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RESUMO

A disponibilidade de agua potivel e segura ¢ um direito e uma condi¢do
indispensavel para vida, garantidos pela Constituicio Federal e pelo Sistema Unico de
Satde (SUS). Em sua tabela 3, a Portaria 518/2004 - MS apresenta o padrio de
potabilidade para substancias quimicas que representam risco a saude e estabelece os
valores maximos permitidos (VMP) em 4gua para consumo humano para uma série de
agrotoxicos, em sua maioria substincias organocloradas. No entanto, somente a agua
distribuida pela rede geral de abastecimento tem a sua qualidade avaliada através do
monitoramento realizado pelas companhias distribuidoras em seus laboratorios. O
monitoramento da dgua das solucdes alternativas apresenta uma dificuldade peculiar, pois
muitas vezes ndo ha um responsavel ao qual possa ser formalmente imputado o controle da
qualidade da agua fornecida. No sentido de atender a necessidade de monitoramento da
agua das solugdes alternativas, o objetivo principal deste trabalho foi a validagdo e a
implementa¢dao de um método para analise de agrotoxicos organoclorados em agua potavel
no Laboratorio Central Noel Nutels/Rio de Janeiro visando o menor custo, menor tempo de
execucdo, € menor geracao de residuos.

O método escolhido foi a microextracdo liquido-liquido dispersiva (MELLD), onde
uma mistura de solvente de extracdo, mais denso e imiscivel no meio aquoso, com um
solvente de dispersdo miscivel em ambos, ¢ rapidamente injetada na amostra aquosa por
meio de uma seringa. A andlise instrumental foi efetuada por cromatografia a gas com
detecgdo por captura de elétrons. O método foi validado para 12 agrotoxicos sendo: 4,4°-
DDT, 2,4’-DDT, alfa-endossulfam, beta-endossulfam, alfa-HCH, beta-HCH, gama-HCH,
delta-HCH, endrin, hexaclorobenzeno, metoxicloro e trifuralina. Os parametros de
validagdo verificados encontraram-se todos dentro das faixas exigidas pelas normas em
vigor. O teste com duas misturas de solvente de extragdo revelou que a mistura
tetracloroetileno/acetona apresentou os melhores resultados em comparacdo com a de
clorobenzeno/acetona.

A andlise de 10 amostras de agua provenientes de solugdes alternativas de
abastecimento espalhadas pelo municipio de Sao José do Vale do Rio Preto/RJ mostrou que
nao ha contaminagdo pelos agrotdxicos estudados, sendo todos os valores obtidos abaixo do

limite de quantificacgdo.
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ABSTRACT

The availability of safe drinking water is a right and a prerequisite for life,
guaranteed by the Constitution and the Unified Health System. In its table 3, the Ministry
of Health ordinance n° 518/2004 presents the drinking water standards for chemicals that
pose risk to health and sets the maximum contaminant level in water for human
consumption to a number os pesticides, most of them organochlorinated substances.
However, only the water distributed by the public supply network has its quality assessed
by monitoring conducted in distributing companies’ laboratories. Monitoring the water
from alternative sources presents a peculiar difficulty, because often there is no controller
who could be formally responsible for the quality of the water being supplied. In order to
meet the need for monitoring the water from alternative sources, the main objective of this
study was to validate and to implement a method for analysis of organochlorine pesticides
in drinking water at Noel Nutels Central Laboratory / Rio de Janeiro aiming the lower cost,
lower execution time, and less waste generation.

The chosen method was the dispersive liquid-liquid microextraction (DLLME),
where a mixture of an extraction solvent, more dense and immiscible in water, with a
dispersion solvent, miscible in both, is rapidly injected in the aqueous sample through a
syringe. The instrumental analysis was performed by gas chromatography with electron-
capture detection. The method was validated for 12 pesticides: 4,4’DDT, 2,4'DDT, alpha-
endosulfan, beta-endosulfan, alpha-HCH, beta-HCH, gamma-HCH, delta-HCH, endrin,
hexachlorobenzene, methoxychlor and trifluralin. The validation parameters were all in the
range required by current protocols. The test between two mixtures of extraction solvents
showed that the mixture tetrachlorethylene/acetone provided the best results in comparison
with chlorobenzene/acetone.

The analysis of 10 water samples from alternative supply sources throughout the
municipality of Sdo José¢ do Vale do Rio Preto/RJ showed no contaminations by the

pesticides studied, and all obtained values were below the quantification limits.
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1 Introducao

A disponibilidade de 4gua ¢ uma condi¢do indispensavel para a propria vida e mais
que qualquer outro fator, a qualidade da agua condiciona a qualidade de vida. Para a
Organizacdo Mundial da Saide (OMS) e seus paises membros, “todas as pessoas, em
quaisquer estagios de desenvolvimento e condi¢cdes sdcio-econdmicas t€ém o direito de ter
acesso a um suprimento adequado de dgua potavel e segura”. “Segura”, neste contexto,
refere-se a uma oferta de 4gua que ndo representa um risco significativo a satude, que ¢ de
quantidade suficiente para atender a todas as necessidades domésticas, que estd disponivel
continuamente e que tenha um custo acessivel (OPAS, 2001).

A Constituigdo Federal de 1988 traz em seu texto principios fundamentais e
necessarios para a constru¢do e manutencao de uma sociedade num ambiente em que o
homem viva em condi¢des saudaveis e harmoniosas. Para tanto, dispde em seu artigo 196
que a saude ¢ um direito de todos e dever do Estado, garantido mediante politicas sociais e
econdmicas que visem a reducdo do risco de doenga e de outros agravos, e coloca em seu
artigo 200 o Setor Saude como ator principal da elaboragdo e execugdo destas politicas,
criando através da Lei Federal n° 8.080 de 19 de setembro de 1990 o Sistema Unico de
Satde (SUS). Dentre as atribuicdes do SUS estdo contempladas agdes de saneamento
basico, fiscalizacdo e inspe¢do da agua de consumo humano, e colaboragdo na prote¢ao do
meio ambiente. Como desdobramento das politicas de promog¢ao da saude implementadas
desde a criacao do SUS, no ambito da d4gua de consumo humano temos em ultima instancia
a promulgacdo da Portaria 518 de 25 de marco de 2004 do Ministério da Saude, que
estabelece os procedimentos e responsabilidades relativos ao controle e vigilancia da
qualidade da dgua para consumo humano e seu padrao de potabilidade.

Em sua tabela 3, a Portaria 518/2004 apresenta o padrdo de potabilidade para
substancias quimicas que representam risco a saude e estabelece os valores maximos
permitidos (VMP) em 4dgua para consumo humano para uma série de agrotoxicos, em sua
maioria substancias organocloradas, incluindo e/ou excluindo vérios principios ativos, com
base em informagdes sobre a comercializacao de diversos produtos no Brasil e a permissao
de uso pelo Ministério da Saude. Alguns foram mantidos, apesar de ja banidos e de ndo

serem mais comercializados no pais, em virtude da sua prolongada persisténcia no meio
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ambiente. Todos os VMP adotados coincidem com os recomendados pela OMS (SVS,
2006).

No entanto, somente a dgua distribuida pela rede geral de abastecimento tem a sua
qualidade avaliada através do monitoramento realizado pelas companhias distribuidoras em
seus laboratorios de controle da qualidade. O abastecimento através de solugdes
alternativas, por ser uma realidade em ambito nacional, também tem seu monitoramento
previsto pela legislacdo. Tecnicamente, a Portaria 518 define solugdo alternativa de
abastecimento de 4dgua para consumo humano como “toda modalidade de abastecimento
coletivo de agua distinta do sistema de abastecimento de agua, incluindo, entre outras,
fonte, poco comunitario, distribuicao por veiculo transportador, instalagdes condominiais
horizontal e vertical”. O monitoramento da qualidade da agua das solugdes alternativas
apresenta uma dificuldade peculiar pois, principalmente nos casos das solugdes coletivas,
ndo ha um responsavel pelo abastecimento ao qual possa ser formalmente imputado o
controle da qualidade da agua fornecida. Mesmo nos casos da solugdes alternativas
individuais, o proprietario ou responsavel, normalmente nao dispde das condicdes técnicas
ou conhecimentos necessarios para o efetivo controle da qualidade da 4gua e para a tomada
de agdes corretivas quando necessario. Além disto, mesmo que a qualidade da dgua das
solugoes alternativas ndo possa ser assegurada, o acesso a agua nao pode ser cerceado, pois
mais do que um bem, a dgua ¢ um direito.

Nesse sentido, ¢ primordial a fun¢do do poder publico na fiscalizagdo das atividades
das companhias distribuidoras de 4gua tratada, bem como o cumprimento do seu dever
constitucional de assegurar o acesso a agua segura ¢ de qualidade através do
monitoramento das solugdes alternativas de abastecimento.

A Portaria 1.172 de 15 de junho de 2004 do Ministério da Saude, que regulamenta a
Norma Operacional Basica do SUS 01/96, no que se refere as competéncias da Unido,
Estados, Municipios e Distrito Federal, na area de Vigilancia em Saude preconiza as
responsabilidades das trés esferas de governo nas acdes de monitoramento da qualidade da
dgua para consumo humano, incluindo acdes de coleta e provimento dos exames
laboratoriais. As andlises de residuos de agrotoxicos sdo consideradas andlises de alta
complexidade que ficam a cargo do ente Estadual através dos Laboratorios Centrais de

Satde Publica, os LACENS. Os LACENS sao os Laboratorios de Referéncia Estaduais que



fazem parte do Sistema Nacional de Laboratérios de Satude Publica, instituido pela Portaria
n° 2.031 de 23 de setembro de 2004 do Ministério da Satde, prestam servigos de apoio
diagnostico as trés modalidades de vigilancia que compdem a Vigilancia em Saude
(Sanitaria, Epidemioldgica e Ambiental em Saude), e promovem uma interface de
integracdo entre as mesmas, uma vez que participam ativamente no desenvolvimento de
politicas e agdes de vigilancia no ambito estadual. Deste modo, ¢ correto afirmar que os
LACENS sao unidades integrantes da Rede Nacional de Laboratorios de Vigilancia
Ambiental em Saude, onde dentre suas atividades principais esta incluida a vigilancia da
qualidade da 4gua para consumo humano.

A exemplo dos compéndios da Agéncia Americana de Protecdo Ambiental, existem
varios métodos publicados que sdo utilizados pelos orgdos reguladores governamentais
para a determinacdo de agrotdxicos em diferentes matrizes ambientais. Invariavelmente,
esses métodos baseiam-se em técnicas cromatograficas de separagdo, diferindo uns dos
outros basicamente na forma de tratamento dado as amostras durante a etapa de coleta e
extracdo, e quanto ao tipo de detecgdo utilizada, dependendo das caracteristicas quimicas
das amostras e dos analitos, e dos limites de detec¢do e/ou quantificacdo que se deseja
alcangar (NEMI, 2009).

Especificamente para os organoclorados, sua relevancia para o meio ambiente fez
com que numerosos trabalhos de pesquisa fossem desenvolvidos a fim de se determinar em
nivel de tragos a contaminag¢do em matrizes ambientais. A toxicicidade e ubiqiiidade dessa
classe de substancias torna sua andlise necessdria mesmo quando presente em
concentragdes tdo baixas quanto partes por bilhdo. Além disso, a medida em que se
aumenta o peso molecular, a separacdo entre as substincias de interesse e possiveis
interferentes torna-se cada vez mais dificil, particularmente quando a estrutura quimica dos
interferentes ¢ similar a dos analitos. Por estas razdes e pela necessidade de se levar o
procedimento analitico aos menores limites de detec¢do tecnologicamente disponiveis, a
utilizacdo de técnicas sofisticadas se faz necessaria. A cromatografia a gas com deteccao
por captura de elétrons (CG/DCE) ou acoplada a espectrometria de massas (CG/EM),
associada a etapas de limpeza e pré-concentracao analitica, ¢ a técnica que melhor atende a

estes requisitos (NOLLET, 2006).



Entretanto, restrigdes orgamentarias podem comprometer a adequada vigilancia da
qualidade da agua para consumo humano. Estudo realizado por Bastos (2003) estimou que
para a realizagdo das andlises de todos os parametros estabelecidos pela Portaria 518/2004,
seriam necessarios cerca de R$ 2.745 por amostra (em valores da época). Sendo de R$ 830
o custo por amostra da analise apenas para os agrotoxicos. O mesmo estudo estima ainda
que para capacitar um laboratorio para a execucdao dessas analises, sdo0 necessarios
investimentos de cerca de R$ 656.000, apenas em equipamentos e vidraria, sem levar em
conta estrutura fisica, mao-de-obra, padroes e reagentes.

Além disso, deve-se ter em mente que o proprio laboratério € um agente poluidor e
gerador de residuos. O aumento da consciéncia e da responsabilidade ambiental no mundo,
e o advento da quimica verde, impulssionaram a busca por métodos mais econdmicos e
ecologicamente corretos, trazendo uma tendéncia de diminui¢do dos volumes de produtos
quimicos utilizados no pré-tratamento e andlise das amostras. Segundo os principios
defendidos pela quimica verde de prevenc¢do da geracao de residuos, utilizagdo de solventes
e adjuvantes mais seguros, utilizacdo mais eficiente da energia, € minimizagao do potencial
de acidentes quimicos, a miniaturizacdo dos processos de extracdo tem sido uma resposta
dominante para a questdo ambiental, pois apresenta uma série de vantagens como maior
simplicidade, mais rapidez, menor custo, minimizagdo das etapas de manuseio da amostra,
maior precisdo e maior sensibilidade. Além disso, requer o uso de menores quantidades de
amostra e de reagentes caros e toxicos (NOLLET, 2006; KOEL, 2006).

Nesse sentido, ¢ mister o desenvolvimento de metodologias analiticas com a
sensibilidade adequada e que possam atrelar baixo custo a baixa geracdo de residuos e
preservacao do ambiente, auxiliando o poder publico na efetiva realizacao da vigilancia da

qualidade da 4gua para consumo humano.



2 Objetivos

Baseando-se nas argumentagdes anteriormente expostas e devido a relevancia
social, ambiental e legal da vigilancia da qualidade da &gua para consumo humano no

Estado do Rio de Janeiro, este trabalho tem como objetivo:

1 — Validar e implementar uma metodologia multirresiduo para anélise de agrotoxicos
organoclorados em agua para consumo humano no Laboratério Central Noel Nutels/Rio de

Janeiro, visando o menor custo, menor tempo de execug@o, ¢ menor geracdo de residuos.

2 — Realizar uma avalia¢do preliminar do nivel de contamingdo por organoclorados em

solugdes alternativas de abastecimento na zona rural do Estado do Rio de Janeiro.

