface)
interferindo na micro-extracdo. As particulas podem estar diminuindo a superficie de
contato entre o analito e afibra, por aderirem na mesma.

Os valores dos limites de deteccdo aqui encontrados, SG0 proximos aos
estabel ecidos em experimentos encontrados na literatura: Magdic e Pawliszyn (1996)
na determinacdo do limite de deteccdo do método MEFS-ID/CGAR/DCE encontraram
valores de 0,10 ng/mL para o TDE e para o DDE ; 0,3 ng/mL para o Dieldrin ;
0,9 ng/mL para o Aldrin e 1 ng/mL para o Lindano. Aguilar e colaboradores (1999)
encontraram limites de deteccéo de 0,20 ng/mL para o DDE e 0,15 ng/mL para o
Alldrin, Dieldrin e Lindano.

Os vaores obtidos no presente trabalho permitem que andlises sgjam
realizadas, com bastante propriedade, ao nivel de tragos (décimos de ng/mL) pois 0s
coeficientes de variagdo ndo ultrapassam os 18 % (Tabela 16). Valores téo baixos de
limite de deteccéo, permitem que sgiam realizadas, no preparo da amostra, diluicbes
em larga escala, dependendo da concentracdo de agrotoxico presente — o que € uma
vantagem para aumentar a recuperacao.

De acordo com Pawliszyn (1997) a sensibilidade do método pode ainda ser
melhorada com o aumento do tempo de extragéo.
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3.1L.4EXATIDAO — TESTE DE RECUPERACAO

A exatiddo do método em cada ponto da curva analitica foi determinada nas
amostras de agua e extrato aguoso de aface, ambas fortificadas. Através da média das
areas obtidas (N=3) e da eguacdo da reta que representa a curva anditica foi
determinada a concentragéo para cada ponto da faixa de adicdo. Relacionando cada
uma destas concertragdes obtidas com a respectiva concentracdo da fortificagéo,
calculouse a recuperacdo para a MEFS em cada ponto. Contabilizando todas as
recuperacOes, foram calculados a recuperacdo média e seu respectivo CV%, na faixa
de fortificagdo de estudo.

Este cdlculo foi realizado para cada agrotdxico e estéo na Tabela 19 a seguir.
Tabela 19 Média das recuperacdes (%R) e coeficientes de variacdo (%CV) das

andlises por MEFS-ID/CGAR/DCE dos seis agrotdxicos organoclorados estudados,
em amostras de &gua e aface fortificadas

AGUA FORTIFICADA ALFACE FORTIFICADA

AGROTOXICO | ko) %R (%CV) Faixa”) %R (%CV)
(ng/mL) (ng/mL)

Lindano 05a35 101,1(632) | 300a368 1014 (6,15)
Aldrin 05a35 1080(102) | 120a368  1034(7,19)
DDE N.A. N.A. 3002368  94,70(132)
Dieldrin 05a35 1031(388) | 120a368 9901 (5.21)
TDE 05a35 1004(897) | 300a368  92,05(108)
Mirex 10a35 9873(108) | 940a368  107,9(106)

(*) = Faixa de concentracap da fortificacao extraida da curva
N.A. = ndo andisado

As recuperacdes obtidas foram de 100,4 a 108,0 % para a agua e de 92,05 a
107,9 % para a alface. Os valores de CV foram satisfatorios para as concentragtes
analisadas e ndo superiores a 11,0 %.

De acordo com a ANVISA (Resolugdo, RDC n.44, de 10/05/2000) a
recuperacdo para andlise de tracos deve permanecer na faixa de 70 a 120 % (BRASIL,
2004). As recuperacfes obtidas neste experimento estdo dentro da faixa considerada
satisfatéria para andise de tracos, estando préximo aos 100 %. Para manutencdo de
tais valores, Boyd-Boland e colaboradores (1996) sugerem que as quantificagoes de
matrizes complexas sejam realizadas com curvas de adi¢cdo padréo.

Aguilar e colaboradores encontraram as seguintes recuperagdes para 0 método
MEFS-ID/CGAR/DCE em amostras de agua: 100,8 % (CV = 15 %) para o Lindano;
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75,7 % (CV = 26,0 %) para o Aldrin; 103,8 % (CV = 23 %) para o DDE; 104,2 %
(CV =24 %) parao Dieldrin € 113,6 % (CV = 23 %) para 0 TDE. Estes resultados véo
de encontro ao obtido aqui neste experimento.

3.1.5 CONCLUSOES SOBRE OS PARAMETROS DE VALIDACAO

1. Com a vadidacdo, foi possivel verificar que este método apresenta
desenvolvimento bem sucedido baseado na técnica MEFS para andlise de
pesticidas organoclorados em amostras de &gua e alface.

