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RESUMO

Este trabalho tem como foco o desenvolvimento de metodologias para a
determinacdo de pesticidas em diferentes matrizes. O primeiro capitulo
trata da avaliagdo da exposicdo de operadores de tratores agricolas com
cabines seladas, durante a aplicacdo real de fenitrotion em pomares de
magca. Esta exposi¢do foi testada por meio do uso de alvos artificiais de
algoddo como método de amostragem, com posterior extracao
ultrassdnica e determinagdo por cromatografia liquida com deteccéo por
ultravioleta (HPLC-UV). Para a cromatografia foi aplicado um
planejamento experimental com resposta maxima utilizando a
composi¢do em fase mdvel de 35:65 (agua: acetonitrila), temperatura da
coluna em 40 °C e taxa de fluxo de fase mével de 1,0 mL mint. O método
foi avaliado por critérios estipulados pela ANVISA, apresentando boa
seletividade e calibragdo por adigdo de padrdo sobre a matriz linear na
faixa de 0,50 a 2,01 mg kg. A metodologia demonstrou-se precisa e
exata, com coeficientes de variagdo entre 0,17 e 3,41% e recuperagdo
entre 94 e 104 %. O método foi capaz de detectar o fenitrotion sobre a
matriz a partir de 0,18 mg kg* e quantificar a partir de 0,50 mg kg*. As
amostras de alvos artificiais de algodéo, usadas na avaliagdo da exposi¢do
dos EPIs dos agricultores e do interior da cabine de um trator agricola,
apresentaram valores de fenitrotion abaixo do limite de detec¢do do
método. O segundo capitulo trata da aplicacdo de metodologias propostas
pela Norma Brasileira, NBR 10004/2004, no preparo de amostras e
determinacdo de dezoito pesticidas em matrizes de agua residual e
residuos de diatomaceas, utilizadas como modelo de residuos liquidos e
solidos, respectivamente, da industria petrolifera. As amostras liquidas
foram submetidas a microextracdo liquida e as sélidas a extracdo
ultrassdnica, com determinagdo por cromatografia a gas e espectrometria
de massa (GC/MS). A avaliacdo do método apresentou linearidade ideal
(r > 0,99) na calibracdo externa para todos os analitos em duas faixas
lineares estudadas, a curva 1 de 0,5a 10 ug L™ e a curva 2 de 10 a 200 pg
L. As precisdes intra-corridas e intermediérias apresentram coeficientes
de variacdo superiores a 5%, porém a exatiddo se mostrou adequada com
porcentagens de recuperacdo entre 94,4 e 103,7 % na curva 1, e entre
103,0 a 109,8 % na curva 2. Por fim, os limites de deteccdo e
quantificacdo demonstraram a capacidade em determinar os analitos nos
limites preconizados pela NBR 10004/2004.

Palavras-chave: Pesticidas. Nivel de exposicdo. Classificacdo de
residuos.






ABSTRACT

This work has as main focus the development of methodologies for the
determination of agrochemicals in different matrices. The first chapter
deals with the evaluation of the level of exposure of farmers in
agricultural tractors with sealed cabins, during the actual application of
fenitrotion in apple orchards. The exposure was evaluated through the use
of artificial cotton targets with subsequent ultrasonic extraction and
determination by liquid chromatography with ultraviolet detection
(HPLC-UV). For the latter, a maximum response experimental design
using the mobile phase composition of 35:65 (water: acetonitrile), column
temperature at 40 ° C and mobile phase flow rate of 1.0 mL min* was
applied. The method was evaluated by criteria stipulated by ANVISA,
showing good selectivity and calibration by addition of standard on the
linear matrix in the range of 0.50 to 2.01 mL min%. The methodology was
shown to be accurate and accurate, with coefficients of variation between
0.17 and 3.41% and recovery levels between 94 and 104%. The method
was able to detect fenitrothion on the matrix from 0.18 mg kg™ and
quantify it from 0.50 mg kg*. All actual samples of artificial cotton
targets showed fenitrothion values below the detection limit of the
method. The second chapter deals with the application of methodologies
proposed by the Brazilian Standard, NBR 10004/2004, in the preparation
of samples and determination of eighteen pesticides in diatomaceous and
wastewater matrices from the petroleum industry. The liquid samples
were submitted to liquid microextraction and the solid samples were
subjected to ultrasonic extraction, determined by gas chromatography and
mass spectrometry (GC/MS). The evaluation of the method showed ideal
linearity (r> 0.99) in the external calibration for all analytes in two linear
ranges studied, curve 1 of 0.5 to 10 pg L™ and curve 2 of 10 to 200 pg L
! The daily precision of the method presented a slight imprecision, with
variations between 7.80 and 13.50% for curve 1 and between 6.15 and
8.78% for curve 2. The intermediate precision presented values with
greater variation, with Between 23.6 and 33.0% for curve 1 and 19.0 to
30.5% for curve 2. The accuracy of the method presented adequate values,
with recovery levels between 94.4 and 103.7% for Curve 1, 103 to
109.8% and curve 2. Finally, the limits of detection and quantification
demonstrated the ability of the method to determine the analytes within
the limits stipulated by NBR 10004.

Keywords: Agrochemicals. Exposure level. Waste classification.
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JUSTIFICATIVA

Ao longo de anos de estudos cientificos ligados a saude de
agricultores e consumidores e a0 meio ambiente percebeu-se o potencial
toxico e bioacumulativo dos pesticidas. Uma série deles ja foi proibida
em varios paises, mas ainda é possivel detectar alguns deles em diferentes
amostras ambientais, seja pelo uso ilegal dessas substancias ainda nos
dias atuais, ou pela estabilidade de alguns desses compostos, fazendo com
que permanegam presentes no meio ambiente, se bioacumulando, mesmo
apés varios anos da suspenséo de sua aplicacao.

Este trabalho abrange diferentes avaliacGes de pesticidas. O
primeiro capitulo versa sobre 0 uso de pesticidas em lavouras nos dias
atuais, tendo como alvo central a avaliagdo de um trator agricola com
cabine selada usado como equipamento de protecdo durante a aplicacdo
dos defensivos agricolas. Este estudo foi desenvolvido com o uso de alvos
artificiais de algoddo para amostragem da contaminag&o do ar no interior
da cabine e planejamento fatorial 2° para otimizacdo das condicdes de
analise cromatografica do agrotoxico fenitrotion na matriz. A
cromatografia liquida foi a técnica escolhida para a determinacdo do
organofosforado por ser mais indicado para compostos menos estaveis e
sem necessidade de derivatizacdo.

O segundo capitulo trata da determinacéo de pesticidas presentes
em residuos sélidos advindos da industria petrolifera procedentes de
lagoas de estabilizacdo e producéo de biodiesel, a fim de avaliar possiveis
contaminag0es, visando agdes preventivas para o descarte dos materiais.
A classificacéo das amostras foi avaliada através do desenvolvimento das
metodologias de extracdo e analise propostas pela Agéncia de Protecdo
Ambiental dos Estados Unidos (USEPA), de acordo com a Norma
Brasileira de Residuos Sélidos — NBR 10004/2004, sobre matrizes de
aguas residuais e diatomaceas advindas da industria petrolifera.

Ambos estudos objetivaram o desenvolvimento de metodologias
recomendadas pela NBR 10004 a fim de determinar pesticidas em
amostras complexas com o0 minimo de etapas de preparo de amostras e
alta frequéncia analitica.
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CAPITULO | - ALVOS ARTIFICIAIS DE ALGODAO COMO
TECNICA DE AMOSTRAGEM PARA AVALIACAO DA
PROTECAO DE TRATORES CABINADOS DURANTE A
PULVERIZAGCAO DE LAVOURAS COM FENITROTION

1 INTRODUCAO

Diante do crescimento da populacdo mundial, deparou-se com a
grande necessidade de alimentar os povos, motivando assim a criagdo de
varios pesticidas e seu amplo uso no meio agricola para evitar as perdas
de produtos no campo e, consequentemente, aumentar a produtividade.
(SANCHES, 2003; BRASIL, 2013).

Conforme Campos (1995), o pesticida, também chamado de
agrotoxico tem origem etimolégica no grego agros, que significa campo
e toxikon, que significa veneno. Os pesticidas abrangem os produtos de
natureza toxica usados nos meios agrossilvopastoris.

Incluem-se, sob essa denominacdo, todas as
substancias tdxicas sintéticas ou naturais, de
origem quimica (orgénica e inorganica), ou
biolégica, usadas para o combate a pragas,
patdgenos e ervas invasoras de culturas agricolas,
horticolas, silvicolas e pastoris (forrageiras e
pastagens), no campo ou sob armazenamento; 0s
agentes patogénicos e parasitarios externos de
animais domésticos; os vetores e hospedeiros de
organismos que provocam doencas, irritacdes e
danos no homem, nos animais domésticos e nas
culturas; e 0s organismos, animais e vegetais, que
causam incOmodos ao homem e aos seus animais
domeésticos e interferem com atividades industriais,
de comércio, de transporte, de mineragdo, de
geragdo e transmissdo de eletricidade etc., bem
como danificam propriedades ou objetos de uso
pessoal (CAMPOS, 1995, p. 86).

Pesticidas sdo diariamente langados sobre diferentes tipos de
culturas como forma de prevencdo contra a acdo danosa de pragas. A
toxicidade destas substincias atrelada ao uso inadvertido destes
compostos é fonte de contaminacgdes de alta periculosidade para o meio
ambiente, mas também para o agricultor que aplica o produto e para o0s
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consumidores de produtos hortifruti, o que pode acarretar diversos males
a sua saude (BRASIL, 2013).

O uso de substancias toxicas contra pragas em lavouras permanece
até os dias de hoje, sendo que, pela legislagéo brasileira, tais substancias
sdo chamadas de agrotdxicos e classificadas como inseticidas, fungicidas
e herbicidas (BRASIL, 2013).

Conforme o Ministério da Agricultura (BRASIL, 2013, p. --):

O Brasil ¢ o maior consumidor de produtos
agrotdxicos no mundo. Em decorréncia da
significativa importancia, tanto em relacdo a sua
toxicidade quando a escala de uso no Brasil, os
pesticidas possuem uma ampla cobertura legal no
Brasil, com um grande ndmero de normas legais. O
referencial legal mais importante é a Lei n°
7802/89, que rege 0 processo de registro de um
produto agrotdxico, regulamentada pelo Decreto n°
4074/02.

A referida Lei, de 11 de julho de 1989, foi a primeira
regulamentacdo brasileira sobre pesticidas, revisada em 2002 ela aborda
sobre pesquisa, experimentacdo, producdo, embalagem e rotulagem,
transporte, armazenamento, comercializa¢do, propaganda comercial,
utilizacdo, importacdo, exportacdo, destino final dos residuos e
embalagens, registro, classificacdo, controle, inspecao e fiscalizacédo de
pesticidas, seus componentes e afins, além de outras providéncias
(BRASIL, 1989; BRASIL, 2002).

Varios sdo os riscos para aqueles que trabalham em atividades
agricolas, seja no manuseio de maquinas e ferramentas pesadas, na
exposicdo a doencas transmissiveis por animais, ou na exposicdo a
produtos quimicos perigosos, entre outros. Além disso, os investimentos
em capacitacdo dos trabalhadores na prevencdo desses riscos sdo
considerados baixos (FILIPE, 2011). Essa capacitacdo, seja para 0s
pequenos produtores, seja para os trabalhadores rurais de grandes
empresas, minimiza os riscos a saude do aplicador de agrotéxico, ao meio
ambiente que o cerca, além de aumentar a produtividade e a qualidade dos
produtos hortifrutigranjeiros (SENAR, 2005).

Uma das principais formas de prevencdo contra os riscos agricolas,
no que diz respeito a aplicacdo de pesticidas nos mais diferentes tipos de
cultivos, é a utilizacdo de Equipamentos de Protecdo Individual (EPIs)
conforme previsto na Norma Regulamentadora NR 6 de 08 de junho de
1978, atualizada em 2015. Esta norma descreve o uso de alguns
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equipamentos especificos para a protecdo contra respingos, gases,
vapores ou materiais particulados de produtos guimicos, deixando sob
responsabilidade do empregador a aquisi¢cdo efou substituicdo de
equipamentos adequados de acordo com 6rgéo nacional de segurancga e
salde no trabalho, bem como a exigéncia de uso, e a capacitagdo quanto
ao uso, conservacgao e armazenamento dos mesmos. Aos trabalhadores
cabe a responsabilidade de uso consciente para a finalidade destinada, a
conservagdo e armazenamento adequados, e a comunicagdo ao
empregador quanto a necessidade de substituicio de qualquer
equipamento improprio.

Uma segunda norma regulamentadora, NR 31, de marco de 2005 e
atualizada em 2013, apresenta de forma geral varios requisitos de
seguranca e saude para o trabalho rural, dentre as quais trata da
manipulacdo de pesticidas, exposi¢do e capacitacdo de trabalhadores, e
deveres atribuidos ao empregador e ao trabalhador rural, além de tratar
superficialmente das condi¢des de seguranga no uso de tratores agricolas,
mais frequentemente utilizados com pulverizadores tracionados para
minimizar o tempo de aplica¢do dos pesticidas, bem como promover uma
diminuicdo da exposigéo direta dos trabalhadores.

O presente trabalho surgiu como uma demanda de pesquisa para o
Departamento de Agronomia da UFSC, a fim de avaliar o grau de
exposicdo a que manipuladores de tratores agricolas cabinados estavam
expostos durante a aplicagdo de pesticidas em um cultivo de maga no
meio oeste catarinense. A pesquisa consistiu da determinacdo de
fenitrotion em absorventes intimos de uso diério, denominados
cientificamente como um tipo de alvo artificial de algoddo, utilizado na
amostragem do analito alvo da determinacao.
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2 REVISAO
2.1 APLICACAO DE PESTICIDAS E CONTAMINAGCAO HUMANA

Apesar do consenso social de que os pesticidas sao prejudiciais a
diferentes camadas da biosfera, sua necessidade em prol da alta
produtividade ainda é preponderante. O que se busca € o equilibrio entre
0 uso racional, minimizando o aparecimento de pragas e a0 mesmo tempo
a contaminagdo de solo, agua e seres vivos (CUNHA; MINGUELA
2011).

A aplicacdo de agrotdxico por pulverizagdo assistida por ar ocorre
de forma mais eficiente e menos prejudicial ao ambiente de acordo com
algumas caracteristicas do cultivo e de condi¢Ges ambientais. Dentre as
caracteristicas do cultivo estdo o porte da cultura (estagio de crescimento)
colabora para definir o volume de calda aplicado por area, e o tipo de solo
avalia a existéncia de torrfes ou restos de cultura que afetam a eficiéncia
do defensivo agricola. Dentre as condigdes ambientais pode-se destacar a
temperatura na hora da aplicacdo deve ser amena para evitar perdas do
produto por evaporagdo ou ainda efeitos fitotdxicos, o vento fraco a
levemente moderado evita a deriva da calda pulverizada para locais
inapropriados, e a umidade baixa favorece o desempenho do produto.
Além disso, os tipos de bicos e taxas de pulverizagdo utilizadas colaboram
na minimizacdo da deriva da calda e aumentam a uniformidade de
distribuicéo (SENAR, 2005; ENDALEW et al, 2010; ZHAO 2014).

As técnicas de aplicacdo de pesticidas que se utilizam na
pulverizacao hidraulica sdo as mais empregadas no campo, devido a sua
versatilidade no que diz respeito aos diferentes tipos de aplicadores e as
extensBes de plantacfes em que sdo utilizados. O mais simples é o
chamado pulverizador costal, principalmente utilizado em éareas de
pequeno porte. Dentre os mais sofisticados estdo os pulverizadores de
barra autopropelidos, que varrem extensdes maiores (CUNHA;
MINGUELA 2011).

Na pulverizacdo hidraulica, independentemente da técnica de
aplicacéo, os bicos de pulverizacdo sdo 0s componentes mais importantes
para a qualidade e seguranca da aplicacdo. O dominio na hora da
aplicacdo do produto garante um alcance uniforme com maior exatiddo,
minimizando perdas sobre o meio ambiente. Este dominio, porém, esta
sujeito a outros fatores ambientais que colaboram para a deriva do produto
sobre outros tipos de cultivos, aumentando a contaminacdo de outros
alimentos, além da agua e solo, e do trabalhador rural (CUNHA;
MINGUELA 2011).
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Para o aplicador de pesticidas sdo consideradas trés vias de
exposicdo ao defensivo agricola. A absorcdo oral e por inalagdo sdo
menos comuns nas condicBes tipicas de trabalho no campo, porém, a
exposicao transdérmica € mais corriqueira e bastante importante do ponto
de vista toxicologico (HUGHES et al, 2008).

Em pesquisa realizada com diversos tipos de pulverizadores de
pesticidas em diferentes culturas com o0 uso de varios equipamentos,
Santos (2010) faz a avaliacdo qualitativa da exposicdo dos aplicadores,
conforme Quadro 1.

Quadro 1 — Locais de depoésito de pesticida sobre macacdes de aplicadores.

Tipo de pulverizacéo Partes mais atingidas
Pulverizador com barra Torax, abddémen, bragos e pernas.
manual
Pulverizadores de barra Todas as partes do corpo exceto nas costas,
torax e abddmen.
Turbo atomizador Todas as partes do macacdo,
principalmente os ombros, a nuca e a
cabega.
Pulverizador tipo pistola Pouca deposi¢éo sobre 0 macacédo do
tratorista
Pulverizador costal manual Médias e grandes deposi¢des,
principalmente sobre as pernas, tdrax,
abddmen e coxas.

Fonte: Adaptado de Santos (2010, p. --).

Santos (2010) avaliou a exposicdo dos trabalhadores que
aplicavam pesticidas em algumas culturas e que se utilizavam de
ferramentas para pulveriza-las, como o pulverizador retro barra ao trator
usado em batatas e algodéo, e o tratorizado com jato langado por pistola
(citrus), sendo que os aplicadores usavam macacGes brancos 100%
algoddo. Na cultura de algoddo houve deposi¢do em todas as partes do
corpo. Na de batata, somente as costas, 0 térax e 0 abdémen nao tiveram
deposicdao. Ja na cultura de laranja (citrus), foi verificada pouca deposicdo
sobre 0 macacéo do tratorista. A conclusdo foi que existe a necessidade
do desenvolvimento EPIs realmente seguros, confortaveis e adequados as
diversas culturas e aos diferentes equipamentos a serem utilizados.

De acordo com a Organizacdo Mundial de Satde em 2010 (WHO)
o fenitrotion ¢ um inseticida utilizado na agricultura, horticultura,
silvicultura contra insetos mastigadores e sugadores em culturas de arroz,
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cereais, frutas, legumes, algodao e grdos armazenados; e na saude publica
contra moscas, mosquitos e baratas.

O fenitrotion, de nome O,0-dimetil O-4-nitro-m-tolil fosforotioato
segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), é
apresentado comercialmente como um 6leo amarelo pélido a castanho
amarelado e odor caracteristico fraco. E um inseticida organofosforados
(Figura 1) de baixa solubilidade em agua e sofre degradacdo rapida por
fotélise e hidrolise basica (WHO, 2010).

Seu ponto de degradacéo a 210 °C colabora para sua determinacgao
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), de acordo com o
método 4602 do Conselho Analitico Colaborativo Internacional de
Pesticidas (CIPAC) criado por Yasushi Asada (CIPAC, 2009; WHO,
2010).

Figura 1 - Estrutura molecular do Fenitrotion.
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Fonte: WHO (2010, p. 6)

A contaminacdo por fenitrotion (Figura 1) pode gerar desde uma
leve sensibilizacdo até irritacdo mais aguda, porém ndo apresenta perfil
mutagénico ou carcinogénico representativos aos seres humanos, apesar
de ser um inibidor da acetilcolinesterase. Além disso, o0 composto pode
ser considerado ndo persistente em solo e sem risco negligenciavel a
culturas ou aguas subterraneas (WHO, 2010).

2.2 EQUIPAMENTOS DE PROTECAO INDIVIDUAL E COLETIVA

Apesar da evolucdo nas condi¢Oes de trabalho rural e na introdugéo
de novas técnicas que tem transformado o trabalho dos agricultores, o
perigo para a seguranca e a saude destes profissionais ainda esta atrelado
aos conhecimentos tradicionais ja obsoletos e a falta de conhecimento dos
NOVOS e graves riscos. A prevencgdo se inicia na avaliagdo dos riscos e na
escolha de medidas preventivas (TEIXEIRA, 2014).
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No Quadro 2 estdo resumidas algumas situacOes frequentes
durante a manipulacao dos pesticidas e 0s riscos associados as a¢des.

Quadro 2 - Produtos fitofarmacéuticos e riscos de manipulagdo associados.

Tipo de pesticida Risco primério | Risco secundario
Concentrados solUveis Ma&os ++++ Inalagdo +
EmulsBes concentradas Maos ++++ Inalagdo +

SuspensBes concentradas e aquosas Maos +++
Suspensao de capsulas Maos +++
Emulsdes (em 6leo ou aquosa) Maos +++
P6s polvilhaveis Maos ++++ Inalagdo ++
P6s molhaveis (ou dispersiveis/6leo) Maos ++++ Inalagéo +
P&s molhaveis ou sacos hidrossolUveis Maos 0/+ Inalacédo 0
Granulados Maos + Inalacéo +
Granulados soluveis Maos ++ Inalacéo +
Tabletes Maos 0/+ Inalagdo 0

Legenda:
Riscos: ++++importante  +++médio  ++ pequeno O praticamente nulo.
Fonte: Adaptado de Teixeira (2014, p. 6-7).

A escolha do tipo de pesticida e a adequagéo aos potenciais riscos
descritos no Quadro 2 devem iniciar pela consulta técnica sobre o tipo de
produto especifico para o cultivo, bem como dose, forma e frequéncia de
aplicacdo e métodos e equipamentos a serem utilizados (TEIXEIRA,
2014).