3 O Uso dos Agrotéxicos no Brasil e no Estado do Rio de Janeiro

E de conhecimento publico que o Brasil é um pais agro-exportador. Segundo o
Centro de Estudos Avangados em Economia Aplicada da Universidade de Sao Paulo
(CEPEA) e da Confederacdo da Agricultura e Pecudria do Brasil (CNA), em 2007 o
agronegocio foi responsavel por cerca de 23% do produto interno bruto brasileiro (PIB),
superando a marca dos R$ 611 bilhdes. A participagdo do agronegocio no PIB se mantém
acima dos 22% desde 1996. Abordando especificamente a contribuicdo da agricultura, o
valor bruto da produgao ultrapassou em 2007 os R$ 138 bilhdes, obtendo, juntamente com
os insumos agricolas, uma partipacdo no PIB de 2007 cerca de 6,8% e 13,9% maiores do
que em 2006, respectivamente (CNA, 2008). No desempenho apresentado pelos insumos
agricolas, uma grande parcela deve-se ao consumo de adubos, fertilizantes e agrotdxicos.

Dados fornecidos pela Associagcdo Brasileira da industria Quimica (ABIQUIM)
apontam que em 2004 o Brasil consumiu US$ 4,2 bilhdes em agrotoxicos. Considerando-
se, assim, o consumo em dez paises que representam 70% do mercado mundial de
agrotoxicos, o Brasil aparece em 4° lugar no ““ranking” (ANVISA, 2005; 2007). Em 2007,

a induastria do agrotoxico teve um faturamento liquido de US$ 5,4 billhdes, um incremento



de USS 1,2 bilhdes em apenas trés anos, e que por si s6 foi responsavel por cerca de 0,17%
do PIB brasileiro no ano (ABIQUIM, 2008).

A manutengdo deste alto consumo e produtividade sé € possivel gracas ao modelo
de producdo agricola adotado no Brasil marcadamente a partir da década de 60 e que
perdura até os dias de hoje. Conhecido como “Revolugdo Verde” este modelo preconiza
sob a forma de pacotes tecnoldgicos, a priorizagdo do subsidio de créditos agricolas para o
cultivo em grandes extensdes de terra, mecanizacdo da lavoura e, principalmente, a
utilizacdo de fertilizantes quimicos e de formulagdes de agrotoxicos, com vistas a
agricultura de exportacdo, a produgdo de processados para a exportagdo e¢ a diferenciacao
do consumo (MOREIRA, 2000).

Os efeitos da Revolucdo Verde se fez sentir nas principais regides agricolas do pais.
No entanto, no Estado do Rio de Janeiro estes efeitos ndo foram tdo pronunciados.
Comparando-se com a produgdo nacional das principais culturas, a contribui¢do do Estado
do Rio de Janeiro ndo ¢ significativa. Isto provavelmente se deve as suas caracteristicas
histéricas e geograficas. O Estado do Rio de Janeiro ¢ um Estado populoso que abriga
17,32% da populagdo urbana nacional, e uma das duas metropoles globais do pais, além de
integrar o sistema urbano centro-sul, que corresponde ao cinturdo urbano-industrial do
territério nacional e seus prolongamentos (como os sistemas urbanos-regionais de Sao
Paulo, Belo Horizonte, Curitiba e Porto Alegre), caracterizados pela concentragdo da sua
populagdo em cidades, e refletindo, portanto, altos indices de urbaniza¢do e metropolizacao
(Motta e Ajara, 2001). Porém, a pequena extensao territorial do Estado, correspondente a
apenas 0,51% do territorio nacional, é cortada longitudinalmente pelas formagdes rochosas
da Serra do Mar, sendo a estreita faixa restante de planicies costeiras e fluviais, € os vales
formados pela depressao do Rio Paraiba do Sul (Figura 1), divididos entre os aglomerados
populacionais e industriais (IBGE, 2006). Por este motivo, uma das areas de ocupagdo mais
antigas do pais, o Estado do Rio de Janeiro teve o desenvolvimento do seu sistema urbano
marcadamente litoraneo e estreitamente relacionado com o dinamismo econdmico ao longo
dos eixos rodoviarios em direcdo a Regido do Lagos, a Sdo Paulo e a Santos, que serviram
de rota de processamento dos géneros agricolas do pais e escoamento da produgdo para
exportagdo através do porto de Santos e do Rio de Janeiro (MOTTA e AJARA, 2001;
GALVAO, 1996).



Figura 1 : Relevo do Estado do Rio de Janeiro (adaptado de IBGE,
2006)

Consequentemente, a produgdo agricola do Estado concentra-se em pequenas
propriedades rurais, em sua maioria familiares, proximas as cidades, e com partes
importantes do processo produtivo, como a aplicacdo de agrotoxicos e a colheita, sendo
desenvolvidas manualmente. Apesar disto, em 1994 estas propriedades somavam 9,4% do
uso do solo do Estado e, em 2002, a produgdo agropecuaria fluminense superou a marca de
R$ 1,5 bilhdo (CIDE, 2006), com uma safra de cerca de 7.583.490,5 toneladas em
251.399,85 hectares de area colhida. Ja em 2005 a safra atingiu 7.129.995 toneladas em
222.680 hectares de area colhida, cerca de 2 toneladas por hectare a mais do que em 2002
(EMATER/RJ, 2007). Tendo em vista o modelo atual de produgdo agricola, ha de se
especular o uso intensivo de agrotoxicos nesta relativamente pequena extensao de terra, em
comparagdo com as demais regides agricolas do pais.

O Brasil possui uma legislacdo de agrotdxicos evoluida, exigente e restritiva, que
cuida, além da necessidade de comprovacao da eficiéncia agrondmica, das garantias da
minimizagdo dos perigos ao ser humano, seja de carater ocupacional ou alimentar, e das
ameacas ao meio ambiente provenientes desses produtos quimicos. Antes a avaliagdo
ambiental restringia-se a classificacdo da periculosidade de cada agrotoxico, baseada em
dados ecotoxicologicos do produto comercial. Hoje é necessaria a avaliagdo dos riscos
ambientais de cada produto, considerando, além da ecotoxicidade, a exposi¢do dos

organismos nos diferentes compartimentos ambientais, o que demanda um mais amplo e



profundo entendimento de como os agrotoxicos se comportam no ambiente depois de
aplicados e de quais efeitos podem causar aos varios organismos (SPADOTTO, 2006).

Um importante aspecto a considerar, sobretudo no Estado do Rio de Janeiro em
virtude da sua geografia, ¢ a existéncia de atividades agricolas em ambientes
ecologicamente frageis como areas declivosas, proximas as nascentes, riachos e areas de
recarga de aqiiiferos, que podem fazer parte de sistemas de drenagem de grandes rios, que,
por sua vez, fornecem agua para o abastecimento dos centros urbanos. A contaminacao de
um corpo d’dgua por agrotdxicos ocorre principalmente de forma difusa, o que
evidentemente dificulta a adog¢do de medidas que impegam sua chegada aos rios e lagos. A
unica forma de combate ao problema ¢ por meio de uma racionalizagdo no uso de
agrotoxicos, envolvendo campanhas esclarecedoras e utilizagdo de mecanismos

institucionais e legais para limitagdo de seu emprego (SVS, 2006).

4 Selecéo dos Objetos de Andlise

Dentre o rol de substincias quimicas que representam risco a saude listadas na
Portaria n® 518 de 2004 estdo 24 agrotdxicos, matérias-primas e subprodutos pertencentes
as classes dos inseticidas organoclorados, herbicidas triazinicos e tiadiazinicos, herbicidas
do grupo das nitroanilinas, das amidas substituidas, dos clorofenoxiacidos, das glicinas, e
fungicidas fenolicos. Porém, em sua maioria, os agrotoxicos listados pertencem a classe dos
inseticidas organoclorados.

Baseando-se na tabela 3 da Portaria 518/2004 e de acordo com a disponibilidade,
para a realizacao deste trabalho foram selecionados 11 agrotoxicos organoclorados ¢ 1 do
grupo das nitroanilinas (trifluralina) (figura 2) cujos padrdes foram cedidos pelo
Laboratorio de Residuos do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS) e pelo Centro de Estudos da Satde do Trabalhador e Ecologia Humana
(CESTEH). Embora nd3o seja propriamente um organoclorado, a trifluralina ¢ um
agrotoxico halogenado e apresenta boa resposta quando analisada por CG/DCE. Por este

motivo ela também foi selecionada.



4.1 Relevancia Historica e Sanitaria

O uso dos agrotoxicos organoclorados iniciou-se apos a Segunda Guerra Mundial
nos anos 40 e 50, quando entdo surgia um novo conceito de controle de pragas — emergia a
era dos compostos sintéticos de altissima eficacia. O uso extensivo dos pesticidas sintéticos
foi inicialmente recebido com grande entusiasmo pelos produtores, pois além de reduzir
drasticamente as perdas de producdo pelo ataque de pragas, ainda protegia os graos durante
sua estocagem. Contudo, no decorrer de alguns anos, tornou-se evidente que estes
agrotoxicos e seus residuos contaminavam os solos, as aguas subterraneas e superficiais em
fungdo da sua persisténcia e estabilidade no ambiente. Com o tempo, o uso dos agrotoxicos
organoclorados foi sendo gradualmente abolido das nagdes industrializadas, porém alguns
agentes continuam em utilizagdo nos paises emergentes, sobretudo nos paises das regides
tropicais em fun¢do do seu baixo custo, eficacia, e relevancia para a saude publica. Banido
dos Estados Unidos no inicio dos anos 70, o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), por
exemplo, foi amplamente utilizado durante a Segunda Guerra Mundial para o controle da
malaria e do tifo, e em 1994 ainda era produzido e exportado por este pais na ordem de uma
tonelada por dia (KLAASSEN, 2001; MANAHAN, 2003). O hexaclorociclohexano (HCH)
de grau técnico, banido do Canada, Estados Unidos, China, Unido Soviética e Australia em
1971, 1976, 1983, 1990 e 1994, respectivamente, ainda ¢ utilizado em uma série de paises
africanos, e na India, foi completamente banido apenas em 2006 (KLAASSEN, 2001;
NOLLET, 2006). A relagdo risco-beneficio ainda pesa em favor da manutencdo destas
substancias no controle de vetores de muitas doencas endemicas e epidemicas nessas
regides (KLAASSEN, 2001).

Contudo, a ocorréncia em elementos do ambiente como o solo e a 4gua, inclusive
em regides “intocadas” como as regides Articas e Antarticas, traz preocupagdes quanto as
questdes de saude. De fato, como consequéncia do processo de bioacumulagdo, as
substancias organocloradas sdo encontradas em varios organismos em concentragdes ainda
maiores do que nos ambientes de onde originaram-se. Isto ¢ particularmente verdade para
espécies predadoras e que estdo no topo da cadeia alimentar, como o homem (NOLLET,

2006).



4.2 Caracteristicas Fisico-quimicas e Toxicoldgicas

A popularidade dos agrotoxicos organoclorados, bem como a preocupagdo por eles
causada, se devem a algumas propriedades fisico-quimicas importantes. Estas substancias
sdo extremamente estaveis, possuem baixa solubilidade em agua, alta solubilidade em
solventes organicos, alta toxicidade para os insetos e relativa baixa toxicidade aguda para o
homem (KLAASSEN, 2001). As caracteristicas dos agrotdxicos utilizados nesse estudo
estdo resumidas na tabela 1.

Os agrotoxicos organoclorados possuem massa molecular intermedidria e contém
pelo menos um anel, sendo este aromatico ou ndo. Podem ser classificados em quatro
classes principais. A primeira consiste nos derivados do cloroetileno, onde o DDT ¢ o
metoxicloro sdo seus principais representantes. A segunda ¢ composta pelos ciclodienos
clorados, incluindo o endrin € o endossulfan. Os estereoisdmeros do hexacloreto de benzila
(BHC) compdem a terceira classe, e o grupo coletivamente conhecido como toxafeno
corresponde a quarta classe (MANAHAN, 2003). Entretanto, nenhum membro do grupo
dos toxafenos faz parte do rol de substancias que devem ser monitoradas segundo a Portaria
n° 518/04 — MS.

Os inseticidas organoclorados, apesar de sua baixa toxicidade aguda para o homem,
possuem seus efeitos toxicos distribuidos numa ampla faixa com diferentes graus de
toxicidade. Muitos dessas substiancias sdo neurotoxicas e seus efeitos agudos mais
proeminentes costumam se manifestar no sistema nervoso através de sintomas como
tremores, movimentos irregulares dos olhos, mudancas de personalidade e perda de
memoria. Acredita-se que sua agdo toxica ¢ exercida pela interferéncia na troca de cations
através da membrana das células nervosas, causando hiperatividade dos nervos
(WILLIANS, 2000; MANAHAN, 2003).

O DDT de grau técnico consiste numa mistura de 3 dos seus isomeros: 4,4’DDT
(85%), 2,4’DDT (15%), e 2,2’DDT (tragos). No ambiente, o DDT sofre bioacumulagdo na
cadeia alimentar, sendo os animais do topo da cadeia os mais atingidos. O metoxicloro é,
em geral, mais biodegraddvel e menos toéxico que o DDT, sendo, por isso, utilizado como
seu substituto. Os sintomas da intoxica¢do aguda por DDT sdo muito similares aos
previamente descritos. O mecanismo de ag¢do se dd4 ao nivel da membrana neuronal

afetando a permeabilidade do ion potéassio e o funcionamento do sistema sddio-potéassio-
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ATPase, o que reduz a taxa de despolarizagdo da membrana, causando a hipersensibilizacao
dos nervos (KLAASSEN, 2001).

As toxicidades dos inseticidas ciclodieno clorados, como o endrin e o endossulfan,
sdo relativamente altas e similares entre si. Seus efeitos parecem se dar mais no sistema
nervoso central do que no periférico, através da liberagdo de ésteres de betaina que causam
dores de cabeca, nduseas, vertigens, vomitos, ¢ convulsdes (MANAHAN, 2003). Essa
classe de organoclorados também atua no sistema sodio-potdssio-ATPase, porém o
principal mecanismo para a hiperexcitabilidade neuronal se da pela interferéncia no sistema
gabaérgico antagonizando a recaptacdo de ions cloro pelos receptores GABA
(KLAASSEN, 2001).

Os hexaclorociclohexanos erroneamente chamados no passado de hexacloretos de
benzila (BHC), consistem em varios estereoisdmeros com diferentes orientagdes dos
atomos de cloro e hidrogénio. O isdmero gama, conhecido comercialmente como lindano, é
um inseticida potente cujos efeitos toxicos sdo similares aos do DDT. O mecanismo de
acao toxica € similar ao dos ciclodienos clorados (KLAASSEN, 2001). Como sintomas ja
foram relatados degeneracdo dos tibulos renais, danos hepaticos e anemia histoplastica em
individuos intoxicados pelo lindano (MANAHAN, 2003).