2. O méodo livre de solvente, mostra boa precisdo, linearidade e limites de
deteccdo ao nivel de décimos de ng/mL, sendo altamente recomendado para
determinacdo de rotina de pesticidas organoclorados em amostras de aface e de
agua com baixas concentragdes, com as seguintes vantagens.

- pegueno volume de amostra.
- smplicidade de extracéo.
- baixo custo.
-capacidade de automacao.

3.2 ANALISE DE DIFERENTES AMOSTRAS DE AGUA E DE ALFACE
COLETADAS PARA ANALISE — IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO
PELO METODO MEFS

O método otimizado para a MEFS-ID foi aplicado com sucesso na pesquisa de
AOC em agua e em aface como foi indicado pelos resultados da validagéo (item
anterior) e também na quantificacdo de quatro amostras de alface, de cultivo no
sistema convencional e organico, como sera verificado a seguir.

Este item esta relacionado com a aplicacdo do método proposto otimizado e
validado em amostras de &gua e adface coletadas para andlise de agrotoxicos
organoclorados.

As principais condic¢des otimizadas de andlise estdo na Tabela 14.

A obtencéo e a preparacéo das amostras estédo descritas nos itens 2.2.3.1.2 e
2.2.3.2.2 deste capitulo.

321 ETAPA INICIAL

Esta etapa consiste de andlise qualitativa através de avaliagdo do perfil
cromatogréafico apés extracao por MEFS-ID/CGAR/DCE
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a. Amostras de dgua coletadas

Cada uma das quatro amostras de &gua coletada em residéncias foi submetida a
MEFS. A etapa de extracdo foi realizada trés vezes em cada amostra para a verificagdo
da presenca de agrotéxicos.

Em nenhum dos 12 cromatogramas (N=3, para cada amostra) houve deteccdo
de picos relacionados com o agrotdxico estudado.

Para aumentar a sensibilidade da andlise deixou-se mais 10 minutos do tempo
otimizado (agora 30 min) para assegurar o resultado qualitativo, repetindo-se a mesma
conclusdo acima: ndo houve deteccdo de nenhum agrotoxico.

A Figura 27 ilustra, como exemplo, um cromatograma de uma das amostras de
agua col etadas apos andlise.

1
0.0 7,0 14,0 21,0 28,0

Tempo (min)

Figura 27 Cromatograma obtido a partir da MEFS-ID/CGAR/DCE em amostra de agua de
torneira ndo fortificada t=: = 20 min sob agitagdo a 1.200 rpm; t, = 120s (250°C)

Como pode ser observado na Figura 27, nenhum pico relacionado com 0s
agrotoxicos estudados foi detectado na amostra de agua analisada. O mesmo ocorreu
com as outras trés amostras de agua.

Com este estudo, foi possivel verificar que nas amostras de &guas de consumo
analisadas, nenhum dos agrotoxicos estudados foi detectado, provavelmente por ndo
estarem presentes ou devido as suas concentragdes estarem abaixo dos limites de
deteccdo do método (décimos de ng/mL).

b. Amostras de alfaces coletadas (Sao José do Vae do Rio Preto)

As quatro amostras de alface, coletadas em areas de plantio intenso, foram
submetida a extragdo por MEFS. A etapa de extracdo (N=3) foi realizada no extrato
aquoso de em cada amostra para a verificagcdo da presenca de agrotoxicos.
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As quatro amostras apresentaram um cromatograma parecido com um pico em
tempo de retencdo (em média 20,80 min) entre o tempo de retencdo de dois dos
agrotoxicos organoclorados estudados, DDE e Dieldrin. Para fins ilustrativos, o
cromatograma de uma das amostras de alface de cultivo orgéanico (amostra O1) pode
ser observado na Figura 28 o surgimento de um pico, cujo tempo de retencéo (20,77
min).

L2077
ELU 7, 21 0 28.0

Tempo (min})

Figura 28 Cromatograma obtido a partir da MEFS-ID/CGAR/DCE em amostra de
aface ndo fortificada te = 20 min, sob agitacéo a 1.200 rpm; tp = 120s (250°C)

3.2.2 ETAPA DE IDENTIFICACAO DO ANALITO DETECTADO NAS
AMOSTRASDE ALFACES COLETADAS (S0 José do Vale do Rio Preto)

Nesta etapa foram realizadas duas fortificagcbes no extrato aquoso das amostras
de alface: uma com solugdo padréo de Dieldrin em concentragdo final de 1 ng/mL e ou
tra com DDE em concentracdo final de 1 ng/mL. Entdo, foi realizada nova extragéo
por MEFS. Entretanto, no cromatograma obtido com o extrato fortificado com Diledrin
foi observado o surgimento do pico do Dieldrin ao lado do pico suspeito (Figura 29).

