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RESUMO

DESENVOLVIMENTO  DE METODO _ PARA DETERMINA(;AO' DE
AGROTOXICOS EM LODO DE ESTACAO DE TRATAMENTO DE AGUA
EMPREGANDO MSPD E GC-MS

Autora: Karina Lotz Soares
Orientador: Prof. Dr. Ednei Gilberto Primel

O lodo de Estacdo de Tratamento de Agua (ETA) € o residuo gerado nas
etapas de floculacdo e decantacdo durante o tratamento de agua. Estudos
recentes apontam para a possibilidade de contaminacdo desses residuos pela
presenca de agrotodxicos, farmacos e produtos de cuidado pessoal. Nesse
trabalho foi realizada a otimizacdo e validagdo de um método analitico para
determinacao de 15 agrotéxicos no lodo de ETA empregando a Dispersdo da
Matriz em Fase Solida (MSPD, do inglés Matrix Solid Phase Dispersion) e
determinacao por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(GC-MS). O estudo ainda focou na aplicacdo de suportes sélidos alternativos
na etapa de extracdo da MSPD. Foram estudados os principais parametros que
influenciam a extracdo, sendo eles: massa de amostra, massa de suporte
sélido, volume de solvente, tempo de fortificacdo e de maceracdo com o intuito
de se obter melhores resultados de recuperagdo. As recuperacdes para o
meétodo otimizado variaram de 70 a 120% com RSD menores que 20% para
todos os analitos. Os limites de quantificacdo do método variaram de 5 a 500
Hg kg' e as curvas analiticas apresentaram valores de coeficiente de
correlacao superiores a 0,997. O método desenvolvido apresentou vantagens
frente a outros métodos relatados na literatura, onde se destacam a rapidez,
simplicidade e baixo custo de material utilizando suportes soélidos alternativos
obtidos de fontes renovaveis. O método foi aplicado e foram encontrados 4 dos
15 agrotoxicos na ETA do municipio de Rio Grande, em concentragdes abaixo

do limite de quantificacdo do método.

Palavras-chave: Lodo de ETA, agrotoxicos, MSPD, GC-MS
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ABSTRACT

METHOD DEVELOPMENT FOR DETERMINATION OF PESTICIDES IN
DRINKING WATER TREATMENT SLUDGE USING MSPD AND GC-MS

Author: Karina Lotz Soares
Advisor: Prof. Dr. Ednei Gilberto Primel

The sludge from drinking water treatment (DWT) is considered a residue
generated during the steps of flocculation and sedimentation during water
treatment. Recent studies apoint to the possibility of contamination of this
waste by the presence of contaminants such as pesticides, pharmaceuticals
and personal care products. This study describes the optimization and
validation of a method for determination of 15 pesticides in sludge from drinking
water treatment by Matrix Solid Phase Dispersion and determination by gas
chromatography coupled to mass spectrometry. The study focused on the
application of different solid supports in the extraction step of the MSPD. The
main parameters that influence the extraction were studied as sample mass,
mass solid support, volume of solvent, fortification time in order to obtain better
recovery responses. The recoveries ranged method optimized for the 70 to 120-
% with RSD less than 20% for all analytes. The limits of quantitation of the
method ranging from 5 to 500 pg kg™ and analytical curves showed correlation
coefficients of higher than 0.997. The method developed presented advantages
over other methods of literature as speed, simplicity and low cost material using
alternative solid supports obtained from renewable sources in the MSPD. The
method was applied and found 4 of 15 pesticides in the DWTS of Rio Grande in

concentrations below of the limit of quantification.

Keywords: Drinking water treatment sludge, pesticides, MSPD, GC-MS
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1. INTRODUCAO

Uma das maiores preocupacfes ambientais atualmente € em relagdo a
qualidade da agua potavel disponivel no mundo, sendo esta, medida por limites
pré-estabelecidos por 6rgdos nacionais e internacionais de protecdo ambiental
(Grutzmacher et al., 2008). Agua com qualidade e em quantidades adequadas,
assim como o destino correto do esgoto proporcionam melhores condi¢cdes de
vida a populacdo (Gros et al., 2008). Por conta da grande demanda por agua
potavel e a contaminacdo dos mananciais, esta sendo necesséria a adicdo de
maiores concentracfes de produtos quimicos durante o seu tratamento nas
Estacbes de Tratamento de Agua (ETAs), gerando, assim, maiores
quantidades de residuos, denominados lodo de ETA (Hoppen et al., 2006). O
lodo possui composicao variada de acordo com a regido onde a companhia de
tratamento esta localizada, o més de coleta e os coagulantes que séo utilizados
(Teixeira et al., 2006).

O Laboratério de Analises de Compostos Organicos e Metais — LACOM da
Universidade Federal do Rio Grande — FURG desenvolve desde 2008 um
trabalho de monitoramento de residuos de agrotoxicos, farmacos e produtos de
cuidado pessoal (PPCPs, do inglés Pharmaceuticals and Personal Care
Products) nas &guas de superficies e abastecimento da Companhia
Riograndense de Saneamento (CORSAN) do municipio de Rio Grande, RS.
Durante esse periodo, foi constatada a presenca de alguns compostos nas
aguas tanto de superficie quanto de abastecimento, sendo que 0s mesmos
foram encontrados em concentracdes abaixo de 135,5 ng L™ (Caldas, Bolzan,
Guilherme, et al., 2013). No trabalho desenvolvido por Demoliner (Demoliner et
al., 2010) foi observada uma reducao da concentracdo de alguns agrotoxicos
na agua apd0s o seu tratamento, apontando para a possibilidade desses
compostos estarem aderidos aos residuos provenientes das etapas de
floculacdo e decantacéo, evidenciando a importancia do desenvolvimento de
estudos que busquem investigar a presenca de contaminantes organicos no
lodo da ETA.
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Atualmente, sdo encontrados na literatura, alguns trabalhos que investigam
a ocorréncia de contaminantes no lodo de Estacdo de Tratamento de Esgoto
(ETE), visto que este residuo é amplamente utilizado na agricultura como
fertilizante. Porém, no que se refere ao namero de trabalhos voltados a

investigagcdo da contaminagéo do lodo de ETA, este numero é bem reduzido.

No que diz respeito a legislagbes brasileiras, até o momento ndo se tem
dados a cerca de limites maximos de residuos de compostos organicos no lodo
de ETA, tornando-se assim, importante incentivar e expandir estudos a respeito

da necessidade de determinar esses valores.

Diante do exposto, é papel da Quimica Analitica desenvolver métodos
de preparo de amostras rapidos e precisos que possibilitem a determinacéo e
quantificacdo de compostos organicos em matrizes ambientais que apresentam
caracteristicas de reuso no meio ambiente, como é o caso do lodo de ETA.
Para a extracdo de compostos organicos em lodo de ETA sao relatados na
literatura trabalhos empregando a Extracdo com Liquido Pressurizado (PLE, do
inglés Pressurized Liquid Extraction), Extracdo Assistida por Ultrassom (UAE,
do inglés, Ultrasound Assisted Extraction), Extracdo em Fase Sélida (SPE, do
inglés Solid Phase Extraction), Sohxlet e QUEChERS. No entanto, ndo se tem
conhecimento a respeito de trabalhos empregando a MSPD para extracao de
compostos organicos no lodo de ETA. Sendo que esta técnica atende a todas
as demandas de um método analitico ambientalmente amigavel, utiliza baixo
custo de material, baixo consumo de reagentes e solventes, além do que se
destaca por ser flexivel para estudos de diferentes analitos em diferentes tipos

de matrizes.

Sendo assim, este estudo tem como objetivo o desenvolvimento de um
método analitico empregando MSPD e GC-MS para determinacdo de
agrotoxicos de diferentes classes em lodo de ETA. Vale ressaltar neste
trabalho a utilizagdo de suportes solidos alternativos na etapa de extracéo,
diminuindo, assim, o custo de materiais bem como a reducéo da quantidade de
residuos que sdo gerados dentro do laboratério, pois o método faz uso de

pouca massa de amostra e de suporte sdélido e baixo volume de solvente,
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quando em comparacdo a outros meétodos relatados na literatura para
determinacao de compostos organicos no lodo de ETA.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo principal o desenvolvimento, otimizacéo e
validacdo de um método analitico para determinacdo de 15 agrotdéxicos em
lodo gerado no processo de tratamento de agua, coletado na Estacdo de
Tratamento de Agua da CORSAN do municipio de Rio Grande — RS. Para isso
foi empregada a técnica de preparo de amostra MSPD, visando principalmente
a utilizacdo de suportes solidos alternativos na etapa de extracdo seguido de
determinacdo por Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de Massas
(GC-MS).