Além disso, os riscos listados no Quadro 2 sdo minimizados
quando da utilizagdo de EPIs adequados a manipulagdo destes produtos.
Estes equipamentos devem estar em boas condigbes de uso e serem
lavados ap6s seu uso (internamente e externamente). Dentre o0s
equipamentos encontram-se 0s protetores oculares para substancias
toxicas e/ ou irritantes; os protetores para nariz e boca para evitar inalacdo
de gases ou poeiras, com substituicdo dos filtros segundo recomendagéo
do fabricante; protetores para as maos para a manipulacdo de produtos
toxicos em concentracgdes elevadas, lembrando de lavar bem as méos apds
término do trabalho. Para o corpo é necessaria protecdo especifica para
manipulacdo de pesticidas; e protetores para 0s pés para uso durante a
manipulacdo do produto e em contatos posteriores com as plantas
tratadas. O quadro 3 ilustra quais os EPIs necessarios para cada tipo de
produto e uso (TEIXEIRA, 2014).

Quadro 3: Utilizagao de EPIs de acordo com a classificacdo toxicoldgica inscrita
no rétulo dos produtos e as fases de manipulagao.
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Fases do trabalho Manipulacao
Classificacio Utilizacio de utensilios
toxicologica e embalagens
inscrita no Fumos vazias;
. Preparo - ranul !
rétulo dos P Liquidos G %uu %dos ou Contato com
produtos P vapores | material apos
uso
MUITO ’
TOXICO
Fato
@ de protecgao,
- capuz, luvas.
B tas de borracha Bo Fato de protecgo, Fato de protecgdo,
capuz, oculos, %z, oculos
proteccio raspiratéria, ]: rob wr raspiratocia, |
luvas ¢/ canhdo ¢/ canhéo
TOXICO
% Fato
de p'meocéo.
luvas.
Fato de pro 0 Fato Fato de proteccio
capuz, proteccio dcu écuics, luvas
da cara, uvas f ¢/ canhilo |
NOCIVO
i Fato
| de protecgdo,
luvas.
Fato de protecgéo Fato de peoteccdio,
capuz, protecgdo capuz, oculos e luvas
Ca cara, uvas ¢/ canhiio
CORROSIVO '
Fato
‘ de protecgao,
boxa[s‘ capuz,
Fato de protecgéo, Fato de proecc, o
botas, capuz oS, m c;;? “ocz’gfcf_‘_a:s \
protecgio i 23
da ca*:cec!é.r.as msp;?gum!u\ls ¢ canho

Fonte: Adaptado de Teixeira (2014, p. 10).

A utilizacdo de EPIs, conforme apresentado no Quadro 3, séo
imprescindiveis para a seguranca do trabalhador rural. Outra fonte de
protecdo é a utilizacio de tratores cabinados.

A producéo de tratores no Brasil teve inicio na década de 60 e foi
progressivamente substituindo o trabalho manual e a tracdo animal. O
trator agricola ¢ uma importante fonte de poténcia da zona rural, sendo
significativa para o avango tecnol6gico do sistema de producdo de
alimentos, mas também para a economia energética e operacional
(MONTEIRO, 2010).



36

Conforme Filipe (2011) existem algumas regras basicas para
prevencao de riscos profissionais no setor de agricultura, sendo que uma
delas diz respeito ao uso de tratores, 0s quais deverao estar equipados com
arco, quadro ou cabine, como mostrado na Figura 2.

Figura 2: Estruturas de seguranga em tratores

Arco Quadro Cabine

Fonte: Filipe (2011, p. 13).

Dentre os modelos apresentados na Figura 2, o trator equipado com
cabine na tomada de poténcia (motor que proporciona poténcia ao trator
e demais equipamentos agricolas acoplados a ele) proporciona ao
operador maior protecdo aos agentes ambientais, bem como aos ruidos e
fumaca do escapamento do veiculo, e ainda uma vedagdo eficaz contra
particulas dos defensivos agricolas utilizados nas plantagdes
(MONTEIRO, 2010).

Existem regras estabelecidas para o mercado de maquinas e
equipamentos de seguranga, com prescricdes minimas para utilizagao de
equipamentos de trabalho, sendo que para os tratores agricolas e florestais
existem legislacdes especificas (FILIPE, 2011). Uma das normas de
seguranca e salde foi a estabelecida pela Secretaria de Inspecdo do
Trabalho (SIT), conhecida como Norma Regulamentadora 31, onde
define a necessidade de instalacdo de protecdo na parte superior e lateral
da tomada de poténcia de tratores agricolas (MTE, 2013). A SIT ¢
responsavel pela defini¢do, coordenacdo, orientacdo e implementacédo da
politica nacional em seguranca e salde no trabalho rural, bem como de
acOes preventivas, além de executar a fiscalizacdo, através das Delegacias
Regionais do Trabalho.

Apesar disso, tratores cabinados de fabrica ndo sdo totalmente
seguros. Mesmo com a vedacdo recomendada, 0s niveis de contaminacao
por particulas podem exceder as recomendacdes de seguranca. Tratores
cabinados fora de fabrica podem ser ainda menos eficazes nesta vedacao,
sendo importante estudar e avaliar o nivel de protecdo da mesma, a fim
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de ndo piorar a exposicdo dos operadores durante a aplicagdo dos
defensivos agricolas no campo (MONTEIRO, 2010).

23 AVALIACAO DA EXPOSICAO DE TRABALHADORES
DURANTE MANIPULAGAO DE PESTICIDAS

E consenso geral que o uso de EPIs e outros equipamentos de
protecdo podem reduzir drasticamente a exposi¢do de agricultores durante
a aplicacéo de pesticidas. Os niveis de exposic¢ao a que sdo submetidos 0s
trabalhadores rurais, porém, devem ser avaliados, a fim de se
determinarem possiveis riscos de contaminacgdo. Essa avaliagdo pode ser
feita empregando diferentes métodos de amostragem e analise durante
aplicacdes reais (TSAKIRAKIS, 2014).

Esta estimativa da exposicao dérmica pode ser feita analisando as
deposicdes de pesticidas apds a pulverizagdo. O método consiste na
recuperacdo e deteccdo de substancias sobre o alvo estudado, alvos
artificiais depositados sobre o alvo ou equipamentos especificos de
amostragem. A avaliacdo pode ser feita através de dois tipos de
procedimentos. No método indireto, se utiliza o0 monitoramento de fluidos
bioldgicos através de andlises da atividade da enzima colinesterase no
sangue ap6s a exposicdo ao agrotéxico. JA no método direto, também
conhecido como dosimetria passiva, se utiliza mecanismos de coleta do
material toxico para determinar o grau de exposi¢do (CHAIM; CASTRO;
GALVAO, 2001).

Em funcdo das diversas contaminagfes possiveis por pesticidas,
estudiosos elaboram analises em tecidos de algoddo ou similares. A
determinacéo destes compostos em nivel trago geralmente é realizada por
técnicas cromatograficas utilizando-se diferentes tipos de detectores,
porém sdo necessarias etapas preliminares como amostragem, extracao e
limpeza a fim de alcancar os niveis de concentracdo e remover possiveis
interferéncias antes da analise (D’ARCHIVIO et al, 2007; ZHU et al,
2009; CAl et al, 2013).

2.4 TECNICAS EMPREGADAS NA DETERMINACAO DE
PESTICIDAS EM ALVOS ARTIFICIAIS DE ALGODAO

O preparo de amostra consiste de etapas como extracdo, pré-
concentracdo e/ou eliminacao de interferentes. Esta é uma das partes mais
importante no processo de disponibilizacdo dos analitos para
determinacdo analitica. Esta etapa do preparo de amostra contabiliza
cerca de dois tergcos do tempo total da analise dos compostos e pode ser



38

considerada como fonte priméria de erros, sendo importante a escolha da
melhor metodologia diante das caracteristicas da amostra. Assim, ao
longo das Gltimas décadas uma série de técnicas de preparo de amostras
vem sendo desenvolvida e melhorada (RAMOS, 2012).

Um dos métodos mais antigos e basicos de preparo de amostra é a
extracdo dos analitos presentes em uma matriz para um solvente. Esse
processo visa a retirada dos analitos em grande propor¢do, com 0 minimo
de espécies interferentes possivel (SMITH, 2003).

Algumas agéncias desenvolvem metodologias dentro de
planejamento especificos, a fim de proporcionar maior qualidade das
analises e seguranga nos resultados. Conforme o compéndio de residuos
s6lidos (SW-846) da USEPA, ¢ possivel escolher o procedimento a ser
aplicado de acordo com as caracteristicas da amostra, dentre elas o estado
fisico da amostra. Esta escolha leva em consideracéo, principalmente, a
guantidade de analito, sendo que, de forma geral, as analises descritas
neste manual sdo desenvolvidas para analises-traco (< 1000 ppm)
(USEPA, 2007a).

Segundo Ramos (2012), o processo de extracdo é aprimorado
guando ocorre com a aplicacdo de uma energia auxiliar como a energia
mecanica de uma fonte ultrassonica. A extracao auxiliada por ultrassom
é relativamente nova (cerca de 20 anos), mas ja é citada como um método
rapido, barato e eficiente na extracdo de diversos compostos organicos,
como os pesticidas, em guantidades traco e em diferentes matrizes solidas
(VAGI et al, 2007; RAMOS, 2012; USEPA, 2007a, USEPA, 2007b).

Este tipo de extracdo utiliza o principio da sonicacdo, geralmente
através de banhos ultrassonicos, para gerar um microambiente de
temperatura e pressdo elevadas que aceleram o transporte dos analitos
presentes na matriz para o solvente. A utilizacdo de frequéncias maiores
gue 20 Hz que atravessam a matéria e geram uma pressao negativa forma
bolhas ou cavidades em um processo conhecido por cavitacdo. Apesar de
mais utilizados, os banhos possuem o inconveniente de terem a energia
mecanica distribuida ndo uniformemente, fazendo com que a cavitacio
ocorra mais fortemente préximo a fonte ultrassbnica que em outras
regides do equipamento (RAMOS, 2012).

Isto pode ser contornado pela avaliacdo do equipamento e
utilizacdo dos sistemas de extracdo localizados em ambientes especificos
préximos as fontes de energia. Além disso, Ramos (2012) sugere que 0
solvente de um sistema fechado seja movimentado para evitar
compactacao da amostra. Apds o tempo de sonicacdo desejado, o extrato
organico é coletado e transferido para outro frasco e submetido a préxima
etapa do procedimento analitico.
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Ao longo dos anos as metodologias de andlise de pesticidas foram
se aperfeicoando e as técnicas analiticas foram sendo também aplicadas
na avaliacdo de equipamentos de protecdo. As primeiras avaliacOes de
equipamentos de protecdo descritas na literatura foram no inicio da
década de 90. Gilbert e Bell (1990) se utilizaram de spray e jato de calda
agrotoxica para avaliar costuras, fechos, revestimentos, sobreposigdes e
aberturas de macacbes e conjuntos (calgas com blusas), a fim de
determinar o grau de permeacdo das confecgGes em material permeével e
impermeavel ao ar (materiais revestidos ou peliculas poliméricas). Para
tecidos permedveis o teste da Organizagao Internacional de Padrdes (ISO)
6530 exige uma repeléncia de 95% da calda ap6s sua aplicagéo forcada
(10 mL em 4 s), com o tecido suportado em uma calha inclinada a 45°.
Para tecidos impermeéaveis a avaliacdo foi feita pelo método BSI 4724 da
Instituicdo Internacional Britanica (BSI), que consiste na medi¢do do
tempo de ruptura da calda mantida contra a superficie do tecido. O tempo
de ruptura classifica o equipamento de protecdo pessoal como: 12 minutos
- protecéo emergencial (retirar assim que possivel); 12 minutos a 2 horas
— protegdo curta (lavar/limpar imediatamente); 2 horas a 6 horas —
protecdo de rotina (lavar/limpar no fim da operacéo); mais que 6 horas —
protecdo para longos prazos de exposicao continua (lavar/limpar ao fim
do dia).

Uma metodologia usada por Keeble, Correll e Ehrich (1993) para
avaliar luvas de protecdo utilizou um modelo in vitro para determinacao
da inibicdo da acetilcolinesterase por pesticidas organofosforados. A
exposicao aos compostos foi avaliada por 4 horas na pele sem qualquer
protecdo, comparada com a protecdo de luvas de diferentes materiais.
Andlises espectrofotométricas foram procedidas sobre fibroblastos
diluidos e incubados com acetilcolinesterase e seu substrato acetilcolina.

Cano et al (2000) estabeleceram uma metodologia analitica
baseada em Cromatografia a Gas com Detector de Nitrogénio-Fosforo
(GC-NPD) para averiguar a exposicdo de pesticidas, entre eles o
fenitrotion, em macacGes e luvas usadas por aplicadores e assistentes. O
Limite de Detecgdo (LOD) dessa substincia foi de 8,8 ng mL™ e a taxa
de recuperacédo esteve entre 88 % e 101,6 %. Ficou evidenciado que a
exposicao se deu principalmente nas partes mais baixas do corpo.

A fim de analisar as deposi¢fes no corpo do aplicador, Machado
Neto (1990 apud CHAIM; CASTRO; GALVAO, 2001) utilizou-se de
absorvente higiénico Carefree® como alvo artificial e obteve melhores
resultados em comparacdo com alvos de papel de alfacelulose pura,
tradicionalmente utilizados, que apresentaram alguns inconvenientes
durante a utilizacdo. J& a pesquisa de Chaim, Castro e Galvdo (2001), se
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utilizou de alvos artificiais feitos de papel do tipo mata-borrao, sendo uma
opcdo simples e de baixo custo, podendo ser facilmente adaptada ao
estudo de recuperacdo dos pesticidas. Os autores confirmam que:

A maioria dos pesquisadores tem preferido utilizar-
se de substratos artificiais para coleta das gotas,
porque nem sempre é possivel extrair o tragador de
alvos naturais. Nao existem alvos artificiais padrao,
pois estes variam conforme o tipo de tragador
utilizado, o método analitico empregado e,
sobretudo, a finalidade dos resultados (CHAIM;
CASTRO; GALVAO, 2001, p. 150).

Os cartdes de mata-borréo foram grampeados na roupa de protecao
do aplicador, nas partes anterior e posterior do corpo, conforme Figura 3.

Figura 3: Distribuicdo de alvos artificiais para estudo de exposicao de aplicadores

Frente Costas
Fonte: Adaptado de Chaim, Castro e Galvao (2001, p. 152).

Os autores concluiram que a técnica de amostragem usando papel
mata-borréo distribuida conforme apresentado na Figura 3 é adequada
para qualificar e quantificar o grau de exposicdo dos aplicadores em
ensaios de curta duracdo. Foi possivel verificar que mais de 70 % da
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deposicdo de agrotoxico concentrou-se nas regifes das coxas, pernas €
tornozelos dos aplicadores, sendo que 0 grau de exposicdo variou
conforme o porte das plantas (CHAIM; CASTRO; GALVAO, 2001).

Bernard et al (2008) descrevem a extracdo de pesticidas em
compressas de gaze usando Extracdo por Liquido Pressurizado (PLE)
com acetato de etila. O extrato teve seu volume reduzido para 0,5 mL a
35 °C. O padrdo interno foi adicionado e o extrato foi avolumado para 1
mL com acetato de etila, seguido de analise por Cromatografia a Gas com
Detector de Micro Captura de Elétrons (CG-pUECD).

Zhu et al (2009), cujo estudo foi realizado através Microextracdo
em Fase Solida (SPME) e Cromatografia a Gas com Detector de
Espectrometria de Massa (GC/MS) para a determinacdo de dezoito
pesticidas organofosforados em amostras téxteis, concluiram que o
método foi considerado répido e sensivel, além da melhoria de varios
parametros como revestimento da fibra, extracdo, tempo de dessorcéo,
temperatura, pH e salinidade. Desta maneira, 0 método apresentou boa
linearidade, baixos limites de deteccdo e de boa repetibilidade. Com um
bom percentual de recuperacdo, o método foi considerado de potencial
aplicabilidade para a analise de rotina.

O estudo de Tsakirakis et al (2011) foi sobre os niveis de exposi¢ao
do operador durante aplicagfes de iscas de inseticida (substancias
atrativas para o inseto, associadas a inseticidas) em olivais, onde foi
desenvolvido e validado um método analitico através de GC-NPD, onde
os aplicadores usavam macacdes com 50% algoddo e 50% poliéster
tratado (A) e 100% algodao (B). Os pesquisadores concluiram que ambos
0s macacdes possuiam protecdo satisfatdria, porém o macacdo A tinha
uma prote¢do maior (TSAKIRAKIS, 2011).

Para a extracdo de pesticidas organofosforados em tecidos de
algodao, Hu et al (2012) utilizaram 4 g de amostras cortadas em pedagos
de 25 mm? sendo embebidas em 10 mL da solugdo simulada de
pesticidas. A mistura foi dissolvida por agitagdo ultrassonica e seu pH
ajustado com HCI ou NaOH. Em seguida, o extrato foi submetido a
extracdo por SPME e analisado por GC/MS.

Outro estudo baseado no método SPME e GC/MS foi realizado por
Cai et al (2013) para a determinacéo de dez pesticidas organoclorados em
produtos téxteis ecoldgicos, entre eles o aldrin, endrin e DDT. Os limites
de detecciio variaram entre 0,04 pg L (dieldrin) para 0,41 ug L™* (aldrin)
e as recuperacgdes relativas ficaram entre 70,0% e 112,6%. O método
também foi considerado rapido e sensivel, com otimizacdo do
revestimento da fibra, da extracdo, do tempo de dessorcdo e temperatura,
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do pH e da salinidade, apresentando boa linearidade de largura, baixos
limites de deteccéo e de boa repetibilidade.

Nos estudos de Leme et al (2014) foram utilizados absorventes
sobre o EPI do trabalho rural, a fim de avaliar a vestimenta utilizada
durante a aplicacdo do agrotoxico malation para controle do Aedes
aegipty. Ao fim da aplicagdo, os absorventes foram coletados,
identificados e submetidos a extracdo por agitacdo mecénica, para
posterior anélise via Cromatografia a Gas com Detec¢do por lonizagdo
em Chama (GC-FID). A penetracdo do agrotoxico no equipamento de
protecdo foi calculada pela porcentagem de penetragéo do produto através
de cem vezes a razdo da concentracdo interna pela concentragéo externa,
e a capacidade de retengdo dada por cem menos a porcentagem de
penetracdo. Cerca de 80 % das amostras apresentaram contaminagoes
com malationa, sendo que as amostras de maior porcentagem do produto
foram encontradas na cabega, no antebraco esquerdo e no antebrago
direito, respectivamente.

De acordo com a USEPA, no compéndio SW-846, a cromatografia
possibilita a separacao de analitos semivolateis e ndo volateis, através de
cromatografia gasosa e cromatografia liquida de alta eficiéncia
respectivamente, sendo propostos para determinacdo de pesticidas, como
por exemplo para os organofosforados, os métodos 8321 por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detecgdo por Ultravioleta
(HPLC-UV), 8270 (GC/MS), além do método 8085 por Cromatografia a
Gas com Detector de Emissdo Atdmica (GC-AED) e o método 8141
Cromatografia a Gas com Detector de Fotometria em Chama (GC-FPD)
(USEPA, 2003; USEPA, 2007a).

A cromatografia liquida pode ser uma alternativa satisfatéria para
determinacdo de compostos menos estaveis como o organofosforados
fenitrotion, sem a necessidade de derivatizacdo prévia a analise via GC.
A técnica ¢ bastante versatil e possibilita determinacdes de pesticidas de
forma rapida, precisa e sensivel, com alta resolucdo espectral dos
compostos presentes na matriz. A deteccdo espectrofotométrica com
arranjo de diodos permite ainda a captacdo de espectros de absorcdo a
cada segundo, facilitando a verificagcdo da pureza dos picos, bem como a
confirmacdo dos compostos (LAMBROPOULOU; ALBANIS, 2007,
CALDAS et al, 2011).

O método 8321B via HPLC-UV, protocolado pela USEPA, pode
ser aplicado a determinacdo de compostos ndo volateis ou semivolateis
que sdo extraidos por solvente, e passiveis de analise por HPLC acoplado
a deteccdo espectrofotométrica com arranjo de diodos, utilizando eluicédo
por gradiente em fase reversa. Em casos de co-eluicdo, a detecgdo UV
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por DAD pode proporcionar uma resolucdo dos picos em comprimentos
de onda distintos, como 254 nm e 280 nm, facilitando a obtencdo dos
resultados para a quantificacdo (USEPA, 2003; USEPA, 2007d).

A determinacgdo por HPLC de pesticidas em matrizes ambientais
pode por vezes apresentar separagcdes complexas e sobreposi¢es de
picos, sendo necessario em muitos casos a aplicacdo de métodos
quimiométricos para avaliagdo das condi¢Bes de andlise (RODRIGUEZ-
CUESTA, 2005; YU et al, 2013).

2.5 OTIMIZAGCAO MULTIVARIADA

Atualmente, com o avanco cientifico, as pesquisas tém produzido
ainda mais dados e informacdes que devem ser explorados para geracéo
de resultados confidveis. A utilizagdo de ferramentas estatisticas contribui
com grande importancia para o planejamento de experimentos,
promovendo a obtencdo méaxima de informacfes relevantes com o
minimo de experimentos necessarios e. por consequéncia, diminui¢do de
tempo e custos (MARINHO; CASTRO, 2005; CUNICO et al, 2008). “A
esséncia de um bom planejamento consiste em projetar um experimento
de forma que ele seja capaz de fornecer exatamente o tipo de informacao
que procuramos” (MARINHO; CASTRO, 2005)

Os planejamentos de experimentos podem otimizar variaveis de
duas maneiras. A otimizagao univariada consome mais tempo por analisar
uma variavel por vez e ndo é suficiente para avaliar as possiveis interacdes
entre as variaveis que afetam os resultados finais. J& na utilizacdo de
sistemas de analise multivariada a otimizacdo das variaveis é obtida de
forma mais rapida e completa. Dentre diferentes possibilidades de
planejamentos experimentais, o planejamento fatorial se sobressai por
possibilitar esta avaliacdo simultdnea com o minimo de experimentos.
(CUNICO et al, 2008).