3.587
-
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Figura 29 Cromatograma obtido a partir da MEFS-ID/CGAR/DCE em amostra de alface
fortificada com Dieldrin a1 ng/mL (tz = 21,38 min) t= = 20 min, sob agitacdo a 1.200 rpm; tp
= 120s (250°C)
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Porém, no cromatograma obtido com o extrato fortificado com DDE (Figura
30) foi observado um aumento na &rea do pico do agrotoxico organoclorado.
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Figura 30 Cromatograma obtido a partir da MEFS-ID/CGAR/DCE em amostra de alface
fortificada com DDE a 0,1 ng/mL tz = 20 min, sob agitacdo a 1.200 rpm; t, = 120s (250°C

Comparando os cromatogramas das Figuras 28 e 30 (obtidos com a mesma
amostra sem e com fortificacdo, respectivamente) pode ser observado que o pico do
DDE aumentou com a fortificagdo, identificando-se assim o DDE como o agrotoxico
organoclorado presente nas amostras de alface.

Também foi realizada com injecéo do extrato organico, das quatro amostras de
aface, em CGAR com detector de espectrometria de massas (DEM), comparando-se
os tempos de retencdo e os espectros de massas obtidos com a amostra e com uma
solucdo padrédo de DDE nas mesmas condigoes. Esta andlise foi realizada pelo
laboratorio de 6leos essenciais da Embrapa.

Ap6s confirmagdo da identificagdo do DDE nas 4 amostras de alface, as
guantificagdes foram realizadas.

3.23 QUANTIFICACAO DO DDE E TESTE DE RECUPERACAO NAS
AMOSTRASDE ALFACES COLETADAS (S0 José do Vale do Rio Preto)

Determinados componentes da matriz costumam competir com a a fibra na
retencdo do analito, diminuindo a extracdo. Isto, geralmente, tem efeito de reduzir a
recuperacdo e elevar o limite de deteccdo da andlise por MEFS. Por isso as amostras de
alface foram analisadas por adi¢éo padréo.

A) QUANTIFICACAO DO DDE

Para a quantificacdo de DDE, foi utilizado o método de adicdo padréo no
extrato aquoso de cada amostra. Cada extracéo por MEFS (N=3) apds cada adicdo de
massa, foi realizada sempre no mesmo frasco de extragcdo, do mesmo modo que foi
realizado o estudo de linearidade, anteriormente apresentado.
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A adicdo foi realizada com aiquotas de solugdo padrdo de DDE em
concentracdes finais de 3,0 ; 6,0 e 10 ng/mL no extrato aquoso e a curva de adicdo
padréo determinada para o DDE para cada amostra encontra se na Tabela 20.

Tabela 20 Curva de adicdo padréo de DDE nas amostras de alface analisadas por
MEFS-ID/CGAR/DCE

AMOSTRASDE ALFACE " Curva
o1 y = 7,05 E06 x+ 1,35 EQ7
02 y = 8,52 E06 x+ 5,08 EO7
C1 y = 6,34 E06 x+ 3,81 EO7
C2 y = 4,32 E06 x+ 7,54 EQ7

(*) As amosiras O1 e O2 foram obtidas de cultivo organico

Com este método foi possivel minimizar o efeito da matriz e tornar possivel a
deteccdo do DDE mesmo em baixas concertragdes. Os resultados obtidos sobre a
guantidade de DDE nas quatro amostras estdo apresentados na Tabela 20-A, com seus
respectivos coeficientes de variacao.

Tabela 20-A Concentracdo de DDE nas amostras de alface analisadas por MEFS-
ID/CGAR/DCE (N=3) e respectivos coeficientes de variacéo (CV %)

AMOSTRASDE ALFACE " DDE
ng/d (CV%)
o1 29 (11,8)
02 102 (15,8)
C1 92 (135)
C2 262 (125

(*) Asamosiras O1 e O2 foram obtidas de cultivo organico
(**) Em ppm, tem-se para cada amostra 0,29; 0,10; 0,09 e 0,26 ppm (Lg/Q)

Na Tabela 20-A pode ser observado que o teor de DDE nas amostras variou de
29 a 262 ng/g. Nas amostras O1 e O2 ndo se esperava encontrar contaminacdo com
agrotoxicos, uma vez gue o seu cultivo foi organico. Isto indica que aregido onde estas
amostras foram cultivadas ndo estava isenta deste agrotdxico.

Estes resultados séo importantes, pois direciona e incentiva a pesquisa sobre
residuos de agrotoxicos em alimentos que até entdo eram negativos, pois ndo eram
detectados por outros métodos.
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Os coeficientes de variacéo foram na faixa de 11,8 a 15,8%. Estes resultados
s80 considerados satisfatorios para andlise de tragos. Vae lembrar, que associado a
este resultado a MEFS foi realizada em solugbes aguosas contendo a amostra cuja
preparacdo constou de procedimentos praticos e livres de solventes, com diluicdo com
aguade 1:50.