A trifluralina ¢ uma dinitroanilina, ou melhor, uma fluorodinitrotoluidina. A maioria
dos compostos nitroaromaticos sao lipossoliveis e insoliiveis em agua, o que permite com
que sejam prontamente absorvidos pela pele e pelos pulmdes e cause seus efeitos toxicos
sistémicos. Os efeitos toxicos mais pronunciados dos compostos nitroaromaticos sao
depressdo do sistema nervoso central, metaemoglobinemia, cancer urinario, hematuria,
cistite, anemia, e irritagdo cutanea (WILLIANS, 2000). Entretanto, a trifluralina nao ¢
capaz de causar metaemoglobinemia provavemente em funcdo de sua estrutura molecuar, o
que lhe confere uma relativa baixa toxicidade (EPA, 1999).

A trifluralina exerce sua agdo herbicida atuando como veneno mitético, interferindo
no crescimento celular das raizes, e também afetando outras reagdes metabolicas como a
sintese de lipideos e a recaptacio de calcio pela mitocondria vegetal. Por ser
bioacumulativa e por possuir semelhanca estrutural com a etilfluralina, substancia
considerada carcinogénica para animais, a trifluralina ¢ classificada como “possivel

carcinogénico humano” (HEALTH CANADA, 1992; ENVIRONMENT CANADA, 1999).
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A Tabela 1 apresenta as caracteristicas fisico-quimicas dos agrotoxicos estudados e

a Figura 2 suas respectivas estruturas.

TABELA 1 : Caracteristicas Fisico-quimicas dos Agrotdxicos Utilizados

Propriedade Endrin a-Endossulfan 6-Endossulfan Trifluralina
CAS 72-20-8 959-98-8 33213-65-9 1582-09-8
Formula Molecular C12HsClO CoHgClg03S CoHgClg03S Ci3H1gF3N3
Peso Molecular 380,9 406,93 406,93 335,3
Ponto de Fusdo 235°C 108-110°C 208-210°C 49°C
Ponto de Ebulicao Decompde a 245°C  Sem Informagdo Sem Informagao 139-140°C (3,75mmHg)
Log Ko, 5,34 3,83 3,52 5,07
Log Ko 4,53 3,55 Sem Informagao Sem Informagdo
Solubilidade em H,0 0,2mg/L (25°C) 0,53mg/L (25°C) 0,28mg/L (25°C) 0,2 mg/L (25°C)
Pressdo de Vapor (25°C) 2,0x10”7 mmHg 1,0x10° mmHg 1,0x10° mmHg 1,05x10* mmHg
Health Canada
Fonte ATSDR (1996) ATSDR (2000) ATSDR (2000) (1992); INCHEM
(1994)
Propriedade 4,4 DDT 2,4 DDT Hexaclorobenzeno Metoxicloro
CAS 50-29-3 789-02-6 118-74-1 72-43-5
Formula Molecular C14HoCls C14HoCls CsClg C16H15Cl30,
Peso Molecular 354,49 354,49 284,78 345,65
Ponto de Fusao 109°C 74,2°C 231°C 89°C
Ponto de Ebuli¢do Decompde Sem Informacdo 325°C Sem Informacgdo
Log Kow 6,91 6,79 5,73 4,68-5,08
Log K. 5,18 5,35 6,08 4,9
Solubilidade em H,0 0,025mg/L (25°C) 0,085mg/L (25°C) 0,006mg/L (25°C) 0,045mg/L (25°C)
Pressdo de Vapor (25°C) 1,60x10”7 mmHg 1,1x107 mmHg 1,09x10” mmHg 1,4x10°° mmHg
Fonte ATSDR (2002) ATSDR (2002) ATSDR (2002) ATSDR (2002)
Propriedade a-HCH 8-HCH y-HCH 6-HCH
CAS 319-84-6 319-85-7 58-89-9 319-86-8
Formula Molecular CsHeClg CsHeClg CsHeClg CsHeClg
Peso Molecular 290,83 290,83 290,83 290,83
Ponto de Fusao 159-160°C 314-315°C 112,5°C 141-142°C
Ponto de Ebulicdo 288°C 60°C(0,5mmHg) 323,4°C 60°C (0,36mmHg)
Log Kow 3,8 3,78 3,72 4,14
Log K. 3,57 3,57 3,0 3,8
Solubilidade em H,0 10 mg/L 05 mg/L 17 mg/L 10 mg/L
Pressdo de Vapor (25°C) 4,5x10”° mmHg 3,6x10” mmHg 4,2x10”° mmHg 3,5x10° mmHg
Fonte ATSDR (2005) ATSDR (2005) ATSDR (2005) ATSDR (2005)

12



Cl Cl Cl
Cl Cl
Cl
Cl Cl

Cl Cl
2,4DDT 4.4°DDT
c, F Cl
Cl cl
Cl al Cl Cl
Ccl Cl
0 Cl
@]
cl \ .0 cl q
o c 0—5” cf o—\s
/f
. d o-Endossulfam B-Endossulfam 0O
Endrin
Cl
cl
Cl Cl H
Cly AL C
Cl Cl
cl - cl
Cl =
H lorob c
exaclorobenzeno
x g a-HCH
cl cl
Cl : Cl Cl : Cl
o™ e cl cl
Cl Cl
B-HCH v-HCH 5-HCH
HaCH,CH,C.__CH,CH,CH
N
o) 0
H3C \CH3 02N N02
. Cl
Metoxicloro
cl cl CF3
Trifluralina

Figura 2 : Estrutura dos agrotoxicos utilizados (PAN, 2009)
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5 Validac&do de Metodologia Analitica

Uma das principais fun¢des de uma determinada andlise ¢ prover informagdes de
qualidade para a tomada de decis@o na solugdo de um dado questionamento. Os resultados
obtidos por meio de andlises quimicas sdo os principais argumentos para o
estabeleciemento de leis e diretrizes, a exemplo dos regulamentos para a emissdao de
compostos organicos volateis estabelecidos pela Convencdo de Viena e Protocolo de
Montreal, e o banimento de poluentes organicos persistentes estabelecidos pelo Protocolo
de Estocolmo (KOEL, 2006). Nesse intuito, milhares de analises quimicas s3o realizadas
diariamente, mundo afora, em diferentes contextos. Porém, a execu¢do de forma
sistemdtica dessas andlises demanda custos, e custos adicionais podem ainda ser
consequéncias de decisdes norteadas pelos resultados analiticos fornecidos. Portanto, ¢é
evidente a necessidade do método analitico em fornecer o resultado correto a um dado
questionamento e ainda ser capaz de demonstrar que o seu resultado ¢ o correto. Ou seja, €
necessario demonstrar que o método ¢ confidvel. Quando um resultado nao ¢ considerado
confiavel, o seu valor ¢ praticamente nulo, quase como que se a analise nunca tivesse sido
realizada. Quando um “cliente” requer o servigo analitico de um laboratorio, assume-se que
o laboratorio tenha um grau de expertise que o cliente nao tem. Portanto, o cliente espera
poder confiar no resultado do laboratorio. Assim, o laboratdrio e a sua equipe tém a clara
responsabilidade de justificar a confianca do cliente e fornecer a resposta certa a parte
analitica do problema, ou seja, os resultados tém que demonstrar que sdo adequados ao fim
pretendido. A validacdo de um método analitico, portanto, permite ao laboratorio
demonstrar que o método escolhido ¢ adequado ao fim pretendido.

Segundo a Organizagdo Internacional de Padronizacdo (ISO) entende-se por
validagdo a “confirmacdo por meio do fornecimento de evidéncia clara e objetiva de que
um determinado requisito para um uso especifico ¢ atendido.” Especificamente para
métodos analiticos pode-se dizer que a validagdo consiste no processo de definir o requisito
analitico, e confirmar que o método escolhido possui uma performance consistente com o0s
requisitos do seu propoésito. Considera-se que a validagdo de um método analitico esta

muito proxima do desenvolvimento de um método analitico. De fato, ¢ muito dificil saber
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onde o desenvolvimento acaba e a validagdo se inicia, pois muitos dos parametros avaliados
sao comuns a ambos os processos (EURACHEM, 1998).

O desenvolvimento de um método analitico pode se dar de diferentes formas. Pode
envolver a adaptacdo de um método ja existente através de pequenas alteragdes para que
fique adequado a uma nova aplicacdo, ou pode partir das idéias, da experiéncia e da
expertise dos analistas de um laboratorio. Porém, de um jeito ou de outro, o método
desenvolvido requerera validacdo. Para um método ser adequado ao fim pretendido, a sua
performance deve ser validada e a incerteza dos resultados estimada. A maior parte das
informagdes necessarias a estimagdo da incerteza pode ser obtida durante as etapas de
validagcao do método (EURACHEM, 1998).

As caracteristicas tipicas de validagdo que devem ser avaliadas para um
determinado método ser considerado adequado ao fim pretendido sdo: seletividade
(especificidade), linearidade, intervalo de trabalho, exatiddo, precisdo, limite de detecgdo e

limite de quantificagdo (ANVISA, 2003; APVMA, 2004).

5.1 Seletividade

A seletividade de um método refere-se a medida em que um dado analito em uma
matriz complexa pode ser determinado sem a interferéncia de outros componentes da
mistura. Os termos seletividade e especificidade frequentemente sdo utilizados como
sindbnimos, porém sao sutilmente distintos. O termo especificidade geralmente se refere ao
método capaz de produzir uma resposta a apenas um Unico analito, enquanto que o termo
seletividade se refere ao método que proporciona respostas para um nimero de espécies
quimicas que podem ou ndo ser distinguiveis entre si. Se uma resposta puder ser distinguida
de todas as outras, o0 método ¢, entdo, considerado seletivo. Como pouquissimos métodos
sdo capazes de responder a somente um tipo de analito, o uso do termo seletividade ¢ mais
apropriado do que especificidade (APVMA, 2004).

A presenga de interferentes pode causar uma série efeitos na resposta do método
analitico. Dependendo do tipo de interferéncia podera haver distor¢cao do sinal, inibindo a
confirmac¢do da presenca do analito, ou poderd haver amplificacdo ou supressdo do sinal,
proporcionando uma interpretacdo errada da concentragdo do analito na amostra

(EURACHEM, 1998). Portanto, a seletividade do método deve ser demonstrada por meio
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de dados que comprovem a auséncia de respostas oriundas dos interferentes. Para tanto, a
seletividade de um método ¢ normalmente investigada pelo estudo da habilidade de se
mensurar o analito de interesse em por¢des onde interferentes especificos tenham sido
deliberadamente introduzidos. Quando ndo ha certeza de que interferentes ja estejam
presentes na amostra, a seletividade pode ser avaliada comparando-se a resposta do analito
com outros métodos analiticos independentes (EURACHEM, 1998). Para os métodos
cromatograficos, a seletividade pode ser demonstrada pelo estudo da homegeneidade dos
picos ou pelo teste da pureza dos picos, onde deve ficar evidenciado que o pico

cromatografico ndo ¢ atribuivel a mais do que um componente (APVMA, 2004).

5.2 Linearidade

A linearidade ¢ a habilidade do procedimento analitico em produzir resultados que
sejam proporcionais a concentracdo dos analitos da amostra dentro de uma dada faixa de
concentragdo, seja diretamente ou por transformacdes matematicas definidas. A linearidade
deve ser determinada por meio da utilizacdo de padrdes em ao menos seis niveis de
concentragdes que compreendam de 80 a 120% da faixa de concentragdo esperada
(EURACHEM, 1998; ANVISA, 2003).

Estabelece-se a linearidade de um método pela inspecdo visual de um grafico de
resposta em funcdo da concentracdo do analito. Se houver relagdo linear, os resultados
devem ser avaliados por métodos estatisticos que possam demostrar uma clara correlagao
entre as respostas obtidas e a concentra¢do do analito. Para tanto, os estudos de linearidade
devem conter a inclinacdo, coeficiente linear e coeficiente de correlagdo da reta obtida. Os
resultados devem ser capazes de demonstrar que ndo hd um desvio significante da
linearidade, ou seja, que o coeficiente de correlagdo (r*) seja superior a 0,99 sobre uma

faixa de 80 a 120% da concentracao esperada (ANVISA, 2003; APVMA, 2004).

5.3 Intervalo de Trabalho

O intervalo de trabalho normalmente deriva dos estudos de linearidade e ¢

representado pela amplitude entre a concentragdo minima ¢ maxima de analito na amostra,
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em que tenha sido demonstrado que o método analitico atende a niveis adequados de

precisao, exatidao e linearidade (APVMA, 2004).

5.4 Exatidao

A exatidao de um método analitico pode ser definida como o grau em que o valor
determinado para um dado analito na amostra corresponde ao valor verdadeiro. O estudo da
exatiddo baseia-se na comparagdo dos resultados obtidos para um material de referéncia
onde o valor real dos analitos ¢ conhecido. Para tanto, a média e o desvio padrdo para uma
série de testes em replicata devem ser determinados e comparados com o valor
caracterizado para o material de referéncia. O material de referéncia ideal deve ser
certificado e o mais parecido possivel com as amostras de interesse, porém, dependendo da
complexidade da matriz, a disponibilidade desse tipo de material ¢ limitada.

Para fins de validacdo, materiais de referéncia podem ser preparados pela adi¢do de
padrdes certificados ou outros materiais de pureza e estabilidade adequados a matrizes
simples, isentas de analito. No entanto, para a validacdo ser adequada ao fim pretendido a
escolha do material de referéncia deve considerar que o material de referéncia também seja
adequado ao mesmo fim. Para a validacdo de métodos utilizados em andlise regulatoria
materiais certificados de referéncia idénticos as matrizes de interesse devem ser utilizados.
Porém, para métodos a serem utilizados em curto prazo ou para a realizagdo de trabalhos
ndo criticos, matrizes enriquecidas com padroes preparados sdo suficientes (EURACHEM,
1998). Portanto, a exatiddo pode ser calculada como porcentagem de recuperagdo da
quantidade conhecida do analito adicionado a amostra, ou como a diferenga porcentual
entre as médias e o valor verdadeiro aceito, acrescida dos intervalos de confianga

(ANVISA, 2003).

5.4.1 Recuperacao

A determinacdo de analitos em niveis de tragos, a exemplo da analise de residuos de
agrotoxicos em amostras ambientais, traz implicitamente uma sériec de varidveis que
interferem no resultado final, pois normalmente baseiam-se na transferéncia (extragao) dos
analitos de uma matriz complexa para uma solucdo mais simples e adequada a

determinagdo instrumental. O processo de transferéncia invariavelmente resulta na perda de

17



analito pois uma parte substancial permanece retida na matriz da amostra apds a extracao,
de modo que a transferéncia torna-se incompleta e as determinacdes subsequentes
fornecerdo valores que sdo menores do que a concentragdo verdadeira na amostra original.
Se nenhum célculo de compensacdo for feito, certamente havera discrepancias e
interferéncias no estudo da exatiddo. Por este motivo, estudos da recuperacao do analito
apés a extracdo sdao essenciais para a validacdo e devem ser levados em conta na

determinagdo da exatiddo de um método (IUPAC, 1996).