2.1 Objetivos especificos

» Selecdo dos analitos, observando as propriedades fisico-quimicas e
diferentes classes de compostos;

» Estudo e otimizacao das principais condi¢des de andlise por GC-MS;

» Estudo e otimizacdo das principais variaveis da MSPD, para extracéo
dos agrotéxicos no lodo de ETA;

» Estudo de suportes solidos alternativos e diferentes solventes na MSPD,
visando alternativas que tornem o método mais verde;

» Estudo e avaliacdo dos principais dados por andlise estatistica para
verificar diferencas significativas entre os resultados obtidos durante a
otimizacao dos parametros de extracao;

» Validacdo do método empregando as principais figuras de mérito: curvas
analiticas, linearidade, LOD, LOQ, exatidao, preciséo e efeito matriz;

» Fazer um estudo comparativo com do método desenvolvido e validado
com os ja existentes na literatura para a mesma matriz;

» Disponibilizar dados para subsidiar a tomada de decisédo e a criacédo de
legislacdo e outros usos alternativos do Lodo de ETA no Brasil,

» Demonstrar aplicabilidade do método validado para amostras de lodo de
ETA.
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3. REVISAO BILIOGRAFICA
3.1 Estacdes de Tratamento de Agua (ETAS)

No Brasil, atualmente, existem cerca de 7500 Esta¢cbes de Tratamento
de Agua (ETA) as quais objetivam principalmente: a transformacéo da agua
bruta captada pelos mananciais em um produto com propriedades fisicas,
quimicas e bioldgicas adequadas para consumo, atender ao padrdo de
potabilidade exigido pelo Ministério da Saude, prevenindo a veiculacdo de
doencas de origem microbioldgica e/ou quimica (BRASIL, 2006) e remocédo dos
riscos presentes nas aguas das fontes de abastecimento por meio de uma
combinacdo de processos e de operacdes de tratamento (CORSAN). Com
isso, para transformar a 4gua bruta em agua potavel, as ETAs geralmente
utilizam processos de coagulacdo, floculacdo, decantacdo e filtracdo dos
residuos, os quais sdo normalmente, constituidos de particulas coloidais de
natureza quimica ou fisica (Hoppen et al., 2006). A Figura 1 ilustra o esquema
representativo das etapas do tratamento de &gua de uma ETA do tipo

convencional.

FLOCULADDR DECANTADOR FILTRO

RESERVATORIO

RESERVATORIO
ENTERRADD ol ELEVADO

Figura 1. Esquema das etapas do tratamento de agua de uma ETA

convencional (Fonte: www.corsan.com.br)
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Com relagédo a ETA onde as amostras de lodo utilizadas nesse trabalho
foram coletas, a Companhia Riograndense de Saneamento (CORSAN)
mantém o volume de agua tratada dentro dos padrdes de potabilidade exigidos
pela Portaria N° 2914/2011 do Ministério da Saude através do controle de
qualidade realizado nas ETAs e poc¢os ou fontes através de 341 Laboratorios
fisico-quimicos e 171 Laboratorios bacteriologicos. Além disso, a Companhia
ainda conta com um Laboratorio Central o qual complementa a execucéo das
analises exigidas pela Legislacdo Federal. Esse Laboratério é acreditado pelo
INMETRO segundo os critérios da ISO 17025, que garante as competéncias
técnicas. Atualmente, a CORSAN abastece cerca de 7 milhdes de pessoas, dado
este que representa 2/3 da populacdo do Estado, distribuidos em mais de 321
localidades. Atendendo cerca de 98% da populacao das cidades abastecidas
pela Companhia (CORSAN).

3.2 Lodo de ETA

Por conta do grande niumero de ETAs no Brasil, alta demanda por agua
potavel e a ma qualidade dos rios, tem se exigido maiores concentracdes de
produtos quimicos nas ETAs, gerando maiores quantidades de residuos,
denominados lodo de ETA (Hoppen et al., 2006). O lodo possui composicao
variada de acordo com a regido onde a companhia de tratamento esta
localizada, 0 més de coleta e os coagulantes que séo utilizados (Teixeira et al.,
2006).

Ha muito tempo o destino do lodo de ETA vinha sendo os cursos de
agua proximos as estacfes de tratamento. No entanto, atuais legislacdes
estdo restringindo e até mesmo proibindo esta pratica ambiental. Segundo
legislacbes como a NBR 10.004/871 e a Lei Estadual 12.493/99, o lodo,
classificado como um residuo solido deve ser minimizado, reutilizados e/ou
reciclado, ficando proibido seu langcamento em corpos hidricos (Hoppen et al.,
2006).
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3.3 Contaminacéo do lodo de ETA e estudos com aplicacdes

A respeito da toxicidade potencial dos lodos de ETA, esta pode
apresentar efeitos para plantas, seres humanos e organismos aquaticos. E isso
depende de alguns fatores, dentre eles as caracteristicas da &gua bruta;
produtos quimicos que sédo utilizados durante o tratamento; reacdes quimicas
ocorridas durante o processo; forma de remocédo e tempo de retencdo dos
residuos nos decantadores. Nesse sentido, a presenca de contaminantes na
agua, como por exemplo, agrotoxicos, farmacos e produtos de cuidado pessoal
(do inglés, Personal Care Products — PCPs) pode favorecer a toxicidade dos
lodos (Cordeiro e Reali, 1999). Cabe ressaltar que estudos ja realizados
relatam a presenca de farmacos nas aguas de superficie e abastecimento no
Brasil (Sodré et al., 2010; Montagner e Jardim, 2011; Maldaner e Jardim, 2012,
Caldas et al., 2013). Trabalhos realizados no municipio de Rio Grande, RS,
onde foi realizado esse estudo, foi constatada a presenca de farmacos e PCPs
(Silveira, 2012) e de agrotoxicos (Demoliner et al., 2010) na dgua captada pela
ETA.

Sao encontrados alguns trabalhos na literatura que investigam a
presenca de compostos organicos no lodo de ETA, entretanto esse niamero de
trabalhos € bem reduzido quando em comparacdo a estudos com lodo de
Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE), visto que este residuo é amplamente
utilizado como fertilizante em culturas agricolas (Harper e Oliveira, 2006; Smyth
et al., 2007; Vega-Morales et al., 2011; Roig et al., 2012; Yu e Wu, 2012;
Zuloaga et al., 2012).

Tendo em vista que a demanda e producdo de lodo nas ETAs é
considerada alta, outras opcdes de reuso do lodo tém sido estudadas
ultimamente, como por exemplo, a reutilizagcdo para a producédo de tijolos e
ceramicas, e ainda como cimento. No trabalho de Teixeira e colaboradores
(2004) foi investigada a aplicacédo do lodo gerado em ETAs em solo degradado
nos teores de micronutrientes, carbono organico total e condutividade
eletrolitica (Teixeira, 2004). Hoppen e colaboradores (2006) estudaram o0 uso
do lodo de ETA centrifugado em matriz de concreto de cimento como o objetivo
de reducdo do impacto ambiental gerado pela grande quantidade de lodo de
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ETA, a qual é produzida no Parana (Hoppen et al., 2006). Em 2011, Teixeira e
colaboradores estudaram o efeito da incorporagcdo do lodo de ETA nas
propriedades de materiais como ceramicas (Teixeira et al., 2011), dentre outros

estudos de aplicacdo a respeito dessa matriz.

3.4 Uso de agrotéxicos e regulamentacdes

Os agrotoxicos, ou defensivos agricolas sédo definidos, conforme o
Decreto n° 4.074 regulamenta a Lei n° 7802/1989, como “produtos e agentes
de processos fisicos, quimicos ou biolégicos destinados ao uso nos setores de
producdo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas nativas ou implantadas e de outros
ecossistemas e também em ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composicéo da flora e da fauna, a fim de preserva-la da
acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como substancias e
produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e

inibidores do crescimento” (Brasil, 2002).