Além do mais, em pouco tempo foi possivel analisar, como screening, varias
amostras por MEFS com objetivo de obter cromatogramas que auxiliassem no
delineamento das proximas etapas. A deteccdo (ou ndo) de picos suspeitos de serem 0s
de interesse e com uma certa no¢do da concentragdo dos mesmos, sdo informagdes que
a MEFS ofereceu com uma certa rapidez, facilitando a investigacéo.

B) RECUPERAC}AO DO DDE NAS AMOSTRAS DE ALFACE COLETADAS
(Séo Jose do Vale do Rio Preto)

Também foram realizados testes de recuperacdo nas amostras de alfaces apos
fortificagdo com 45; 93 e 133 ng de DDE/g de alface.

Neste item para a determinagdo da recuperacdo do método foi considerada a
fase da homogeneizacéo, assim, as adi¢des foram realizadas nas amostras logo apds a
pesagem, para depois seguir o processo de homogeneizacdo e diluicdo (1:50). Cada
amostra foi pesada 3 vezes (uma para cada fortificagdo) depois homogeneizada diluida
e filtrada de onde foram retirados 15,00 mL de extrato aquoso para as extragdes por
MEFS (N=3), ocorrendo entdo um total de nove medidas de MEFS (03 para cada

fortificacao).

As médias das percentagers de recuperacéo e 0s respectivos coeficientes de
variacdo (%CV) de cada amostra de alface (obtidos com os 3 niveis de fortificacdo e
em triplicata), apds andlise por MEFS-1D/CGAR/DCE séo apresentados na Tabela 21.

Os resultados dos testes de recuperacdo, acompanhados dos respectivos
coeficientes de variagdo, apresentados na Tabela 21 indicam que o método proposto,
pode ser usado com eficiéncia na quantificagdo desta classe de organoclorados em
amostras de alface.

As médias obtidas para a recuperacdo do nmétodo proposto ficaram dentro da
faixade 70 a120 %, aceitavel paraandlise de tracos (BRASIL, 2004).

Mais uma vez ficou constatado que o método MEFS-ID/CGAR/DCE para
andlise de DDE em amostras de alface obtém recuperacdes de 94 % em média, com
coeficiente de variacdo médio de 14 %.
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Tabela 21 Média das percentagens de recuperacdo de DDE em amostras de alfaces
fortificadas, obtidas a partir das 3 fortificacOes, pelos métodos de extracdo MEFS e
respectivos coeficientes de variagéo (%CV) (N = 3)

AMOSTRAS DE ALFACE ) R(%)  CV (%)
o1 95,80 10,1
02 9307 165
C1 9317 149
c2 9314 135

(*) Asamosiras O1 e O2 foram obtidas de cultivo organico

3.3 ANALISE DE DDE NAS AMOSTRAS DE ALFACE COLETADAS (S3o Jose
Do Vae Do Rio Preto) PELO METODO CONVENCIONAL (ELL)

Um método de extracdo convencional ELL, foi usado para determinar também
o teor de DDE nas mesmas 4 amostras de alface anteriormente analisadas, para efeitos
comparativos. O método escolhido foi adotado como oficial na Holanda (HOLANDA,
1996).

Além da quantificagdo, foram realizados testes para a validacdo dos resultados
obtidos por este método, como determinacdo da linearidade, precisdo, limites de
deteccdo e recuperacao dos analitos.

3.3.1 ETAPA DA EXTRACAO DO METODO CONVENCIONAL ELL

As extracbes por ELL nas 04 amostras coletadas (S&o José do Vae do Rio
Preto) para andlise foram realizadas conforme procedimento descrito em material e
métodos (item 2.2.4 deste Capitul 0).

Foi um procedimento de extragdo relativamente simples em relacdo aos outros
convencionais disponives, porém, mais laborioso e demorado do que o realizado por
MEFS. Neste procedimento, a etapa de evaporacdo do solvente foi realizada atraves da
aplicagéo de N, em capela. Nesta etapa por maior cuidado que se tenha, o odor do
solvente hexano € sentido.

Dentre os varios métodos ELL existentes, este foi o escolhido por ser o
congtituido de menor nimero de etapas, menor consumo de solvente e ndo utilizar
aguecimento para evaporacdo de solvente.

Apds extragdo e concentracdo uma aliquota de 1,8 pL do extrato orgénico foi
injetada. As condigdes cromatogréficas foram idénticas a MEFS com excegcdo do
splitlessque foi de 0,8 min, enquanto que em MEFS foi de 2 min.