5.5 Precisao

A precisdo de um método analitico representa a concordancia (grau de dispersao)
entre uma série de resultados obtidos em multiplas aliquotas de uma mesma amostra
homogénea, sob determinadas condigdes. As medidas mais comuns de precisdo sdo a
repetibilidade e a reprodutibilidade. A repetibilidade (menor precisdo esperada) fornece
uma idéia do tipo de variabilidade presente quando o método ¢ executado por um Unico
analista em um Unico equipamento em um curto intervalo de tempo, a exemplo de uma
amostra analisada em duplicata. No caso de uma amostra ser analisada por diferentes
laboratdrios para fins comparativos, entdo torna-se mais adequado mensurar a precisao
como reprodutibilidade (maior medida de precisdo normalmente encontrada, embora neste
caso nao seja formalmente excluida a variagdo em funcdo do tempo). Ha casos em que um
hibrido entre repetitividade e reprodutibilidade ¢ mais util, como na determinacdo da
precisdo com diferentes analistas, em intervalos de tempo prolongados, em um mesmo
laboratorio. Este tipo de estudo € conhecido como “precisdo intermedidria”, e para sua
determinagdo as condigdes exatas de andlise devem ser respeitadas quando das
determinagdes (EURACHEM, 1998).

A precisdo de um procedimento analitico normalmente ¢ expressada como a
variancia, desvio padrdo ou coeficiente de variagcdo entre uma série de determinagdes. Para
tanto, um minimo de 5 replicatas da amostra se faz necessario, € o tratamento estatistico
dos resultados deve ser conduzido para a determinagdo do percentual de desvio padrao
relativo. Se necessdrio, testes apropriados como o de Dixon ou de Grubbs devem ser
realizados para a eliminagdo de valores aberrantes. Para a validagdo de um método

analitico, os niveis de precisdo recomendaveis estdo descritos na Tabela 2 (APVMA, 2004):
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TABELA 2 : Niveis de Precisdo recomendaveis para a Validagdo de Métodos Analiticos
(APVMA, 2004)

Componente Mensurado na Amostra Precisao
>10,0% <2%
1,02 10,0% <5%
0,1a1,0% <10%
<0,1% <20%

5.6 Limite de Deteccéao (LD)

O limite de deteccdo de um método corresponde a menor quantidade de analito em
uma amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada como um valor
exato. O LD pode ser determinado pela analise de amostras com concentragdes conhecidas
de analito e estabelecendo o nivel minimo (menor ponto de calibragdo) em que o analito
possa ser confiavelmente detectado. Para tanto, fortifica-se um branco da amostra ao nivel
da menor concentracdo aceitdvel de analito, determina-se a resposta em 6 a 10 replicatas
independentes e calcula-se o desvio padrao (DP) das respostas. Alternativamente, pode-se
realizar a determinag¢do em 10 replicatas independentes do branco da amostra e proceder
calculando a média e desvio padrao das respostas. No entanto, este método sé ¢ util se as
replicatas do branco da amostra proporcionarem um desvio padrao diferente de zero. No
caso da fortificagdo do branco da amostra o LD sera estabelecido pela relacdo LD = 0 +
3DP e para o branco da amostra sem fortificagdo pela relacdo LD = X + 3DP, onde X igual
a média das respostas do branco da amostra (EURACHEM, 1998; APVMA, 2004).

5.7 Limite de Quantificagdo (LQ)

O limite de quantificacdo corresponde a menor quantidade de analito em uma
amostra que pode ser quantitativamente determinada com uma precisdo definida e sob
determinadas condigdes. O LQ pode ser determinado pela analise de 10 replicatas do
branco da amostra e calculando-se a média e o desvio padrio das respostas.
Alternativamente, o LQ pode ser determinado preparando-se solugdes de padrdes com
concentragdes proximas ao LD. A média e o desvio padrio das respostas devem ser

calculados, e o desvio padrao (DP) deve ser inferior a 20%. Caso o DP exceda os 20%, uma
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nova solugdo de maior concentragdo deve ser preparada e o procedimento descrito repetido.
No caso da fortificacao do branco da amostra o LQ serd estabelecido pela relagdo LD = 0 +
10DP e para o branco da amostra sem fortificagdo pela relacdo LD = X + 10DP, onde X
igual a média das respostas do branco da amostra (EURACHEM, 1998; APVMA, 2004).

6 Materiais e Método Analitico

6.1 Vidraria Utilizada

Para o preparo das solugdes utilizadas no desenvolvimento deste trabalho e para a
coleta e extracao das amostras foram utilizados a vidraria e o material volumétrico listados

na Tabela 3:

TABELA 3 : Vidraria, Frascos e Material Volumétrico Utilizados no Desenvolvimento do
Método

Material Incerteza
Micropipeta de 10 pL + 0,075 pL
Micropipeta de 200 pL +0,8 uL
Micropipeta de 1000 pL +4,0 uL
Pipeta Volumétrica de 5,00 mL + 0,015 mL
Baldo Volumétrico de 25,00 mL + 0,0055 mL
Baldo Volumétrico de 50,00 mL +0,011 mL
Baldao Volumétrico de 200,00 mL + 0,05 mL

Microseringadelp. | -
Microseringade2pyt | -
MicroseringadelOpL | -
Microseringade50pL | -
Seringa de VidrodelmL | -
Insert de Vidrode100pL | -
Tubo de Centrifugade15mL | -
Frascos Ambarde1L | -

6.2 Equipamentos Utilizados

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho estdo listados na

Tabela 4.

20



TABELA 4 : Equipamentos Utilizados no Desenvolvimento do Método

Equipamento Marca/Modelo

Cromatodgrafo a gas com detector por captura

. . L Perkin Elmer/Clarus 500
de elétrons (sistema de inje¢do manual)

Estacdao de Trabalho Total Chrom Perkin Elmer
Centrifuga Refrigerada IEC/Centra MP4R
Deionizador Quimis

6.3 Limpeza do Material

Para garantir a confiabilidade analitica dos resultados e minimizar a possibilidade de
contaminagdo do material, toda a vidraria utilizada foi limpa de acordo com a descri¢ao
abaixo:

a) Rinsagem com acetona PA;

b) Imersdo em solucdo de detergente alcalino — Extran 10% (v/v) — por um periodo

minimo de 12 horas;

¢) Lavagem com agua corrente;

d) Rinsagem com 4gua deionizada;

e) Rinsagem com acetona PA

f) Secagem a temperatura ambiente.
6.4 Padrdes e Solventes

Para o desenvolviemento deste trabalho foi necessaria a utilizagao de solventes de
alto grau de pureza e padrdes certificados dos analitos de interesse. Os padrdes utilizados
nesta metodologia foram preparados em isoctano ou acetato de etila, e fornecidos pelo
Instituto Nacional de Controle de Qualide em Saude (INCQS) e pelo Centro de Estudos da
Satde do Trabalhador e Ecologia Humana (CESTEH) nas concentracgdes listadas na Tabela

5. Os demais solventes utilizados também estdo listados.
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TABELA 5 : Padrdes e Solventes Utilizados para o Desenvolvimento do Método

o Concentrag¢do

Padréo/Solvente (ug/mL) Marca
2,4'DDT 95 Dr.Ehrenstorfer
4,4'DDT 103,3 Dr.Ehrenstorfer
Alfa Endossulfam 117,47 Dr.Ehrenstorfer
Alfa-HCH 120,49 Dr.Ehrenstorfer
Beta Endossulfam 104,6 Dr.Ehrenstorfer
Beta-HCH 109,59 Dr.Ehrenstorfer
Delta-HCH 104,26 Dr.Ehrenstorfer
Endrin 114,5 Dr.Ehrenstorfer
Gama-HCH 141,29 Dr.Ehrenstorfer
Hexaclorobenzeno 106,56 Dr.Ehrenstorfer
Metoxicloro 29,075 AccuStandard
Trifluralina 113,8 Dr.Ehrenstorfer
Agua Deionizada - -
n-Hexano Grau Cromatografico - Tedia
Acetona PA - Merck
Clorobenzeno PA - Proquimios
Tetracloroetileno Espectroscépico - Proquimios

6.5 Preparo das Soluc¢des Padrao

Alguns dos analitos de interesse sdo produtos de degradacdo de outros analitos
também de interesse, ou entdo sdo isOmeros estruturais uns dos outros. Por este motivo
acabam estando presentes como “impurezas” de algumas das solugdes estoque. Como a
metodologia proposta trata-se de uma técnica multirresiduo para a determinagdo de tragos
de agrotoxicos, a presenca dessas “impurezas” pode interferir no estudo da exatiddo do
método quando da fortificagdo dos brancos de amostra com os padroes. Para minimizar este
problema, verificou-se quais as solugdes estoque apresentavam picos de impureza
correspondentes aos seus isomeros ou produtos de degradacdo, e optou-se por trabalhar o
método com dois grupos de analitos distintos, onde isomeros e produtos de degradacao
estariam colocados separadamente de seus congéneres e precursores.

Desta maneira, o 4,4'DDT, Alfa-Endossulfam, Alfa-HCH, Beta-HCH, Delta-HCH,
Endrin, Gama-HCH, Hexaclorobenzeno e Metoxicloro foram agrupados no grupo que foi
denominado G1, e o 2,4'DDT, Beta-Endossulfam e Trifluralina foram agrupados no grupo

que foi denominado G2.
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6.5.1 Preparo das Solucdes Intermediarias

Dois tipos de solucdes intermediarias de cada grupo foram preparadas: uma para a
construgdo da curva de calibragdo e outra para a fortificacdo das amostras. A logica seguida
foi a de que para a constru¢do da curva de calibracdo, diluigdes seriadas da mistura de
agrotoxicos deveriam ser feitas com todos os analitos sempre no mesmo nivel de
concentragdo e no solvente adequado para injecao.

A legislagdo brasileira determina valores maximos permitidos (VMP) em diferentes
niveis de concentracdo para os diferentes agrotoxicos em agua, sendo que uns chegam a ter
concentragdes permitidas cerca de 600 vezes maiores do que outros. Portanto, a mesma
logica de se trabalhar com uma mistura de agrotoxicos sendo todos na mesma concentragao
ndo se aplicaria para a fortificacdo de amostras, pois ao fortificar-se as amostras ao nivel
dos agrotoxicos com menores VMP correria-se o risco de estar trabalhando em uma faixa
de concentragdo abaixo dos LQ para os agrotoxicos com maiores VMP. Para contornar esse
problema optou-se por preparar solucdes intermedidrias de fortificacdo em unidades de

VMP para cada agrotoxico na mistura e no solvente adequado para a fortificacao.

I) Preparo da Solucdo Intermedidria de Calibragdao G1 (100 pg/L):

Retirou-se 0,100 mL de cada solucgdo estoque de agrotdxico e avolumou-se a 100,00
mL com n-hexano grau cromatografico. A unica excec¢do foi para o padrao de metoxicloro
que estava em uma concentracdo inferior a dos demais agrotoxicos, sendo necessaria a
adi¢ao de 0,344 mL da solucdo estoque para que se pudesse preparar os 100,00 mL da
solucdo intermediaria a 100 pg/L.

Desta solugao foram preparadas as solugdes utilizadas na construgdo da curva de

calibragdo para G1.

IT) Preparo da Solucdo Intermediaria de Calibragao G2 (100 pg/L):

Retirou-se 0,100 mL de cada solucdo estoque de agrotdxico e avolumou-se a 100,00

mL com n-hexano grau cromatografico.
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Desta solugdo foram preparadas as solugdes utilizadas na construgdo da curva de

calibracao para G2.

IIT) Preparo das Solugdes Intermediarias de Fortificagdo G1 e G2 (50 VMP):

A Tabela 6 esquematiza o modo de preparo das solugdes intermediarias de

fortificacao G1 e G2.

TABELA 6 : Esquema de Preparo das Solucdes Intermedidrias de Fortificacdo G1 e G2

vp 50 I\Elolume deLSqucﬁo RCorlmzenstrallgﬁi)
Padrbes 630 M orepmiode 100mida  50VMP (g
(ke/L) Solugao 50 VMP Preparada

4,4'DDT 2 100 100 103,30
Alfa Endossulfam 20 1000 1000 1174,70
Alfa-HCH 2 100 100 120,49
Beta-HCH 2 100 100 109,59

© Delta-HCH 2 100 100 104,26
Endrin 0,6 30 30 34,35
Gama-HCH 2 100 100 141,29
Hexaclorobenzeno 1 50 50 53,28
Metoxicloro 20 1000 3500 1017,63
2,4'DDT 2 100 100 95,00

O  Beta Endossulfam 20 1000 1000 1046,00
Trifluralina 20 1000 1000 1138,00

Para o preparo de ambas as solu¢des intermedidrias, utilizou-se acetona PA como
diluente, pois além de solubilizar os analitos também ¢ soliivel em agua, facilitando a
incorporacdo dos agrotoxicos na matriz. Entretanto, antes de se avolumar o baldo com
acetona, os volumes de solugdo estoque previamente adicionados devem ser evaporados a
secura em capela de exaustdo de gases, a temperatura ambiente, com ou sem auxilio de
corrente de nitrogénio. Este procedimento ¢ necessario para eliminar o solvente das
solugdes estoque que, emboram sejam soluveis na acetona, ao serem adicionados a matriz
aquosa, estes se separariam em duas fases e extrairiam os analitos para a camada organica

sobrenadante, impossibilitando a fortificagdo da amostra.
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6.6 Condicdes Cromatograficas

Para a realizacdo deste trabalho foram reproduzidas as condigdes cromatograficas

utilizadas para andlise de agrotoxicos organoclorados no Laboratorio de Residuos do

INCQS, segundo o procedimento operacional padronizado (POP) n°® 65.3120.081. A Tabela

7 apresenta as condi¢cdes cromatograficas gerais utilizadas e a Figura 3 o perfil térmico do

forno.

TABELA 7 : Condigdes Cromatograficas de Analise

Parametro Condicao
Temperatura do Injetor 210°C
Temperatura do Detector 300°C
Volume Injetado (no modo “splitless”) 2 uL

Coluna capilar de silica fundida revestida com fase estacionaria de 5%

Coluna Cromatografica
x 0,25 um)

difenil - 95% dimetil polisiloxano Elite-5 Perkin Elmer (30m x 0,25mm

Temperatura Inicial

80°C

Taxa de Aquecimento 1

30°C/min até 180°C (pausa por 8 min.)

Programacao do Forno

Taxa de Aquecimento 2

2°C/min até 200°C (pausa por 5 min.)

Taxa de Aquecimento 3

6°C/min até 280°C (pausa por 1 min.)