Os agrotoxicos sado divididos em trés classes principais, sendo elas
inseticidas, fungicidas e herbicidas. Suas propriedades fisico-quimicas sao
consideradas um parametro importante para predicdo tedrica, ou ainda
avaliacdo, sobre os destinos e impactos destes contaminantes no meio
ambiente (Cabrera et al., 2008). Quando introduzidos no meio ambiente, cerca
de 55% do total de agrotdxicos que sdo aplicados ndo atingem o seu alvo,
assim, se dispersando para outros compartimentos ambientais, como agua ou

ainda atmosfera (Gavrilescu, 2005).

Com relacdo as legislacdes vigentes a respeito do lodo de ETA, no
Brasil é considerado crime ambiental o descarte dos lodos em corpos hidricos.
Ja em outros paises como Estados Unidos, ndo ha orientacbes para
regulamentacdo ou descargas diretas ou indiretas desses residuosnas aguas,
sendo a regulamentacao de poluentes descarregados decidida pelo Estado, ou
por outras autoridades. A National Pollutant Discharge Elimination System —
NPDES (Sistema de Eliminacdo ou Descarga Nacional de Poluentes) é a
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responsavel pela permissdo da descarga de lodo de ETA nos corpos hidricos,
sendo que existem regulamentacdes para alguns metais, como aluminio,

cobre, arsénio, cadmio e outros (EPA, 2011).

3.5 Métodos de preparo de amostra

Para que seja possivel a determinacdo de contaminantes, como 0s
agrotoxicos e PPCPs em matrizes complexas, como o lodo de ETA, se faz
necessario o desenvolvimento de métodos analiticos de preparo de amostras
que apresentem caracteristica de rapidez, confiabilidade, precisdo e

sensibilidade.

Os principais objetivos do preparo de amostra é promover a extracao e o
enriquecimento dos analitos, e a remoc¢do, tanto quanto possivel, dos
interferentes presentes na matriz. No entanto, perdas de analito nesta etapa
podem comprometer o resultado das analises. Nesse sentido, o preparo da
amostra é uma etapa crucial dentro de todo o processo analitico (Prestes et al.,
20009).

Com o desenvolvimento de técnicas analiticas que visam a
determinacao de compostos em concentracfes cada vez menores, métodos de
preparo de amostras se diferenciam entre si. No que diz respeito ao lodo de
ETA, se destacam a Extracdo com Liquido Pressurizado (PLE, do inglés
Pressurized Liquid Extraction), Extracdo Assistida por Ultrassom (UAE, do
inglés Ultrasound Assisted Extraction), Extracdo em Fase Soélida (SPE, do
inglés Solid Phase Extraction), Sohxlet e QUEChERS.

Em 2001, Petrovic e colaboradores realizaram a determinacao
simultanea de derivados halogenados de alquilfenéis em lodo e efluentes por
SPE e LC-MS (Petrovic et al., 2001). Em 2007, Stackelberg e colaboradores
estudaram a eficiéncia de processos convencionais de uma ETA na remogéao
de 113 compostos organicos, onde foi constatada a presenca de 34 destes
compostos no lodo, sendo entre eles, farmacos, PCPs, produtos de
degradacéo, plastificantes e outros (Stackelberg et al., 2007). Wombacher e
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Hornbuckle (2009) investigaram a presenca de fragrancias em uma ETA do tipo
convencional nos EUA. Nesse trabalho os autores concluiram que o0s
compostos ficaram retidos no lodo (Wombacher e Hornbuckle, 2009). No ano
de 2013, Cerqueira e colaboradores estudaram o método QUEChERS para
determinacdo de 12 compostos orgéanicos no lodo de ETA. Os autores
detectaram alguns dos compostos de estudo abaixo do limite de quantificacéo
estabelecido pelo método (Cerqueira et al., 2014). No entanto, até 0 momento,
nao se tem conhecimento a respeito de trabalhos sobre extracdo de compostos
organicos, como os agrotoxicos, em lodo de ETA com a Dispersdo da Matriz
em Fase Solida (MSPD).

3.5.1 Dispersédo da Matriz em Fase Sdlida

A técnica de MSPD foi desenvolvida por Barker e colaboradores em
1989 para extracdo de residuos de drogas em tecidos bovinos (Barker et al.,
1989). Desde entdo, assim como outras técnicas de extracdo, a MSPD vem
ganhando bastante destaque de pesquisadores no ramo da quimica analitica,

com aplicacdo em diferentes matrizes.

A técnica de MSPD se baseia na mistura de amostras solidas ou semi-
sélidas com um suporte sélido, como silica ou o seu derivado funcionalizado
como grupos octadecilsilano (C18). Estes suportes sdo 0s mesmos utilizados
no empacotamento de cartuchos de SPE. Estes materiais tem a funcionalidade
de adsorver os analitos presentes em amostras liquidas, na MSPD, o suporte
sélido € macerado juntamente com a amostra, com o0 auxilio de almofariz e
pistilo.

7

A caracteristica principal da MSPD € a forca mecéanica promovida
durante a maceracao da amostra juntamente com o suporte sélido, que tem a
fungcdo de promover o rompimento da estrutura fisica original da amostra,
guebrando assim, em uma menor granulometria para ser extraida com
solvente apropriado. Na figura 2 sdo representadas as etapas da MSPD

original desenvolvida por Barker e colaboradores.
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Figura 2. Esquema representativo das etapas de MSPD original (Adaptado de
Barker, 1989)

Na literatura existem trabalhos empregando a MSPD em diferentes tipos
de matrizes tanto alimenticias como ambientais (Barker, 2000; Souza et al.,
2013), onde podem ser destacados o desenvolvimento e aprimoramento do
método para determinagdo de compostos emergentes em amostras de peixes
(Escarrone et al.,, 2014; Hertzog et al., 2015), compostos inorganicos e
organometalicos, principalmente no que diz respeito a especiacdo (Moreda-
PifEiro et al., 2008; Duarte et al., 2013), extracao de diferentes compostos em
solo e sedimento (Li et al., 2002; Shen et al., 2006; Pena et al.,, 2007;
Carpinteiro et al., 2012; Pavlovi¢ et al., 2012) e em lodo de ETE (Blanco et al.,
2006; Harrison et al., 2006; Sanchez-Brunete et al., 2008), dentre outras
matrizes e aplicacdes como frutas, tecidos de animais, leite e outros (Barker,
2000; Wen et al., 2012).

O fator chave para a MSPD ser considerada uma técnica de sucesso se
deve a sua flexibilidade, versatilidade, baixo custo de materiais e rapidez de
execucao. Além do que, a técnica possibilita realizar em uma pequena aliquota

de amostra extracdo e limpeza em um unico passo (Capriotti et al., 2013).
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Vale ressaltar, ainda, que a MSPD se destaca como uma técnica
interessante no preparo de amostras no que confere como principais vantagens
0 uso de pequenos volumes de solvente e alta eficiéncia de extracao (Caldas,
Rombaldi, et al., 2013).

Alguns trabalhos merecem destaque no que diz respeito a determinacéo
de agrotdxicos por essa técnica, diferenciando de acordo com as propriedades
dos analitos de estudo e as determinacfes cromatograficas (Long et al., 1990;
Schenck e Wagner, 1995; Silva et al.,, 2008; Rubert et al., 2011; Cao et al.,
2015).

Uma caracteristica da MSPD que merece atencao é a etapa de eluigéo,
ja que esta acontece nos cartuchos de SPE da MSPD original, e podem
acontecer algumas situacfes que comprometem a eficiéncia da técnica, como
por exemplo: os analitos podem ficar retidos no cartucho de SPE enquanto os
demais constituintes s&o eluidos em uma etapa de lavagem com um solvente
adequado, e 0s componentes da matriz correm o risco de ficarem
seletivamente retidos no cartucho e os analitos eluidos diretamente. Apés a
eluicdo, o extrato final pode ser analisado por uma técnica de quantificacdo
adequada (Duarte et al., 2013).

Buscando melhorias na etapa de extracdo, como a minimizacdo de
problemas ocasionados na etapa de extracdo nos cartuchos de SPE, bem
como a diminuicdo do tempo durante o empacotamento, menor exposicao do
analista frente a grandes volumes de solvente e variagbes decorrentes deste

procedimento, essa técnica vem sofrendo algumas modificacdes.