Como o ocorrido na MEFS, as quatro amostras de alface analisadas por este
método também detectou a presenca de pico com tempo de retencéo semel hante.
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No cromatograma apresentado na Figura 31 pode ser observado que, apos
procedimento ELL e andlise por CGAR/DCE, que o pico de DDE também foi
detectado no extrato organico de aface (O1).
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Figura 31 Cromatograma obtido a partir da ELL/CGAR/DCE em amostra de aface ndo
fortificada

Como ocorreu com a andlise por MEFS, um pico suspeito de & = 20,74
minutos surgiu, o que conduziu a etapa de confirmag&o como descrito a seguir.

3.3.2 ETAPA QUALITATIVA POR ELL — CONFIRMACAO DA PRESENCA
DE DDE NAS ALFACES (Séo José do Vale do Rio Preto)

Esta etapa teve como procedimento inicial a co-injegdes para confirmar o
surgimento do pico de Dieldrin, adjacente ao DDE.

O procedimento de co-injecdo foi redlizado com adicdo de uma peguena
aliquota de solugdo padrdo de Dieldrin no extrato organico antes de injetélo
novamente, sem fins quantitativos.Este procedimento foi realizado com todas as quatro
amostras de alface.

A co-injecao resultou em surgimento de pico adjacente, confirmando o que foi
observado na andlise por MEFS.

Um dos cromatogramas obtidos pode ser observado na Figura 32.
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Figura 32 Cromatograma do extrato de alface obtido por ELL, apds co-injecdo com
Diddrin (tr = 21, 31 min) e andlise por CGAR/DCE, indicando a presenca de DDE
(tr = 20,74 min) como contaminante
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Mais uma vez, entéo, ficou confirmado que o Dieldrin ndo estava presente em
nenhuma das 4 amostras analisadas.

Uma nova co-injecdo, agora, com DDE foi redlizada. ApOs co-injecdo com
DDE o pico foi aumentado. Este procedimento teve que ser readlizado nas quatro
amostras para confirmagao.

A Figura 33 mostra pico aumentado obtido por co-injecdo do extrato
correspondente a amostra de alface O1.

309

s 275
MMMMM,&M&MMM]LMM
0 140 21,0 280

0,0 L

Tempo (min)

Figura 33 — Cromatograma obtido a partir da ELL/CGAR/DCE em amostra de aface
fortificada com DDE

Comparando o cromatogramas das Figuras 31 e 33, obtidos com o extrato
organico da mesma amostra O1 (sem e com co-injegdo de DDE, respectivamente) pode
ser observado que o pico de DDE na Figura 33 aumentou com a co- injegéo.

Mais uma vez ficou constatado que o DDE estava presente nas amostras de
aface.

333 PARAMETROS _QUANTITATIVOS DO _ METODO CELL -
LINEARIDADE, PRECISAO E LIMITE DE DETECCAO PARA ANALISE DE
DDE EM ALFACE

A partir do momento que se confirmou somente a presenca do DDE, uma curva
de adicdo padrdo para determinacdo da linearidade do método convencional ELL foi
construida, mas esta etapa foi realizada somente em uma amostra, a de aface isenta de
DDE (Ponta Negra)

O melhor procedimento para a construgdo da curva foi estudado, pois o método
ndo descrevia a sua realizacéo.

Apds aguns testes, estabel eceurse a construcdo da curva através da andlise dos
extratos apos adicao de solucdo padréo de DDE na penultima etapa da extracdo ELL,
como descrito a seguir.
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Do mesmo bal&o volumétrico, foram separadas varias aliquotas de 1,00 mL do
extrato organico paras pequenos frascos. Em seguida, em cada um destes frascos
acrescentourse uma quantidade de solugdo padréo de DDE e evaporouse todo o
solvente por passagem de nitrogénio. Apos a evaporacao foram adicionados 1,0 mL de
hexano. As adic¢des finalizaram em concentracfes de DDE de 3,0; 5,0; 10,0; 20,0; 35,0
ng/mL. AsinjegOes de 1,8 pL foram realizadas em triplicata.

A equacdo daretaobtidafoi y = 3,91 E4 x + 5,40 E4 e o respectivo coeficiente
de correlacdo foi r = 0,9986.

A precisdo do método convencional ELL foi determinada por medidas, mm
sete repeticdes das injegdes, do extrato de aface fortificado (como descrito acima) a
3,0 ng/mL e a 10 ng/mL, obtendo-se os valores de 20,0 e 10,4%, respectivamente.

Os resultados obtidos para a precisdo pela extracdo convencional ELL
confirmam o esperado para um método oficial.

3.3.4 QUANTIFICACAO DE DDE E TESTE DE RECUPERACAO POR ELL
NASAMOSTRASDE ALFACES

A) QUANTIFICACAO DO DDE, POR ELL, NAS AMOSTRAS DE
ALFACES (S8o José do Vae do Rio Preto)

O método de adicdo padréo foi utilizado para determinacdo da quantidade de
DDE, nas quatro amostras de alfaces coletadas para andlise, utilizando a técnica de
extracdo convencional ELL. Neste processo poderia ter sido usada uma curva de
calibrac&o interna ou externa, mas optou-se pelo método de adicédo padréo devido a sua
praticidade e para maior aproximacdo dos procedimentos realizados para a extragdo
por MEFS.