O primeiro passo para a implantagcdo de um planejamento fatorial
é o delineamento do tipo de experimento que sera procedido. Para isso, é
necessario inicialmente entender qual o problema serd avaliado e as
possiveis hipdteses de resposta. Isto contribuira para a escolha dos fatores
de uma analise fatorial, ou seja, as variaveis independentes do sistema que
serdo modificadas no estudo para avaliar o efeito sobre o resultado final
(MARINHO; CASTRO, 2005; CUNICO et al, 2008).

Na sequéncia, outro passo muito importante para uma analise bem
estruturada é compreender qual o tipo de resultado é necessario para
descrever as alteracBes no seu sistema. Isto consiste na escolha do tipo de
experimento que sera procedido, bem como qual sera a resposta analitica
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a ser medida durante o estudo. Com isso, é possivel escolher as unidades
de observacdo de cada variavel independente, bem como os niveis em que
cada uma serd avaliada e suas combinagdes. Os niveis mais usados nos
ensaios estatisticos sdo o nivel minimo (-) e o nivel maximo (+)
(MARINHO; CASTRO, 2005; CUNICO et al, 2008).

Por fim, cada analise deve ser procedida aleatoriamente, utilizando
um conjunto de niveis das variaveis independentes, definido de acordo
com o planejamento, e as respostas analiticas da varidvel dependente,
organizadas de forma a propiciar medidas de precisao dos resultados, bem
como a interpretacdo dos mesmos (MARINHO; CASTRO, 2005;
CUNICO et al, 2008).

A descricAo estatistica de um planejamento é dada por n¥, sendo k
0 nimero de fatores, e n o nimero de niveis. Assim, para uma avaliagdo
das variaveis do sistema em dois niveis temos o plangjamento com 2X
experimentos, ou seja, para trés fatores serdo necessarios 8 experimentos
para proceder um planejamento fatorial completo. Se o0 niimero de niveis
for diferente entre os fatores, o nimero de experimentos é dado pela
multiplicacdo dos niveis de cada fator. Caso os ensaios sejam repetidos, é
possivel também estimar o erro experimental atribuido ao planejamento
(MARINHO; CASTRO, 2005; CUNICO et al, 2008).

As variagdes da resposta do sistema com as mudangas nos niveis
dos fatores é o que possibilita a analise dos efeitos gerados no sistema
estudado e de suas interacGes, proporcionando a descricdo de sistemas
através de expressdes matematicas que facilitam a elaboracdo de
conclus@es qualitativas (MARINHO; CASTRO, 2005; CUNICO et al,
2008).

Alguns estudos apresentam o uso de planejamentos experimentais
para avaliacdo das melhores condicOes de analises cromatograficas em
analises multiressiduais ou matriz complexas. Na avaliacdo de Soodi,
Garshasbi e Eskandari (2012) foi utilizado um planejamento fatorial
completo 23 para estimar as melhores condices de tempo de retencéo e
resolucdo analitica para determinacdo de quatro pesticidas
organofosforados via HPLC-UV. O experimento foi planejado para
avaliar a interacdo de trés fatores: pH da fase mdvel, percentual de
acetonitrila (ACN) no eluente e velocidade do fluxo do eluente. O estudo
foi efetuado em dois niveis para cada fator, sendo pH 2,5 e 7, teor de ACN
em 50 e 70 % e fluxo em 0,7 e 1,3 mL min?, e o planejamento foi
executado em triplicata, somando um total de 24 experimentos. Os
resultados demonstraram que apenas o pH ndo apresentou influéncia
sobre o tempo de retencdo e a resolugdo dos picos; ja a velocidade do
fluxo e o teor de ACN na fase mdvel apresentaram efeitos significativos
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na variacdo do tempo de retengdo, bem como na resolucdo dos analitos,
sendo que a condi¢do 6tima foi definida em 60 % de ACN e fluxo da fase
moével em 1 mL min.

Outro estudo semelhante foi procedido por Ouertani, Atrache e
Hamida (2016) para determinag&o de seis carbamatos via Cromatografia
Liguida de Alta Eficiéncia com Detector por Arranjo de Diodos (HPLC-
DAD). O planejamento utilizado também foi o fatorial completo 22 para
definicdo da melhor condicdo analitica do fluxo do eluente, nos niveis 0,6
e 1,4 mL min?, teor de ACN na fase mdvel, nos niveis 60 e 90 %, e
temperatura da coluna, nos niveis 22 e 35 °C. Os resultados demonstraram
gue a temperatura da coluna ndo apresentou efeito significativo sobre a
resposta analitica; ja o teor de ACN na fase movel e a velocidade do fluxo
somam um efeito superior a 90 % no resultado das analises. Além disso,
todas as interagdes dos fatores mostraram efeito néo significativo sobre a
resolucdo dos analitos. As condicOes 6timas de analise foram fluxo de 1
mL min?, teor de ACN em 67 % da fase movel e temperatura da coluna
em 28,5 °C.

Além da avaliacdo dos parametros cromatograficos na separagéo
dos analitos, a literatura traz alguns outros estudos para a determinacdo
das condicGes 6timas de extracdo de pesticidas em diferentes matrizes,
como o trabalho de Amadori et al (2013) que utilizou um planejamento
fatorial 2° para determinac&o da melhor condico de extracdo da atrazina
e dois metabdlitos por agitacdo para compara¢do com a extracdo por
ultrassom e posterior determinacéo via HPLC-DAD. Em 2014, Colombo,
Yariwake e Lanza utilizaram um planejamento fracionario 2% aplicando
o software Minitab (Minitab Inc, USA) para determinacdo da condicdo
otima de extracdo do piretroide esfenvalerato e seus intermediarios
utilizando a extracdo com sor¢ao em barra magnética e determinacdo via
Cromatografia Liguida com Deteccdo via Ultravioleta e Arranjo de
Fotodiodo (LC-UV/PAD). Por fim, Tan, Low e Awoniran (2015)
avaliaram diferentes métodos quimiométricos para a otimizacdo das
condicOes de extracdo de residuos de pesticidas em agua via SPME para
posterior determinacdo por GC/MS. No artigo, os autores trazem um
review de diferentes técnicas de analise estatistica e avaliacBes de
resultados quimiométricos que contribuem para resultados analiticos de
maior qualidade.

2.6 PARAMETROS ANALITICOS DE MERITO

A validacdo analitica é uma avaliagio experimental,
universalmente conhecida, pelo qual um método analitico é submetido, a
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fim de que se estime a eficiéncia da rotina do laboratdrio, certificando-se
que este atende com confianca a qualidade de afericdo exigida as
aplicacBes analiticas a que foi proposto (IUPAC, 2002; ANVISA, 2003;
ICH, 2005; OECD, 2007; INMETRO, 2011).

Alguns 6rgdos reguladores e organizagdes no Brasil e no mundo
discutem e estabelecem documentos oficiais com os parametros a serem
avaliados durante o processo de validagdo. A Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia (INMETRO) sédo os reguladores do processo de
validagdo no Brasil. Os parmetros listados pelo INMETRO estéo
contidos no documento DOQ-CGCRE-008/2011 — orientacdo sobre
validacéo de métodos analiticos, enquanto que as orientagdes da ANVISA
estdo dispostas pela Resolucdo 899/2003 no guia para validagdo de
métodos analiticos e bioanaliticos (ANVISA, 2003; RIBANI et al, 2004;
INMETRO, 2011).

Além destes, 6rgdos reguladores em todo o mundo estabelecem
critérios em diferentes paises, como a IUPAC, que projetou um guia com
as diretrizes harmonizadas para validagdo de métodos de analise em um
Unico laboratorio, publicado pela Sociedade Real de Quimicos do Reino
Unido (Royal Society); e também o Conselho Internacional de
Harmonizacao de Requisitos Técnicos para Produtos Farmacéuticos para
Uso Humano (ICH), que apresenta uma discussao sobre 0s parametros a
serem avaliados durante a validagdo de procedimentos analiticos na
Unido Europeia, Japdo e Estados Unidos, a fim de superar as diferengas
existentes entre os varios compéndios destes locais. Ha ainda aqueles
documentos que estabelecem orientagdes para areas especificas, como a
Organizacdo de Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (OECD),
que fornece, no documento ENV/JM/MONO(2007)17, parametros
harmonizados para avaliagdo de métodos analiticos voltados a analise de
residuos de pesticidas (IUPAC, 2002; ICH, 2005; OECD, 2007).

O processo de validagdo pode ocorrer de forma completa, também
chamado de full validation, que se utiliza de estudos colaborativos entre
laboratérios e com materiais-teste para avaliar a performance de
protocolos de analise que sejam extensivamente utilizados em um grande
namero de laboratérios. Outra forma de validacdo é a validacdo em
laboratério, também conhecida como in house validation, a qual possui
passos que devem ser executados dentro de um Gnico laboratério nas
etapas preliminares do desenvolvimento de um método, para avaliar a
performance de um método ja definido ou ainda para avaliar a viabilidade
de um estudo colaborativo para uma validagdo completa (IUPAC, 2002;
RIBANI et al, 2004).
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A validacdo deve ainda considerar o objetivo do processo, a fim de
identificar quais os pardmetros devem ser avaliados em cada situacgéo.
Para ambos os 6rgdos reguladores do Brasil a classificacdo é feita em
guatro tipos de ensaios, conforme apresentado no Quadro 4.

Quadro 4: Classificagdo dos tipos de ensaio de validagdo.

Classe ANVISA INMETRO
1 Testes quantitativos para a determinagéo Qualitativo
do principio ativo em produtos
farmacéuticos ou matérias-primas
2 Testes quantitativos ou ensaio limite Determinacéo de
para a determinagédo de impurezas e elementos em maior
produtos de degradagcdo em produtos teor*
farmacéuticos e matérias-primas
3 Testes de performance (por exemplo: Anédlise de elementos
dissolugdo, liberagdo do ativo) menores ou tragos**
4 Testes de identificagdo Propriedades fisicas

* Concentragdo maior entre 1 e 100 %
** Concentracdo menor entre 0,01 e 1 % e tragos inferior a 0,01 %
Fonte: ANVISA (2003, p. 3); INMETRO (2011, p. 4).

De acordo com o Quadro 4, a determinacgéo de pesticidas em nivel
traco esta classificada como classe 1 para a ANVISA e classe 3 para o
INMETRO. Para ANVISA (2003), os parametros de validacdo
estipulados sdo especificidade, linearidade, intervalo, precisdo, exatiddo,
limite de deteccéo, limite de quantificagéo e robustez. Para o INMETRO
(2011), os testes a serem procedidos sdo basicamente os mesmos, mas
ganham outros nomes como seletividade, linearidade, faixa de trabalho,
precisdo, recuperagdo ou tendéncia, limite de deteccdo, limite de
quantificacdo e robustez (ANVISA, 2003; RIBANI et al, 2004,
INMETRO, 2011). Ja no exterior, o ICH é o0 mais semelhante as diretrizes
brasileiras, sendo que s6 ndo é necessaria a apresentacado da robustez. Para
a OECD (2007), além da robustez, ndo é preciso demonstrar o intervalo
estudado. Por fim, para o IUPAC (2002), um método desenvolvido no
laboratério deve avaliar a linearidade, a precisdo, a tendéncia (sobre a
matriz) e a robustez do método (IUPAC, 2002; ICH, 2005; OECD, 2007).

A descricdo dos parametros de validacao sera feita de acordo com
a comparacdo das diretrizes brasileiras, além do determinado pelo IUPAC
(2002) e pela OECD (2007).

A seletividade, também chamada de especificidade, é a capacidade
que 0 método tem em promover a analise quantitativa precisa dos analitos
na presenca de compostos interferentes da matriz, como outros



48

ingredientes ativos, excipientes, impurezas e produtos de degradacgdo. Sua
avaliacdo em analises quantitativas pode ser feita confrontando a matriz
isenta e a matriz adicionada com a substancia de interesse (IUPAC, 2002;
ANVISA, 2003; OECD, 2007; INMETRO, 2011). Para a ANVISA e o
INMETRO, quando ndo for possivel avaliar os interferentes, se pode
analisar as amostras através de um segundo procedimento bem
caracterizado, seja ele outra técnica, outro método ou outras variagdes das
condicdes instrumentais. ANVISA (2003) ainda lembra a importancia de
demonstrar a pureza de picos em analises cromatograficas, utilizando
detectores, como arranjo de diodos ou espectrémetro de massa, que
contribuem para a confirmag&o da determinagéo inequivoca do analito em
avaliac&o.

O parémetro linearidade enfatiza a qualidade do método em gerar
resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia
estudada dentro de uma faixa de aplicacdo, ou seja, até que ponto a faixa
de concentracdo do analito coincide com a faixa linear dindmica do
instrumento (ANVISA, 2003; OECD, 2007; INMETRO, 2011). Para o
IUPAC (2002), devem ser avaliadas, no minimo, seis concentracfes de
calibracdo. Além disso, as concentragdes usadas na calibragdo devem ser
uniformemente espagadas em uma faixa de concentracdo de interesse que
abranja de 0-150 % das concentra¢des provaveis de serem encontradas
nas amostras. Segundo a ANVISA (2003) e o INMETRO (2011), a
recomendacdo é que a linearidade seja obtida por, no minimo, cinco
concentracGes diferentes, utilizando padronizacdo externa ou interna.

Na padronizacdo interna, além das concentracdes diferentes,
também usadas na calibragdo externa, é adicionada as solucfes-padrao
uma mesma quantidade de um padrdo interno, um composto
quimicamente semelhante ao analito, mas ndo existente na solugdo em
estudo. Para ambas as calibracOes a avaliacdo da linearidade deve ser
procedida no minimo em duplicata e, preferencialmente, em triplicata, em
ordem randdmica. A expressdo matematica usada para o calculo da
concentracdo do analito na amostra real é obtida pela relagdo entre area
ou altura do pico, e a massa ou concentracdo do analito. Caso ndo haja
relacdo linear na calibracdo, uma transformacdo matematica deve ser
procedida, a fim de permitir a linearidade do método e o calculo de
concentrac@es reais pela expressdo matematica (ANVISA, 2003; OECD,
2007; INMETRO, 2011). Para a ANVISA (2003), este calculo é possivel
quando o coeficiente de correlacéo (r) da curva linear for superior a 0,99.
Uma outra avaliacdo proposta pelo IUPAC (2002), feita através de
medidas de linearidade, é a determinacdo do efeito de matriz feita pela
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comparacao da calibracdo externa com a adi¢do de padrao sobre a matriz
nas mesmas concentracfes e na mesma faixa da calibracdo externa.

Através do procedimento de avaliacdo da linearidade, é possivel
também determinar a faixa linear dindmica ou a faixa de trabalho, que é
definida como a faixa de concentracdes do analito, no qual o método pode
ser aplicado com exatiddo, precisdo e linearidade adequadas. Sua
determinacéo € apresentada de forma diferenciada nos guias de validacéo.
Paraa ANVISA (2003), a faixa é estipulada a partir de uma concentracdo
tedrica teste e extrapolada para 80 a 120 % deste valor. Para o IUPAC
(2002), a avaliacdo também é feita a partir de um ou dois niveis de
concentracao e extrapolados para a escala de concentracdo teste. Para o
INMETRO (2011), séo necessérias trés etapas com sete replicatas cada.
Na primeira, escolhe-se uma faixa preliminar para ser testada, sendo que
a concentracdo mais esperada para a amostra deve, se possivel, estar no
meio da faixa de trabalho. Na segunda avaliacdo, define-se a faixa linear
e confirma-se a linearidade do método. Por fim, na terceira etapa,
determina-se o limite de quantificagdo do método como o menor valor da
faixa de trabalho.

Outro parametro que avalia a qualidade dos resultados analiticos é
a precisdo. De acordo com a ANVISA (2003) e o IUPAC (2002), ela
avalia a proximidade entre medidas independentes obtidas através de
amostragem multipla de uma mesma amostra e analisadas sobre
condicdes estipuladas. Seu valor é obtido pelo Desvio Padrdo Relativo
(RSD), também conhecido como Coeficiente de Variagdo (CV) através
da relagdo entre o Desvio Padrdo (SD) e a Concentracdo Média
determinada (CM) apresentado pela Equacéo 1.

CV (%) = % .100 Equacéo 1

A estimativa da precisdo pode ser avaliada através da
repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade, sendo esta
Gltima aplicada a validagfes completas que se utilizam de ensaios
interlaboratoriais, ndo sendo aplicadas neste estudo. A repetibilidade,
também chamada de precisdo intracorrida, consiste na concordancia entre
0s resultados dentro de um curto periodo de tempo, com mesmo
laboratério, instrumento, analista, procedimento de medicdo e sob as
mesmas condicdes de trabalho. As analises podem ser procedidas
utilizando padrdes, materiais de referéncia ou brancos das amostras em
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no minimo trés concentracbes analisadas em triplicata ou seis
determinacGes da concentracdo teste. Ja a precisdo intermediaria, ou
precisdo intercorridas, avalia, de acordo com a ISO 5725-3, a
variabilidade dos resultados em um laboratdrio através da concordancia
dos resultados analisados em mesmo laboratério e método, mas definindo
uma ou mais varia¢fes como equipamentos, dias e/ou analistas diferentes.
Para a ANVISA os valores de coeficiente de variagio em ambas
avaliagbes de precisdo ndo devem superar 5 % (ANVISA, 2003;
INMETRO, 2011).

Além da precisdo, a proximidade dos valores pode ser avaliada
também em relacéo & um valor verdadeiro. Esta avalia¢do é conceituada
como exatiddo de um método analitico e pode ser feita por ensaios de
recuperacdo que determinam a porcentagem de um analito em um
material de referéncia certificado (CRM) ou ainda pela recuperacgéo de
uma quantidade conhecida de analito adicionada sobre a matriz isenta ou
sobre a matriz completa (IUPAC, 2002; ANVISA, 2003; OECD, 2007
INMETRO, 2011). Segundo a ANVISA (2003), ela deve ser verificada
logo apds o estabelecimento da linearidade, faixa linear e seletividade,
utilizando um minimo de trés niveis de concentragdo analisados em
triplicata. Seu valor ¢ obtido através da medida de recuperacao que avalia
a porcentagem da razdo entre a concentracdo média experimental pela
concentracao tedrica, conforme apresentado na Equacgéo 2.

Concentracio média experimental

Recuperagio = .100 Equacdo 2

Concentragio teodrica

Para o INMETRO (2011) e a IUPAC (2002), a avaliacdo da
recuperacdo pode ser feita de forma ligeiramente diferente, conforme
apresentado na Equacéo 3.

Recuperagio = Cl; £ 100 Equacéo 3

3

De acordo com a Equacdo 3 do INMETRO, C; é a concentracdo
do analito na amostra fortificada, C» é a concentracdo do analito na
amostra ndo fortificada, e C; é a concentracdo do analito adicionada a
amostra fortificada.
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Outro pardmetro incluido na analise de desempenho analitico,
requerido principalmente para andlises em baixos niveis de analito,
refere-se ao LOD, que é indicado pela ANVISA (2003) e OECD (2007)
como menor concentracdo do analito presente em uma amostra, que pode
ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, ou distinguida com
confianca do zero.

Apesar de parecer uma medida simples, a avaliagdo do limite de
deteccdo esta associada a alguns problemas e divergéncias cientificas
quanto a avaliagbes de precisdo proximo & concentracdo zero, a
necessidade de um grande nimero de anélises para minimizar variagdes
aleatérias e tendéncias por fatores operacionais. Além disso, ha uma
variedade de definicBes diferentes, bem como o questionamento da
hipdtese de normalidade em baixas concentragdes. Para tanto, a IUPAC
sugere que se admita uma definicao simplificada que sirva de guia para o
método implementado (IUPAC, 2002).

Conforme a ANVISA (2003), o limite de deteccdo deve ser
determinado através de solucBes de concentragBes decrescentes, sobre a
matriz em estudo, proximas ao suposto limite de quantificacdo e
analisadas em triplicata. Para métodos cromatogréficos, esta estimativa é
determinada por trés vezes a relacdo do Desvio Padrdo Amostral (DPa)
do intercepto pela Inclinagdo (IC) da regressdo linear da curva de
calibragdo, conforme apresentado na Equacéo 4.

3.DP,
ic

LOD = Equacéo 4

De acordo com o INMETRO (2011), a estimativa do limite de
detecgdo deve ser feita experimentalmente, sobre a matriz, com aplicacdo
de parametros estatisticos. Para a instituicdo, um nimero elevado de
replicatas de uma mesma concentracdo pode superestimar o valor do
limite. Assim, é proposto que se utilize um minimo de sete replicatas de
uma mesma adicédo de analito sobre a matriz, com concentragdo proximo
ao minimo detectavel. Consequentemente, 0 numero de graus de
liberdade para o calculo estatistico sera de seis e o valor de t da
distribuicdo de Student 3,143 para uma analise com 95 % de confianca.
Finalmente, o limite de deteccdo sera determinado por 3,143 vezes 0 DP,,
conforme a Equacdo 5.
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LOD = 3,143.DP, Equagéo 5

De forma semelhante ao LOD, o Limite de Quantificacdo (LOQ),
também expressa a menor concentracdo do analito de interesse, porém
neste caso se admite que essa concentragcdo possa determinada
inequivocamente com precisao e exatidao aceitaveis. Para o INMETRO,
este parametro pode também ser denominado Limite de Determinagdo
(ANVISA, 2003; OECD, 2007; INMETRO 2011). De acordo com
ANVISA (2003), o limite pode ser estabelecido pela avaliacdo de
solucBes com concentragdes decrescentes até a menor determinavel, de
acordo com a Equacéo 6.

10.DP,
ic

LOQ = Equacéo 6

Além do apresentado na Equagdo 6, o guia da ANVISA sugere
ainda a determinagdo deste limite através da avaliacdo do ruido da linha
base apresentada nas analises, e considera-se 0 LOQ como dez vezes esse
valor. A IUPAC (2002) chama a atengdo para divergéncias também no
calculo deste limite e conclui que é preferivel avaliar a incerteza da
medi¢do e comparar com os critérios estabelecidos para o método.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um meétodo analitico para determinacdo de
Fenitrotion por HPLC-DAD em alvos artificiais de algoddo utilizados
para amostragem na avaliagdo da contaminagdo da contaminagdo no
interior de uma cabine de trator agricola apds pulverizagdo em pomares
de macé.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desenvolver metodologia por HPLC-DAD para a determinagao
de fenitrotion em nivel trago;

- Otimizar condi¢des cromatogréaficas de temperatura da coluna
cromatografica, composi¢éo e fluxo da fase mével para determinacao de
fenitrotion em alvos artificiais de algoddo, através de planejamento
fatorial;

- Desenvolver extracdo ultrassonica proposta pela SW-846 da
USEPA a alvos artificiais de algodao;

- Avaliar pardmetros de mérito da metodologia cromatografica
desenvolvida;

- Quantificar e analisar os teores das amostras reais em alvos
artificiais de algodao.