3.5.2 Modificag6es na MSPD

Sebastia e colaboradores (2010) propuseram modificagcbes na MSPD
original para extracdo de compostos como aflatoxinas. Os autores objetivaram
substituir a etapa de extracdo nos cartuchos de SPE por transferéncia direta
para tubos de vidro com fundo conico, seguido de agitacdo e centrifugacao
(Sebastia et al., 2010). Baseado no trabalho de Sebastia e colaboradores
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(2010), Caldas e colaboradores (2013) realizaram a extracdo de agrotdxicos
em figado de peixe e hepatopancreas de siri com determinacdo por GC-MS
propondo adaptacdes na MSPD. A figura 3 ilustra 0 esquema representativo da
adaptacao proposta neste trabalho. Onde, apds a dispersao da amostra com
C18, a mistura é colocada em tubos de propileno de 50 mL e neste é
adicionado o solvente de eluicdo. As recuperacdes para este método
demonstraram a eficiéncia do método otimizado (Caldas, Bolzan, De Menezes,
et al., 2013). Essa proposta de modificacdo apresenta vantagens significativas
diante o método original, pois eliminam as principais desvantagens da etapa de
eluicdo dos cartuchos de SPE, minimizando, assim, as possiveis interferéncias,
além de minimizar o tempo total de extracdo e exposicao do analista a grandes

volumes de solventes, os quais tradicionalmente sdo utilizados na SPE.
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Figura 3. Esquema representativo das etapas de MSPD assistida por vortex
(Adaptado de Caldas, et. al., 2013)

Outras modificacdes baseadas na MSPD tém sido estudadas em
trabalhos que objetivam o aprimoramento desta técnica. Como no estudo
realizado por Shen e colaboradores (2006), onde os autores investigaram a
presenca de agrotoxicos organofosforados em solo. Neste trabalho foi proposta
a combinacdo com extracdo solido-liquido continua, chamada de MMSPD (do
inglés, Modified Matrix Solid-Phase Dispersion) (Shen et al.,, 2006). Em
contrapartida a MSPD original e a miniaturizacdo de etapas e procedimentos
desta técnica, ainda tem sido reportado na literatura a MSPD assistida por
ultrassom, UA-MSPD (do inglés, Ultrasound-assisted MSPD). A UA-MSPD
envolve a extragdo com irradiagdo utilizando banho de ultrassom ou uma sonda
para diminuir o tempo e aumentar a eficiéncia de extragdo (Capriotti et al.,
2015).
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3.6 Técnicas de determinacao de agrotoxicos em lodo de ETA

Dentre as técnicas de separacdo que sao estudadas para determinacao
de agrotéxicos em matrizes ambientais, podem se destacar a cromatografia
liguida (LC) e a cromatografia gasosa (GC), sendo a deteccdo por
espectrometria de massas (MS) a mais utilizada atualmente. A técnica de GC-
MS apresenta algumas vantagens frente a LC, como a versatilidade de
determinacao de diversos tipos de compostos, custo relativamente inferior, e
quando estudada e otimizada para estudo de compostos volatilizaveis, ndo
necessariamente € utilizada etapa prévia de derivatizacdo. Esta técnica tem
sido reportada na literatura para determinacdo de diversos compostos
organicos no lodo (Ternes et al., 2005; Osemwengie, 2006; Shen et al., 2006;
Smyth et al., 2007; Sanchez-Brunete et al., 2008; Dobor et al., 2010; Yu e Wu,
2012).

3.6.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

Os componentes separados por cromatografia gasosa devem ser gases
ou substancias volateis, ao passo que termicamente estaveis. As amostras sao
injetadas no sistema cromatografico onde é utilizado microseringas e seringas
ou valvulas, respectivamente. A grande maioria das analises realizadas por GC
utilizam colunas capilares estreitas e compridas, as quais oferecem maior
resolucdo, menores tempos de analise e maior sensibilidade quando

comparadas a colunas empacotadas (Collins, 2006).

A combinacdo da cromatografia gasosa com espectrometria de massas
para separacao, determinacdo e quantificacdo de compostos organicos tem
ganhado bastante destaque no ramo de pesquisa em quimica analitica (Duarte
et al., 2013). A espectrometria de massas é uma técnica capaz de identificar
componentes a partir do monitoramento de fragmentos especificos. Na figura 4
sao ilustrados os principais componentes que compde o GC-MS (Ba et al.,
2010).
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Figura 4. Principais componentes do GC-MS (Esquema adaptado de
McMaster)

No GC-MS a amostra liquida volatilizavel € injetada no sistema
cromatografico através de um septo para dentro de uma entrada de injecao
aquecida (injetor), onde sofre vaporizacao rapidamente. Esse vapor é arrastado
através da coluna por meio de um géas de arraste (chamado de fase movel) que
pode ser He, N, ou Hy, que €é especifico para cada detector. Em contrapartida a
outras técnicas de separacdo, na cromatografia gasosa a fase movel néo
interage com as moléculas dos analitos, sua Unica funcdo é transportar o

analito através da coluna até o sistema de deteccao.

Alguns parametros sdo importantes no que diz respeito a otimizacédo de
parametros cromatograficos no GC-MS. Como a programacdo de temperatura
do forno cromatogréfico, uma vez que melhora a separagédo e diminui o tempo
de analise. Sendo ele, o responséavel tanto pelo aquecimento quanto por
manter a coluna aquecida (Collins, 2006). A temperatura de injecdo também é
considerada um parametro importante do sistema cromatografico, pois esta
tem que ser suficientemente quente para vaporizar rapidamente os analitos,
evitando perdas da eficiéncia devido a injecdo, bem como evitar que haja
decomposicdo térmica ou rearranjos na amostra. Uma mudanca muito drastica
na area ou forma dos picos, ou entdo no tempo de retencdo, indicam que a
temperatura esteja muito elevada e que se deve estar ocorrendo rearranjos ou
entdo decomposicao térmica da amostra. Por fim, a temperatura do detector,
que depende, consideravelmente, do detector empregado. O detector e a sua

conexdo com a saida da coluna devem estar suficientemente quentes de forma
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gue garanta a permanéncia dos analitos na fase gasosa e evite a condensacéo
da amostra (Lancas, 1993). O registro do sinal obtido através do detector, em
funcdo do tempo, € o cromatograma. Sendo que substancias aparecem no
cromatograma como picos com area proporcional a sua massa, possibilitando

assim, analise quantitativa das substancias.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratorio de Analise de Compostos
Organicos e Metais, o LACOM, da Escola de Quimica e Alimentos (EQA) na
Universidade Federal do Rio Grande — FURG.

4.1 Instrumentacgéao

» Balanca Analitica de precisdo modelo FA 2104N, Bioprecisa (Curitiba,

Brasil);

» Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (100 — 1000 pL)

Labmate (Varsovia, Polonia);

» pHmetro Hanna pH20 pH21 — eletrodo de vidro combinado (S&o Paulo,
Brasil);

» Sistema de Purificacdo de &gua Milli-Q Direct-Q UV3® Millipore
(Millipore, Bedford, MA, USA);

» Vortex modelo Certomat® MV-B. Braun (Bioteck Internacional, Alemmar

- Comercial e Industrial S.A.);

» Centrifuga de tubos microprocessada modelo Quimis® Q222T (QUIMIS
aparelhos cientificos);

» Cromatografo a gas, GC-MS-QP 2010 Plus Shimadzu equipado com
injetor split/splitless; auto-injetor AOC-20i, com fonte de ionizagdo por
impacto de elétrons (El) e filtro de massa quadrupolo (Aquisicdo de
dados pelo software GC Solution versao2, Shimadzu);

» Gas hélio para GC, pureza 99,999%; (White Martins);

» Coluna Analitica ZB — 5 MSi (30m x 0,25mm x 0,25um), Zebron
(Phenomenex, EUA);

» Liofilizador FreeZone Plus 6.
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4.2 Reagentes, solventes e materiais

> Agua destilada;

» Acetonitrila grau HPLC (J.T Baker, USA);

» Acetato de etila (Sigma Aldrich, Brasil);

» Acetona (Sigma Aldrich, Brasil);

» Diclorometano (Sigma Aldrich, Brasil);

> Agua Ultrapura, purificada em sistema Direct-Q UV3® Millipore
(resistividade 18,2 MQ cm);

> Detergente Extran® neutro (Merck, Brasil);

» Dispenser Boeco 10 - 50 mL;

» Frascos de vidro (vial), capacidade de 2,0 mL;

» Padrbes analiticos: dimetoato, atrazina, clomazona, clorotalonil,
fenitrotiona, aldrin, captan, fentiona, clorpirifés, tebuconazol, bifentrina,
cialofope, benfuracarbe, fenoxaprope e permetrina (Sigma Aldrich,
Brasil);

» Quitina (produzida e caracterizada no Laboratorio de Operacdes
Unitarias da Escola de Quimica e Alimentos da FURG, a partir de
residuos de camarao rosa Farfantepenaeus brasiliensis);

» Quitosana (Sigma Aldrich, Brasil);

» Sulfato de magnésio e Sulfato de sodio anidro (J.T. Baker);

» Tubos de polipropileno, com tampas rosqueaveis, capacidade de 15 e 50
mL de capacidade (Sarstedt, Alemanha);

» Vidrarias em geral (baldes volumétricos, pipetas volumétricas, béquer,
etc).