Foram quatro curvas construidas, uma para cada amostra, seguindo 0s mesmos
procedimentos para linearidade, com concentracdo de DDE adicionada de 5 ; 10 e
15 ng/mL, com medidas (injegdes) em triplicata. Cada ponto da curva representou a
média das &reas nas respectivas concentracoes.

Na Tabela 22, sdo apresentados estes valores com seus respectivos coeficientes
de variacéo.

Os niveis encontrados de DDE nas amostras de alface foram na faixa de 25 a
240 ng DDE/g de alface (Tabela 22) e sdo semelhantes aos resultados encontrados
com o método MEFS.
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Tabela 22 Concentragéo de DDE nas amostras de aface analisadas por ELL (N=3) e
respectivos coeficientes de variacéo (%CV)

AMOSTRASDE ALFACE " DDE
(ng/g) (CV %)
o1 25 (12,0)
02 93 (106)
C1 91 (12,6)
C2 240 (15,8)

(*) as amosiras O1 e O2 foram obtidas de CUItivo organico

B) RECUPERACAO DO METODO ELL NA ANALISE DE DDE NAS
AMOSTRAS DE ALFACE (S0 José do Vale do Rio Preto)

Para os testes de recuperacéo, cada amostra de alface foi fortificadacom 45; 93
e 133 ng/g de DDE. Aqui, afortificagdo foi realizada na amostra ap0os pesagem.

A média das percentagens de recuperacdo das 3 fortificaces, em cada amostra
(e os respectivos coeficientes de variagdo — CV%), obtidas pelo método de extracdo
ELL, sdo apresentados, também, na Tabela 23.

Tabela 23 Média das percentagens de recuperacdo de DDE em amostras de alfaces
fortificadas, obtidas a partir das 3 fortificaces, pelos métodos de extracdo ELL e
respectivos coeficientes de variacéo (CV%) (N = 3)

AMOSTRASDE ALFACE (") %R  CV(%)
o1 98 10,8
02 95 9,81
C1 92 13,8
C2 92 16,6

(*) as amostras O1 e O2 foram obtidas de cUltivo organico
Como era de se esperar para um método oficial, a recuperacdo do método ELL
ficou dentro dafaixa de 70 a 120 %, aceitavel para analise de tracos (BRASIL, 2004).
3.4 COMPARACAO ENTRE AS TECNICAS DE EXTRACAO MEFSE ELL
PARA MATRIZ ALFACE

34.1 COMPARACAO ENTRE AS QUANTIFICACOES DO DDE NAS
AMOSTRASDE ALFACE (S&o0 José do Vae do Rio Preto)
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As concentragdes dos residuos de DDE e seus respectivos coeficientes de
variacdo, encontrados nas 4 amostras de aface, analisadas pelos dois métodos:
ELL/CGAR/ECD e MEFS-ID/CGAR/ECD estéo apresentadas na Tabela 24.

Com os dados das concentracdes (tabela 24) foi realizada uma regressdo. Deste
modo considerando os valores das concentragdes obtidas por MEFS como varidveis
“y” e os da extragdo ELL como “x“ obteve-se: MEFS = - 0,728 (£2,72) + 1,09 (£
0,22) ELL e para esta equacdo obteve-ser = 0,9994 e r* = 0,9988. A regresso linear
observada entre os dois métodos foi tal que se observa que a correlacdo entre os dois
métodos € cerca de 1 (correlacdo méxima), o que indica a um nivel de 95% de
confianga que os métodos ndo diferem entre .

Tabela 24 Comparacdo entre os valores médios dos teores (N=3) de DDE em alface
obtidos pelos métodos de extracdo por MEFS e ELL

AMOSTRAS DE ALFACE MEFS eLL
ng/g %CV ng/lg %CV
o1 29 11,8 25 12,0
02 102 15,8 93 10,6
C1 92 13,5 91 12,6
Cc2 262 12,5 240 15,8

(*) As amostras O1 e O2 foram obtidas de CUItiVO organico

Isto indica que o método proposto pode ser uma aternativa para andlise deste
agrotoxico em amostras de aface.

Como esta técnica de extracdo foi adotada como oficial (HOLANDA, 1996) e
como produziu resultados que ndo sdo significativamente diferentes dos obtidos pela
técnica da MEFS, confirma-se mais uma vez que esta Ultima técnica pode ser usada
para quantificacdo, podendo até mesmo ser adotada como oficidl.

3.4.2 COMPARACAO ENTRE AS RECUPERACOES PARA ANALISE DE
DDE EM ALFACE

As percentagens de recuperacdo obtidas nas mesmas condi¢des para os dois
métodos, ELL e MEFS, para cada amostra (e os respectivos coeficientes de variagéo -
%CV), sdo apresentados na Tabela 25.