54

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS
4.1.1 Alvos artificiais de algodao

O alvo artificial de algoddo utilizado neste trabalho foi o
absorvente intimo Carefree® com perfume. Este material foi obtido em
comércio local pelos agrdnomos responsaveis pela coleta do material em
campo e foram fixados no trator agricola e no EPI (novo) do operador do
trator, conforme descricdo posterior, para proceder o teste em campo. Para
conduzir os ensaios de avaliagdo da matriz, foram adquiridos em
comércio local 0 mesmo material usado em campo.

4.1.2 Reagentes e solugdes

Os solventes e reagentes que foram utilizados neste trabalho sdo de
alto grau de pureza, assegurando a ndo contaminagdo das amostras e
melhorando, assim, a qualidade e a confiabilidade dos resultados.

O padrdo analitico de fenitrotion PESTANAL® (Sigma Aldrich,
Brasil) utilizado na calibragdo analitica do método foi pesado e diluido
em ACN até a concentracio da solucio estoque (1000 mg L?) e
armazenado em recipientes de vidro ambar, devidamente vedados com
batoques de polietileno e acondicionados em refrigerador a temperatura
de -16 °C.

4.2 METODOS
4.2.1 Experimento de exposi¢do

Para simular a exposi¢cdo dos operadores de tratores durante a
aplicacdo do fenitrotion no cultivo de macas, os alvos artificiais de
algodao foram fixados no interior de uma cabine de trator e nas roupas
utilizadas pelos operadores como equipamento de protecdo individual
(BAUER, 2015).

O EPI utilizado no experimento era novo, confeccionado
especificamente para a aplicacdo de pesticidas e tinha o selo de qualidade
(Quepia). A roupa consistia de cal¢as, casaco de mangas compridas, botas
de borrachas, protetor de cabeca e pescoco, capacete, luvas de nitrilae um
respirador. O operador do trator ja estava dentro da cabine, devidamente
protegido e com os alvos artificiais fixados quando o pesticida foi



55

adicionado ao tanque de pulverizacdo. Os alvos foram distribuidos no
operador do trator da seguinte forma: um sobre o capuz do EPI, um em
cada braco, um em cada antebrago, um no peito, um nas costas, um em
cada coxa e um em cada panturrilha, totalizando 11 coletores, conforme
apresentado na Figura 4.

Figura 4: Esquema de distribuicdo dos alvos artificias de algoddo sobre o EPI do
aplicador de pesticidas. Apenas 0 amostrador nimero 7 esté localizado nas costas
do aplicador, os demais estéo na parte frontal do EPI.

Fonte: Elaborada pela autora (2016).

Além dos amostradores fixados no EPI do aplicador conforme
apresentado na Figura 4, no interior do trator foram fixados alvos
artificiais nas janelas superiores e inferiores de ambos os lados da cabine,
nas janelas traseiras superior e inferior (orificios de ventilacao) e dois no
chdo préximos aos pés do operador do trator. A aplicacdo do produto
durou cerca de 40 minutos e, no final do processo, os alvos foram
identificados, recolhidos e armazenados em recipientes de plastico
(BAUER, 2015).

A calda agrotoxica utilizada no estudo foi preparada com
concentragdo de 1,5 L ha de Sumithion 500 EC (BAUER, 2015). De
acordo com as informac@es do produto (ADAPAR), o Sumithion 500 EC
é um inseticida organofosforado que forma uma emulsdo em agua, com
fenitrotion como ingrediente ativo a uma concentragéo de 500 g.L™. Este
pesticida atua sobre as pragas através do contato direto, da ingestao e da
penetracdo no solo e é utilizado na pulverizacdo aérea ou terrestre para o
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controle de pragas como a mariposa-oriental (Grapholita molesta) e a
mosca-do-fruto sul-americana (Anastrepha fraterculus) em pomares de
maca. As doses recomendadas pelo fabricante sdo, respectivamente, 150
mL e 200 mL de produto comercial em 100 L de &4gua na presenca das
pragas, com um maximo de duas pulverizagBes no mesmo ciclo de
cultura.

O trator utilizado na experiéncia foi um Massey Ferguson (modelo
4275 com tragdo 4x2), equipado com cabine fabricada por uma empresa
local. Na parte traseira do trator foi acoplado um pulverizador Jacto
(modelo Arbus 1500), conforme apresentado na Figura 5.

Figura 5: a) Trator agricola Massey Ferguson modelo 4275; b) Pulverizador Jacto
modelo Arbus 1500

Fonte: a) Massey Ferguson (2017, p. --); b) Jacto (2017, p. --)

O trator da Figura 5a foi conduzido na primeira marcha a 540 rpm,
mantendo velocidade de 5,8 km h™. O pulverizador (Figura 5b) equipado
com bicos de pulverizacdo de ceramica, novos, de jato modelo cone oco
promoveu uma pulverizagdo com fluxo de calda de 1,25 L min™ e volume
de 900 L ha* (BAUER, 2015).

Os experimentos de campo foram realizados em dois dias
consecutivos, na regido centro-oeste de Santa Catarina. De acordo com
dados do INMET (Instituto Nacional de Meteorologia), ndo houve
precipitacdo registrada para o periodo do teste, mas a umidade relativa foi
alta (média de 72 %). A faixa de temperatura foi de minima de 13,6 °C e
maxima de 26,6 °C, com velocidades de vento intermédias de 4 m.s™.

Apbs o teste os alvos artificiais foram coletados, numerados com
caneta de tinta permanente azul e foram acondicionados dentro de sacos
plasticos de polietileno e conduzidos ao Laboratério de Andlises de
Residuos (LARES) da Universidade Federal de Santa Catarina (USFC),
onde foram acondicionados em refrigerador a temperatura de -16 °C até
analise.
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4.2.2 Limpeza de vidraria

Para o procedimento de extragdo e determinacdo do pesticida
fenitrotion em alvos artificiais de algoddo, foram utilizadas vidrarias
limpas, conforme descrito no compéndio SW-846 da USEPA. As
vidrarias previamente limpas por procedimento interno eram
mergulhadas em solucdo de perdxido de hidrogénio, para destruicdo de
vestigios de compostos organicos, seguidas de lavagem com agua quente,
para remover quaisquer contaminante mais profundo. Na sequéncia, as
mesmas foram lavadas com agua ultrapura (18,0 MQcm), obtida por
sistema de purificagdo Milli-Q (Millipore® - Bedford, MA, USA), para
remover ions metalicos presentes na agua de lavagem e, por fim, com
etanol grau HPLC — Espectroscépico (Vetec, Brasil), para remover
vestigios finais de materiais orgénicos e a 4gua. Antes do uso, as vidrarias
foram higienizadas com ACN grau UV/HPLC — Espectroscopico (Vetec,
Brasil), utilizada como solvente de trabalho.

4.2.3 Otimizagao do preparo de amostra

O fenitrotion foi extraido em sistema de banho ultrassénico
Callmex, modelo UltraCleaner 1400. Foi desenvolvido um método,
baseado no procedimento da USEPA 3550C, para os alvos artificiais de
algodédo. Os solventes metanol e ACN foram escolhidos de acordo com
estudos prévios e proposta do método USEPA, e testados para avaliar a
eficiéncia de extracdo. Para iniciar o procedimento cada amostra
(aproximadamente 2 g) foi dobrada ao meio, para minimizar a exposi¢do
do adesivo, cortada em pequenos pedacos de cerca de 1 cm? e colocados
em um béquer de 50 mL. Apds a adi¢do de 30 mL de ACN, o frasco foi
transferido para o banho de ultrassom e mantido durante 10 minutos. O
extrato foi filtrado através de um papel Whatman n ° 41, para um baldo
de fundo redondo de 100 mL, e a extracdo foi repetida por mais duas
vezes, com o0 mesmo volume de ACN. Os extratos foram todos coletados
no mesmo baldo de fundo redondo de 250 mL e, ao final da terceira etapa,
0 béquer utilizado para extracdo foi lavado com 10 mL de ACN, para
retirar os residuos do extrato e também foi adicionado no baldo de fundo
redondo. O extrato total foi concentrado em evaporador rotativo Fisaton,
transferido para um frasco de vidro de 1,5 mL e totalmente seco, sob fluxo
de gas nitrogénio comprimido, pureza > 90 % (White Martins, Brasil).
Finalmente, o extrato foi redissolvido em 1 mL de ACN e 20 pL foram
injetados no sistema de HPLC-DAD.
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4.2.4 Estratégia de otimizacgado das condi¢cbes de analise

A definicdo das condi¢des analiticas para a determinacdo de
fenitrotion foi verificada com auxilio de um planejamento experimental.
Foram avaliadas: fase movel, consistindo de dgua: ACN nas proporgoes
de 35:65 (1) e 65:35 (2), temperatura da coluna de 30 °C e 40 °C, e taxa
de fluxo de 1,0 e 1,5 mL min?. Para este estudo, foi utilizado um
delineamento experimental do tipo 23, composto por trés fatores e
avaliado em dois niveis cada fator, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Valores reais e codificados para fatores de 2° planejamento fatorial

Niveis Fase movel Temp. Coluna Fluxo
(Agua:ACN) (°C) (mL min')

Baixo 1(-1) 30 (-1) 1.0 (-1)

Alto 2 (+1) 40 (+1) 1.5 (+1)

Fonte: Elaborada pela autora (2016)

O delineamento experimental apresentado na Tabela 1 gerou oito
experimentos com todas as correlagBes possiveis das variaveis, como
mostrado na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores reais para experimentos do 22 projeto fatorial

. Temp.
Experimentos Fase movel Coluna Flux_o_l
(Agua:ACN) °C) (mL min™)
1 1 30 1,0
2 2 30 1,0
3 1 40 1,0
4 2 40 1,0
5 1 30 15
6 2 30 15
7 1 40 15
8 2 40 15

Fonte: Elaborada pela autora (2016)

Este planejamento foi aplicado para obtencdo das respostas de
maximo para sensibilidade do analito, com avalia¢do conjunta do menor
tempo de eluicgdo.
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4.2.5 Determinacéo analitica — adaptado do Método USEPA 8321b

A andlise de pesticidas foi realizada em um HPLC-DAD, modelo
1260 Infinity da Agilent Technologies, equipado com bomba quaternaria,
modelo G1311B e injetor manual, modelo G1328C com loop de 20 pL e
pressdo méaxima de 600 bar. A separagdo cromatografica ocorreu huma
coluna ZORBAX Eclipse Plus C18 Agilent (150 mmx 4,6 mm ID, 5 um)
a 40 °C. A eluicdo em gradiente foi realizada com diferentes razdes de
mistura dos solventes agua (A) e ACN (B) (% A:% B v:v) e um fluxo
constante de 1,0 mL/min. A elui¢do iniciou com a mistura de solventes
numa propor¢do de 50:50 durante os primeiros 8 minutos. Entre 8-12
minutos, a propor¢do utilizada foi de 35:65, seguida de 5:95. Ap6s 20
minutos, a mistura solvente foi retornada para a razdo inicial. Para o
detector equipado com arranjo de diodos, modelo G4212B foram
selecionados trés comprimentos de onda de trabalho (200, 236 e 270 nm),
de acordo com a absor¢cdo méxima do analito fenitrotion e possiveis
interferéncias. O software utilizado para a coleta e processamento dos
dados foi 0 OpenLAB Chromatography Data System (CDS) ChemStation
Edition, modelo M8301AA.

4.2.6 Parametros analiticos de mérito

A avaliacdo da qualidade do método de extracdo empregado foi
baseada em procedimentos padronizados de classificacdo de residuos
como a norma NBR 10004 e o método de extracdo USEPA 3550C.

Para o método cromatografico foi realizado um desenho
experimental previamente descrito para obtencéo das melhores condi¢Ges
de determinagdo do fenitrotion na matriz artificial de algodao por HPLC-
DAD. O método final foi avaliado com base em alguns parametros
descritos pela ANVISA (2003) e pelo INMETRO (2011), como
seletividade, linearidade, precisdo, LOD, LOQ e exatid&o.

- Seletividade

A avaliacdo da seletividade do método foi estudada pela
comparacdo da matriz isenta do analito de interesse e pela matriz
enriquecida com o mesmo. Além disso, como forma de confirmacéo, o
método por HPLC-DAD permitiu a deteccédo do fenitrotion em diferentes
comprimentos de onda, bem como a avalia¢do da pureza do pico do
analito.
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- Linearidade e faixa linear dinamica

A estimativa da linearidade foi procedida por calibragdo externa de
cinco niveis de concentracdo, como determinado pela ANVISA (2003) e
pelo INMETRO (2011), e avaliada pelo coeficiente de correlacdo (r) da
regressdo linear. Além disso, foi executada uma calibragdo com adicéo de
padrdo sobre a matriz, de forma semelhante & calibragdo externa,
conforme descrito pelo IUPAC (2002), para avaliacdo do efeito de matriz,
através da comparacéo dos coeficientes de correlagdo de ambas as curvas.

A faixa linear dinamica, conforme sugerido pelo INMETRO
(2011), foi estabelecida inicialmente pelo teste da faixa preliminar e, na
sequéncia, pela avaliacdo da linearidade do método, conforme descrito
anteriormente.

- Precisdo intermediaria

A precisdo foi avaliada em nivel intermediario e expressa pelo CV,
sendo analisada pela triplicata de trés niveis de concentracéo, em solucdes
padrdo e amostras idénticas. Os ensaios foram efetuados sob a mesma
metodologia, porém em dias diferentes e por analistas diferentes.

- Exatidao

Estudada através de ensaios de recuperagdo, utilizando adi¢do de
padrdo sobre a matriz isenta do analito. O ensaio utilizou fortificacdo da
matriz em trés réplicas auténticas de trés niveis distintos e avaliou as
porcentagens de substancia recuperada, ap6s a extracdo e determinagéo
analitica. O calculo foi procedido de acordo com o recomendado pela
ANVISA (2003), como apresentado na Equacéo 2.

-> Limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ)

A determinacdo dos valores de LOD e LOQ é um assunto bastante
controverso dentre os guias dos 6rgdos reguladores nacionais e
internacionais. Assumiu-se, para este trabalho, a avaliacdo proposta pela
ANVISA (2003), que consiste na analise em triplicata de trés niveis de
concentracdo préximos ao suposto LOQ, com estimativa da razdo do
desvio padréo do intercepto pela inclinacdo da regresséo linear. Este valor
é multiplicado por trés para a obtencdo do LOD, e por dez para a obtengédo
do LOQ.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 OTIMIZACAO DAS CONDIGOES DE EXTRAGCAO

A extracdo do fenitrotion nos alvos artificiais de algoddo foi
procedida de acordo com 0 método oficial USEPA 3550C de extragéo por
ultrassom. Foram selecionados, para avaliagdo da eficiéncia de extracéo,
solventes misciveis com agua, compativeis com o sistema de HPLC-
DAD, conforme descrito no método oficial USEPA 8321B. Além disso,
a escolha dos solventes de extracdo foi baseada em métodos previamente
descritos para extracfes de luvas de algoddo (KEEBLE; CORREL;
EHRICH, 1993; TSAKIRAKIS, 2014), devido a similaridade entre essas
matrizes e os alvos de algoddo utilizados neste estudo e também dois
métodos descritos para a extracdo ultrassonica de fenitrotion em outras
matrizes (MAYER-HELM, 2009; GONZALEZ-CURBELO, 2013).

Dentre os solventes em avaliagdo, o metanol e a ACN apresentam
toxicidade inferior aos demais solventes organicos, e foram testados para
a extragdo do pesticida organofosforado. Verificou-se que o metanol
produziu um extrato bruto com maior teor e variedade de interferentes,
dificultando a anélise posterior. Além disso, o metanol foi menos eficiente
como solvente extrator em comparagdo com a acetonitrila, apresentando
resultados dos ensaios de recuperacdo de fenitrotion da matriz abaixo de
90 %. A ACN apresentou maior eficiéncia de extracdo nos testes de
recuperacao de fenitrotion e facilitou o processo analitico, devido a sua
compatibilidade com o eluente utilizado na cromatografia liquida para a
determinacédo do agrotdxico.

Apesar da alta eficiéncia da acetonitrila na extragdo do fenitrotion,
muitos problemas de interferéncia foram encontrados, devido a escolha
da matriz usada no experimento de exposicao simulada ao fenitrotion. As
matrizes foram adquiridas em comércio local pela equipe que efetuou as
analises em campo. A primeira dificuldade encontrada foi a alta
complexidade apresentada pela matriz, conforme mostra a Figura 6b, se
comparada com a analise do padréo, Figura 6a.
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Figura 6 - Cromatogramas comparativos: (a) Cromatograma do padrdo em ACN.
(b) Cromatograma do branco da matriz de alvo artificial de algodao com perfume.
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Fonte: Elaborada pela autora (2016).

Como ¢ possivel visualizar na Figura 6, a matriz apresenta varios
picos de compostos interferentes em diferentes intensidades, o que
dificulta a determinacdo do analito na matriz, ja que este elui em 8,621
minutos e, se presente nas amostras reais, estara em concentrac¢des traco,
enquanto que as substancias intrinsecas da matriz estardo em quantidades
muito superiores.

Outra fonte de contaminacgdo foi sua aquisicdo com perfume em
sua composicao, gerando mais picos de substancias, como apresentado no
cromatograma da Figura 7, que podem interferir na determinacdo do
fenitrotion ao longo do cromatograma.
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Figura 7 - Cromatogramas comparativos dos alvos artificiais de algoddo: (a)
Cromatograma do branco da matriz sem perfume. (b) Cromatograma do branco
da matriz com perfume.
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Fonte: Elaborada pela autora (2016).

Os cromatogramas da Figura 7 confirmam que a presenca de
perfume colabora para a geracdo de mais picos interferentes, aumentando
a fonte de erros durante a analise cromatografica.

Algumas outras possibilidades de interferentes analiticos podem
ser atribuidas ao uso de embalagens plasticas para armazenar as amostras
logo apds o experimento em campo, conforme apresentado na Figura 8a,
pois seu uso pode ser uma fonte importante de contaminagdo. Segundo o
Capitulo 4 do compéndio SW-846, a utilizacdo de materiais plasticos
pode promover a contaminacdo das amostras por ésteres de ftalatos e
outros hidrocarbonetos presentes nessas embalagens. Além disso, 0s
absorventes intimos utilizados como alvos artificiais de algoddo
produziram extratos com um tom esbranquicado, devido a dissolucéo da
cola presente na parte inferior da matriz. Por fim, as amostras foram
identificadas numericamente com caneta de tinta permanente azul, como
mostra a Figura 8b, produzindo extratos brutos de coloragdo azulada,
Figura 8c.
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Figura 8 - Fotos reais das amostras: (a) Amostras de absorvente como chegaram
ao laboratorio (b) Identificacdo numérica dos alvos feita com caneta de tinta
permanente azul. (c) Extrato bruto das amostras com coloracéo azul devido a
tinta da identificagdo numérica.

Fonte: Elaborada pela autora (2016).

Na impossibilidade de separar a parte de algoddo da cola presente
no absorvente, os problemas apresentados na Figura 8 foi minimizados
efetuando a dobragem de cada amostra de absorvente ao meio, antes da
extragdo, para diminuir a exposi¢do do adesivo. Uma etapa de limpeza
com filtracdo em papel Whatman n® 41 foi utilizada para remover
impurezas maiores sem comprometer a determinacgdo do fenitrotion em
quantidade traco. Além disso, entre os procedimentos de extracdo, foram
procedidas limpezas de vidraria com procedimentos oficiais, para
minimizar a permanéncia de contaminantes entre a primeira, segunda e
terceira etapas de extracdo por ultrassom.

5.2 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS OPERACIONAIS DO HPLC-
DAD

Visto as dificuldades encontradas no processo de extragdo, devido
a complexidade da matriz usada no estudo, o método por HPLC foi
cuidadosamente desenvolvido, particularmente nos casos em que ndo ha
referéncias disponiveis na literatura para aplicacdo na matriz estudada, e
que a analise seré destinada a concentracdes analiticas em nivel traco. A
andlise do branco da matriz, efetuada no processo de extracdo, forneceu
dados qualitativos essenciais nos estagios iniciais do desenvolvimento da
metodologia de andlise. Uma avaliacdo cuidadosa dos parametros
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cromatograficos foi necessaria para otimizar a separagdo e reduzir a
interferéncia a partir dos sinais da matriz.

A avaliacdo de alguns pardmetros do método foi realizada para
identificar as melhores condi¢Bes para o analito. Um dos pardmetros-
chave na andlise por HPLC é a solubilidade dos analitos na fase mével. A
selecdo de um eluente apropriado, bem como as condi¢Bes de anlise,
promovem uma melhoria na interacéo entre o analito e a fase estacionaria,
contribuindo principalmente para a formacao de picos mais simétricos, e,
por consequéncia, para a resolugdo analitica, visto a complexidade da
matriz em anélise.

Neste sentido, foi aplicado um desenho experimental para
selecionar a melhor composicéo da fase mével, temperatura da coluna e
fluxo da fase mdvel. Os parametros foram escolhidos com base em
sugestdes apresentadas pelo método USEPA, além de outros estudos
descritos na literatura (MAYER-HELM, 2009; FU, 2009). Os solventes
organicos misturados com agua formam um bom eluente para utilizagdo
como fase mdvel na determinacdo de fenitrotion e outros pesticidas
organofosforados através de HPLC-UV. Os ensaios cromatograficos
preliminares com misturas de acetonitrila e agua mostraram uma boa
resolucdo entre picos. Por isso, neste plano experimental, foram avaliadas
as fases méveis consistindo de agua: acetonitrila nas proporcdes de 35:65
(1) e 65:35 (2). A temperatura da coluna e o fluxo da fase mével também
podem afetar a resolucdo e o tempo de analise. A fim de minimizar o
tempo de analise de um Unico pesticida em uma matriz complexa,
avaliou-se o plano usando os maiores indices de fluxo e temperaturas de
coluna relatados na literatura. Foram estudadas velocidades de fluxo de
1,0 e 1,5 mL min e foram testadas as temperaturas das colunas de 30 °C
e 40 °C para averiguar as alteracdes na viscosidade e eluigdo da fase
movel.