4.3 Preparo das solucdes analiticas

As solucBes estoque de 1000 mg L™ de cada analito foram preparadas
pela dissolucdo dos mesmos em metanol, considerando sempre o grau de
pureza. Todas as solu¢des foram rotuladas e armazenadas em frascos ambar

a -18 °C. Para a solugdo com a mistura dos analitos na concentragdo de 1 mg
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L™ foram usadas as solucdes estoque de cada um e diluidas em acetato de
etila, solvente este ja selecionado para uso no prepraro de amostra. Todas as

solucdes também rotuladas e armazenadas em frascos ambar a -18 °C.

4.4 Escolha dos analitos

A escolha dos analitos neste trabalho se deu de acordo com estudos
realizados anteriormente por Demoliner e colaboradores (2010), que relataram
a presenca de alguns agrotoxicos, como os fungicidas tebuconazol, atrazina e
clomazona, na agua de abastecimento e superficie da CORSAN. No entanto,
os valores de Kow desses compostos indicam a tendéncia deles estarem
particionados no lodo, fato esse que pode explicar a reducdo da concentracao

no tratamento de 4gua durante o estudo.

Além disso, foi realizada uma revisdo na literatura sobre trabalhos que
investigam a presenca de agrotoxicos em lodo, onde foram observados
trabalhos para somente uma classe de compostos, como, por exemplo, como
os organoclorados. Todavia, este trabalho visa o desenvolvimento de um
método analitico que abranja diferentes classes de analitos (organoclorados,
organofosforados, carbamatos e piretréides simultaneamente). Aliado a estas
justificativas, os analitos foram selecionados levando em consideracdo suas
propriedades fisico-quimicas que conferem a estabilidade dos mesmos para
serem analisados por cromatografia gasosa e a probabilidade dos mesmos

estarem particionados no lodo de ETA.

4.5 Coleta das amostras de lodo

Para otimizacdo e validagdo do método proposto, as amostras de lodo
foram coletadas no decantador da ETA da CORSAN, em Rio Grande — RS. A
amostragem foi realizada segundo normas da ABNT NBR 10007/2004 (ABNT,
2004) que sugere que a mesma seja realizada com o auxilio de uma caneca de

inox e/ou uma pa amostradora. ApOs coletadas, as amostras foram
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armazenadas em bandejas de aluminio, como é ilustrado na Figura 5,
acondicionadas em caixa de isopor e transportadas para o laboratério. As
amostras foram congeladas por 24 h. Depois de retiradas do freezer, foram
centrifugadas por 10 min a 5000 rpm em tubos falcon para separacdo das
fases e retirada de &gua. Apds, as amostras foram submetidas a um
congelamento em ultrafreezer com temperatura a -80 °C para posterior

processo de liofilizac&o.

Figura 5. Amostra de lodo ap6s a coleta, armazenada em bandejas de

aluminio

4.6 Local de amostragem

As amostras utilizadas para otimizacdo do método foram coletas na ETA
da CORSAN. A 4gua que abastece a ETA é captada do Canal Sdo Goncalo,
que faz a ligacdo entre a Lagoa Mirim e a Lagoa dos Patos. Conforme
observado na Figura 6, préximo ao Sado Goncgalo e ao canal adutor existem
regides agricolas, sendo o cultivo de arroz irrigado a principal atividade,
justificando a presenca de agrotoxicos nas aguas de superficie e

abastecimento.
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Figura 6. Localizac&o da area de estudo (Fonte: Google Earth)

4.7 Caracterizacéo do lodo

s

Como dito anteriormente, esta € a primeira vez que a MSPD é
desenvolvida e validada como preparo de amostra para lodo de ETA. Visando
a qualidade do tratamento dos dados, bem como informagfes complementares
a respeito da complexidade da amostra estudada, o lodo foi caracterizado de

acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas.

As analises complementares realizadas como caracteriza¢bes do lodo ja
liofilizado foram MEV (Microscopia Eletronica de Varredura) e EDS
(Espectroscopia de Energia Dispersiva, do Inglés Energy Dispersive
Spectroscopy). As analises foram realizadas em um Microscépio Eletronico de
Varredura modelo SM 6610 LV Scanning Electron Microscope localizado no
Centro de Microscopia Eletronica da FURG, o CEME-SUL.
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4.8 Otimizacao da separacao cromatografica no GC-MS

Para otimizacdo do sistema cromatografico, visando a separacédo dos 15
analitos, foram avaliados parametros cromatograficos como: programacao de
temperatura do forno, temperatura de injecdo, temperatura da interface bem
como a temperatura de ionizacdo. As analises foram realizadas no modo de
Monitoramento do ion Selecionado (SIM, do inglés Selected lon Monitoring) e a
area dos picos relativos a razdo m/z de cada analito foram utilizadas para a

avaliacao dos parametros.

O procedimento autotuning para a calibragdo das massas do
equipamento foi avaliado mensalmente, ou sempre que necessario, no caso de
quebra do vacuo do equipamento, usando perfluorotributilamina (PFTBA) como

padrdo para o autotuning.

Outros parametros cromatograficos como fluxo do gas de arraste, modo
de injecdo (split/splitless), volume de injecdo e injecdo pulsada foram
previamente estabelecidos de acordo com trabalhos anteriores realizados no
grupo, onde foi investigada a determinagéo de agrotoxicos por GC-MS.

4.8.1 Programacéo de temperatura do forno cromatografico

A programacao de temperatura do forno cromatografico foi o primeiro
parametro otimizado. Para escolher a melhor programacéo de temperatura foi
avaliada a separacéo cromatografica com injecao da mistura padrdao contendo
os 15 analitos na concentracdo de 1 mg L. O forno do equipamento foi

operado com programacao de temperatura com estagios entre 110 e 320 °C.

4.8.2 Otimizacao da temperatura de injecao

Para avaliar a influéncia da temperatura do injetor na separacdo foram
testadas as temperaturas de 250 °C, 280 °C, 300 °C e 320 °C.
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4.8.3 Otimizacao da temperatura de interface

Como temperaturas de interface foram testadas 300 °C e 320 °C.

Temperaturas estas, proximas as temperaturas de injecao.

4.8.4 Otimizacdo da temperatura da fonte de ions

Basicamente, as trés temperaturas do sistema GC-MS testadas foram
préximas, ndo foi testada nenhuma temperatura muito discrepante justamente
com o intuito de garantir a integridade térmica dos analitos. Para a fonte de

ions, foram testadas as temperaturas de 250 °C, 280 °C e 300 °C.

4.9 Avaliagéo dos principais parametros da MSPD

A fim de se obter maiores percentuais de recuperacdo no processo de
extracdo, 0s principais parametros, igualmente importantes, foram avaliados na

extracdo dos analitos na MSPD.

4.9.1 Avaliacdo do suporte sélido

Diferentes suportes solidos na extracdo dos agrotéxicos foram testados,
sendo eles: concha de mexilhdo dourado, quitina, quitosana, florisil, casca de
arroz, terra diatomacea, alumina e ainda a matriz isenta de suporte sdlido, em
um total de 8 ensaios. Vale ressaltar que este trabalho objetivou o uso de
suportes solidos alternativos, de baixo custo e de fontes renovaveis como a
concha de mexilhdo, a casca de arroz, quitina e o proprio lodo. Ressaltando
que a quitina utilizada foi obtida através de residuos de camardo rosa
Farfantepenaeus brasiliensis do Laboratorio de Operacdes Unitarias (LOU) da

Escola de Quimica e Alimentos da FURG. Entretanto os suportes sélidos
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comerciais florisil, terra diatomacea, alumina e quitosana também foram

testados por serem suportes bastante utilizados na MSPD.