Temperatura Final 280°C
Gas de Arraste Nitrogénio 20 mL/min.
Detector Captura de Elétrons (ECD — Ni®®)
Fluxo de Gas do Detector (makeup) 60 mL/min.
Tempo Total 40,67 min.
Solvente de Lavagem da Seringa (Solvente 1) Acetona PA
Solvente de Lavagem da Seringa (Solvente 2) n-Hexano PA
Numero de Lavagens da Seringa com o Solvente 1 Minimo de 5
Numero de Lavagens da Seringa com o Solvente 2 Minimo de 5
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Figura 3 : Perfil térmico do forno utilizado no método

6.7 Método de Anélise
6.7.1 Selecdo do Método de Analise

Apesar dos avangos no desenvolvimento de novas técnicas de separacdo e
quantificagdo, a extracao liquido-liquido tradicional (ELL) ¢ reconhecida como um dos
métodos de extragdo mais utilizados nos testes de triagem de agrotoxicos em amostras
liquidas, ndo apenas por ser simples, robusta, eficiente e requerer pouca especializaciao
técnica do analista, mas também por ser aceita em muitos compéndios oficiais de métodos
padronizados (NOLLET, 2006, LAMBROPOULOU, 2007; XU, 2007).

A ELL baseia-se na distribuicdo do analito entre dois solventes imisciveis que pode
ser descrita através dos termos: coeficiente de distribuicdo e razdo de distribuigdo. O
coeficiente de distribui¢do corresponde a constante de equilibrio que descreve a
distribuicdo do analito “A” entre os dois solventes imisciveis - fase aquosa (amostra de
agua) e fase organica (solvente de extracdao), por exemplo. Este equilibrio pode ser

representado pela seguinte equacao:

Aaq) © Aworg) (eq.01)

onde (aq) e (org) representam a fase aquosa e a fase organica, respectivamente. A razao das
atividades de “A” nos dois solventes também ¢ constante e pode ser representada pela

equacao:
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(eq.02)

onde Ky € o coeficiente de distribui¢do, aA ) a atividade de “A” na fase organica e aA )
a atividade de “A” na fase aquosa. Enquanto que o valor numérico de K4, a uma dada
temperatura, fornece um dado constante e util de quanto o analito se distribui entre as duas
fases quando colocadas em contato, os coeficientes de atividade normalmente nao sdo
conhecidos e ndo sdao facilmente mensuraveis. Para contornar esse problema, na ELL langa-
se mao de outra expressdo mais util para se determinar a fracdo percentual (E) de analito

que ¢ extraida, conforme se segue:

E Colo (eq.03)
= eq.
(CoVo + CagVag)
ou
g =t 04
“Tvry (¢

onde C, e C,q sdo as concentragcdes do analito na fase orginica e na fase aquosa,
respectivamente, V, € V,q sdo, respectivamente, os volumes da fase organcia e da fase
aquosa, ¢ V ¢ a razdo entre as fases (V,/Vy). Para uma extracdo liquido-liquido ser
eficiente em apenas uma unica etapa de extracdo, o valor de K4 deve ser alto, sendo
necessario um valor maior que 10 para se obter recuperagdes quantitativas acima de 99%
do analito em uma das fases. Isto ¢ conseqiiéncia da razdo (V) entre as fases, que para fins
praticos deve ter os seus valores mantidos na faixa de 0,1 < V < 10. Normalmente sao
necessarias duas ou trés extracdes sucessivas com por¢des novas de solventes organicos
para se obter recuperagdes quantitativas. A quantidade de analito extraida ap6s multiplas

extragdes sucessivas pode ser entdo calculada a partir da equagao:

n

1
E=1- [m] (eq.05)
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onde n € o numero de extragdes. A titulo de ilustragdo temos que, de acordo com a equacao
05, para uma razdo V = 1 entre os volumes das fases e um K4 = 3 para o analito, seriam
necessarias 4 extragdes (n=4) para se obter uma recuperacgdo quantitativa acima de 99%.
Pode ainda haver situa¢des onde as formas quimicas reais do analito na fase aquosa
e na fase organica sejam desconhecidas (como no efeito da variagdo do pH sobre acidos e
bases fracas, por exemplo). Nestes casos, a razao de distribuigdo D do analito ficaria sob a

forma:

Concentragdo de A sob todas as formas quimicas na fase organica

.06
Concentracgado de A sob todas as formas quimicas na fase aquosa (eq. 06)

Nos sistemas simples onde ndo ocorre dissociagdo quimica, a razdo de distribuicao
sera idéntica ao coeficiente de distribui¢ao (DEAN, 2003).

Apesar de consagrada, a técnica de ELL apresenta desvantagens como longo
periodo de execugdo, pequena razao entre o volume da amostra e do solvente, e a utilizacao
de grandes volumes de solvente com alto grau de pureza para se obter recuperagdes
quantitativas significativas, o que gera um maior volume de residuos toxicos. Embora a
utilizacdo de processos automatizados de ELL tenha superado alguns desses
inconvenientes, o nimero de etapas necessarias a sua realizacdo e o problema de formacao
de emulsdes durante o processo ainda ndo conseguiram ser solucionados
(LAMBROPOULOU 2007; XU, 2007). Por esses motivos a técnica de ELL tem sido
modificada para novas configuragoes.

Em anos recentes, a técnica de microextragdo em fase liquida (MEFL), uma
implementagdo miniaturizada da extracdo liquido-liquido convencional, tem se
popularizado como técnica de pré-tratamento de amostras em fungdo do seu baixo custo,
facil operacao, minimo consumo de solvente, € por combinar em um Unico passo as etapas
de extragdo e pré-concentragao.

Uma das possibilidades de MEFL, conhecida como microextragdo em gota Unica
(MEGU) consiste na extracdo do analito em fase aquosa sob agitacdo controlada (fase
doadora), para uma micro-gota de solvente organico (fase aceptora) com volume de 1 — 3

uL, suspensa na ponta de uma microseringa imersa na fase doadora (JEANNOT e
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CANTWELL, 1996). O processo de extragdo ocorre de acordo com o mesmo equilibrio
descrito pela equagdo 01. No equilibrio, a razdo de distribui¢do do analito entre as duas

fases ¢ estabelecida pela relacdo:

C
K = T °(eq) (eq.07)
Y (eq)

onde Cyeq € a concentragdo no equilibrio do analito na fase orginica, € Cageq € @
concentragdo no equilibrio do analito na fase aquosa. De acordo com a relagdo estabelecida

pelo balango de massas, a equacdo 07 pode ser reescrita como:

onde C; ¢ a concentragdo original do analito na amostra, V, o volume do solvente organico,
e V, o volume da fase aquosa. Como visto anteriormente, a razdo entre os volumes das
fases afeta diretamente a distribuicdo do analito entre as mesmas. A utlizacdo de uma
micro-gota de solvente na MEGU torna o processo extremamente eficiente para o pré-
enriquecimento do analito, pois aumenta drasticamente a razao entre os volumes da fase
doadora e da fase aceptora. Desta forma, o fator de enriquecimento (FE) pode ser definido
como a razdo entre a concentra¢cdo do analito na fase organica no equilibrio (Coeq) € a
concentragdo original do analito na amotra (C). Das equacdes 07 e 08 podemos calcular FE

como:

1
FE = (eq.09)
+

NI
|

A equagdo 09 demostra que para se obter um alto fator de enriquecimento ¢
necessario um valor baixo na razdo V,/V, ¢ um alto coeficiente de distribui¢ao
(LAMBROPOULOU 2007).

A MEGU pode ser utilizada para a extragdo de analitos apolares, analitos de
polaridade média, e para aqueles cuja polaridade possa ser reduzida previamente a extragao.
O principal requerimento para uma boa performance da técnica ¢ a imiscibilidade do

solvente ou mistura de extragdo escolhida (fase aceptora) no meio aquoso da amostra. Essas
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caracteristicas fazem da MEGU uma das técnicas de extragdo mais adequadas para analises
por cromatografia a gas (LAMBROPOULOU, 2007).

Estudos realizados por Jeannot e Cantwell (1997) demostraram que na MEGU, o
mecanismo de transferéncia de massa do analito da fase doadora para a fase aceptora se da
através do processo conhecido como “teoria do filme”. Essa teoria primeiramente proposta
por Nernst assume que, a distdncia de uma molécula, ndo ha movimentagdo da solucao
imediatamente adjacente a interface formada entre a gota suspensa e a amostra, € que o
movimento da solugdo aumenta gradualmente com as correntes de convec¢do a medida em
que se afasta da interface. Desta maneira, forma-se uma mistura convectiva uniforme,
completa e instantdnea no volume da solugdo a uma certa distancia ¢ da interface liquido-
liquido. A camada de liquido que ocupa essa espessura o, chamada de filme de difusdo de
Nernst, ndo sofre efeitos de conveccdo e permanece estagnada, de forma que as moléculas

da amostra a atravessam apenas por difusdo simples. No equilibrio estético, a transferéncia

de massa na fase aquosa ¢ dada por:

D
Bag = —6aq (eq.10)
aq

onde B,q ¢ o coeficiente de transferéncia de massa, D,q € 0 coeficiente de difusdo na fase
aquosa, e d,q a espessura da camada. Em solugdes que sofreram agitagdes o B,q aumenta e
8aq diminui, pois de acordo com a equagdo 10 hd uma proporcionalidade direta entre Byq €
Dy, € a agitagdo forcada causa um disturbio no filme diminuindo sua espessura. Dessa
maneira, o tempo necessario para se atingir o equilibrio e a agita¢do da solucdo influenciam
diretamente o processo de extracdo por MEGU. Esses dois fatores per si trazem algumas
desvantagens a MEGU: agitagdes rapidas demais podem desprender ou romper a micro-
gota suspensa na seringa; pode haver a formacdo de bolhas de ar que interferem no
processo; e pode ndo ter sido dado tempo suficiente para que se alcansace o equilibrio,
diminuindo a eficiéncia da extragao.

Rezaee et al (2006) propuseram uma técnica alternativa 8 MEGU que elimina essas
desvantagens, conhecida como microextragdo liquido-liquido dispersiva (MELLD). A

MELLD baseia-se na formacdo de um sistema de extracdo ternario, onde uma mistura de
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solvente de extragdo, mais denso e imiscivel na amostra, com um solvente de dispersao
miscivel em ambos, ¢ rapidamente injetada na amostra aquosa por meio de uma seringa,
formando uma solucdo turva semelhante a uma emulsdo. Os diminutos volumes das
goticulas do solvente de extracdo que ficam em suspensdo na fase aquosa diminuem
drasticamente a razdo V,/Vaq, 0 que aumenta significativamente o fator de enriquecimento.
Além disso, a formagao das goticulas torna a area de superficie entre o solvente e a amostra
infinitamente maior do que na MEGU. Desta maneira, a transferéncia de massa dos analitos
da amostra para o solvente de extracdo ocorre rapidamente, e o estado de equilibrio ¢
atingido quase que instantaneamente. Com isso, o tempo total de extragdo é extramente
curto, tornando esta a principal vantagem da técnica (REZAEE et al, 2006). A Figura 4
esquematiza o sentido preferencial do equilibrio de transferéncia de massas de analitos

entre solventes nos métodos de extragdo descritos acima.

Fase aquosa OO < OO O O

AL i
i i # organica |} () OO%
YYY %E & e

Fase organica

O 0 O
Fase aquosa 00 Epse@taﬂo 6 ) O

Figura 4 : Sentido preferencial de transferéncia de massa de analitos entre solventes na
extragdo liquido-liquido (A), microextracdo em gota Unica (B), e microextragdo liquido-
liquido dispersiva.

Dadas as condi¢des instrumentais analiticas existentes no LACEN/RJ, a
preocupacdo em seguir os principios da quimica verde, e as caracteristicas das amostras de
agua provenientes da rede de abastecimento e das solucdes alternativas de abastecimento de
agua, sobretudo na zona rural do Estado do Rio de Janeiro, para a realizagao deste trabalho
optou-se por desenvolver uma proposta de validacio de metodologia analitica
fundamentada em adapta¢des do método de extragdo descrito por Rezace (REZAEE et al,
2006).

6.7.2 Método de Extracao
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Foco principal do método proposto, a Figura 5 esquematiza as etapas de extragdo

desenvolvidas neste trabalho.

il
A

7]

:> CG/DCE

Adigdo de Adicdo de 1 Czn;g:;:ga:;:o
5,00 mL de mL de p Transferéncia Ressuspensio
N por 5 min. , Evaporagdo p
I d porag
amostra solugao ae Medicio do de aliquota em 10 pL de n-
em tubo extragdo volumge total de 5 L para em czrrente J\ hexano.
sob pressdo “i o € Ali
d? P da fase um “insert nitrogénio —I/ Anélise por
centrifuga com A de 100 pL ) cromatografia
de vidro seringa de organica até a secura ,
vidro sedimentada agas

Figura 5 : Fluxograma da metodologia de analise

6.7.2.1 Escolha do Solvente de Extracao

A eficiéncia da extragdo estd intimamente relacionada com as caracteristicas do
solvente utilizado, portanto, alguns critérios devem ser seguidos quando da escolha do
solvente adequado para o método de extracdo proposto: ser mais denso do que agua, ser
insoltvel ou praticamente insoluvel em 4gua, ter boa capacidade de extracao dos analitos de
interesse, e ter bom comportamento cromatografico. Infelizmente, esses critérios limitam

bastante o leque de opgdes que se poderia langar mao para a realiza¢do deste trabalho. De
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um modo geral, os solventes que se adequam a estes critérios sao os solventes organicos
halogenados. Contudo estes compostos respondem com muita intensidade e proporcionam
picos com caudas muito altas e pronunciadas quando detectador por captura de elétrons
(DCE), podendo per si interferirem na analise.

Nos seus estudos para determinacdo de substancias organicas e clorofenois em agua
por CG/DCE, Rezace et al (2006; 2007) testaram a eficiéncia de uma série de solventes de
extracdo, sendo que os mais eficientes foram o clorobenzeno e o tetracloroetileno. No
método proposto pela equipe de Rezaee, o solvente na fase organica sedimentada apds a
centrifugacgdo foi diretamente injetado no cromatografo, pois fora justificado que a resposta
do clorobenzeno ao DCE era muito menor do que a dos analitos. Baseando-se nestes
resultados, optou-se por utilizar o tetracloroetileno e o clorobenzeno para a realizacdo deste
trabalho. Entretanto, optou-se por realizar uma etapa a mais de substitui¢do do solvente de
extracdo por n-hexano previamente a analise cromatografica, a fim de se evitar qualquer
interferéncia originada do solvente halogenado. Também foram realizados testes sem
substituicdo do solvente com injecdo direta do extrato em clorobenzeno para fins de
comparacao.

Assim, as solugdes de extragao utilizadas neste trabalho foram de tetracloroetileno

em acetona e clorobenzeno em acetona, preparadas na propor¢ao de 25 pL/mL.

6.8 Metodologia para Validacao

Os critérios para a validagdo do método proposto neste trabalho basearam-se
nas diretrizes da Resolugdo N° 899 de 29 de maio de 2003 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, no Guia para Qualidade em Quimica Analitica (ANVISA, 2005) e no
Guia para Validagao de Métodos da Eurachem (EURACHEM, 1998).