Este estudo foi efetuado para estimar os niveis dos fatores para a
obtencdo da melhor sensibilidade e resolucdo do analito com seus
interferentes, e foi executado através do delineamento experimental do
tipo 23, composto por trés fatores, avaliados em dois niveis cada,
conforme descrito nas Tabelas 1 e 2, possibilitando todas as correla¢Ges
possiveis das variaveis através de oito determinac@es analiticas feitas em
duplicata. Através da Tabela 3 é possivel avaliar o planejamento aplicado
de acordo com o efeito causado pelos pardmetros sobre a resposta
analitica, bem como o valor de erro padrdo e o valor da significancia de
cada um dos efeitos e suas interacdes, descritos através do valor p.
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Tabela 3 — Valores obtidos através do planejamento fatorial 2° para o efeito dos
coeficientes, erro padrdo, teste t e valor p.

Fatores Efeito Erro Testet  Valor-p
Média/intercepto 4255 0,2064 206,2 0,003088

1: Fase movel -0,2076  0,4128 -0,5028 0,03703

2: Temperaturacoluna  0,2545 0,4128 0,6166 0,6482
3: Fluxo -0,4796 0,4128 -1,1618  0,4524

1 por 2 -0,2669 0,4128 -0,6466  0,6346

1por3 0,2901 0,4128 0,7028 0,6100

2 por 3 0,1206 0,4128 0,2923 0,8190

Fonte: Elaborada pela autora (2016)

Os valores estimados pelo planejamento fatorial apresentados na
Tabela 3 demonstram que apenas a fase modvel apresenta p<0,05,
proporcionando um efeito significativo sobre a resposta analitica. Seu
efeito possui resultado negativo, o que evidencia que uma mudanga na
propor¢do agua:ACN da fase mével 1 (35:65) para a fase mével 2 (65:35)
possui efeito negativo sobre o resultado esperado.

Os demais fatores e suas interacGes apresentaram valor sem efeito
significativos para a resposta analitica que foi avaliada neste
planejamento, mas ainda assim foram avaliados através das
representacOes graficas das superficies de resposta, como ilustrado pela
Figura 9, a fim de estimar visualmente as melhores condi¢des analiticas
para aplicacdo do método com obtencdo dos melhores resultados de
resolucdo entre o analito e os interferentes, bem como o menor tempo de
analise.



67

Figura 9 - Superficies de resposta para avaliagdo das interag8es no delineamento
fatorial, obtidas com STATISTICA® (n = 16), com média quadrada dos residuos
0,3407 e coeficiente de determinagdo 0,74878. (A) Superficie de resposta do
fluxo versus fase mével com temperatura da coluna em 40 °C; (B) Superficie de
resposta do fluxo versus temperatura da coluna com fase moével 1 com uma razéo
&gua: acetonitrila de 35:65; (C) Superficie de resposta da temperatura da coluna
versus fase movel com fluxo de 1,0 mL min™,
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Com base nas superficies de resposta para a interacdo dos trés
fatores (Figura 9), foi possivel verificar as melhores condigdes para a
determinacdo cromatografica de fenitrotion em alvos artificiais de
algodao. Os resultados combinados destes graficos mostram que a melhor
condigéo foi alcancada com a fase mével 1 com razdo de 35:65 (agua:
ACN), temperatura da coluna de 40 °C e taxa de fluxo de 1,0 mL min.
O modelo apresentou uma média quadrada dos residuos de 0,3407 e um
coeficiente de determinacdo de 0,74878, 0 que representa que o ajuste foi
adequado para explicar os dados avaliados.

Apesar da otimizacdo da fase mével na proporgéo de 35:65 (agua:
ACN), a eluicéo final foi realizada com um gradiente, a fim de diminuir
0 tempo total de analise, além de efetuar limpeza da coluna na prépria
andlise. Utilizou-se, inicialmente, uma proporcao de fase mével de 50:50
por 8 minutos, de 8 a 12 minutos a elui¢ao foi procedida com a proporgéo
35:65 ajustada no planejamento, com eluicdo do fenitrotion em 8,621
min. como mostrado no cromatograma da Figura 10. Na sequéncia,
procedeu-se a diminuicdo da polaridade até a proporcdo de 5:95
(4gua:ACN) para limpeza da coluna.
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Figura 10 - Cromatograma obtido aplicando o método final para a determinagéo
de fenitrotion por HPLC-DAD. a) Cromatograma para 0 branco da matriz; b)
cromatograma para 10,33 mg L de solugéo padréo de fenitrotion (8,621 min)
adicionado & matriz e espectro UV-VIS do analito.
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Fonte: Elaborada pela autora (2016).

Os cromatogramas da Figura 10 apresentam a comparacao entre 0
branco da matriz (Figura 10a) e a matriz adicionada de 10,33 mg.L™ de
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fenitrotion (Figura 10b). O método cromatografico final mostrou que o
planejamento fatorial contribuiu para uma boa sensibilidade e resolugédo
entre os sinais do fenitrotion e dos compostos da matriz. Com as
condigbes cromatogréaficas estabelecidas, foi realizada a avaliacdo do
método proposto de acordo com os critérios de validacdo analitica.

5.3 PARAMETROS ANALITICOS DE MERITO

A avaliacdo do método foi estudada de acordo com os pardmetros
de validacdo descritos pela ANVISA e pelo INMETRO sobre o método
cromatografico final. Foram analisados seletividade, linearidade,
precisdo, recuperacao, e os limites de deteccdo e quantificacdo.

A seletividade pode ser verificada na Figura 10, que mostra uma
comparagao entre o branco (um novo absorvente higiénico com alguns
microlitros de ACN, Figura 10a) e um novo absorvente higiénico
adicionado de um volume de solugdo padréo do analito (Figura 10b). Foi
possivel confirmar, através do teste de pureza de picos, disponivel pelo
DAD, que no mesmo tempo de retencdo ndo existe coeluicdo de
compostos interferentes que prejudiquem sua determinagdo inequivoca.

A linearidade do método foi aferida através da calibragdo externa
em solugdo e também com a calibragcdo externa sobre a matriz. Na
calibracdo em solugdo foram avaliados cinco niveis de concentracdo em
triplicata, na faixa de 0,29 a 2,59 mg kg Para esta calibragdo obteve-se
uma inclinagéo de 26,42 e um intercepto de -0,6544. A calibragdo sobre
a matriz foi efetuada também em triplicata na faixa de 0,50 a 2,01 mg kg
! Para esta calibragdo obteve-se uma inclinacéo de 119,1 e um intercepto
de -10,42.

A comparacao entre as curvas de calibragdo em solucéo e sobre a
matriz revelou diferencas nos coeficientes de inclinagdo. Isto significa
que ha uma mudanca significativa nas determinagcdes de fenitrotion
realizadas em solucdo e sobre a matriz. Devido esta diferenca, a técnica
de calibragdo sobre a matriz foi escolhida para a determinacdo do
fenitrotion nas amostras. O coeficiente de determinago (r?) foi de 0,9886
e o coeficiente de correlagdo (r) foi de 0,9943, indicando que o intervalo
estudado possui linearidade adequada.

A precisdo intermediaria foi avaliada em dias diferentes e por
analistas diferentes, sob a determinacdo da triplicata de trés niveis de
concentragdo sobre a matriz. Os valores de desvio padrdo relativo obtidos
ficaram entre 0,17 e 3,41 %, dentro do limite de 5 % estabelecido pela
ANVISA (2003), demonstrando que o método é preciso para aplicacdo
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por analistas diferentes e em diferentes dias, quando aplicado no mesmo
equipamento e sob as mesmas condi¢des de analise.

Para avaliar a exatiddo do método foram aplicados testes de
recuperacdo do analito adicionado sobre a matriz isenta do composto.
Estes testes foram realizados em triplicata para trés niveis de
concentracdo e foram calculados por cem vezes a razdo entre a
concentracdo média experimental e a concentracéo teorica. Os resultados
variaram entre 95 e 104 %, indicando que a matriz é adequada para o
estudo com fenitrotion, de acordo com os parametros estabelecidos pela
ANVISA (2003).

Os limites de deteccéo e quantificacdo do método foram estimados
de acordo com o proposto pela ANVISA (2003), com a analise em
triplicata de trés niveis de concentracdo proximos ao suposto LOQ. Estes
valores foram calculados a partir da razdo entre o desvio padrdo da
intercepcdo com o eixo y € a inclinagdo da curva de calibragdo. A razdo
foi entdo multiplicada por trés, para obtencdo do LOD (0,18 mg kg™) e
por dez, para LOQ (0,50 mg kg™%).

5.4 APLICACAO ANALITICA

Foram analisados 2 lotes de 19 amostras cada obtidas em campo
durante dois dias consecutivos de aplicagdo do experimento de exposicao,
para determinagdo de fenitrotion em alvos artificiais de algoddo no
interior de um trator agricolas cabinado, durante pulverizacdo real em
pomares de maca na regido centro-oeste de Santa Catarina.

As amostras foram afixadas em todo o vestuério utilizado como
equipamento de protecdo individual e no interior da cabine do trator
agricola, antes da pulverizacdo do agrotoxico, conforme descricdo no
item 1.4.2.1. A analise quantitativa indicou que ndo foi detectado
fenitrotion nas amostras acima do limite de deteccdo do método (0,18 mg

kg?).
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6 CONCLUSOES

O fenitrotion foi utilizado como marcador para avaliar o nivel de
exposicdo de agricultores em tratores agricolas com cabines seladas,
durante a aplicacéo real de agrotdxico no campo.

A etapa de extracdo ultrassonica através do método USEPA 3550c
foi adequada, apesar de algumas dificuldades relacionadas aos alvos
artificiais de algoddo utilizados pelos agrénomos como método de
amostragem no estudo.

Ainda assim, a aplicagdo de um planejamento experimental
baseado em parametros propostos pela metodologia USEPA 8321b
estabeleceu boas condi¢bes de eluicdo para a determinacdo da
concentracao de analito na matriz, sem comprometer a determinagao em
quantidades traco. A resposta maxima foi obtida utilizando a composi¢édo
em fase movel de 35:65 (agua: acetonitrila), temperatura da coluna em 40
°C e taxa de fluxo de fase movel de 1,0 mL min™.

O método final foi avaliado com base em critérios de validagdo
propostos pela ANVISA e demonstrou-se seletivo, através da comparagéo
da matriz isenta e adicionada do composto de interesse, com verificacdo
da pureza do pico do analito por DAD. A determinag&o do fenitrotion nas
amostras foi efetuada a partir da adicdo de padréo sobre a matriz, devido
efeito da matriz sobre a calibracdo. A calibracdo apresentou valores
adequados de linearidade, precisdo e exatiddo, demonstrando a
capacidade da matriz em gerar dados com confianga. O método foi capaz
de detectar o fenitrotion sobre a matriz a partir de 0,18 mg kg* e foi
possivel quantificar o analito nos alvos artificiais a partir da concentragédo
de 0,50 mg kg™

As analises das amostras de alvos artificiais de algodao utilizados
no experimento de exposicdo simulada de fenitrotion no campo nao
apresentaram valores de fenitrotion acima do limite de deteccdo do
método. Através desse resultado pode-se chegar a duas possiveis
conclusdes. Ou a cabine selada do trator agricola realmente minimizou a
exposicdo do operador aos pesticidas, minimizando a exposicdo do
operador do trator agricola e consequentemente a adsorcdo do pesticida
nos alvos artificiais de algoddo, ou esta metodologia de amostragem
usada pela equipe agrénoma ndo possibilitou a determinacéo eficaz do
fenitrotion no interior da cabine do trator.
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7 PERSPECTIVAS

O estudo tem como possibilidade de avaliagdo futura a aplicacéo
da dosimetria passiva como metodologia de amostragem para avaliacéo
do nivel de exposicdo de operadores de trator agricola em materiais
absorventes que contenham menores niveis de interferentes, como o
proprio fato de prote¢do de algodao, utilizado como EPI ou o papel mata
borréo, apresentados em outros estudos na literatura.

Além disso, a determinacdo de niveis traco de diferentes pesticidas
podem ser avaliadas através de outros métodos de extracdo que sejam
exaustivos, somados a analises em outros sistemas cromatograficos que
atinjam limites de deteccéo ainda menores.
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CAPITULO I - DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIAS
ANA'LI'TICAS' PARA DETERMINACAO DE PESTICIDAS EM
RESIDUOS SOLIDOS DA INDUSTRIA PETROLIFERA

1 INTRODUCAO

A crescente demanda no uso de petrdleo e seus derivados vem
contribuindo para o crescimento do setor, e consequentemente a expansao
da geracdo de efluentes e residuos solidos industriais. Segundo Braga et
al (2002) dentre os principais tipos de residuos gerados pela industria
petrolifera estdo, agua e areia captadas junto com o petroleo, e
contaminadas por 6leo cru, residuos de perfuragdo como cascalhos e
fluidos, borras de fundo de tanque, solos contaminados por derrames de
6leo, e uma série de outros residuos associados a pratica de captacéo,
transporte e armazenamento de petréleo.

Além disso, outros setores da indlstria petrolifera, como a
fabricacdo de biodiesel, geram outras formas de residuos, ndo diretamente
ligadas ao petréleo. Este é o caso da terra diatoméacea utilizadas como
meio filtrante durante os processos de fabricacdo e purificagdo do
biodiesel e que se torna residuo passivel de caracterizagdo antes da
disposicdo final (DIAS, 2008; TEMOTEO et al, 2016).

A diversidade de substancias potencialmente tdxicas presentes
nesses residuos requer o acompanhamento por profissionais na busca de
caracterizacdo e de solucBes para o material a ser descartado,
minimizando os prejuizos ambientais e sociais. De acordo com Francisco
e Franca (2007) a incineragdo é recomendada para residuos perigosos que
ndo podem ser reciclados, reduzidos ou dispostos em aterro industrial de
forma segura. Suas principais vantagens sdo a rapida destruicdo da
matéria a temperaturas superiores a 1000 °C, sob condic¢des controladas,
e a diminuicdo de volume, o que descarta a necessidade de transporte e
disposicdo final do residuo restante. O processo, porém, é bastante
oneroso e de dificil controle na emissdo de poluentes atmosféricos, sendo
necessaria a determinacdo adequada dos contaminantes existentes no
residuo para sua aplicacdo segura.
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2 REVISAO
2.1 RESIDUOS SOLIDOS: CONCEITOS

Conforme a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT,
2004), os residuos sélidos sdo definidos como aqueles que se encontram
tanto no estado solido quanto no semissélido, podendo ter procedéncia
industrial, doméstica, hospitalar, comercial, agricola, de servicos e de
varricdo. Além disso ela completa:

Ficam incluidos nesta definicdo os lodos
provenientes de sistemas de tratamento de &gua,
aqueles gerados em equipamentos e instalagoes de
controle de poluicdo, bem como determinados
liquidos cujas particularidades tornem invidvel o
seu lancamento na rede publica de esgotos ou
corpos de &gua, ou exijam para isso solugdes
técnicas e economicamente invidveis em face a
melhor tecnologia disponivel (ABNT, 2004, p. 1).

De acordo com Braga et al (2002) a industria petrolifera apresenta
suas atividades em diversas etapas desde a extracdo do produto bruto até
seu beneficiamento em diversos produtos. Cada uma destas etapas €
responsavel pela geracdo de efluentes e residuos sélidos que devem ser
tratados e/ou descartados. Esses residuos caracterizam uma fonte de
contaminacgdo significativa devido a falta de legislacdo especifica, além
de outros fatores importantes como a quantidade de residuos gerada, a
insuficiéncia de tecnologias eficazes para o tratamento e/ou disposicao
final de baixo custo (FRANCISCO; FRANCA, 2007).

Para Santos (2013) a perfuracdo nas unidades maritimas é a etapa
que gera a maior quantidade de residuos, especialmente os caracterizados
como perigosos. Dentre os principais residuos gerados durante todo o
processo de captacdo podemos destacar, a &gua produzida e contaminada
com o6leo cru, os residuos de perfuragdo como fluidos e detritos de solo
(argilas, areias e cascalhos), além de borras de fundo de tanque de
tratamento de agua (BRAGA, 2002; FRANCISCO; FRANCA, 2007;
SANTOS, 2013).

Nas bases de apoio terrestre sdo onde ocorre o desembarque de
todos os residuos gerados nas unidades maritimas e nas embarcacGes de
apoio, e onde sdo armazenados os produtos quimicos utilizados durante a
perfuracdo. Além disso, essas bases servem de suporte para as operacoes
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de limpeza dos compartimentos das embarcaces utilizadas na condugéo
destes produtos e dos residuos gerados. Apds o desembarque esses
residuos devem ser pesados e encaminhados para classificacdo para
posterior tratamento e/ou disposi¢do final (SANTOS, 2013).

De acordo com Santos (2013) esta classificagao deve ser procedida
conforme estabelecido na padronizacdo dos programas ambientais do
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA) através do Projeto de Controle da Poluigdo
estabelecido pela Nota atualizada CGPEG/DILIC/IBAMA N°01/11. Esta
Nota Técnica estabelece a necessidade de avaliagdo quantitativa dos
residuos gerados, sejam eles armazenados ou destinados a tratamento ou
descarte, bem como as formas de tratamento e rejeite aplicados, e as metas
para minimizacdo da geracdo e disposicdo eficiente dos residuos,
principalmente durante a perfuracéo.

Estas diretrizes devem ter como resultado final um relatério
especifico elaborado em periodos pré-definidos de acordo com a
atividade executada. Os dados apresentados neste relatério classificam os
residuos mais frequentes quanto, a unidade geradora (maritima,
embarcagdes ou bases de apoio), a nomenclatura preestabelecida pelo
6rgdo ambiental conforme tipo de residuo, apresentados na Quadro 5,
Classificagdo segundo estabelecido pela Norma Técnica NBR
10004/2004 e, por fim, quantificacdo em kg de cada tipo de residuo
gerado (SANTOS, 2013).

Quadro 5 - Resumo dos tipos de residuos em fungdo do padrao estabelecido pela
Norma Técnica NBR 10004/2004.

. . . Classificagdo NBR
Tipologia do residuo 10004/2004
Residuos oleosos
Residuos contaminados
Tambor contaminado
Lampada fluorescente Classe |
Pilhas e baterias (Residuos perigosos)
Residuo infectocontagioso
Cartucho de impressdo
Fluido de perfuracdo
Reciclaveis (papel, plastico, madeira, vidro,
metal ndo contaminado, lata de aluminio, Classe llIA e 1B
6leo de cozinha e Tetra Pak) (Residuos Né&o Perigosos)
Néo reciclaveis: Lixo comum ndo reciclavel

Fonte: Adaptado de Santos (2013, p. 3).
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A classificacdo dos residuos dispostos no Quadro 5 devem ser
caracterizados de acordo com os pardmetros estabelecidos pela Norma
Brasileira NBR 10004/2004 que padroniza, em nivel nacional, a
classificacéo de residuos solidos.

2.2 CLASSIFICAGCAO DE RESIDUOS SOLIDOS

A ABNT, através da Norma Brasileira NBR 10004 valida a partir
de 30 de novembro de 2004, traz subsidios para gerenciamento de
residuos solidos. Esta Norma teve como base o Codigo de Regulamentos
Federais (CFR) — Title 40 — Protection of Environmental — Part 260-265
— Hazardous Waste Management que deu inicio a USEPA em 1970, além
da USEPA-SW 846 - Test methods for evaluating Solid Waste —
Physical/chemical methods, e outras normas vigentes na época (ABNT,
2004).

A classificacdo de residuos sélidos abrange a identificacdo do
processo que lhes deu origem e suas caracteristicas, sendo que seus
elementos sdo comparados com listas de residuos e substancias e seus
respectivos impactos a salde e ao meio ambiente. A classificagdo é feita
quanto ao risco a salde publica e ao meio ambiente, conforme Figura 11
(ABNT, 2004).
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Figura 11 - Caracterizaco e classificacdo de residuos solidos segundo a NBR

10004/2004.
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Fonte: ABNT (2004, p. vi).
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De acordo com a ABNT (2004), os residuos sélidos sdo
classificados em dois grupos: perigosos e nao perigosos, e este Ultimo em
ndo inerte e inerte, isto é, residuos classe | — Perigosos; residuos classe |1
— Nao perigosos; residuos classe 1l A — N&o inertes; e residuos classe Il
B — Inertes. Para tanto, as analises quimicas sdo realizadas usando os
métodos USEPA — SW 846, ultima edigdo e os métodos nacionais
equivalentes elaborados pela ABNT, quando disponiveis.

Além da classificacdo, a NBR 10004:2004 estabelece também os
cddigos para identificagdo dos residuos de acordo com as suas
caracteristicas. Assim, os cddigos D005 a D052 que dizem respeito aos
residuos perigosos quanto a sua toxicidade (avaliado pelo ensaio de
lixiviagdo — ABNT NBR 10005), conforme mostra a Tabela 4, a qual traz
os limites maximos de alguns pesticidas nesses extratos lixiviados.

Tabela 4 — Limite méximo de concentragdo de pesticidas no extrato obtido por
ensaio de lixiviagdo segundo a NBR 10004/2004.
Limite méximo

A Cddigo de TRt CAS - Chemical
Parametro identificacéo no “X'V'Edo Abstract Substance
(mgL™)

Aldrin + dieldrin D014 0,003 309-00-2; 60-57-1
DDT
(p,p’DDT+p,p’ D015 0,02 57-74-9
DDD+p,p’DDE)
Endrin D018 0,06 72-20-8
Lindano (y-HCH) D022 0,2 58-89-9

Fonte: Adaptado de ABNT (2004, p. 73).