Comparando as meédias das recuperacdes e respectivos coeficientes de variagao,
obtidas pelos dois métodos, verifica-se que os resultados foram semelhantes, ndo
ocorrendo diferencas significativas. Vae lembrar, que 0 método proposto, entre outras
vantagens, € mais pratico do que o método ELL além de ndo consumir solvente.
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Com estes resultados, fica mais evidente que a andlise por MEFS pode ser
reaizada com sucesso, com resultados proximos ao proposto pelo método
convencional.

Tabela 25 Valores médios das recuperactes de DDE em amostras de dfaces fortificadas,
obtidos a partir das 3 fortificagdes, pelos métodos de extracdo por MEFS e ELL e respectivos
coeficientes de variagdo (%CV)

AMOSTRAS DE ALFACE MEFS ELL
%R %CV %R %CV
o1 9% (10,1) 97 (10,8)
02 93 (165 95 (9,81)
c1 93 (14,9) 92 (138)
c2 93, (135) 92 (16,6)
(*) Asamosiras O1 e O2 foram obtidas de cultivo organico

343 COM PAR~A(;AO ENTRE LINEARIDADE, PRECISAO E LIMITE DE
DETECCAO NA ANALISE DE DDE EM ALFACE, POR MFESE ELL

Os valores médios de linearidade, precisdo e limites de deteccdo, obtidos para
os dois métodos propostos para analise de DDE, em amostras de alface fortificadas,
s80 apresentados na Tabela 26.

Tabela 26 Comparacdo de linearidade, preciséo e limite de deteccdo (L.D.) entre os
métodos MEFS e ELL aplicado na determinagdo de DDE em aface

, EQUACAO
METODO CV (%) YQ_ axib r L.D.

ELL 200%®  y=391E04x+540E04 09986 1,13 ng/mL®

MEFSID  928%® y=514E06x —273E06 0991 0,091 ngmL®

(@ e (D) dface fortificadaa 0,5 ng/mL (N = 7)
y = &rea; a= coeficiente angular; x= concentracdo em ng/mL; b = coeficiente linear

O L.D. obtido com o método MEFS é dez vezes menor que com o método ELL
(Tabela 26), tem maior sensibilidade (coeficiente angular) e precisdo (%CV), aém de



163

ter as seguintes vantagens. a extracdo foi mais rgpida (20 minutos contra 60 minutos),
n&o necessitou de uso de solvente e manipulouse menor quantidade de vidrarias o que
€ muito importante para analise de rotina de residuos de agrotoxicos, considerando que
para isto existe a necessidade de métodos alternativos que sgjam mais rapidos e téo ou
mais sensiveis que 0 método de extracdo convencional ELL.

A presenca de DDE como contaminante pode estar relacionada com a aplicacéo
de DDT em vez do proprio DDE, pois o DDT foi utilizado mundialmente em larga
escala até 1985, quando o0 seu uso foi proibido no Brasil. Segundo Yokomizo e
colaboradores (1986) h& insetos que desenvolveram resisténcia ao DDT e sdo capazes
de converté-lo em DDE através de processos enziméticos. Os resultados obtidos
refletem que a existéncia de agrotoxicos organoclorados no ambiente pode ser devido
ao transporte na atmosfera sem degradacdo significativa., como ocorreu em amostras
de neve e gelo do artico Canadense, entre maio de 1993 e 1994, que apresentaram
concentracdes de Dieldrin, Aldrin, Lindano e outros agrotoxicos (BOY — BOLAND et
al, 1996).
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4 CONCLUSOES

A validacdo do método MEFS proposto (MEFS-ID/CGAR/DCE) indicou que
as condicdes de extragdo, dessor¢do e cromatogréficas de andise para
determinacdo de agrotoxicos organoclorados em amostras de agua e aface
foram otimizadas com sucesso.

O método mostrou-se adequado para determinar os pesticidas (organoclorados)
estudados em &guas em concentragdes médias de 0,50 a 3,5 mg/mL (faixa
validada na solugdo-amostra), cujo teste de recuperagdo apresentou um
resultado de 98,7 a 108 %.

O méodo mostrouse também adequado para determinar os pesticidas
(organoclorados) estudados em alfaces em concentragdes médias de 1,20 a
36,8 mg/mL (faixa validada na solucéo-amostra), com recuperaces também
apropriadas de 92,0 a111 %.

A diluicdo 1:50 com é&gua, para a matriz aface, mostrou-se adequada para a
aplicacdo do método proposto.

A matriz alface, provavelmente por ser pobre em matéria graxa, ndo indicou
ser um fator adverso a extrag@o por MEFS.