6.8.1 Estudo da Seletividade

Para o estudo da seletividade foram preparadas, a partir das solugdes estoque,
solucdes individuais de cada agrotoxico na concentragao de 100 pg/LL em n-hexano para a
identificacdo dos tempos de retencdo (tr). Em seguida, foram avaliados os pardmetros

cromatograficos de fator de retengdo (k), resolugdo (Rs), e fator de separagdo (o) para se
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verificar a eficiéncia da separa¢do cromatografica das solugdes intermedidrias de calibracao
dos compostos de interesse G1 e G2, conforme descrito em 6.5.

O fator de retencdo (k) diz respeito a retencdo do soluto pela fase estacionaria e ¢
estabelecido pela razdo entre os tempos em que as moléculas do soluto ficam retidas pela
fase estacionaria e sdo carreadas ao longo da coluna pela fase mével. O valor de k ¢

calculado pela expressao:

t !
ti (Eq.11)

m

w
I
S
o~
=
~
3 |
o~
3
N————
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onde:
tr = tempo de retencao do soluto;
tm = tempo que a fase movel leva para atingir o detector desde a inje¢ao;

tr” = tempo de retencdo ajustado;

Quando o valor de k ¢ menor do que 1, a eluicao ¢ tao rapida que torna-se dificil
determinar o tempo de reten¢do de um analito de forma acurada. Por outro lado, valores de
k maiores que 20 significam que a elui¢do demanda muito tempo. O valor ideal de k para
um analito estd entre 1 e 5. Para uma analise de até dois componentes os valores devem
estar entre 1 e 20, e para uma analise de multiplos componentes, valores de k entre 0,5 e 20
sao aceitos (MILLER, 1998).

O grau de separacdo entre dois componentes (picos adjacentes no cromatograma) ¢

chamado de resolugdo, e ¢ estabelecido por (Miller, 1998):

tRZ - tRl ) _ Zd
Wb, + Wb,/ Wb, + Wb,

Rs =2 ( (Eq.12)

onde:
tr2 € tr; = Tempos de retencao dos picos adjacentes;
Wb, e Wb, = Largura dos picos na base, em unidades de tempo;

d = Distancia entre os apices dos dois picos adjacentes, em unidades de tempo.

Quanto maior o valor da resolu¢do, melhor a separacdo. Para uma separacdo
completa até a linha de base ¢ necessario um valor de resolucdo igual a 1,5 (MILLER,

1998).
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O grau em que dois componentes sdo separados ¢ funcdo da razdo entre seus tempos
de retengdo. A razdo entre os tempos de retencao ajustados de dois componentes ¢ chamada
de fator de separacdo, ou fator de seletividade, a. Este fator mede a separagdo dos centros

de massa de dois picos adjacentes e é expresso por:

k, tgy'
= — = 7
ki tre

Quando dois solutos coeluem, entdo k; = k; e a = 1,0. Por convenc¢ao, o nunca ¢

(Eq.13)

menor do que 1,0 e por isso, o mais retido, ky, sempre ¢ utilizado no numerador.
Obviamente esta razdo de separacdo corresponde simplesmente a razdo entre os
coeficientes de distribuicdo dos dois solutos na coluna, que, por sua vez, dependem da
temperatura ¢ da natureza da fase movel e da fase estacionaria. Porém, o mais importante ¢
que independem do fluxo da fase movel e da razdo de fase da coluna. Isto significa que se
as condicdes cromatograficas de temperatura e fase moével forem mantidas, a mesma
separacgdo sera sempre obtida entre os dois solutos (MILLER, 1998; CASES, 2002).

Apos a avaliacdo dos parametros cromatograficos, foram entdo comparados os
desvios dos trs determinados com as solugdes G1 e G2 de agrotoxicos em n-hexano, na
concentragdo de 100 pg/L, com os tgs obtidos na extragdo dos agrotoxicos com
tetracloroetileno e posterior troca de solvente para n-hexano, e com os trs obtidos pela

injecdo direta dos extratos de agrotoxicos em clorobenzeno.

6.8.2 Estudo da Linearidade e Intervalo

A determinac¢do da linearidade do método foi feita por meio da avaliacdo das areas
dos picos cromatograficos obtidos em 11 pontos utilizados para a construgdo das curvas
analiticas, preparados a partir das solugdes intermediarias de calibracio G1 e G2 de
agrotoxicos. Apesar do recomendado ser a constru¢do de curvas analiticas que abranjam de
80 a 120% da faixa de concentragdo esperada (ANVISA, 2003), os fatores de
enriquecimento de cada agrotdxico pos-extracdo ainda ndo eram conhecidos e, por isso,
optou-se por construir curvas cujas concentragdes variavam de 0,1 a 100 pg/L, na
expectativa de que as concentragdes de agrotdxicos obtidas apds as extragdes estivessem
compreendidas neste intervalo. Cada ponto da curva foi analisado em triplicata para

avaliacdo da dispersao da resposta do detector em cada nivel de concentracio.
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O intervalo de trabalho do método foi determinado através do teste da razio entre o
sinal (area) e a concentragao, definida por:
S S-b
QO

onde a razdo sinal/concentrag¢do para o iésimo ponto da curva analitica, S/Q;, ¢ calculada a

(Eq. 14)

partir do correspondente sinal medido, S;, da concentragdo Q; correspondente e do

coeficiente linear da curva analitica. Deste modo, foram considerados para o intervalo

linear os pontos com valores de S/Q;, que ndo diferiram mais do que 5% do coeficiente
angular da reta.

A e . . ~ . 2

As sequéncias de pontos que proporcionaram coeficientes de correlagdo linear (r°)

maiores do que 0,99 foram, entdo, consideradas para a determinagdo dos intervalos de

concentragcdo onde se atende a niveis adequados de precisdo, exatidao e linearidade.

6.8.3 Estudo da Exatiddo, Recuperacao e Incerteza

Para a avaliacdo da exatiddo e recuperagdo do método, uma amostra de agua
deionizada obtida no laboratério foi processada segundo o método descrito em 6.7.2 e
analisada por CG/DCE para se verificar a existéncia de quaisquer interferentes. Em
seguida, fortificaram-se ao nivel de concentragdo de metade do valor maximo permitido
para cada agrotoxico (0,5VMP), replicatas de amostras de dgua deionizada com as solucdes
intermediarias de fortificacdo G1 e G2, preparadas com padrdes de agrotdxicos certificados
conforme descrito em 6.5.1. As amostras foram entdo processadas segundo o método
descrito em 6.7.2, comparando-se os resultados das recuperagdes obtidas pelas extracdes
com tetracloroetileno e clorobenzeno com troca de solvente, e extracdes com clorobenzeno
sem troca de solvente.

As incertezas das recuperagdes foram determinadas levando-se em conta os erros
aleatorios e residuos advindos das regressoes das curvas de calibragdo e as concentragdes
calculadas por meio das curvas de calibragdo. Para tanto, foram calculados os desvios (Sa e
Sb) dos coeficientes angulares (a) e lineares (b) das curvas e ajustados com valores de t da
distribuicdo de Student para (n-2) para um nivel de confianca de 95% , ficando, portanto, a

+tSaeb £ tSh.
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6.8.4 Estudo da Precisao

A precisdo do método foi avaliada como precisdo intermedidria, com ensaios
realizados em dias diferentes e por técnicos diferentes, porém com amostras idénticas
processadas sob as mesmas condi¢des segundo o método descrito em 6.7.2. Foi feita a
comparac¢do dos coeficientes de variagdo obtidos com as replicatas das amostras, sendo n =
7 para Gl e n = 6 para G2, ambos extraidos com tetracloroetileno e posterior troca de
solvente para n-hexano; n = 5 para G1 e G2 extraidos com clorobenzeno e posterior troca
de solvente para n-hexano; e n = 2 para G1 e G2 extraidos com clorobenzeno e injetados
diretamente no cromatdgrafo. Foi feito o teste de Grubbs para se verificar a presenca de

valores aberrantes.

6.8.5 Estudo dos Limites de Deteccéo e de Quantificagéo

Os limites de deteccao (LD) e de quantificagdao (LQ) do método foram determinados
considerando-se LD = 0 + 3S, e LQ = 0 + 10S;, onde S, corresponde ao desvio padrdo do
branco (EURACHEM, 1998). Para o calculo de S, utilizaram-se as curvas de calibracao
considerando-se que cada ponto da representacdo grafica (incluindo o que representa o
branco ou ruido de fundo) tem uma variagdo distribuida normalmente na direcao do eixo y,
com um desvio padrdo estimado por Syy. Portanto, é apropriado o uso de S,x em
substitui¢do a Sy para se estimar os limites de deteccdo e de quantificagao.

O desvio Syx pode ser facilmente calculado a partir dos dados da curva de
calibragdo. Somando-se 3Syx ao valor de b na equagdo de regressdo da curva de calibracdo
determina-se o valor de y correspondente a concentragdo no limite de detec¢do, e somando-
se 10Sy ao valor de b na equagao de regressao da curva de calibragdo determina-se o valor

de y correspondente a concentragdo no limite de quantificagao (MILLER, 1988).

7 Metodologia de Amostragem
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Para definicdo dos pontos de coleta de amostra, primeiramente foi necessario
selecionar uma regido do Estado que contemplasse prerequisitos de producdo agricola
significativa e grande parcela da populacdo abastecida por solucdes alternativas.

Para o primeiro prerequisito, langou-se mao dos dados do Acompanhamento
Sistematico da Producdo Agricola - ASPA - elaborado pela Empresa de Assisténcia
Técnica e Extensao Rural do Estado do Rio de Janeiro (EMATER/RJ), construindo-se uma
série histérica de rendimento (razdo da produc¢do em toneladas pela area colhida em
hectares — ton/ha) dos principais produtos cultivados no Estado de 2001 a 2005. A
utilizagdo do rendimento foi um indicador util neste caso, pois além de facilitar a
comparacdo entre municipios com grandes safras e zonas agricolas extensas com
municipios com zonas e safras menores, permitiu uma rapida visualizagdo de onde hd uma
grande producdo agricola em 4reas relativamente pequenas, possibilitando a especulaciao do
uso intensivo de agrotoxicos na area em estudo.

A Figura 6 mostra os seis produtos agricolas cultivados no Estado, acompanhados
ininterruptamente de 2001 a 2005 e que apresentaram os maiores rendimentos nos anos de
2001 a 2003, e 2005. O ano de 2004 ndo estd representado, pois os dados do ASPA
divulgados pela EMATER/RJ estavam incompletos. Baseando-se nos dados do ASPA para
o0 ano de 2005, calculou-se os rendimentos da produ¢do dos municipios fluminenses para as
culturas apresentados na Figura 6. Os cinco municipios com maior rendimento foram
classificados na Tabela 8.

Dentre os municipios fluminenses, os municipios de Paty do Alferes, Sdo José do
Vale do Rio Preto e Teresopolis, repetem-se entre os cinco com maior rendimento no
Estado para cinco das seis culturas escolhidas. Em func¢do disso, especula-se uma maior

probabilidade da utilizagdo intensiva de agrotoxicos nesses municipios.
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Figura 6: Grafico das culturas com maior rendimento no Estado do Rio de Janeiro nos anos de 2001 a
2003 e 2005 (EMATER/RJ, 2007).

TABELA 8 : Os cinco municipios com os maiores rendimento dos seis produtos agricolas
cultivados no Estado e acompanhados ininterruptamente pelo ASPA (EMATER/RJ, 2007)

Municipio (Rendimento em ton/ha)

Cultura 1° 20 3° 40 50 Estado
STO. ANTONIO LAJEDO SAO JOSE DO
Tomate DE PADUA MURIAE VALE DO RIO PERME'I?JXE(;B 8) ALFPEAI;\TI;(SD(SB 8) 75,35
(113) (100) PRETO (100) ' '
SAO JOSE DO BOM p .
Chuchu VALEDORIO  JARDIM Péﬁf'(%g %O ; ANRE'%gE(GO) TERE(SG%P OLS 65,08
PRETO (80) (75) ’
. MIGUEL SAO JOSE DO
Repolho TERE(Sf(’))P OUS  pEREIRA ALIPZEQE(ESD%@ SAPUCAIA (58) VALEDORIO 5521
(69.4) PRETO (57,4)
N BOM JESUS
Cana BARRA MANSA  ITAOCARA IST’;% :,SOOADNi DO BARRA DO 52 35
(71,67) (70) ITABAPOANA PIRAI (68,4) '
(69,9)
(69,5)
TERESOPOLIS  PINHEIRA  SUMIDOURO RIO CLARO VOLTA
Couve 62) L (517) (50.8) (50) RE(Z?ZJ)DA 51,55
SAO JOSE DO SAO
Pepino ALF;é;Eg%Z) SAP(;JZC)A'A BOM(%)RD'M VALEDORIO SEBASTIAODO 50,34
PRETO (70) ALTO (60)
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Para o segundo prerequisito, compilou-se os dados referentes a condi¢do de
abastecimento de 4gua da zona rural dos municipios fluminenses, de acordo com
informagdes do DATASUS para o ano 2000. Os 15 municipios com maior populagao total
abastecida por solucdes alternativas foram ranqueados e construiu-se uma tabela
comparativa (Tabela 9). Nesta classificagdo aparecem novamente os municipios de Paty do
Alferes, Sao José do Vale do Rio Preto e Teresopolis.

Segundo os dados fornecidos para a ¢época, dentre os trés municipios
preselecionados, Sdo José do Vale do Rio Preto foi o que apresentou maior percentual de
sua populacao total sendo abastecida por solugdes alternativas de abastecimento, sendo, por

1sso, selecionado para a coleta de amostras.