Ja os codigos P e U, descritos na mesma norma, sdo dados as
substancias que conferem periculosidade aos residuos. Como exemplo,
tém-se as substancias DDT (U061) e Lindano ou y-HCH (U129), as quais
sdo consideradas substancias téxicas; e Aldrin (P004) e Endrin (P051),
consideradas substancias agudamente toxicas (ABNT, 2004).

Outros 6rgdos brasileiros que prescrevem normas para avaliacdo
da toxicidade de residuos sélidos em geral sdo o Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA) e a Companhia de Tecnologia de
Saneamento Ambiental (CETESB). Quando a CETESB desenvolveu o
projeto para estabelecimento dos valores orientadores para o Estado de
Sdo Paulo, teve como base entdo uma lista de valores genéricos
orientadores para solos e aguas subterraneas desenvolvida pela Holanda
e aceita mundialmente, como a conhecida Lista Holandesa. Ja para o
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CONAMA, a interpretacdo dos valores encontrados baseou-se em
metodologias que atendiam as especificacBes descritas em normas
reconhecidas internacionalmente, que incluiam a edi¢do mais recente dos
métodos publicados pela USEPA; pela ISO e pelo Instituto Alemédo de
Normalizagdo (DIN) (BRASIL, 2009; CASARINI, 2001).

As referidas instituicdes montaram suas resolucfes e relatorios,
respectivamente, acerca de valores orientadores, que sdo concentragdes
de substancias quimicas que fornecem indica¢des quanto a qualidade e
alteracdes do solo, conforme Tabela 5 (BRASIL, 2009; CASARINI,
2001). Tal estimativa é bastante importante para avaliacdo da qualidade
do solo em locais de escavagdo, onde o solo retirado deve ser
caracterizado para proceder a disposicao final correta.

Tabela 5 - Lista de valores orientadores para a qualidade do solo (mg kg™)

Norrpas_/ Aldrin Endrin DDT Lindano
Substancias

Referéncia na* na* na* na"
Solo
CONAMA  Prevencio 0,015 0,001 0,010 0,001
Investigacéo
industrial 0,03 2,5 5 1.5
Referéncia 0,00125 0,00375 0,0025 0,00125
Solo Alerta - - - -
CETESB
Intervengdo
industrial 5 5 5 5

*na - ndo se aplica para substancias organicas.
Fonte: Adaptado de Brasil (2009, p. 14) e Casarini (2001, p. 23-24).

O CONAMA define que o valor de referéncia é a concentragédo
de determinada substancia que define a qualidade natural do solo, sendo
determinado com base em interpretacdo estatistica de analises fisico-
quimicas de amostras de diversos tipos de solos. O valor de prevencao é
a concentracdo de valor limite de determinada substancia no solo, tal que
ele seja capaz de sustentar as suas funcgdes principais. O valor de
investigacdo industrial é a concentracdo de determinada substancia no
solo acima da qual existem riscos potenciais, diretos ou indiretos, a saude
humana, considerando um cendrio de exposicdo padronizado (BRASIL,
2009).
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Para a CETESB, o valor de referéncia indica o limite de
qualidade para um solo considerado limpo a ser utilizado em acgdes de
prevencdo da poluicdo do solo e no controle de areas contaminadas. O
valor de alerta indica uma possibilidade de alteragdo da qualidade
natural dos solos, sendo utilizado em caréater preventivo. Ja o valor de
intervencdo industrial indica o limite de contaminacéo do solo acima do
qual existe risco potencial a satde humana, e sera utilizado em caréater
corretivo (CASARINI, 2001).

O CONAMA estabelece ainda as classes de qualidade do solo,
de acordo com as concentracgdes de substancias quimicas: Classe 1 - solos
com concentracdes menores ou iguais ao valor de referéncia; Classe 2 -
solos com concentra¢Ges de pelo menos uma substancia quimica maior
do que o valor de referéncia e menor ou igual ao valor de prevengéo;
Classe 3 - solos com concentragdes de pelo menos uma substancia
quimica maior que o valor de prevencdo e menor ou igual ao valor de
investigacao; e Classe 4 - solos com concentra¢Ges de pelo menos uma
substancia maior que o valor de investigagdo (BRASIL, 2009).

Neste contexto, cabe ressaltar que quando manejado, o solo precisa
passar por um programa de tratamento antes de ser feita sua devida
disposicdo final na natureza, garantindo assim a ndo lixiviacdo de
contaminantes no solo em concentracdes inaceitaveis, bem como de dguas
subterraneas e cadeia alimentar, além da incineracao inadequada emitindo
a atmosfera poluentes; entre outros. O solo precisa primeiramente ser
analisado através de métodos adequados, a fim de fornecer dados
necessarios para a implantacdo de Unidade de Tratamento de Solos com
Residuos Perigosos (HWLT), conforme observado pela USEPA (1986) e
Francisco e Franga (2007).

2.3 PESTICIDAS: ACAO E CONTAMINAGAO DO MEIO
AMBIENTE

Quando em contato com 0 meio ambiente os pesticidas tém como
finalidade alterar a composicao da flora ou fauna, preservando-a da acéo
danosa de seres nocivos. O comportamento destes compostos &
considerado muito complexo devido o deslocamento fisico o meio
ambiente e a transformacdo quimica e biologica destes compostos nos
diferentes ambientes e organismos, haja visto que esses processos
modificam suas estruturas e propriedades (Campos 1995).
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Devido ao comportamento complexo dos pesticidas, ocorrem
varios fenbmenos simultdneos quando estes entram em contato com o
meio ambiente, conforme apresenta a Figura 12.

Figura 12 - Principais fenémenos envolvidos no comportamento dos pesticidas
no meio ambiente
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Fonte: Sanches et al (2003, p. 57).

Quando aplicados no solo, os pesticidas podem ser carreados para
os ambientes aquaticos superficiais ou degradados por meios quimicos,
fotélise ou agdo de microrganismos, conforme Figura 12. Algumas
moléculas com baixa taxa de degrada¢do podem permanecer no ambiente
adsorvidas no solo. Parte delas podem ser dessorvidas e sofrer lixiviagdo
pela dgua da chuva e atingir os lencois subterraneos. Nos ambientes
aquaticos, podem estar dissolvidos na agua, adsorvido ao sedimento ou
interagindo fisico-quimicamente com a biota marinha. Ao serem
volatilizados dos ambientes aquaticos ou terrestres ou ainda pulverizados
em cultivos os pesticidas podem ser transportados por muitos
quildmetros, atingindo areas muito distantes da regido de aplicacédo
(SANCHES et al, 2003; BRASIL, 2013).

Dentre os varios tipos de pesticidas Sanches (2003) enfatiza os
organoclorados (OC). Eles surgiram comercialmente na década de 40 e
foram muito utilizados na agricultura e no combate ao mosquito da
malaria, principalmente na Segunda Guerra Mundial, onde o DDT era
usado para prevenir as epidemias de tifo. Esses pesticidas causam danos
ao meio ambiente e aos seres vivos pela grande estabilidade fisica e
quimica e por permanecer no meio ambiente por longo tempo. Conforme
Flores et al (2004), os pesticidas clorados podem penetrar no organismo
através da pele, do aparelho digestivo e respiratorio, sendo que nos seres
humanos estes atuam basicamente no sistema nervoso central e no sistema
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de defesa do organismo, causando lesbes hepaticas e renais. Alguns
produtos desse grupo lesam o cérebro, outros, os masculos do coracédo, a
medula déssea, 0 cortex da suprarrenal, o DNA, entre outros.

No Quadro 6 sdo apresentadas algumas das estruturas quimicas dos
pesticidas investigados em residuos sélidos conforme recomendacédo da
Norma Técnica NBR 10004/2004, além de alguns outros que também
foram analisados neste estudo.

Quadro 6 - Formulas estruturais dos pesticidas

PR PN " \_{
¥ /N /N

‘ K "N / —\ '

N NS \ / N/

I!I T / \ / \
Aldrin a-BCH B-BCH
309-00-2 319-84-6 319-85-7

_— \_{ ~1
7N\ / \ N
\\ /f \_,ff f/‘l / _7",
\ / Y // &, .
A
3-BCH y-BHC Cis-clordano
319-86-8 58-89-9 5103-71-9

y

)/Pk:\\__:' p AT - 7, ,‘;:\/JL\,‘;T_“{\
El
Trans-clordano pp-DDD pp-DDE

5103-74-2 72-54-8 72-55-9
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Quadro 6 - Continuag&o

Endosulfan Il Beta Endosulfan sulfato
19670-15-6 1031-07-8

Os -~
Endrin Endrin aldeido Endrin Cetona
79-20-8 7421-93-4 53494-70-5
—
('S:
Heptacloro Heptacloro ep6xido Metoxicloro
76-44-8 1024-57-3 72-43-5

Fonte: Adaptado de NIST (2016, p. --).

Devido a toxicidade e permanéncia no meio ambiente varios destes
compostos ja foram proibidos em diferentes paises. Os Estados Unidos,
através da USEPA, vetaram o uso do DDT, aldrin, heptacloro e clordano,
na década de 70. Portugal proibiu aldrin, clordano, dieldrin, DDT, BHC,
entre outros, em 1988. Ja o Brasil proibiu a comercializacao, distribuicdo
e uso desses produtos em 1985 (FLORES, 2004).

Esta proibicdo em diversos paises devido a toxicidade desses
compostos reforca a necessidade de técnicas eficazes para a determinacédo
destes compostos em diferentes matrizes ambientais a fim de gerar dados
representativos sobre a matriz em estudo quanto aos riscos a salde da
populagdo, os danos aos ecossistemas, a toxicidade das substancias
quimicas presentes, 0s processos industriais geradores, entre outros
fatores (BRANDAO et al, 2011).
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2.4 METODOLOGIAS DE DETERMINACAO DE PESTICIDAS EM
RESIDUOS SOLIDOS

A determinacéo de pesticidas em solo e em outros residuos sélidos
depende diretamente da composi¢do do analito, bem como de suas
propriedades fisico-quimicas, modificando suas interacfes com 0s
analitos, tornando-os mais ou menos disponiveis & determinag&o.

Fatoki e Awofolu (2003) conduziram a analise de agua e solo
através do sistema separacdo e deteccdo GC-ECD. Foram feitos trés
procedimentos de extracdo. Para a extragdo liquido-liquido foram
preparadas solugdes-padrdo por dissolucdo dos pesticidas em hexano
(1000 mg L). O método MAE (Extrago assistida por micro-ondas, do
inglés, Microwave Assisted Extraction) foi procedido em amostras de
sedimento secas, peneiradas e enriquecidas com as solugdes padrdes de
OCs e extraidas por micro-ondas em hexano, diclorometano (DCM) e
petréleo. Para a extracdo Sohxlet teve sua fortificacdo feita de forma
semelhante ao MAE e submetida a analise cromatogréfica.

No mesmo ano Richter et al (2003) utilizaram 200 g de solo que
foram enriquecidos com 10 mg kg de pesticidas em acetona. As
amostras foram armazenadas por 60 dias em temperatura ambiente.
Aliquotas de 300 mg foram extraidas via Extracdo por Agua Subcritica
(SBWE) bombeada em fluxo de 2 mL por minuto, seguida de extracdo
liquido-liquido com DCM e anélise posterior por GC/MS.

Rodil e Popp (2006) utilizaram 200 g de solo enriquecido na faixa
de 25 a 155 pg kg? de cada composto em acetona. O solvente foi
evaporado a temperatura ambiente e homogeneizado. Aliquota de 10 g da
amostra foi submetida a Extracdo por Agua Subcritica Pressurizada
(PSWE) utilizando um extrator de solvente acelerado com uma solucgdo
agua-acetonitrila (75:25, v/v) a 130 °C com 100 bar de pressdo. O extrato
bruto final foi submetido a Extracdo por Sorcdo em Barra Magnética
(SBSE), com a barra coberta por uma camada de polidimetilsiloxano
(PDMS). Apos a extracdo a barra foi seca com tecido e levada ao tubo de
termo dessorcdao para posterior analise via CG/MS.

Ja Vagi et al (2007) utilizaram sedimentos marinhos secos em ar,
peneirados com tamanho inferior a 2 mm, homogeneizados e
armazenados a temperatura ambiente até a fortificacdo. Esta foi procedida
com a adicdo de 1 mL da mistura dos padrdes de pesticidas em 1 g de
sedimento seco. Apdés 24 horas o sedimento foi levado a extracdo
ultrassonica pela aplicacdo do método USEPA 3550 em quatro replicatas
com 10 mL de solvente. Em seguida o extrato foi centrifugado em 3500
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rpm, rota-evaporado até proximo a secura e redissolvido em 1 mL de n-
hexano, e em seguida, submetido a analise por GC-ECD.

Rashid et al (2010) utilizaram método QUEChERS (Répido, facil,
barato, eficiente, robusto, seguro) para extracdo de pesticidas presentes
em 5 g de solo peneirado e enriquecido. Na sequéncia, foram adicionados
10 mL de acetona e a suspensdo foi agitada até a sua homogeneizacdo. O
solo foi seco em temperatura ambiente por 4 dias. O método QUEChERS
foi executado com dois procedimentos semelhantes, sendo que um deles
teve uma etapa de hidratacdo com 10 mL de &gua e o outro com 10 mL
de uma solugéo aquosa a 1,0 M de Na>-EDTA, ambos por 30 minutos em
aliquotas de 5 g de solo. A estas aliquotas foram adicionadas 10 mL de
ACN mais &cido acético (99:1, v/v) e levadas a agitacdo em vértex por 30
segundos. Na sequéncia, foram adicionados 4 g de MgSO4 e 1,7 g de
NaAc.3H20. A mistura foi agitada vigorosamente e centrifugada a 5000
rpm por 5 minutos para posterior anélise por GC/MS.

Camino-Séanchez et al (2011) analisaram amostras de sedimento
marinho, as quais foram previamente limpas com &cido cloridrico e
armazenados sob refrigeracéo a 4 °C. As amostras foram liofilizadas por
48 h e peneiradas a 2 mm. Aliquotas de 10 g foram extraidas em metanol
via Extracdo por Liquido Pressurizado (PLE) a 1000 psi. O extrato bruto
foi avolumado em 50 mL. Uma aliquota de 10 mL deste extrato foi
adicionada a 200 ml de &4gua deionizada e novamente extraida utilizando
SBSE com agitacdo a 500 rpm. Apo6s 12 horas, foram adicionados 60 g
de NaCl e agitado por mais 12 horas. Por fim, a barra é lavada com agua
deionizada, seca em tecido e introduzida no tubo de dessor¢do para
posterior analise via GC/MS/MS com dessorcao térmica.

Rouviére et al (2012) também fez uso da extracdo dos analitos por
QUECHERS utilizando o método classico com solvente ACN e 0 método
modificado usando DCM. Aliquotas de 5 g de solo foram enriquecidas
com 1 mg kg* e extraidas solugdo salina de MgSQ4, NaCl, citrato de sodio
desidratado e citrato de di-sédio sesquihidratado. A mistura foi agitada
vigorosamente, centrifugada e 5 mL do sobrenadante foi purificado com
PSA (Amina primaria-secundaria) e MgSO, para posterior analise por
GC/MS.

O Quadro 7 traz uma pequena revisao de literatura sobre pesquisas
realizadas pelos autores citados, com algumas matrizes de residuos
s6lidos onde foram encontradas substancias agrotéxicas.
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Técnicade
%

Analito Matriz Técnica de extracéo __ separacdoe LOD Referéncia (*)
Recuperagéo detecco
44-DDT 65,8 6,0 ug/kg
Aldrin 783 74 ug/kg
Endrin 96,7 137,1 pg/kg )
Solo SBWE GC-MS Richter et al, 2003
Heptacloro 96,7 19,3 pg/kg
Lindano 72 36,2 pg/kg
Metoxicloro 86,7 3,2 ug/kg
a-BCH 81,7a92,9 0,233 ng/g
B-BCH 94,42 1058 1,000 ng/g
&BCH 7722838 2,211 nglg
y-BHC 8282974 1,317 ng/g
Aldrin 73,6293,2 0,041 ng/g
4,4’-DDD 84,3a 1059 0,322 ng/g
4,4-DDE 106,1a 109,7 0,039 ng/g .
Solo PSWE + SBSE GC-MS Rodil; Popp, 2006
44-DDT 111621374 0,304 ng/g
Endosulfan | 51,5a68,7 1,855 ng/g
Endosulfan 11 70,4 a 85,6 3,042 ng/g
Endrin 457a71,7 0,199 ng/g
Endrin aldeido 58,92 83,9 2,563 ng/g
Heptacloro -232a342 4,775ng/g
Heptacloro epoxido 602a774 0,014 ng/g
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Técnicade

Analito Matriz Técnica de extracéo . separacdoe LOD Referéncia (*)
Recuperacéo deteccio
Endrin 71a81 0,7 pg/kg
Heptacloro Solo QUEChERS 56 a 82 GC-MS/MS 0,2 pg/kg Rashid et al, 2010
Heptacloro epoxido 71a8l 0,2 pg/kg
o—BCH 91 0,007 ng/g
B—BCH 86 0,007 ng/g
&BCH 98 0,008 ng/g
y-BHC 88 0,001 ng/g
Aldrin 89 0,006 ng/g
Cis-clordano 93 0,003 ng/g
Trans-clordano 90 0,001 ng/g
4,4-DDD 94 0,002 ng/g
4,4-DDE 86 0,004 ng/g
4,4-DDT Sedimentos marinhos  PLE + SBSE 83 GC-MS/MS 0,002 ng/g Camino-Sanchez et al, 2011
Endosulfan | 87 0,007 ng/g
Endosulfan Il 84 0,004 ng/g
Endosulfan sulfato 91 0,002 ng/g
Endrin 88 0,005 ng/g
Endrin aldeido 72 0,008 ng/g
Endrin cetona 83 0,003 ng/g
Heptacloro 90 0,003 ng/g
Heptacloro epoxido 95 0,000 ng/g
Metoxicloro 99 0,003 ng/g
a—-BCH 76,5 a 94,9 61,8 pg/kg
B—-BCH 79,5a 104,5 109,1 pg/kg N
Solo QUEChERS GC-MS Rouviére et al, 2012
5-BCH 67,8 a 106,6 115,4 pg/kg
y-BHC 78,3 a 86,3 80,4 ug/kg

(*) Fonte
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InformacgGes bésicas da classificacdo prévia dos residuos sélidos
colaboram para que se decidam as técnicas, equipamentos e metodologias
de coleta e preservacdo das amostras, bem como os locais e tempo de
amostragem e a sele¢do de parametros a serem analisados, possibilitando
construir-se um planejamento de amostragem apropriado (BRANDAO et
al, 2011).

A amostragem é considerada como um fator critico
em todo o processo analitico; na verdade é
frequentemente o ponto mais fragil do processo e
necessita de cuidado especial. A preocupagdo com
a real influéncia da coleta nos resultados tem sido
cada vez maior, dentre outros motivos, em
consequéncia dos processos de acreditagdo dos
ensaios na NBR ISO/IEC 17.025 (BRANDAO et
al, 2011, p. 75).

O transporte da amostra do local de coleta até o laboratério de
analise deve garantir a manutencdo da temperatura da amostra. A mesma
deve ser avaliada no momento da chegada ao laboratério e a analise deve
acontecer o mais breve possivel. Porém, as amostras, com prazo de
validade mais longo, devem ser armazenadas em cAmara fria ou geladeira
até o momento do ensaio (BRANDAO et al, 2011).

Para iniciar a andlise deve-se proceder a extracdo dos analitos
presentes nas amostras, a fim de torna-los disponiveis para determinacao.
Esta etapa é uma das partes mais importante no processo de preparo de
amostra e contabiliza cerca de dois tercos do tempo total da analise dos
compostos. O procedimento pode ser considerado a fonte primaria de
erros, sendo importante a escolha da melhor metodologia diante das
caracteristicas da amostra. Assim, ao longo das Ultimas décadas uma série
de técnicas de preparo de amostras vem sendo desenvolvidas e
melhoradas (RAMOS, 2012).

O compéndio SW-846 da USEPA auxilia na escolha do
procedimento conforme as caracteristicas da amostra estudada. O método
é proposto para analises-traco (<1000 ppm), porém pode ser ajustado para
aplicacdo em outras faixas de trabalho, com a devida avaliacdo do método
e respectivos ajustes, principalmente no tamanho da amostra, no volume
de injecdo, na diluicdo e concentracdo das amostras, e na eliminagdo das
etapas de concentracdo prescritas para analises-traco (USEPA, 2007a).

Diante das diferentes classes de matrizes, o capitulo 2 do SW-846
especifica algumas metodologias de extracdo para matrizes soélidas.
Dentre elas, tem-se a extracdo Soxhlet (método 3540, 3541 e 3542);
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extracdo com fluido pressurizado (método 3545); extracdo por fluido
supercritico (método 3560); extracdo por fluido supercritico seletivo para
organoclorados (método de 3562); extragdo por micro-ondas (método
3546); e extracdo por ultrassom (método 3550) (USEPA, 2007a).

A técnica convencional de extracdo por Soxhlet se tornou menos
usual para rotina em funcao do consumo de grandes volumes de amostras
e solventes organicos, do custo elevado e de dificil automacdo. Além
disso, a técnica podem ser laboriosas no que diz respeito a formacédo de
emulsdes, condicionamento de colunas ou preparo de todo o aparato
necessario para implementacdo da técnica (CALDAS et al, 2011;
RAMOS, 2012; RODIL; POPP, 2006). Outras técnicas como extragdo
com fluido pressurizado, extracdo por fluido supercritico e extra¢do por
micro-ondas requerem equipamentos especificos disponiveis em
laboratorio para aplicacéo rotineira.

Especificamente sobre o método 3550, extracdo por ultrassom,
vale ressaltar que este é considerado rapido e aplicavel nas extracOes de
compostos semivolateis e ndo volateis presentes em matrizes sélidas. Para
uma extracdo mais eficiente, este método é dividido em um procedimento
especifico para baixas concentragcdes com teores individuais inferiores ou
iguais a 20 mg kg%, e um método destinado a extracdo de compostos com
concentracdes individuais superiores a 20 mg kg' (USEPA, 2007a,
USEPA, 2007b).