Com excecdo do Mirex, 0 método proposto apresentou coeficientes de variacao
nafaixa de 1,1 a 10% na andlise dos agrotéxicos estudados em agua, ede 7,7 a
11% em aface ao nivel de 0,5 e 0,6 ng/mL., respectivamente.

As correlagdes (r) médias obtidas com as curvas (maiores do que 0,995 para
todos os agrotéxicos, ndo incluindo o Mirex) indicam que a adicdo padréo
também € aplicavel paraandlise por MEFS.

Os limites de deteccdo do método, quando aplicado em amostras de &gua,
foram de centésimos de ng/mL para o Lindano, Aldrin e Dieldrin e décimos de
ng/mL para o TDE e Mirex, indicando ser aplicavel na andlise de residuos em
agua.

A andlise do Lindano, Aldrin, DDE, Dieldrin e do Mirex em amostras de
afaces podem ser realizadas por MEFS com sucesso em concentracoes
minimas de décimos de mg/mL.

Comparacfes entre os métodos, indicaram que o limite de deteccéo para
andise de DDE, usando a técnica MEFS foi dez vezes maior do que usando a
ELL, considerando a fortificacéo de 0,5 ng/mL com precisdes de 9,28 e
20,01%, respectivamente.

As recuperactes obtidas pelos dois métodos na andlise de DDE na aface em
concentragoes de 45, 93 e 133 ng DDE/g aface ndo foram significativamente
diferentesentre si.

A quantificacdo do DDE nas amostras de alface pelos métodos ELL e MEFS
conduziu a resultados que ndo se diferenciaram significativamente, indicando
contaminagdes por este agrotdxico organoclorado de 24,7 a 262 ng/mL.
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CONCLUSAO

A metodologia que utiliza a micro-extracdo em fase sdlida (MFES) para
determinacdo dos agrotéxicos (Lindano, Aldrin, DDE, Dieldrin, TDE e Mirex) em
amostras de agua e alface por cromatografia gasosa com detector de captura de
elétrons (CG-DCE) é simples, eficiente e econdmica. Outras vantagens do método séo:
pode ser aplicado a pequenos volumes de amostra (em torno de 1,0 mL), ndo necessita
de uso de solventes e para analise multi-residuo ndo ha necessidade de modificar a
forca ibnica ou o pH da matriz. Uma fibra ética revestida com polimetilsiloxano
(PDMYS) com espessura de nm foi utilizada como fase extratora para a extragdo por
MEFS. ApoOs contato entre a fibra e a solucdo, os analitos sdo adsorvidos e
simultaneamente concentrados, sem a necessidade de calor.

Os diferentes parametros (tempo de extracdo, tempo de dessorcdo, efeito da
agitacdo, da forca idnica, e do pH) que controlam a extracdo foram estudados. A
metodol ogia desenvolvida tem um limite de deteccéo na faixa de 100 a 300 ppt e de 90
a 550 ppt para a agua e alface, respectivamente. A linear de trabalho foi de 0,5 a 3,5
ng/mL para a agua e de 0,6 a 37 n/mLpara a alface. A precisdo do método, entre 1 —
1 0%, foi obtido de sete determinacBes independentes da mesma amostra de agua
contendo 0,5 ng/mL e de 8 — 11 % foi obtido de sete determinagdes independentes da
mesma amostra de alface contendo 0,6 ng/mL. A percentagem de recuperacdo, entre
100 - 108 % para a agua e 92 — 108 % para a alface com um coeficiente de variacéo
médio em torno de 11 %. Apds otimizagdo, o método foi aplicado na avaliacéo de
agrotoxicos clorados em amostras ambientais reais, agua canalizada e alface de plantio
convencional e organico, da Regido de Sdo José do Rio Preto. Apds screening, foi
encontrado DDE nas quatro amostras de alface, na faixa entre 29- 262 ng/g, com %
CV médio de 13 %. A exatiddo da quantificacdo de DDE nas amostras de alface foi
testada pela percentagem de recuperacéo e comparacdo com um método oficia para
determinagdo de agrotdxicos, obtendo-se uma recuperacéo entre 93- 96 % com %CV
médio de 14 %. Pela extracdo ELL (oficial) foi encontrado um valor de para o DDE
nas quatro amostras de aface na faixa de 25 — 240 ng/g, com %CV médio de 14 %, e
recuperacao entre 92 — 98 %, com CV médio de 12 %. Comparando os dois métodos
através da regresséo linear, observa-se que eles ndo diferem estatisticamente entre s, a
um nivel da confianca de 95 %.

A presenca de DDE como contaminante pode estar relacionada com a aplicacéo
de DDT em vez do proprio DDE, pois o DDT foi utilizado mundialmente em larga
escala até 1985, quando o seu uso foi proibido no Brasil. O resultado obtido para as
amostras de adface é indicativo de persisténcia ambienta de agrotdxicos
organoclorados.