TABELA 9 : Condicdo de abastecimento por solugdo alternativa da populagdo total e rural
dos municipios fluminenses

Abastecimento de dgua - Rio de Janeiro

Moradores por Municipio e Abastecimento Agua

Abastecimento Agua por Solucéio Alternativa: Poco ou nascente (Agua N&do Tratada)
Situacdo: Rural

Periodo:2000 Fonte: DATASUS

Pop. Pop. Total % % em % em

Municipio Tgtal s/ Pop.Rural do Pop.Rural  relagdo relagdo a

agua Total Municipio s/ Agua a Pop. Pop. Total

tratada Tratada Total do Estado
1 Campos dos Goytacazes 34.950 42812 406989 81,64 8,59 0,24
2 S&o Francisco de ltabapoana 21.271 21917 41145 97,05 51,70 0,15
3 Teresopolis 20.241 22.883 138.081 88,45 14,66 0,14
4 Nova Friburgo 15.623 21567 173418 72,44 9,01 0,11
5 Rio Bonito 13.275 17241 49691 77,00 26,72 0,09
6 Cabo Frio 12.740 20591 126828 61,87 10,05 0,09
7 Marica 12.553 13338 76737 94,11 16,36 0,09
8 Sumidouro 10.433 11842 14176 88,10 73,60 0,07
9 Bom Jardim 9.326 11334 22651 82,28 41,17 0,06
10 S&o José do Vale do Rio Preto  8.455 10.271 19.278 82,32 43,86 0,06
11 Parati 8.331 15478 29544 53,82 28,20 0,06
12 S&o Fidélis 8.057 10276 36789 78,41 21,90 0,06
13 ltaperuna 7.981 9342 86720 85,43 9,20 0,06
14 Petropolis 7.870 15866 286537 49,60 2,75 0,05
15 Paty do Alferes 7.483 8.175 24.931 91,54 30,01 0,05
Estado 411553 569.816 14.391.282 72,23 2,86 2,86
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7.1 Coleta das Amostras

Foi feito contato com o setor responsavel pelo monitoramento da qualidade da 4dgua
para consumo humano na Secretaria Municipal de Satide de Sao José do Vale do Rio Preto,
que prontamente concordou em participar do estudo. Os pontos de coleta foram escolhidos
pelos técnicos municipais dentre os ja pré-estabelecidos pelo programa municipal de
vigilancia da qualidade da 4gua e que situavam-se proximos as lavouras, sendo que todos
correspondiam a pogos freaticos de profundidades variadas e abasteciam aos moradores das
propriedades. Os pontos foram georreferenciados utilizando-se um GPS de navegacdo da
marca Garmim modelo 12XL, e as coletas realizadas com o acompanhamento dos técnicos
municipais, mediante autorizagdo dos moradores. A Tabela 10 apresenta as coordenadas
dos pontos amostrados. Em cada ponto foi coletado 1 litro de amostra em frasco de vidro

ambar, que foi acondicionado e transportado em caixa de isopor.

TABELA 10: Coordenadas das amostras coletadas no municipio de Sao José do Vale do

Rio Preto
Amostra Local Endereco Coordenadas
01 Residéncia Rua Seis de Setembro — Pouso Alegre VSVZ422%74%9742
02 Residéncia Rua Nossa Senhora Aparecida — Pouso Alegre \,SVZA‘ZZ(’%Z%ZZ;,
03 Residéncia Rua Nossa Senhora Aparecida — Pouso Alegre @iﬁ%ﬁ%‘;i’"
04 Residéncia Estrada Saturnino Teixeira da Silva - Palmital \fVZZLZZ‘?Si’129()33"
05 Residéncia Estrada Saturnino Teixeira da Silva - Palmital \i/2422°0585'124509”
06 Residéncia Estrada Saturnino Teixeira da Silva - Palmital VS;/2422°0585'(2§)19"
07 Residéncia Estrada Saturnino Teixeira da Silva - Palmital Vs\/24220585'(ﬁ)38”
08 Residéncia Estrada Afonso Bitencourt - Rogadinho VSV2422150€:’517651"
09 Escola Escola Municipal Antdnio Ribeiro Pereira - Gléria VSV2422°°1505”120207"”
10 Residéncia Rua Albano Pereira Ribeiro - Gldria \ISV21122°15()!5’()27i,34"
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A Figura 7 ilustra o apecto da regido e de alguns dos pogos amostrados. A Figura 8
demonstra a localizacdo dos pontos de coleta georreferenciados em relagdo a area do
municipio de Sao José do Vale do Rio Preto. A Figura 9 mostra, em maior escala, o relevo
da regido e a localizagdo dos pontos de coleta no trecho da bacia do Rio Preto que corta o
municipio de Sdo José do Vale do Rio Preto. Pode-se observar a proximidade dos pogos
amostrados em relacao aos corpos hidricos que fazem a drenagem da bacia até o Rio Preto,

principal manancial da regido.

Figura 7: Aspecto de alguns dos pogos coletados (A, F, H, I); Lavoura de chhu e tomate redominantes na
regido (B e C); Extensdo das plantacdes em relagdo a propriedade (D, G, I); Proximidade das plantagdes as
barragens, corregos e riachos da regido (E e G). 0
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A Figura 10 mostra uma imagem de satélite em alta defini¢do de um dos pontos de
amostragem. Pode-se observar a extensdo da area cultivada em relagdo a propriedade, o
relevo acidentado da regido, e a proximidade do plantio em relagdo a floresta, pertencente

ao bioma Mata Atlantica que cerca toda a regido.

Image © 2009 DigitalGlobe &=

~.Google

© 2008 Map Link/Tele Atlas

» -
Data das imagens: 7/ /2002 22°10'65.60" 8 42°56115.18"0 elev 658 m Altitude do ponto.dewisdo 1.86 km

Figura 10 : Imagem de satélite em alta definigdo de um dos pontos de coleta
georreferenciados mostrando a extensao da area cultivada em relagdo a propriedade, relevo
do terreno (regido de serra) e proximidade da mata (Google, 2009)

7.2 Andlise das Amostras

Cada amostra foi processada e analisada conforme a metodologia descrita em 6.7.2.
Cada aliquota foi injetada no cromatografo em duplicata. Os parametros cromatograficos

utilizados sdo os mesmos descritos em 6.6.

8 Resultados e Discussao

8.1 Especificidade do Método Analitico

A especificidade do método ¢ fundamental para que se tenha confianga quando da
identificacdo de analitos em amostras desconhecidas. Nos métodos baseados em separacao

cromatografica, os analitos sdo identificados através dos seus tempos de retengdo (tg) na
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coluna cromatografica. Entretanto, os analitos interagem de diferentes formas entre si e
com os demais componentes da matriz. Essas interagdes proporcionam comportamentos
diferenciados em relagdo a fase movel e a fase estacionaria, gerando diferentes perfis de
separa¢do que devem ser avaliados caso a caso. Portanto, para a determinagdo do parametro
de especificidade, ¢ importante que os analitos estejam submetidos as mesmas condigdes
esperadas em amostras reais. Para tanto, procedeu-se como descrito em 6.8.1, obtendo-se os
trs em solucdes contendo as substincias de interesse e avaliou-se a eficiéncia da seperagdo
cromatografica.

Conforme explanado em 6.5, trabalhou-se com dois grupos de analitos (G1 ¢ G2).
Na Figura 11 tem-se o cromatograma de separacdo dos agrotoxicos estudados onde foram
determinados seus tg. Na Tabela 11 estdo mostrados os resultados para a eficiéncia da

separa¢do cromatografica dos analitos, ordenados por ordem crescente de tg.

TABELA 11 : Parametros cromatograficos de separacdo dos agrotoxicos de G1 e G2 em
n-hexano

Agrotoxico tp* K* Rs a

Trifluralina* 9,65 2,79 - -
Alfa-HCH*/Trifluralina 10,89 3,27 5,0 1,17
Hexaclorobenzeno*/Alfa-HCH 11,28 3,42 1,0 1,05
Beta-HCH*/Hexaclorobenzeno 12,34 3,84 3,0 1,12
Gama-HCH*/Beta-HCH 12,66 3,96 1,3 1,03
Delta-HCH*/Gama-HCH 14,15 4,55 5,0 1,15
Alfa-Endossulfam*/Delta-HCH 26,44 9,37 30,7 2,06
Endrin*/Alfa-Endossulfam 30,51 10,96 10,2 1,17
Beta-Endossulfam*/Endrin 31,29 11,27 2,6 1,03
2,4'DDT*/Beta-Endossulfam 32,11 11,59 3,3 1,03
4,4'DDT*/2,4’'DDT 34,08 12,36 9,8 1,07
Metoxicloro*/4,4'DDT 37,04 13,53 14,8 1,09

tr = Tempo de Retencdo; k = Fator de Retenc¢do; Rs = Resolugdo; a = Fator de Separagdo. Observagdes:
Os valores de TR e K correspondem as substancias marcadas com (*) e os valores de Rs e a
correpondem a separagdo agrotoxico/agrotdxico.

De acordo com a Tabela 11 verifica-se que apenas as separagdes entre o
hexaclorobenzeno e o alfa-HCH e entre o beta-HCH e o gama-HCH nao obtiveram os
valores esperados de Rs (igual ou superior a 1,5). Entretanto, os valores de Rs obtidos

significam que as substincias foram separadas em cerca de 98 e 99,5%, para o primeiro e
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segundo par, respectivamente, o que ndo proporciona interferéncias significativas nos
calculos de integracdo das areas dos picos e na obtencao dos tempos de retencdo, como
pode ser observado no cromatograma de separagdo (Figura 11). As demais substincias
obtiveram os valores esperados de k, Rs e a, significando eficiéncia na separagdo e

obtencdo dos tempos de retengdo dentro de niveis aceitaveis de exatidao.
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Diante dos tgs determinados em n-hexano, comparou-se a média dos trs obtidos nas
extragdes com tetracloroetileno com posterior troca de solvente, e nas extragcdes com

inje¢do direta de clorobenzeno, cujos resultados estao mostrados na Tabela 12.

TABELA 12 : Comparagdo entre os tgs das Substancias de Interesse em n-hexano,
Extraidas em Tetracloroetileno e Extraidas em Clorobenzeno

tg médio, n- tg médio tg médio, Desvio dos .
Agrotdxico hexano Tetracloroetileno,  Clorobenzeno 4 CV(%)
(n=6)" (n=5)* (n=2)’ e

Trifluralina 9,657 9,652 9,650 0,003668 0,037998
Alfa-HCH 10,957 10,892 10,893 0,037577 0,344300
Hexaclorobenzeno 11,321 11,285 11,285 0,021093 0,186718
Beta-HCH 12,460 12,352 12,352 0,062566 0,505055
Gama-HCH 12,751 12,672 12,671 0,046050 0,362659
Delta-HCH 14,277 14,158 14,158 0,068570 0,482973
Alfa Endossulfam 26,577 26,456 26,454 0,070524 0,266169
Endrin 30,606 30,518 30,515 0,051558 0,168789
Beta Endossulfam 31,431 31,231 31,227 0,117065 0,374056
2,4'DDT 32,088 32,088 32,083 0,002715 0,008463
4,4'DDT 34,145 34,088 34,084 0,034141 0,100105
Metoxicloro 37,102 37,047 37,046 0,032047 0,086461

1 - média dos tempos de retengdo da mistura de agrotdxicos em n-hexano; 2 — média dos tempos de retengdo da mistura de
agrotdxicos extraidos em tetracloroetileno; 3 - média dos tempos de retengdo da mistura de agrotdxicos em clorobenzeno; 4 —
desvio-padrao dos tempos de retengdo obtidos em 1, 2 e 3; 5 — Coeficiente de variagdo dos tempos de retengdo obtidos em 1,2, e 3.

Pode-se perceber que o método apresenta grande especificidade, onde o maior
desvio padrao obtido foi para a substancia beta-endossulfam e, apesar disso, ndo houve
sobreposi¢do de nenhum dos intervalos de tempos de retencdo. A andlise do coeficiente de

variagdo também demonstra que houve grande grau de concordancia entre os resultados.

8.2 Linearidade do Método Analitico

A Tabela 13 apresenta os resultados das equacgdes das curvas analiticas obtidas para
as substancias de interesse. Analisando as equacdes das retas obtidas conclui-se que o
modelo linear ¢ adequado ja que o coeficiente de correlagdo foi maior do que 0,99. A

analise residual (soma residual dos quadrados minimos) em relagdo ao coeficiente de
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determinacdo da regressdo linear obteve valores muito proximos para r°, confirmando a
adequacdo do modelo de regressdao. Os intervalos de trabalho com linearidade satisfatoria
encontrados para as substancias de interesse estdo apresentados na Tabela 14.

Através das curvas analiticas obtidas pode-se construir os graficos apresentados nas
Figuras 12 e 13 e avaliar a sensibilidade cromatografica para cada agrotoxico, ja que quanto
maior a inclinagdo da reta mais sensivel ¢ o método. Nota-se que o método ¢ pouco sensivel
para B-HCH, porém apresenta boa sensibilidade para os demais agrotdxicos, com valores
semelhantes. Dentre todas as substancias de interesse, a maior sensibilidade foi obtida com

0 Metoxicloro.

TABELA 13 : Equagdes das Curvas Analiticas Obtidas para os Agrotdxicos Estudados
com seus Respectivos Intervalos de Confianga e Coeficiente de Correlagdo Linear (1%)

Padroes Coeficiente Angular Coeficiente Linear r?
4,4'DDT 57,357 + 11,020 54,289 + 59,739 0,9946
Alfa Endossulfam 72,999 + 8,447 79,063 + 47,705 0,9965
Alfa-HCH 67,313 + 8,677 60,190 + 54,779 0,9975
Beta-HCH 9,054 + 1,248 9,041 + 6,931 0,9972
Delta-HCH 59,906 + 11,257 71,775 * 61,493 0,9948
Endrin 60,913 + 8,206 -15,848 + 3,152 0,9973
Gama-HCH 67,809 + 10,861 172,663 + 74,134 0,9962
Hexaclorobenzeno 117,468 + 12,489 111,450 * 69,726 0,9983
Metoxicloro 175,495 + 39,455 237,257 + 188,139 0,9926
2,4'DDT 42,428 + 2,020 0,268 + 8,865 0,9997
Beta Endossulfam 64,583 + 2,861 -21,145 + 13,876 0,9997
Trifluralina 41,647 + 2,017 -11,599 + 10,716 0,9997
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Curvas Analiticas de Agrotdxicos G1
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Figura 12 : Curvas Analiticas dos Agrotoxicos G1 (4,4’DDT, alfa-Endossulfam, alfa-HCH,
beta-HCH, delta-HCH, e Endrin).
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Curvas Analiticas de Agrotoxicos G1
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Curvas Analiticas de Agrotoxicos G2
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Figura 13: Curvas Analiticas dos Agrotoxicos G1 (Gama-HCH, Hexaclorobenzeno e
Metoxicloro) e G2 (2,4’DDT, beta-Endossulfam e Trifluralina).
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TABELA 14: Valores de Intervalo de Trabalho para os Agrotoxicos Estudados

Padrées Intervalo de
trabalho (ug/L)

4,4'DDT 1,24 - 98,33
Alfa Endossulfam 1,17 - 101,75
Alfa-HCH 1,20 - 102,05
Beta-HCH 0,55 - 100,96
Delta-HCH 1,04 - 100,43
Endrin 0,86 - 101,45
Gama-HCH 1,70 - 104,13
Hexaclorobenzeno 1,07 - 100,66
Metoxicloro 1,00 - 103,00
2,4'DDT 0,48 - 95,50
Beta Endossulfam 0,52 - 100,46
Trifluralina 0,57 - 110,38