A fim de maximizar a eficiéncia de extracdo por ultrassom, é
essencial que o método seja conduzido de acordo com as especificacdes
da Agéncia, utilizando uma extracdo em triplicata com o solvente
adequado. O solvente é escolhido de acordo com os analitos de interesse,
sendo necessario avaliar sua eficiéncia de extracdo, particularmente
essencial para analitos em concentracdes inferiores a 10 pg kg*. Esta
eficiéncia pode ser avaliada através da adi¢do de uma solucdo spiking nos
solventes teste que tenham os pesticidas aldrin e lindano na concentracao
de 0,2 mg L' e 4,4’-DDT e endrin na concentragdo de 0,5 mg L*
(USEPA, 2007a, USEPA, 2007b). Alguns compostos podem necessitar
um tratamento diferenciado na etapa de extra¢do, como no caso do endrin,
0 qual pode sofrer decomposicdo em condi¢Bes alcalinas, sendo
necessario que sua extracdo seja neutra (USEPA, 2007c¢).

Para matrizes de residuos industriais ndo sélidas, tais como aguas
residuais de estacOes de tratamento, consideradas residuos sélidos de
acordo com a NBR 10004/2004, um método que possibilita a extracdo de
compostos semivolateis em agua é o método 3511 que descreve a extracdo
de compostos organicos em Aagua por microextracdo. Semelhante ao
método de extracdo liquido-liquido, a proposta deste método é a uma
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extracdo liquida em microescala, minimizando o tamanho da amostra e o
consumo de solventes e residuos de analise gerados (USEPA, 2002).

O compéndio USEPA abrange também a escolha das técnicas de
separacdo de analitos semivolateis por cromatografia gasosa (geralmente
por coluna capilar), e ndo volateis por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (geralmente por mecanismo de parti¢do). Assim, a norma SW-
846 traz uma selecdo de métodos para determinagdo de analitos organicos,
sendo que para pesticidas organoclorados como aldrin, 4,4’-DDT e
endrin, tém-se os métodos 8081 (GC-ECD), 8085 (GC-AED) e 8270
(GC/IMS).

A determinacéo por GC/MS, método 8270D, é citada como técnica
confirmatdria e aplicavel a analise de compostos organicos semivolateis
neutros, acidos ou béasicos, sem derivatizacdo, como o0s pesticidas
presentes em diferentes matrizes como 0s solos ou residuos sélidos. Na
determinacdo pelo modo SIM (Monitoramento de fon Selecionado)
utilizam-se fragmentos de ions para identificacdo dos analitos detectados
espectrometricamente, conforme descritos na Tabela 6.

Tabela 6 - Fragmentos de ions e limites de quantificagdo.

FRAGMENTOS
ANALITO DE IONS* (m/z)
Primarios Secundarios

4,4’-DDT 235 165, 237
Aldrin 66 220, 263
Captana 79 77,117,119, 149
Endrin 263 81, 82
Metil paration 109 79, 93, 125, 263

* Dados representativos para uma coluna analitica tipo DB-5
Fonte: Adaptado de USEPA (2007e, p. 32-43).

A deteccdo por espectrdmetro de massa no modo SIM é aceitavel
para aplicacdes que necessitem limites de quantificacdo inferiores a faixa
de espectro de massa por impacto de elétrons. A identificacdo dos analitos
dispostos na Tabela 6 é feita pela comparacdo de seu espectro de massa
com o espectro de impacto de elétrons do padréo, obtido pela Biblioteca
EPA/NIST de acordo com os fragmentos de ions. Ja a quantificacédo é
obtida pela comparacdo do maior ion relativo (pico base) de um padrao
interno usado para a curva de calibracdo, sendo o ion primario usado parra
quantificacdo e o fon secundario para a confirmacdo do composto
(USEPA, 2007c).



94

As condicdes analiticas escolhidas para as metodologias devem ter
seu desempenho evidenciado para os compostos de interesse, sendo
possivel, se necessario, modificar algumas condi¢fes analiticas, a fim de
otimizar o processo de separacdo dos mesmos. Essas otimizagdes
promovem mudangas no tempo de retencdo dos analitos durante a
separacdo, sendo necessaria a avaliagdo dos parametros analiticos, tais
como a resolucdo entre os padrdes e resposta ao detector, de forma a
avaliar sua sensibilidade, precisao e exatiddo. Antes de iniciar a aplicagdo
do método as amostras, deve-se avaliar a faixa de recuperacéo obtida para
a matriz estudada, demonstrando a sensibilidade do método para os
analitos avaliados. (USEPA, 2003).

2.5 PARAMETROS ANALITICOS DE MERITO

O processo de validagdo analitica consiste de uma avaliacdo do
método analitico, a fim de que se certifique a qualidade e a confiabilidade
dos dados obtidos, conforme descrito com maior énfase no Capitulo 1.

Os parédmetros analisados neste capitulo, forma também
embasados nas regulacfes estabelecidas pelos Orgdos brasileiros,
ANVISA (Resolugdo 899/2003) e INMETRO (DOQ-CGCRE-008/2011)
e serdo aplicados para os parametros seletividade, linearidade e faixa
linear, precisao, exatiddo, limite de deteccdo e limite de quantificacdo.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de metodologias de preparo de amostras e
analise de pesticidas de acordo com a Norma Brasileira (NBR
10004/2004) para classificacdo de residuos solidos provenientes da
industria petrolifera a fim de esclarecer sua composicao para disposi¢do
final dos rejeitos, por parte da indUstria, de forma segura ao meio
ambiente.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desenvolver método por GC/MS proposto pela SW-846 da USEPA no
método 8270D para a determinagdo de pesticidas segundo a NBR
10004/2004;

- Desenvolver metodologia de microextracao liquida proposta pela SW-
846 da USEPA no método 3511 para amostras residuais liquidas;

- Desenvolver metodologia de extracdo por ultrassom proposta pela SW-
846 da USEPA no método 3550C para amostras residuais solidas;
-Aplicar metodologia cromatografica a extratos de terra diatomaceas
obtidos por extracdo ultrassonica e de aguas residuais obtidos por
microextracdo liquida;

- Avaliar parametros de mérito da metodologia cromatografica para
analise de extratos de amostras liquidas de aguas residuais e sélidas de
terra diatomécea;
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS
4.1.1 Reagentes, padrdes e solucbes

Os solventes e reagentes que foram utilizados neste trabalho
possuem alto grau de pureza, assegurando a ndo contaminacdo das
amostras e melhorando assim a qualidade e confiabilidade dos resultados.

O padrdo analitico ERS_013, foi adquirido da Sigma Aldrich,
contendo os analitos aldrin, a-HCH, B-HCH, 8-HCH, y-HCH, cis-
clordano, trans-clordano, p,p’-DDD, p,p’-DDE, p,p’DDT, dieldrin,
endosulfan I (o), endosulfan (B), endosulfan sulfato, endrin, endrin
aldeido, endrin cetona, heptacloro, heptacloro-2,3-exo-epoxido e
metoxicloro, na concentragio de 2000 pg mL? dissolvidos em
hexano:tolueno (1:1, v/v).

A solucdo padrdo estoque utilizada na calibracdo analitica do
método foi preparada com hexano 95%, grau HPLC/Spectro (Tedia,
Brasil) e armazenados em recipientes de vidro ambar, devidamente
vedados com batoques de polietileno e acondicionados em refrigerador a
temperatura de -4 °C.

4.2 METODOS
4.2.1 Limpeza de vidraria

O procedimento utilizado para limpeza da vidraria esta de acordo
com o proposto no capitulo 4 do SW-846, conforme descrito no primeiro
capitulo deste trabalho.

4.2.2 Amostras

A industria da exploracdo e beneficiamento do petréleo gera uma
diversidade de tipos de residuos. A fim de contemplar dois tipos distintos
de matrizes foram escolhidos modelos de amostras liquidas e sélidas
como possiveis exemplos de residuos industriais do setor petrolifero.

As aguas residuais de sistemas de lagoa de estabilizacdo foram
utilizadas como modelo de calibracdo de amostras liquidas, enquanto que
residuos de terra diatomaceas, utilizados como material filtrante na
fabricacdo e purificacdo do biodiesel, foram utilizados como modelo de
calibracdo de amostras solidas.
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Todas as amostras foram cedidas pela Petrobras, em frascos de
vidro ou embalagens plasticas e mantidas sob refrigeracdo a 4 °C até a
analise.

4.2.3 Construcéo das curvas de calibragao

Devido a aquisicdo de padrdo analitico com a mistura de padrdes
de pesticidas em concentracdo fixa de 2000 pug mL?, foi necesséaria a
construcdo de curvas de calibragdo em diferentes faixas lineares para
adequacdo as faixas de estudo requeridas pela Norma Brasileira NBR
10004/2004. Para isso, foram construidas duas curvas de calibracdo
identificadas como C1, com sete pontos na faixa de trabalho de 0,5 a 10
ug Lt para avaliagdo dos analitos aldrin, heptacloro e heptacloro
hepdxido, e C2, com sete pontos na faixa de trabalho de 10 a 200 ug L
para avaliacdo dos analitos cis-clordano, trans-clordano, p,p’-DDD, p,p’-
DDE, p,p’-DDT e endrin.

4.2.4 Fortificacdo de amostras

Os ensaios de fortificacdo foram efetuados em amostras de agua
residual e residuos de diatomaceas e comparados com a fortificagdo sobre
0 solvente hexano. Essas fortificagbes foram efetuadas de forma
semelhante sobre o hexano, a dgua residual, os residuos de diatomaceas,
sendo que nestes foram descartados folhas, galhos e pedras antes do inicio
do procedimento de fortificagéo.

Para cada série de extragdes foram pesados aproximadamente 100
mg de diatomaceas em um conjunto de dezesseis tubos de vidro de 15 mL
e 5,0 mL de hexano ou &gua residual em outros dois conjuntos de
dezesseis tubos de vidro de 15 mL. A cada um dos frascos de cada
conjunto foram adicionados 0,5 mL da mistura de padrdo analitico. Aos
oito primeiros de cada conjunto foram adicionados os pontos da C1,
conforme ilustrado pelo esquema da Figura 13.
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Figura 13 — Esquema de fortificacdo das amostras de residuos de diatoméaceas,
aguas residuais e hexano.

Curva C1

P1

P5 P6

//05 mL
de padrdo

| |
9 G Y NG \I G Y & \7 ) Q) Y & ¢
100 mg de Residuo de Diatomacea 5 mL de Agua residual 5 mL de Hexano

Fonte: Elaborada pela autora (2017).

O mesmo esquema da Figura 13 foi repetido com os oito frascos
seguintes para os pontos da C2. Na sequéncia todos os frascos foram
agitados e deixados na capela para promover interacdo da solugdo com as
matrizes em estudo. O hexano e as matrizes de agua residual ficaram por
6 dias no processo de fortificacdo e as matrizes de diatomaceas por 7 dias,
a fim de maximizar a interagdo dos pesticidas com as matrizes.

4.2.5 Microextracao liquida

Os pesticidas das amostras de agua residual fortificadas foram
obtidos através de uma extracdo liquido-liquido miniaturizada, conforme
proposta do método USEPA 3511 de 2002. Os frascos que sofreram
diminuicdo no volume de agua residual tiveram seu volume corrigido para
5,0 mL com &gua ultrapura (18,0 MQcm), obtida por sistema de
purificacdo Milli-Q (Millipore® - Bedford, MA, USA), a fim de garantir
a proporcdo dos analitos na calibragdo sobre a matriz. Neste procedimento
foram testados como solvente extrator o DMC e o hexano, ambos com
grau HPLC/Spectro (Tedia, Brasil), conforme descrito no esquema da
Figura 14.
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Figura 14 — Esquema de extracdo das amostras de &guas residuais através da
microextragdo liquida proposta pelo método USEPA 3511.

Adicdo de 2,0 mL do
solvente extrator
(DMC e hexano)

Agitacdo por 3
minutos

Centrifugacdoa
3000 rpm por 10
minutos

Ressuspensado para
1,0 mL de hexano

Extrato totalmente
seco em fluxo baixo
de N,

Transferénciade 1,5
mL do extrato
hexanico

Selagem do frasco e
refrigeracédo até a
analise

Fonte: Elaborada pela autora (2017).

Conforme ilustrado pelo esquema da Figura 14, a cada frasco de
amostra de &gua residual foram adicionados, com uma pipeta
volumétrica, 2,0 mL do solvente extrator. Os frascos foram entéo
fechados e agitados por 3 minutos, e na sequencia foram levados a
centrifugacdo em centrifuga BVG — Budapesti Vegyipari Gepgyar, a 3000
rpm por 10 minutos. Posteriormente, com auxilio de uma seringa
cromatografica de 5 mL, foram transferidos 1,5 mL da fracdo
sobrenadante de extrato hexanico para um frasco de vidro de 2,0 mL. O
extrato foi seco em fluxo baixo de gas nitrogénio até sua totalidade e
ressuspendido em 1,0 mL de hexano. O extrato foi selado com parafilme
e levado a refrigeracdo até a hora da analise.

4.2.6 Extracédo por ultrassom

As amostras de residuos de diatomaceas foram submetidas a
extracdo por ultrassom proposta pelo método USEPA 3550C.
Inicialmente as amostras ainda Umidas apds a fortificacdo foram secas em
fluxo baixo de nitrogénio até livre fluxo da mistura, segundo ilustrado na
Figura 15.
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Figura 15— Esquema de extracéo das amostras de residuos de diatoméaceas através
da extracdo por ultrassom proposta pelo método USEPA 3550c.

Secagem em fluxo N, Adigdode 2,0 mL do ExtragaP em banho
at amostra filiir solvente extrator ultrassonico por 10
(DMC e hexano) minutos

Repetir por Transferéncia deAl,IS mL Centrlfugagao.a 3000
do extrato hexanico rpm por 10 minutos
duas vezes
Extrato totalmente seco Ressuspensdo para Selagem do frasco e
em fluxo baixo de N, 1,0 mL de hexano refrigeracdo até a andlise

Fonte: Elaborada pela autora (2017).

A extracdo por ultrassom apresentada pela ilustracéo da Figura 15
também foi avaliada com os solventes extratores DMC e hexano. A cada
um dos frascos de amostra de diatomaceas previamente fortificados foram
adicionados 2 mL de solvente extrator, seguido de extragdo em banho
ultrassdnico Callmex, modelo UltraCleaner 1400 por 10 minutos. A fase
solida foi entdo decantada em centrifuga a média rotacdo (3000 rpm).
Apbs a centrifugacdo da amostra, foram transferidos 1,5 mL do extrato
organico para um frasco de vidro de 2,0 mL, com auxilio de uma seringa
cromatografica de 5 mL. A extracdo foi repetida por duas vezes, com
volumes de 2,0 mL de solvente limpo e transferéncia de 2,0 mL para o
frasco de vidro. A cada etapa de extracdo o extrato transferido para o
frasco de vidro foi seco em fluxo baixo de gas nitrogénio comprimido,
pureza > 90% (White Martins, Brasil). No ultimo ciclo de extracdo a
amostra foi completamente seca, com posterior resuspensdo em 1,0 mL
de hexano limpo. O extrato foi selado com parafilme e levado a
refrigeracdo a hora da analise no dia seguinte.
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4.2.7 Determinacéo analitica via GC/MS

O método de determinagdo dos pesticidas foi desenvolvido para
analise por GC/MS segundo proposto pelo método USEPA 8270D. As
analises por cromatografia gasosa foram executadas em dois
cromatégrafos gasosos, um Perkin EImer, modelo Clarus 680, equipado
com injetor Split/Splitless, analisador de massas do tipo quadrupolo,
modelo Clarus SQ 8S com ionizacdo de elétrons e bomba difusora de 75
L s e outro Agilent Technologies, modelo 7890, equipado com
espectrometro de massa do tipo quadrupolo 5975 com ionizagdo de
elétrons e bomba difusora.

Em ambos os equipamentos o injetor Split/Splitless foi operado no
modo splitless, sob a temperatura de 225 °C, com injegdes de 1 pL. A
separacdo dos analitos foi efetuada em coluna de PDMS com 5% de
grupos fenil, com 25 mm de didmetro interno e 25 um de espessura de
filme, com fluxo de géas hélio de 1,0 mL min™. Para a separacio foi
utilizado gradiente de temperatura com inicio em 60 °C, taxa de
aquecimento de 15 °C min! até 160 °C, seguido de uma segunda taxa de
aquecimento de 2,2 °C min até 250 °C, e uma ultima taxa de 30 °C min-
1 até 290 °C, com isoterma de 1 minutos, totalizando 44,5 minutos de
analise.

A deteccdo foi procedida em espectrOmetro de massas quadrupolo,
com temperatura de interface em 250 °C, temperatura da fonte em 200 e
ionizacdo por impacto de elétrons a 70 eV. O analisador permaneceu
inoperante nos primeiros 5 minutos para a saida do solvente e depois foi
operado até o final da analise. A faixa de massa/carga analisada foi de 90
a 400 m/z procedidas no modo full scan e também no SIM. Os softwares
utilizados para aquisicdo dos dados foram o TurboMass da Perkin EImer
e 0 Chemstation da Agilent Technologies.

4.2.8 Parametros analiticos de mérito

As metodologias analiticas aplicadas a determinacdo de pesticidas
em diferentes matrizes foram avaliadas de acordo com alguns parametros,
que segundo ANVISA e INMETRO determinam a qualidade dos dados
obtidos por cada metodologia. Estas metodologias foram estudadas
estatisticamente para aprofundar a compreensdo dos termos
estabelecidos.
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- Seletividade

A avaliacdo da seletividade do método foi testada pela comparacéo
das matrizes isentas das substancias de interesse e pela matriz enriquecida
com elas. A determinacdo dos analitos por espectrometria de massa no
modo SIM possibilita também a confirmacéo dos picos sem a presenca de
interferentes, contribuindo para a confirmagao da seletividade do método.

- Linearidade e faixa linear dinamica

A calibracdo do método foi executada em duas faixas lineares de
calibracdo externa em solugdo e também sobre as matrizes em estudo.
Ambas as curvas foram construidas através da correlacao entre sete niveis
de concentracdo das espécies e seus respectivos sinais analiticos,
conforme prescrito por ANVISA (2003) e IMETRO (2011). Através da
aplicagdo da regresséo linear foram obtidos os coeficientes de regressdo
linear e angular, bem como o coeficiente de correlagdo do método (r) que
foram comparados para os dois tipos de calibragéo.

O estabelecimento da faixa linear dindmica foi obtido através do
sugerido pelo INMETRO através da avaliacdo preliminar de uma faixa
sobre a matriz com adequacgéo dos limites e confirmacdo da linearidade
na faixa estabelecida.

- Precisdo

A precisao foi estipulada em dois niveis, repetitividade e precisdo
intermediaria, e expressa pelo RSD ou CV.

- Repetitividade

Para estabelecer a repetitividade ou precisdo intraensaio do
método, foram avaliadas vinte e uma preparagdes em um mesmo dia,
abrangendo os limites do método, sendo sete niveis com trés preparacdes
de cada nivel, com a devida avaliacdo do desvio padrdo relativo.

- Precisdo intermediaria

A precisdo intermediaria foi avaliada pela triplicata de trés niveis
de concentracdo que cubram os limites do método, em solucGes padrdo e
ambas as matrizes. Os ensaios foram efetuados em dias diferentes e por
analistas diferentes, porém sob a mesma metodologia.
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- Exatiddo

A exatiddo do método foi estudada através de ensaios de
recuperacdo utilizando adicdo de padrdo sobre as matrizes isentas dos
analitos. O ensaio utilizou fortificagdo das matrizes em duas réplicas
auténticas de sete niveis distintos e avaliou as porcentagens de substancia
recuperada, apds a extracdo e determinacdo analitica. O célculo foi
procedido de acordo com o recomendado por ANVISA (2003), como
apresentado na Equacéo 2

-> Limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificagdo (LOQ)

Para a delimitacdo do LOD do método foram utilizados os pardmetros da
curva analitica, segundo proposta de ANVISA (2003). O valor obtido da
raz&o entre o desvio padrdo do coeficiente linear e o coeficiente angular
da equacéo da curva. Esta razdo foi multiplicada por um fator de trés para
0 LOD e para obtengdo do LOQ a relacdo foi multiplicada por um fator
de dez.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 OTIMIZACAO DAS CONDIGOES DE EXTRAGCAO

As metodologias de extracdo utilizadas neste trabalho foram
embasadas nos métodos USEPA 3511 e 3550C e adaptadas as matrizes
de residuos em estudo na presenca dos pesticidas organoclorados
apresentados no Quadro 6. Para ambos os procedimentos foram testados
os solventes de extracdo DCM e hexano. O DCM foi avaliado por ser
sugeridos ambas metodologias de extracdo da USEPA e também o mais
descrito como solvente extrator nas diferentes técnicas de extracdo de
pesticidas organoclorados descritas na literatura e citadas neste trabalho.
O hexano também possui descrigdo no método 3550 e na literatura
cientifica estudada como bom solvente extrator destes compostos, além
de ser um dos solventes presentes na solugdo padréo estoque adquirida e
também por ser um solvente disponivel em estoque no laboratério de
trabalho.

A avaliacdo da eficiéncia do solvente como extrator foi procedida
em duas etapas. Na primeira avaliacéo os solventes foram comparados de
acordo com o nimero de picos interferentes obtidos visualmente nos
extratos brutos obtidos dos brancos das matrizes, conforme apresentado
na Figura 16.
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Figura 16 - Cromatogramas dos brancos de extracdo de a) 4gua residual extraida
com DCM; b) 4gua residual extraida com hexano; c) residuo de diatomécea
extraida com DCM e d) residuo de diatomacea extraida com hexano.
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Fonte: Elaborado pela autora (2016)

Através de analise visual da Figura 16 é possivel perceber que o
hexano (Figura 16b e 16d) minimizou a extracdo de compostos que
podem vir a prejudicar a quantificacdo dos analitos, apresentando extratos
com menor indice de interferentes para ambos brancos das matrizes de
agua e diatomaceas em relacdo ao solvente DCM.