4.9.2. Avaliagao dos solventes

Os solventes acetonitrila, acetona, acetato de etila e diclorometano
foram testados para extracdo dos agrotoxicos. Estes foram escolhidos visando

abranger principalmente a faixa de polaridade dos analitos selecionados.

4.9.3 Avaliacéo do sal

Sulfato de magnésio e sulfato de sodio foram os sais avaliados na

extracdo dos agrotoxicos, e ainda foi avaliada a MSPD sem a utilizacao de sal.

4.10 Avaliacao das principais variaveis quantitativas na extracao

Com a finalidade de obter um menor nimero de experimentos,
consequentemente menor uso de reagentes, solventes e geracdo de residuos,
se fez o uso da ferramenta estatistica planejamento fatorial. Como foram
selecionadas apenas 3 variaveis quantitativas (massa de amostra, massa de
suporte solido e volume de solvente) foi aplicado planejamento fatorial
completo 2° em um total de 11 ensaios experimentais. As condicBes fixadas
para massa de amostra no planejamento foram 0,5 g; 1 g e 1,5 g. Para o
suporte solido as massas foram 0,5 g; 1,25 g e 2 g. Ja para o solvente os

volumes testados foram 5 mL; 7,5 mL e 10 mL.

4.11 Liofilizagdo das amostras

Para que as amostras de lodo sejam utilizadas no preparo de amostra é

imprescindivel que as mesmas estejam secas para que isso facilite a interacéo
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com o suporte solido e possivel presenca de umidade na amostra néo interfira
no processo de extracdo. A Figura 7 ilustra o processo de liofilizagdo, onde as
amostras foram acondicionadas em tubos de vidro com capacidade de 25 mL e

submetidas ao processo de liofilizacao.

Figura 7. Processo de liofilizagcdo das amostras de lodo

O fundamento tedrico da liofilizacdo estd explicitado no item 5.2 deste

trabalho.

4.12 Testes univariados

Apés realizado o planejamento experimental e selecionada a melhor
condicao de extragdo em relacdo aos efeitos obtidos para cada variavel e cada
analito, outros testes foram realizados de forma univariada. O tempo de
fortificacdo das amostras e o tempo de maceracao foram os testes univariados
avaliados e se mostram como fatores complementares para o desenvolvimento

do método analitico.
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4.12.1 Tempo de interacdo dos analitos com a amostra (fortificacéo)

As amostras foram submetidas a testes de fortificacdo, avaliando e
variando o tempo de interacdo da amostra com a adicdo da mistura padréo dos
15 analitos no tempo de 20, 40, 60, 80, 1440 e 4320 minutos. As amostras
foram fortificadas com 500 pL da mistura padréo dos analitos na concentragcao
de 1 mg L' e submetidas ao processo de extracdo por MSPD. Andlises
estatisticas foram realizadas a fim de escolher o melhor tempo de interacédo

das amostras com a mistura padrao.

4.12.2 Avaliacao do tempo e da eficiéncia da maceracgéo

Apos escolhido o tempo ideal de fortificacdo das amostras, foi testado o
tempo de maceracdo na etapa de extracdo da amostra juntamente com o

suporte sdlido, avaliando o tempo de 1, 3 e 5 minutos de dispersao.

Além do tempo de maceracao, foi ainda realizado um teste para avaliar a
eficiéncia da etapa de maceracdo na MSPD. As amostras de lodo foram
fortificadas igualmente como em todo processo de otimizacdo do método,
porém nesta etapa, uma triplicata de amostras foi macerada, e outra triplicata
foi extraida apenas pela adicdo do solvente, sem macerar. As amostras
fortificadas maceradas foram comparadas com amostras fortificadas sem a

etapa de maceracéao.

4.12.3 Uso de padréo interno

Para ser usado como padrdo interno, o analito deve apresentar
caracteristicas semelhantes aos compostos analisados, néo eluir no tempo de
retencdo igual aos analitos, apresentar boa resposta no sistema cromatografico
e nao estar presente na amostra. A atrazina-d5 foi utilizada como padréo

interno neste trabalho.
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4.13 Controle de qualidade nas determinacdes

A fim de assegurar a qualidade dos resultados com maior confiabilidade
possivel, alguns critérios foram aplicados durante a realizacdo das andlises.
Analises do “branco” das amostras e da vidraria foram realizadas diariamente
antes das analises, para verificar e eliminar falsos positivos por contaminacéo
no processo de extracdo, instrumento, materiais ou reagentes utilizados

durante todo o processo.

Vale ressaltar ainda que, a vidraria utilizada neste trabalho foi Unica e
exclusivamente adquirida para as amostras de lodo. Assegurando assim, ainda
maior confiabilidade nas determinagdes, no que diz respeito a contaminacao
por parte de outros compostos. Também foram realizadas inje¢cBes da solugéo
padr&o no solvente na concentracdo de 1 mg L™,

4.14 Validacao do método

A validacdo é um conjunto de ensaios que se destinam a verificar se um
determinado método analitico € apto a produzir resultados confiaveis e
adequados aos objetivos a que se propde, pois dados analiticos ndo confiaveis
podem conduzir a decisdes erradas (Ribani et al., 2004).

O método otimizado neste trabalho foi validado segundo algumas figuras
analiticas de mérito comoo limite de deteccdo (LOD, do inglés Limit of
Detection), limite de quantificacdo (LOQ, do inglés Limit of Quantification),
curvas analiticas (calibracdo externa, superposicdo na matriz e curva trabalho)
linearidade, exatiddo (recuperacdo) e precisdo (repetitividade e precisdo
intermediaria). Também foi avaliada a influéncia do efeito matriz (EM) na
exatiddo do método, comparando as inclinacdes das curvas analiticas no
solvente com as curvas analiticas na matriz. Estes sdo alguns dos parametros
sugeridos para validacdo de métodos analiticos pelo INMETRO (INMETRO,
2011) e pela ANVISA (ANVISA, 2013). Além destes parametros, foi avaliado
também a eficiéncia do processo (EP) para estimar um comparativo entre a

exatiddao do método e o efeito matriz.
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4.14.1 Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacéo

O LOD representa a menor concentracdo do composto que pode ser
detectada, porém ndo necessariamente quantificada (Ribani et al., 2004). Para
cada composto foi estimado a partir da relacao sinal/ruido (s/n) calculada pelo
software do equipamento. J& o LOQ representa a menor concentracdo do
composto que pode ser quantificada, levando em consideragdo um
determinado procedimento experimental. Assim como o LOD, o LOQ é
expresso em valores de concentracdo. Foi estabelecido um s/n=3 para o LOD e
s/n= 10 para o LOQ.

4.14.2 Curvas analiticas e linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
que sejam diretamente proporcionais a concentracdo dos analitos em estudo,

dentro de uma determinada faixa de resposta (Ribani et al., 2004).

A fim de se avaliar a linearidade das respostas instrumentais para 0s
compostos em estudo, foram construidas curvas analiticas através de
padronizacdo externa no solvente e por superposicdo na matriz. Esta € uma
relacdo matematica entre o sinal e a concentracdo dos compostos de interesse.
Sendo assim, podendo calcular o coeficiente de correlacdo (r), que é um
parametro que permite estimar a qualidade da curva obtida, pois quanto mais
proximo de 1,0 o valor obtido na curva, menor € a dispersdo do conjunto de
pontos experimentais, como também a incerteza dos coeficientes de regressao

estimados.

Para avaliacdo do coeficiente de correlacdo de cada composto de estudo,
cada nivel de concentracéo foi injetado em triplicata no GC-MS, e com o auxilio
do Software foi possivel analisar a linearidade do instrumento e do método

observando os dados de coeficiente de correlagéo linear (r).
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Conforme as caracteristicas de cada analito, as curvas analiticas
responderam em diferentes faixas de concentragdo. Para isto foram

preparadas 3 conjuntos de solucdes, sendo elas:

Conj. 1: Solucbes preparadas através de diluicbes da solucdo padrédo da

mistura dos 15 analitos no solvente (acetato de etila);

Conj. 2: Solugbes preparadas a partir de diluicdes da solucdo padrao da

mistura, no extrato da matriz, extraido por MSPD;

Conj. 3: Solucdes obtidas a partir da extracdo, em triplicata, das amostras

de lodo fortificadas com a solucéo padrao da mistura padrao.