8.3 Exatidao e Precisao

A exatidao e precisdo do método foram deteminados em amostras fortificadas ao
nivel de 0,5VMP para cada agrotoxico. Os resultados obtidos através da extragdo com
tetracloroetileno com posterior mudanga de solvente (tetracloroetileno/n-hexano),
clorobenzeno com posterior mudanga de solvente (clorobenzeno/n-hexano), e clorobenzeno
sem mudanga de solvente (clorobenzeno direto) foram submetidos ao teste de Grubbs para
a localizagdo de valores aberrantes que foram descartados. Os resultados finais foram

agrupados e estdo apresentados na Tabela 15.
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TABELA 15 : Comparagdo da Eficiéncia da extragdo com tetracloroetileno e
clorobenzeno com posterior mudanga de solvente para n-hexano, e clorobenzeno sem
mudanca de solvente

Agrotoéxicos Recuperagdo (%) * Incerteza
Conce;t“t;g)éo 05 Tetracloroetileno Clorobenzeno Clorobenzeno Direto
4,4'DDT 75,0 + 15,7 225 ¢ 5,2 440 ¢+ 9,1
Alfa Endossulfam 90,9 + 10,7 19,1 + 2,3 456 + 5,4
Alfa-HCH 1094 + 14,8 18,3 ¢+ 2,9 104,7 t 14,0
Beta-HCH 93,3 + 13,6 27,2 ¢t 4,3 76,7 * 11,0
Delta-HCH 127,7 + 25,6 369 + 7,9 108,4 + 21,5
Endrin 95,3 + 13,2 21,7 ¢ 3,1 44,9 * 6,2
Gama-HCH 87,5 + 15,0 185 + 3,6 78,9 * 13,3
Hexaclorobenzeno 58,1 t 7,1 9,3 * 1,8 50,2 * 5,8
Metoxicloro 70,1 + 16,7 21,0 + 51 35,0 + 8,3
2,4'DDT 92,3 + 44 185 + 0,9 454 + 2,2
Beta Endossulfam 103,0 + 4,5 22,5 1,0 60,5 * 2,7
Trifluralina 71,8 + 35 15,5 ¢ 0,7 52,5 # 2,5

Pode-se observar que as melhores recuperacdes foram obtidas nas extragdes
com tetracloroetileno/n-hexano. A injecdo direta de clorobenzeno, que envolve um
procedimento a menos (troca de solvente), e por isso estaria menos sujeita a perdas ou
contaminagdes cruzadas, foi capaz de proporcionar recuperagdes proximas as obtidos com
o tetracloroetileno para o Alfa-HCH e Hexaclorobenzeno, porém, os resultados foram
inferiores para os demais analitos. A maior eficiéncia da extra¢do com tetracloroetileno fica
evidenciada com os valores de fator de enriquecimento (concentragdo de analito obtida no
extrato organico dividida pela concentragdo real de analito na amostra aquosa fortificada)
obtidos com cada solvente, conforme apresentado na Tabela 16. Apesar da incerteza
elevada, de um modo geral, os resultados obtidos com tetracloroetileno/n-hexano ficaram
dentro da faixa aceitavel para residuos de agrotéxicos (70 — 120%). A tnica excegdo foi
para o hexaclorobenzeno que obteve recuperacio de 58,1% na extragdo com

tetracloroetileno/n-hexano.
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TABELA 16: Fatores de Enriquecimento obtidos na Extragdo dos Agrotdxicos Estudados

Agrotoxicos Fator de Enriquecimento

~ . Clorobenzeno
Concentragdo (0,5 VMP) Tetracloroetileno Clorobenzeno

Direto
4,4'DDT 208 63 122
Alfa Endossulfam 253 53 127
Alfa-HCH 304 51 291
Beta-HCH 259 76 213
Delta-HCH 355 102 301
Endrin 265 60 125
Gama-HCH 243 51 219
Hexaclorobenzeno 161 26 140
Metoxicloro 195 58 97
2,4'DDT 256 51 126
Beta Endossulfam 286 62 168
Trifluralina 199 43 146

Os melhores niveis de precisdo também foram obtidos através da extracdo
tetracloroetileno/n-hexano que, de um modo geral, ficaram dentro dos limites
recomendaveis de até 20% de coeficiente de variagdo (CV) (APVMA, 2004). Os resultados

estdo apresentados na tabela 17.

TABELA 17: Valores de Coeficiente de Variacdo Obtidos nas Extracdes dos Agrotoxicos
Estudados

Agrotoéxicos CV (%)
Concentragso (05 Vip)  Te1r2qoroetieno Clorabenzeno - Clorobenzeno
4,4'DDT 14 19 21
Alfa Endossulfan 11 19 11
Alfa-HCH 18 14 14
Beta-HCH 20 66 18
Delta-HCH 20 60 22
Endrin 11 16 14
Gama-HCH 18 85 17
Hexaclorobenzeno 14 48 23
Metoxicloro 10 19 7
2,4'DDT* 11 37 11
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Beta Endossulfan* 18 64
Trifluralina* 13 33 4

8.4 Limites de Deteccao (LD) e Quantificacdo (LQ)

Os limites de deteccdo e quantificagdo foram determinados a partir da faixa linear
das curvas analiticas. Os limites do equipamento foram obtidos diretamente das curvas
propriamente ditas. Os limites do método levaram em conta os fatores de enriquecimento
obtidos nas extracdes de amostras fortificadas ao nivel de 0,5 VMP. A Tabela 18 apresenta
os resultados dos limites de deteccdo e quantificagio obtidos nas extragdes com
tetracloroetileno/n-hexano, clorobenzeno/n-hexano e clorobenzeno direto comparados com

os valores maximos permitidos para cada agrotoxico na Portaria 518/04 — MS.

TABELA 18: Limites de LD e LQ para os agrotoxicos estudados em comparagdo com 0s
VMPs da Port. 518/04 — MS

Limites Do Método VMP
Do . . (Port.
. (leva em conta os fatores de enriquecimento do
Equipamento rocesso de extracdo — préconcentragao analitica) 518/04-
Agrotoéxicos P ¢ P ¢ MS)
Limite de Detecc¢do (ug/L) Limite de Quantificacdo (pug/L)
Concentragdo LD LQ (LD do equipamento/FE) (LQ do equipamento/FE)
0.5 VMP (ng/L) | (ng/L) 1 , | Clorob. 1 , | Clorob. (hg/L)
’ He He Tetra.” | Clorob. . 3 | Tetra.” | Clorob. .3
Dir. Dir.
4,4'DDT 1,35 4,50 | 0,0065 | 0,0216 | 0,0110 | 0,0216 | 0,0719 | 0,0368 2
Alfa Endossulfam 1,14 3,80 | 0,0045 | 0,0214 | 0,0090 | 0,0150 | 0,0715 | 0,0300 20
Alfa-HCH 1,07 3,56 | 0,0035 | 0,0210 | 0,0037 | 0,0117 | 0,0700 | 0,0122
Beta-HCH 1,14 3,79 | 0,0044 | 0,0150 | 0,0053 | 0,0146 | 0,0501 | 0,0178
Delta-HCH 1,35 4,49 | 0,0038 | 0,0131 | 0,0045 | 0,0127 | 0,0438 | 0,0149
Endrin 1,09 3,64 |0,0041 | 0,0181 | 0,0088 | 0,0138 | 0,0604 | 0,0292 0,6
Gama-HCH 1,57 5,23 | 0,0065 [ 0,0306 | 0,0072 | 0,0215| 0,1019 | 0,0238 2
Hexaclorobenzeno 0,78 2,60 | 0,0048 [ 0,0302 | 0,0056 | 0,0161 | 0,1007 | 0,0186 1
Metoxicloro 1,61 5,38 | 0,0083 [ 0,0276 | 0,0166 | 0,0276 | 0,0921 | 0,0553 20
2,4'DDT 0,34 1,13 | 0,0013 | 0,0066 | 0,0027 | 0,0044 | 0,0220 | 0,0090 2
Beta Endossulfam 0,35 1,15 | 0,0012 | 0,0055 | 0,0021 | 0,0040 | 0,0184 | 0,0068 20
Trifluralina 0,41 1,37 | 0,0021 | 0,0096 | 0,0028 | 0,0069 | 0,0319 | 0,0094 2

1 — Extracdo com tetracloroetileno/n-hexano; 2 — extra¢do com clorobenzeno/n-hexano; 3 — extracdo com
clorobenzeno direto.
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Avaliando a Tabela 18, pode-se verificar que os menores limites de deteccdo e
quantificagdo foram alcansados com as extragdes realizadas com tetracloroetileno/n-

hexano.

8.5 Aplicacao do Método Desenvolvido — Resultado das Amostras

Apds avaliacdo de todos os parametros de validacao estudados, verificou-se que as
melhores performances foram obtidas nas extracdes realizadas com tetracloroetileno/n-
hexano e, por este motivo, o tetracloroetileno foi o solvente de escolha para o
processamento das amostras coletadas em Sao José do Vale do Rio Preto.

Todas as amostras coletadas foram processadas em duplicata conforme o método
descrito em 6.7.2. Algumas das amostras apresentaram pequenos picos em Seus
cromatogramas, provavelmente oriundos de componentes da matriz que produzem alguma
resposta ao detector por captura de elétrons. No entanto, nenhuma das amostras analisadas
apresentou picos com tempos de retencdo coincidentes aos tempos de retengdo
determinados para os agrotoxicos estudados. Tendo em vista os limites de deteccdo obtidos
com o método, pode-se afirmar que ndo foram detectados nenhum dos agrotoxicos de

interesse nas amostras analisadas. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 19.

TABELA 19: Resultado da Analise das Amostras Coletadas no municipio de Sao José do
Vale do Rio Preto

Amostra Local Enderego Coordenadas | Resultado
01 Residéncia Rua Seis de Setembro — Pouso Alegre VSV2422?574":)9742” <LQ
02 Residéncia Rua Nossa Senhora Aparecida — Pouso Alegre VSV2422°%7£;%%26"" <LQ
03 Residéncia Rua Nossa Senhora Aparecida — Pouso Alegre \211220957‘;,‘:)%%;, <LQ
04 Residéncia Estrada Saturnino Teixeira da Silva - Palmital \22422?585’12%?;” <LQ
05 Residéncia Estrada Saturnino Teixeira da Silva - Palmital \:/1229585,121%,, <LQ
06 Residéncia Estrada Saturnino Teixeira da Silva - Palmital \/Sv2422058521‘t)19” <LQ
07 Residéncia Estrada Saturnino Teixeira da Silva - Palmital VSV2422005852$?;,, <LQ
08 Residéncia Estrada Afonso Bitencourt - Rocadinho VSV2422°°1506’?17651’; <LQ
09 Escola Escola Municipal Ant6énio Ribeiro Pereira - Gloria $22°10'10.0” <LQ
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| | | wa2°5522.7” |

$22°10'07.3 | <la

Rua Albano Pereira Ribeiro - Gléria ‘ W42°55'21 4”

10 ‘ Residéncia

9 Conclusoes

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que se conseguiu desenvolver um
método rapido, simples, eficiente, e de baixo custo, utilizando CG/DCE para a analise
simultdnea de multirresiduos dos agrotoxicos 4,4'DDT, Alfa-Endossulfam, Alfa-HCH,
Beta-HCH, Delta-HCH, Endrin, Gama-HCH, Hexaclorobenzeno, Metoxicloro, 2,4'DDT,
Beta-Endossulfam e Trifluralina em matrizes de 4gua para consumo humano provenientes
de solugdes alternativas de abastecimento.

As condicdes de extragdao foram otimizadas através do estudo do melhor solvente de
extragdo, levando-se em conta sua possibilidade de interferéncia no sistema de detec¢dao. A
extragdo com solucao de tetracloroetileno:acetona (25uL/mL) com posterior substituicao do
solvente por n-hexano antes da inje¢do no cromatdgrafo foi a que permitiu os maiores
fatores de enriquecimento (pré-concentragao) e melhores taxas de recuperagao dos analitos.

As curvas analiticas obtidas mostraram bons coeficientes de correlagdo, sendo todos
comr’ > 0,99.

A linearidade das curvas foi adequada, estendendo-se até trés ordens de grandeza e
atendendo aos limites de 80 a 120% da concentracdo esperada, mesmo levando-se em
consideracdo o pior resultado de pré-concentragdo obtido, que foi de 161 vezes para o
hexaclorobenzeno no solvente de extragao escolhido.

As recuperacdes médias obtidas estavam dentro dos valores aceitaveis para residuos
de agrotoxicos (70 a 120%), a exce¢do do hexaclorobenzeno, apesar dos intervalos de
confianga apresentarem amplitudes relativamente grandes. Devido a auséncia de injetor
automatico no cromatdgrafo utilizado para a realiza¢do desse trabalho, o erro do operador
certamente refletiu-se nas incertezas calculadas para as curvas analiticas. Como o erro

relativo das recuperagdes foi calculado em fung¢dao do erro das curvas de calibragdo, ¢
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possivel que o erro do operador tenha sido indiretamente responsavel pelo aumento da
amplitude nos intervalos de confianga para as recuperagoes.

A precisdo obtida para todos os agrotoxicos ficou dentro da faixa recomendada de
até 20% de variagdo. Também para este caso, a utilizagdo de inje¢des automatizadas
poderia contribuir para a melhoria das taxas de variagao.

A sensibilidade do método (LD e LQ) em relagdao aos agrotdxicos estudados foi na
ordem de dezenas de ng/L para a maioria dos agrotoxicos analisados, apds a etapa de
extragdo e pré-concentragdo, limites perfeitamente adequados para se cumprir as exigéncias
da Portaria n°® 518 de 25 de marco de 2004 do Ministério da Saude.

Tendo em vista o pequeno volume de amostra e o diminuto volume de solvente de
extracdo utilizados, pode-se dizer que o método proposto ¢ mais econdmico, menos
agressivo ao meio ambiente por gerar menos residuos, ¢ menos trabalhoso do que os
tradicionais métodos de extra¢do liquido-liquido (ELL). Além disso, a praticidade do
método dispensa a necessidade de aparatos adicionais para o processo de extragdo,
facilitando sobremaneira sua implantagao laboratorial.

O tempo total de extragdo por amostra (cerca de 10 minutos se levado em conta o
tempo de evaporagdo para troca do solvente) também ¢ uma vantagem adicional em relagdo
aos métodos de ELL, pois permite que se trabalhe com amostras em batelada e se possa
fazer um numero maior de replicatas por amostra em um mesmo dia.

Apesar do tetracloroetileno e do clorobenzeno ndo serem considerados solventes
“verdes” as quantidades utilizadas para a execucdo do método sdo minimas, o que diminui
consideravelmente a geracao de residuos pelo laboratorio.

Uma analise preliminar de dez amostras de 4gua para consumo humano
provenientes de solugdes alternativas de abastecimento espalhadas pelo municipio de Sdo
José do Vale do Rio Preto, municipio com produgdo agricola relevante na zona rural do
Estado do Rio de Janeiro, realizada por meio do método validado neste trabalho, nao

revelou contaminagdo pelos agrotoxicos organoclorados estudados (< LQ).
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