Uma segunda avaliagdo foi efetuada de forma quantitativa,
utilizando ensaios de recuperacdo com processos de fortificagdo mais
prolongados, simulando a orientacdo de avaliagdo de métodos analiticos
para residuos de pesticidas sugerida por OECD (2007). Para isso a
fortificacdo das amostras foi procedida seis e sete dias antes das extragdes
e analises de agua e diatomaceas, respectivamente. Confirmando o
resultado visual das analises dos brancos, o hexano apresentou-se com
maiores faixas percentuais de recuperacdo dos analitos em ambas
matrizes, com valores entre 83 e 113 % para agua e 60 a 132 % para
diatomacea, sendo o escolhido para solvente extrator em ambos 0s
procedimentos de extracdo aplicados.
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5.2 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS OPERACIONAIS DO
GC/MS

Para proceder a otimizagdo dos parametros operacionais tanto da
analise cromatografica quanto do detector de espectrometria em massa foi
efetuada uma pesquisa na literatura cientifica disponivel para a
determinacdo de organoclorados por cromatografos gasosos com
deteccdo por quadrupolo, seguida de ajustes para obtencdo do melhor
sinal obtido em termos de resolucdo cromatogréfica, sensibilidade e
tempo total de analise para os analitos em estudo.

Para o cromatdgrafo buscou-se a temperatura do injetor que
possibilitasse a volatilizacdo dos compostos, sem promogdo de escape dos
mais volateis como os ndo aromaticos hexaclorociclohexanos. Para a
separacdo analitica foram testados gradientes de aquecimento que
possibilitassem a eluicdo ordenada dos compostos mais volateis aos
menos Volateis de forma a obter a melhor resolugdo cromatogréfica. Por
fim, utilizou-se uma temperatura mais elevada para promover uma rapida
limpeza da coluna para a analise posterior.

A deteccdo dos pesticidas foi realizada inicialmente no modo
Cromatograma de fons Totais (TIC) para avaliagdo do método
cromatografico e das matrizes das amostras de residuos. Posteriormente
a aplicacdo da determinacao espectrométrica em modo SIM, conforme os
fragmentos listados na Tabela 7, colaborou para a identificacdo dos
tempos de retencdo de cada composto, com confirmacdo através de
comparacdo com espectros da biblioteca NIST, disponivel no
equipamento.
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Tabela 7 - Fragmentos de massa para identificagdo dos analitos.

ANALITOS FRAGMENTOS (m/z)
Aldrin 263, 66, 79
a-HCH 219, 183, 181, 109
B-HCH 181, 183, 219,109
8-HCH 181, 183, 109, 219
y-HCH 181, 183, 219, 109

cis-Clordano 373, 375, 237, 272

trans-Clordano
p.,p’-DDD
p.p’-DDE
p.,p’-DDT

B-endosulfan

Endosulfan sulfato
Endrin
Endrin aldeido
Endrin cetona

Heptacloro

Heptacloro epdxido

Metoxicloro

373, 375, 272, 237
235, 237, 165, 81
246, 318, 176
235, 237, 165, 176, 246
195, 237, 241
272,274, 237, 227
263, 67, 81
67, 250, 248, 173
317, 315, 67, 250
272,274, 100, 237
353, 355, 81
227

Fonte: Biblioteca NIST (2015, p --).

A analise cromatografica dos 18 analitos foi executada em
metodologia com tempo inferior a 42 min, com a identificacdo dos
analitos conforme fragmentos descritos na Tabela 7, sendo procedida na
solugdo padrdo em hexano e nos extratos hexanico das matrizes de
residuos, conforme apresentado nos cromatogramas da Figura 17.
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Figura 17 - Cromatogramas da fortificagdo dos analitos em concentragdo de 200
g L sobre as matrizes em estudo. a) solvente hexano; b) matriz 4gua; c) matriz
diatomacea. Ordem de elui¢do dos analitos: 1) a-HCH, 2) p-HCH, 3) 8-HCH,
4) y-HCH, 5) heptacloro, 6) aldrin, 7) heptacloro-epéxido, 8) trans-clordano, 9)
cis-clordano, 10) p,p’-DDE, 11) endrin, 12) B-endosulfan, 13) p,p’-DDD, 14)
endrin aldeido, 15) endosulfan sulfato, 16) p,p’DDT, 17) endrin cetona, 18)
metoxicloro.
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Fonte: Desenvolvida pela autora (2016).

De acordo com a Figura 17 é possivel perceber que dos 20 analitos
presentes no padrdo ERS_013 dois ndo foram identificados nos extratos,
sdo eles o dieldrin e o a-endosulfan. A falta de sinal para ambos os
compostos pode estar associada a suas reatividades. O a-endosulfan se
hidrolisa espontaneamente para formar o diéxido de enxofre e seu
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respectivo diol. Isto contribui para a degradacdo do dieldrin que reage
vigorosamente com acido sulfdrico e possivelmente também com seu
nucledfilo conjugado (CHEMICAL BOOK, 2016).

Os demais analitos ndo sofreram alteracbes em seus tempos de
eluicdo da solucdo padrdo para os extratos da fortificacdo sobre dgua ou
diatomacea, com exce¢do do B-endosulfan que ndo foi detectado nas
amostras de diatomacea por uma possivel degradacdo durante a etapa de
fortificacdo conforme delineado na descri¢cdo quimica do B-endosulfan
em Chemical Book (2016).

5.3 PARAMETROS ANALITICOS DE MERITO

Apbds a identificagdo dos analitos foi executado o processo de
avaliacdo da metodologia com estudo dos parametros de mérito descritos
por ANVISA (2003) e INMETRO (2011), tais como como seletividade,
linearidade, preciséo, LOD, LOQ e exatiddo.

A seletividade do método desenvolvido foi estudada através da
comparagdo da analise do branco das matrizes, conforme apresentado nos
cromatogramas da agua e diatoméacea respectivamente nas Figuras 11b e
11d, e as mesmas adicionadas dos padrfes de pesticidas, conforme
demonstra as Figuras 12b e 12c, também para as matrizes agua e
diatoméacea respectivamente. A confirmagdo através da avaliacdo dos
cromatogramas no modo TIC e no modo SIM possibilitou uma
comparacao mais aprofundada dos sinais obtidos pelas matrizes e pelos
analitos, concluindo que ndo ha coeluicdo de interferentes provenientes
das matrizes que dificultem o processo de determinacao dos pesticidas em
ambas matrizes.

A linearidade do método foi avaliada pela aplicacdo de
metodologia de calibracdo externa e comparada com a adi¢do de padrao
sobre as matrizes, ambas com sete niveis de concentragdo. Conforme
descrito na secdo 2.4.2.3, a concentracdo fixa dos analitos no padrdo
adquirido culminou na construgdo de duas faixas lineares de calibracéo,
ja que os analitos alvos da classificacdo de residuos proposta pela Norma
NBR 10004 requer avaliacdo de analitos com concentracdes de ordens de
grandeza bastante diferentes como é o caso da soma das concentracdes de
aldrin e dieldrin com limites de 0,003 mg L e 0 y-HCH ou lindano com
limites de 0,2 mg L. A tentativa de proceder apenas uma curva de faixa
linear dindmica mais extensa ndo foi possivel devido desvio da
linearidade.
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As curvas de calibragdo C1 e C2 apresentaram coeficientes de
correlacdo superiores a 0,99 para todos os analitos da calibracdo externa,
indicando que a determinacgdo dos pesticidas apresenta correlacdo entre
as concentragcBes analisadas e o0s sinais obtidos pelas &reas
cromatograficas e assim pode ser efetuada de forma linear de acordo com
os parametros estabelecidos pela ANVISA (2003). As analises das curvas
Cl e C2 para as matrizes agua e diatomaceas apresentaram menor
linearidade quando comparada com as curvas em solucdo, conforme
apresentado na Tabela 8. Isto ja era esperado pois as matrizes podem
afetar a determinag&o dos analitos pelo efeito de matriz que pode provocar
aumento ou diminui¢do nas areas cromatograficas obtidas.

Tabela 8 — Coeficientes de correlagdo obtidos por calibragdo externa com hexano
e calibrag&o por adigdo de padrdo sobre as matrizes de dguas residuais e residuos
de diatomAceas.

Curva C1 Curva C2
Matrizes Hexano  Agua Diatomécea Hexano Agua Diatomacea
Analitos
Aldrin 0,9999 0,9789 0,9961 0,9997 0,9680 0,9972

Cis-clordano 1,0000 0,9802 0,9715 0,9997 0,9893 0,9961
Trans-clordano 0,9998 0,9810 0,9911 0,9996 0,9910 0,9669

DDD 0,9993 0,9991 0,9908 0,9980 0,9884 0,6356
DDE 0,9995 0,9950 0,9700 0,9994 0,9669 0,8932
DDT 0,9995 0,9962 0,9854 0,9980 0,9912 0,9933
Endosulfan 11 0,9993 0,9969 nd* 0,9993 0,9750 nd*
Endo sulfato 0,9932 0,9769 0,9573 0,9981 0,9854 0,9958
Endrin 0,9998 0,9928 09717 0,9989 0,9905 0,5277

Endrin aldeido 0,9975 0,9966 0,7493 0,9992 0,9929 0,9970
Endrin Cetona 0,9993 0,9983 0,9565 0,9989 0,9752 0,9903

a-HCH 0,9995 0,9959 0,9010 0,9993 0,979 0,9957
B-HCH 0,9996 0,9930 0,3686 0,9994 0,9963 0,9995
&-HCH 0,9997 0,9927 0,9832 0,9995 0,9871 0,9929
y-HCH 0,9995 0,9915 0,9742 0,9992 0,9888 0,9980
Heptacloro 0,9999 0,9634 0,9872 0,9994 0,9982 0,9934
Hepta epdxido 1,0000 0,9912 0,9876 0,9993 0,9949 0,9918
Metoxicloro 0,9986 0,9921 0,9277 0,9974 0,9862 1,0000

*nd: ndo detectado
Fonte: Desenvolvida pela autora (2016).
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De forma resumida a Tabela 8 demonstra que o0 método ndo
apresentou linearidade adequada para a determinacdo deste conjunto de
analitos sobre as matrizes agua e diatomaceas em ambas as curvas de
calibracdo. A obtencéo destes valores pode ter sofrido algumas alteracoes
devido as condi¢Bes cromatogréficas da coluna analitica do equipamento,
uma vez que o instrumento utilizado possui uso comum a outros grupos
de estudo com analise de extratos vegetais e analises de produtos de
reacdo orgénica sem concentracdo definida. Vérias limpezas foram
efetuadas na coluna cromatografica antes do inicio das analises de cada
uma das curvas, mas ainda assim alguns compostos analisados
anteriormente podem ter se ligado irreversivelmente a coluna dificultando
a correlagdo dos sinais obtidos cromatograficamente com as
concentracGes analisadas.

A comparacdo dos coeficientes angulares entre a calibragdo
externa e a adigdo de padrdo para cada um dos analitos para ambas as
curvas de calibracdo demonstrou a diferenga em ambos os tipos de
calibracdo. A conclusdo inicial revela a necessidade de aplicacdo da
metodologia sobre a matriz durante a determinacgéo dos analitos, porém
diante do acima exposto, as curvas sobre a matriz apresentaram-se fora
de qualquer pardmetro estabelecido pelos 6rgaos reguladores e devem ser
reavaliados para possibilitar determinagfes seguras sobre as matrizes
estudadas. Assim, optou-se pela calibragdo externa.

Para a avaliagdo da precisdo intra-dia e intermediaria, bem como a
exatiddo do método desenvolvido foram avaliadas as curvas em solugdo
em ambas faixas lineares estudadas, conforme apresentado na Tabela 9.
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Tabela 9 — Valores de CV obtidos para avaliacdo da precisdo intra-dia e
intermedidria e percentuais de recuperacdo para avaliacdo da exatiddo do método
desenvolvido.

CVintra-dia CV intermediéario Recuperacéo (%)

Analitos Matrizes CurvaCl CurvaC2 CurvaCl CurvaC2 CurvaCl CurvaC2
Aldrin 8,554 7,392 33,42 29,39 99,79 1037
Cis-clordano 8,319 7,614 27,08 25,51 99,84 103,2
Trans-clordano 8,112 8,263 28,56 25,27 101,2 103,0
DDD 11,79 7,414 31,88 23,51 102,3 108,9
DDE 10,07 7,769 30,99 26,09 102,5 104,4
DDT 7,798 7,120 26,49 20,57 102,5 108,7
Endosulfan 11 11,47 6,753 32,35 25,26 98,91 105,6
Endo sulfato 10,86 9,601 28,76 28,13 103,0 1084
Endrin 11,39 6,148 25,51 22,96 100,9 106,4
Endrin aldeido 10,58 8,775 31,83 28,69 99,14 105,6
Endrin Cetona 13,05 7,501 31,92 22,96 101,3 106,8
a-HCH 10,92 6,255 32,89 30,48 101,8 1035
B-HCH 13,50 7,761 33,01 28,31 99,41 105,3
8-HCH 9,002 7,120 26,49 23,78 101,1 1037
y-HCH 13,30 7,830 29,88 21,72 102,3 105,3
Heptacloro 11,80 7,537 23,59 18,15 99,39 105,5
Hepta ep6xido 11,12 7,919 24,82 21,48 100,3 1055
Metoxicloro 11,63 6,988 27,96 18,96 103,7 109,8

Fonte: Desenvolvida pela autora (2016).

Os valores de precisdo intra-dia apresentados na Tabela 9 foram
obtidos em um intervalo inferior a vinte e quatro horas, utilizando o
mesmo equipamento analitico, sendo executada pelo mesmo analista.
Foram analisados os coeficientes de variacdo para uma triplicata de sete
pontos de concentracdes crescentes. Para a precisdo intermediaria do
método a avaliacdo foi efetuada no mesmo equipamento, porém sob
manipulacdo de analistas diferentes, em dias diferentes. Para este teste
foram analisados os coeficientes de variacdo para uma quadruplicata de
sete pontos de concentracdes crescentes.

Para ambos testes de precisdo os valores de CV ultrapassam os
limites de 5 % estabelecidos pela ANVISA como valor aceito de variagdo
entre os resultados. Podemos entéo concluir que o método ndo apresenta
precisdo adequada. Isto pode estar relacionado a diferentes causas, como
a variabilidade da coluna cromatografica devido ao uso de diferentes
grupos de estudo conforme descrito na linearidade, além de uma possivel
necessidade de um procedimento maior de limpeza da coluna por
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aquecimento ou corte de um pedaco inicial da mesma para minimizacéo
dos efeitos de interferentes ligados a coluna, ou ainda a uma real
variabilidade do método para sua aplicagcdo em dias diferentes. Avaliando
ambos estudos de precisdo demonstra-se que 0 método apresenta valores
com menor variagdo quando as analises sdo realizadas no menor espago
de tempo possivel.

A avaliacdo da exatiddo do método foi procedida através de
ensaios de recuperacdo dos analitos adicionados sobre hexano e extraidos
apos seis dias de fortificacao. Os resultados foram obtidos por cem vezes
a razdo entre a concentragdo média experimental e a concentragdo tedrica
da triplicata de sete concentracGes, em duas faixas lineares, conforme os
valores descritos na Tabela 9. Estes valores indicam que a recuperagao
sobre o0 hexano é favordvel a andlise dos pesticidas, com baixa
discrepéncia dos resultados obtidos.

Para avaliagdo dos limites de deteccdo e quantificacdo por
calibraco externa foi utilizada metodologia proposta por ANVISA
(2003), com a analise em quadruplicata de sete niveis de concentragdo
préximos ao suposto LOQ de ambas as faixas lineares estudadas. Estes
valores foram calculados a partir da razdo entre o desvio padrédo da
intercepcdo com o eixo y e a inclinagdo da curva de calibragédo. Esta razdo
deve ser multiplicada por trés para obtencéo do LOD e por dez para LOQ.
Os limites de detecgéo e quantificacdo foram estimados para as curvas C1
e C2, conforme apresentado na Tabela 10.
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Tabela 10 - Limites de deteccéo e quantificagdo para duas faixas de calibragdo de
acordo com os pardmetros estabelecidos por ANVISA (2003).

Parametros Curva C1 Curva C2
Analtios Mol (mal)  (malh  (mel)
Aldrin 0,360 1,20 5,17 17,2
A-HCH 0,446 1,49 577 19,2
B-HCH 0,262 0,874 5,03 16,8
3-HCH 0,350 1,17 6,13 20,4
y-HCH 0,651 2,17 6,52 21,7
Cis-Clordano 0,343 1,14 4,82 16,1
Trans-Clordano 0,339 1,13 5,33 17,8
P,p’-DDD 0,538 1,79 2,70 8,99
P,p’-DDE 0,468 1,56 4,66 15,5
P,p’-DDT 0,389 1,30 8,21 27,4
B-endosulfan 1,094 3,65 2,48 8,27
Endosulfan
sulfato 0,521 1,74 5,28 17,6
Endrin 0,667 2,22 3,90 13,0
Endrin aldeido 0,454 1,51 3,92 13,1
Endrin cetona 0,608 2,03 5,01 16,7
Heptacloro 0,487 1,62 7,68 25,6
Heptacloro
epoxido 0,281 0,935 3,30 11,0
Metoxicloro 0,699 2,33 15,7 52,5

Fonte: Elaborada pela autora (2016).

Os valores de limites de deteccdo e quantificacdo apresentados na
Tabela 10 possibilitam a determinacdo analitica dos pesticidas estudados
dentro dos limites estipulados pela norma brasileira de classificacéo de
residuos sélidos, NBR 10004.
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6 CONCLUSOES

Este trabalho teve como objetivo geral a adequagdo de
metodologias propostas pela Norma Brasileira de classificagdo de
residuos so6lidos (NBR 10004/2004) para preparo de amostras e
determinacdo de pesticidas em matrizes de residuos da inddstria
petrolifera. Como a industria de petroleo gera diferentes tipos de residuos
solidos para classificacdo, as metodologias de extracdo e determinacao
propostas pelo compéndio SW-846 foram ajustadas para aplicacdo a
dezoito pesticidas, na sua maioria organoclorados, sob matrizes de agua
residual e diatoméaceas, a fim de utilizar ambas como modelos de amostras
liquidas e sdlidas, respectivamente. Para aplicagdo as amostras liquidas
optou-se pela metodologia de microextracdo liquida proposta pela SW-
846 da USEPA no método 3511, enquanto que para amostras sélidas foi
utilizada a metodologia de extracdo por ultrassom proposta pela SW-846
da USEPA no método 3550C. Para ambos os métodos foram testados o0s
solventes DCM e hexano. Este Ultimo apresentou cromatogramas do
branco com menores indices de interferéncia, além de maiores taxas de
recuperagao para ensaios preliminares sobre as matrizes de agua residual
e diatoméaceas. O desenvolvimento do método cromatografico por
GC/MS também seguiu recomendagdes dispostas ha NBR 10004/2004,
sendo ajustada a metodologia proposta pela SW-846 da USEPA no
método 8270D, com gradiente de aquecimento favorecendo a eluigédo
ordenada dos dezoito analitos com a maior resolucdo e tempo de analise
inferior a 42 minutos. A avaliagdo da metodologia cromatografica
ajustada apresentou valores satisfatorios para a calibracdo externa, com
seletividade dos analitos comprovada pela aplicagdo do método
cromatografico pelo modo SIM, com determinagdo do tempo de retengédo
de cada analito confirmado pelas quebras apresentadas e comparadas com
a tabela NIST. A linearidade do método apresentou correlacéo ideal (r >
0,99) para a calibracdo externa em ambas as faixas lineares de todos os
analitos estudados. A precisdo do método foi avaliada em dois niveis,
sendo que 0 método apresentou desvio da repetibilidade adequada com
coeficiente de variacdo que variaram entre 7,80 e 13,50 % para a curva
Cl e entre 6,15 € 8,78 % para a curva C2. Ja a precisdo intermediaria,
procedida com uma semana de diferenga do teste de repetibilidade,
apresentou valores com maior variacdo, sendo os valores de CV para as
curvas C1 e C2 respectivamente 23,6 a 33,0 %, e 19,0 a 30,5 %,
demonstrando uma baixa precisdo intermediaria do método. Os estudos
de recuperacdo sobre a fortificacdo de solucdes de hexano apresentou boa
recuperacdo, como esperado, com valores que variaram entre 94,4 e 103,7
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% para a curva C1, enquanto que na C2 a faixa de recuperac¢ao ficou entre
103 a 109,8 %. Os limites de quantificacdo e determinacéo obtidos para a
calibracdo externa demonstraram a capacidade do método de determinar
os analitos estudados dentro dos limites estipulados pela norma brasileira
de classificacdo de residuos soélidos, NBR 10004/2004.

Por fim, a calibragao dos analitos sobre a matriz ndo foi concluida
com éxito por apresentar valores de linearidade, precisdo e exatiddo muito
discrepantes, demonstrando a ineficacia do método para a aplicacdo sobre
as matrizes de agua residual e diatomaceas. Estas matrizes sdo mais
propensas a variagfes de resultados quando comparadas com solugdes
padréo devido a possivel existéncia de efeitos de matriz que podem causar
aumento ou diminuicdo da determinacdo dos compostos. Além disso, o
desenvolvimento do método para determinacGes de pesticidas em nivel
traco, utilizando equipamento multiusuério, pode ser dificultada pela
possivel contaminagdo da coluna cromatografica.

Ainda assim, o método aplicado sobre as solugdes padrdo
apresentou bons resultados cromatograficos e pode ser reavaliado sobre
essas e outras matrizes para gerar dados mais representativos.
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7 PERSPECTIVAS

O método desenvolvido tem possibilidades de apresentar
resultados melhores se reavaliada sobre uma coluna cromatografica nova
atrelado ao uso da calibracdo com a presenca de um padréo interno que
corrija as flutuagbes do método.

Além disso, 0 método pode ser averiguado sobre uma diversidade
de matrizes advindas da industria petrolifera, visando garantir resultados
mais representativos sobre a classificacdo dessas matrizes de acordo com
a norma de classificagdo de residuos sélidos (NBR 10004/2004).

Esta mesma norma ndo preconiza a avaliagdo de pesticidas
utilizados nos dias atuais, mas 0 método pode ser aplicado a outras classes
destes compostos a fim de ampliar a investigagdo dos compostos
presentes nos residuos analisados e garantir mais seguranca ambiental na
disposicao final desses rejeitos.
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