Comparacbes das areas dos picos obtidos pelos conjuntos 1 e 2 sédo
representativos de efeito matriz. Comparacdes das areas dos picos obtidas
pelos conjuntos 1 e 3 sdo indicativos de efeito matriz combinado com o

potencial de recuperacao dos analitos (eficiéncia do processo).

4.14.3. Exatidao

A exatiddo, obtida em um método analitico, representa o grau de
concordancia entre os resultados individualmente obtidos em um determinado
ensaio em comparacdo com um valor de referéncia aceito como verdadeiro
(RIBANI et al 2004). Os processos mais utilizados para se avaliar a exatiddo de
um método sdo: materiais de referéncia certificados, comparacao de métodos,
ensaios de recuperacao e ainda adicdo padrdo. Nesse estudo, a exatidao foi

observada por ensaios de recuperacao.

A recuperacdo (ou fator de recuperacao), R, é definida como a proporcao
da quantidade da substancia de estudo, presente ou adicionada na proporcéo
analitica do material, que é extraida e passivel de ser quantificada (RIBANI,
2004).

Para avaliagdo da exatidao, foram adicionadas quantidades conhecidas dos
analitos nas amostras de lodo em pelo menos trés niveis: baixo, médio e alto.
Como recomenda o INMETRO (INMETRO, 2010) a exatiddo do método de

extracdo foi avaliada através da fortificacdo das amostras de lodo nos niveis 1;
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5 e 10 vezes o LOQ de cada analito. A exatidao foi avaliada em termos de

recuperacéo conforme a equacao 1, descrita abaixo:

s—branco

Recuperagio (%) = 2 x 100 Q)

2

Onde:

C, = Média das areas da amostra fortificada apds a extracao (pds-fortificacéo)
C3 = Média das areas da amostra fortificada antes da extracao (pré-fortificacéo)

branco = Média das areas da amostra nao fortificada.

4.14.4 Precisao

A precisao do método foi avaliada em funcao da repetibilidade e da precisao
intermediaria. Para a repetibilidade, as amostras foram fortificadas em
diferentes niveis em triplicata seguindo todo o procedimento de extracdo
otimizado para a MSPD e injetada em triplicata no mesmo dia, pelo mesmo
analista e nas mesmas condicdes cromatograficas. A partir das nove
determinagdes foi calculado o RSD. A precisdo intermediaria RSDy; foi
realizada da mesma forma que a repetibilidade, porém em dias diferentes. Para

os calculos dos RSD utilizou-se a equacéao 2, apresentada a sequir:
RSD(%) = ——x100  (2)
Xm

Onde:
s = estimativa do desvio padrao absoluto;

Xm = média das medidas em replicatas.
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4.14.5 Efeito matriz

Efeito matriz corresponde a interferéncias de componentes na matriz em
um resultado analitico, seja ele positivo (enriquecimento de sinal) ou negativo

(supresséo de sinal) (Niessen et al., 2006).

A avaliacdo do efeito matriz pode ser realizada por meio de
comparacdes das curvas de calibracdo externa no solvente pela sobreposicao
na matriz (Economou et al., 2009). A equacéao 3 ilustra como o efeito matriz foi

calculado.

C—Cy

Onde:

C1= Média das areas dos picos das solucdes preparadas atraves de

diluicdes da solucdo padrdo no solvente;

C, = Média das areas dos picos obtidas pela injecao das solucdes
analiticas de cada analito, preparada no extrato da matriz.

4.15 Eficiéncia do processo (EP)

A eficiéncia do processo (EP) é uma relacdo que inclui tanto o efeito
matriz como também a recuperacdo (Matuszewski et al., 2003). Avaliada

segundo a equacao abaixo:

EM (%) x R(%) (4)

EP (%) = 100
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Segundo Matuszweski e colaboradores (2003), valores de EP proximos
a 100, indicam que as recuperac¢des do método estdo proximas a 100% e o

efeito matriz é considerado baixo.

4.16 Aplicabilidade

Apés a otimizacdo e validacdo do meétodo proposto, o mesmo foi
aplicado para amostras de lodo coletadas na ETA da CORSAN (Rio Grande) e
na ETA Santa Bérbara do Servico Autbnomo de Saneamento de Pelotas, o
SANEP (Pelotas). As amostras foram coletadas, armazenadas e submetidas ao
processo de liofilizacdo para que todas estivessem na mesma condi¢cdo para a
etapa de aplicabilidade. As amostras foram quantificadas empregando
quantificacdo por adicdo de padrao, com 5 niveis de concentracdo para cada

analito.

4.17 Anéalise estatistica

Todos os resultados obtidos durante este estudo foram tabelados e
analisados estatisticamente com o uso do Software 5.0 U.S. Headquarters:
StatSoft, Inc., Tulsa, USA (1995). Os testes de Tukey (TDS, do inglés Tukey
Significant Difference) foram realizados considerando como significancia p <

0,1 e 90% de confianca.

Para andlise estatistica do planejamento aplicado foi realizado ANOVA
com teste F considerando como fonte de erro MS Residual (p < 0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Selecao dos analitos

Os analitos de estudo somam 15 agrotéxicos e diferenciam entre si de
acordo com suas principais propriedades fisico-quimicas. Os analitos
selecionados foram dimetoato, atrazina, clomazona, clorotalonil, fenitrotiona,
aldrin, captana, fentiona, clorpirifés, tebuconazol, bifentrina, cialofope,
benfuracarbe, fenoxaprope e permetrina. A Tabela 1 apresenta as principais
propriedades fisico-quimicas dos agrotdéxicos em estudo e suas estruturas

guimicas se encontram no anexo ao final deste trabalho.

A escolha de alguns dos analitos foi realizada de acordo com trabalhos
na literatura que investigam a presenca de agrotéxicos no lodo, bem como
suas principais propriedades fisico-quimicas que conferem estabilidade de
serem analisados por cromatografia gasosa. Vale ressaltar que alguns dos
agrotoxicos selecionados sao empregados em culturas de arroz irrigado, a qual
€ predominante no sul do estado do Rio Grande do Sul, e nas regifes
adjacentes ao Canal S&do Goncalo. Atrazina e cialofope sdo alguns dos
agrotoxicos que tém recebido grande atencdo ultimamente, pois estes
apresentam grande potencial de contaminacdo na regido sul do estado
(Cabrera et al., 2008). Ja herbicidas como clomazona e tebuconazol, tém sido
amplamente detectados em aguas de superficie nesta regido (Caldas et al.,
2011). O trabalho realizado por Cerqueira e colaboradores (2013) também
investigou a presenca de atrazina, clomazona e tebuconazol pelo método
QUEChERS, evidenciando assim, a importancia de estudos sobre esses
analitos. Ja compostos organoclorados como aldrin e clorotalonil também foram
estudados no trabalho de Sanchez-Brunet e colaboradores (2008) onde os
autores investigaram a presenca de somente compostos organoclorados no

lodo.

O método desenvolvido se destaca frente a outros trabalhos ja
realizados na literatura por conta da diversidade de classes quimicas dos

analitos selecionados. Compostos organoclorados, organofosforados,



51

carbamatos, piretroides, triazina e ainda da classe acido ariloxifenoxipropianato
merecem destaque e apresentam carater desafiador ao trabalho.
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Tabela 1. Analitos selecionados para o estudo, incluindo suas propriedades fisico-quimicas

Solubilida
] Massa Log .
. Tipo de Classe Log de em PV (a 25°C e Ponto de Ebulicéo
Analitos . o molar Kow pKa .
agrotoxico Quimica 4 Koc agua (mg mPa) (°C)
(g mol™) 4
L)
Aldrin Inseticida oc? 364,91 6,5 17500 n.e® 0,027 3 145
) Inseticida
Dimetoato . b
Acaricida OoP 229,26 0,704 n.e n.e 39800 0,247 n.e
Metabdlito
Fenitrotiona Inseticida OoP 277,23 3,32 2000 n.e 19 0,676 n.e
Fentiona Inseticida OoP 278,33 484 1500 n.e 4,2 0,37 90

Benfuracarbe Inseticida Carbamato 410,53 4,22 9100 n.e 8,4 0,0042 n.e




Bifentrina

Captana

Clorotalonil

Cialofope-

butilico

Fenoxaprope

Permetrina

Clorpirifés

Atrazina

Clomazona

Tebuconazol

Inseticida
Acaricida
Fungicida

Bactericida

Fungicida

Herbicida

Herbicida

Inseticida

Inseticida
Acaricida
Herbicida

Herbicida

Herbicida

Piretréide

Ftalimida

Cloronitrila

AF¢

AF

Piretroide

OoP
Triazina
Isoxazolidi

nona

Triazol

422,88

300,61

265,91

357,38

361,78

391,3

350,89

215,68

239,7

307,82

6,6

2,5

2,94

3,32

4,8

6,1

4,7

2,6

2,86

3,89

236610

200

850

5247

9490

1000000

4645

2,4

300

n.e

n.e

n.e

n.e

n.e

n.e

n.e

n.e

1,7

2,54

5,00

0,001

52

0,81

0,7

0,9

0,2

1,05

35

1102

36

0,0178

0,0042

0,076

0,00120

0,000187

0,007

1,43

0,039

19,2

1,30x10°

n.e

n.e

300

n.e

200

n.e

n.e

281,7

53

40C - Organoclorado, °OPp - Organofosforado, °n.e — dado n&o encontrado, 4 Acido ariloxifenoxipropianato / Fonte: Dados de Base das Propriedades dos Pesticidas (PPDB),

2010.
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5.2 Liofilizacao

A liofilizacdo € uma técnica de secagem de materiais em que ndo ha
necessidade de aquecé-los. O principio fisico da liofilizacdo é a sublimacéo,
passagem direta do estado sélido para o estado gasoso, sem a passagem pelo
estado liquido. Para que o processo ocorra, a amostra congelada é seca sob
vacuo, sem que ocorra 0 seu descongelamento. As amostras de lodo foram
congeladas em ultrafreezer a -80 °C e a espessura do material utilizado nos
frascos de vidro foi de 1 cm. Assim, o transporte de vapor sublimado através da
amostra é satisfatorio, minimizando grandes variacées de temperatura no perfil

da amostra (Jennings, 1999).

Apbés o processo de liofilizacdo, as amostras foram armazenadas em
frascos de vidro, rotuladas e guardadas para o processo de otimizacdo do
preparo de amostra. A Figura 8 ilustra o aspecto fisico das amostras antes e

depois das mesmas terem sido submetidas a liofilizacéo.

(@) (b)

Figura 8. Amostras de lodo antes (a) e apos a liofilizac&o (b)
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Outros trabalhos que utilizaram a MSPD como preparo de amostra para
lodo também fizeram o uso da matriz liofilizada, destacando a importancia

dessa etapa no processo de extracdo (Sanchez-Brunete et al., 2008).

5.3 Caracterizacao do Lodo

5.3.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

7

A analise por MEV é considerada uma andlise microestrutural de
materiais sélidos, sendo o microscopio de MEV considerado o mais versatil
instrumento para avaliacdo, exame e andlise das caracteristicas micro
estruturais de amostras biolégicas e ndo bioldgicas. A grande vantagem deste
instrumento é a elevada profundidade de campo, da ordem de 10 um para
aumentos de cerca de 10.000 X, chegando a 1 cm para aumentos de 20 X.
Esta caracteristica possibilita a obtencdo de imagens estereoscopicas e bem
enfocadas até macroscopicos. Além disso, no MEV a amostra pode ser
inclinada e rotacionada sob o feixe eletrénico em todas as orientacdes, logo
precisa estar bem preservada nas trés dimensdes. A grande vantagem do
MEV em relacdo ao microscépio 6tico € a sua alta resolucdo (Dedavid et al.,
2007). A Figura 9 ilustra as imagens obtidas com andlises de MEV,

aumentando a resolucao do microscépio a cada 10x.
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Figura 9. Imagens de MEV obtidas para amostra de lodo (a) aproximada 50 X,
(b) 150 x, (c) 500 x, (d) 1000 x

As andlises por MEV realizadas podem ser consideradas
complementares as analises de EDS também realizadas com o lodo liofilizado,
pois para ser utilizada no EDS é imprescindivel que a amostra esteja seca e

homogénea.

5.3.2 Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)

O EDS é uma andlise fisico-quimica de materiais, que possibilita a
determinacdo da composi¢cado qualitativa e semi-quantitava de amostras sélidas
a partir da emissao de raios X caracteristicos (Duarte et al., 2003). A Figura 10
apresenta o espectro de EDS obtido para amostra de lodo liofilizado utilizada

durante a otimizacdo do método deste trabalho.
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Figura 10. Espectro de EDS para amostra de lodo liofilizado

De acordo com o mapeamento por elementos através da andlise
realizada por EDS, é possivel notar a presenca de diversos elementos na
amostra de lodo como Si, Al, Fe, O, C, Cl, Ca, K e outros minoritarios.
Possivelmente a presenca de muitos dos componentes apresentados no
espectro de EDS séo resultantes da adicdo de sais durante o tratamento de
agua. O que ressalta e confirma as informacdes disponibilizadas pela ETA da
CORSAN a respeito da composicéo do lodo. E possivel notar, ainda, a grande
presenca de silica presente na amostra.

Héa possibilidade de realizacdo de outras caracterizacées no lodo, que
geram informacdes semi-quantitativas a respeito dessa matriz. Como a
Espectrometria de Fluorescéncia de Raios-X (FRX). Reis e colaboradores
(2006) realizaram essa caracterizagéo no lodo de ETA de S&o Paulo, SP, onde
0S autores relataram a presenca de varios componentes no lodo,

principalmente silica, alumina, ferro, éxidos e outros.

5.4 Parametros cromatograficos otimizados

A fim de se obter uma separacdo cromatografica dos 15 analitos em um
tempo de analise relativamente curto, alguns parametros cromatograficos

foram estudados e otimizados. Temperatura da coluna, temperatura de injegéo,
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temperatura de interface e temperatura da fonte de ions do detector foram
otimizadas. Outros trabalhos também estudaram e aperfeicoaram estes
mesmos parametros no GC-MS a fim de obter uma boa separacdo
cromatografica (Sanchez-Brunete et al., 2008; Costa et al., 2014). Com isso,
uma solucdo da mistura padrdo dos 15 analitos na concentracdo de 1mg L™
preparada no solvente foi injetada no sistema cromatografico.

5.4.1 Programacdao de temperatura do forno cromatografico

A programacao de temperatura tem a vantagem de melhorar a resolucéo
cromatografica e diminuir o tempo de analise (Collins, 2006). A temperatura do
forno cromatogréfico foi otimizada visando separagdo cromatografica sem
coeluicdo continua dos analitos.

Para otimizacdo da programacao de temperatura do forno, foi avaliada a
separacdo dos analitos com diferentes taxas de temperatura, sendo que,
durante as diferentes programacfes houve coeluicdo dos analitos apds a
injecdo da amostra ou entdo coeluicdo continua ao longo da analise
cromatografica. Por conta disso, a separagcdo cromatografica comecou em uma
temperatura mais baixa, para que os analitos de baixo ponto de ebulicdo
pudessem ser eluidos em diferentes tempos de retencdo. Em seguida, a
temperatura foi aumentada com o objetivo de diminuir a retengcéo dos analitos
de maior ponto de ebulicdo. Por isso, a programacdo de temperatura é de
grande utilidade quando existe muita diferenca entre as temperaturas de

ebulicdo dos analitos (Collins, 2006).

A Tabela 2 apresenta a programacdo de temperatura do forno
cromatografico do método otimizado, em um tempo total de 16,5 minutos de

analise, onde as taxas de temperatura variaram entre 110 °C e 320 °C.
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Tabela 2. Programacédo de temperatura do forno cromatogréafico do método
otimizado, totalizando um tempo de analise de 16,5 min

tempo de espera

Taxa (°C min™) Temperatura (°C) (min)
- 110 0
10 160 0
60 190 0
2 205 0
250 320 3,50

5.4.2 Temperatura de injecao

A temperatura de injecdo € um parametro importante a ser controlado,
pois esta deve garantir que os analitos sejam volatilizados e, ao mesmo tempo,
ndo sejam condensados na entrada da coluna cromatografica ou degradados
termicamente (Collins, 2006). Ainda sobre a injecdo, esta pode ser feita com
divisao de fluxo da amostra (split) ou sem divisdo de fluxo (splitless), onde se
altera o tipo de insersor. Nesse trabalho foi utilizado o insersor splitless, onde
todo o volume da amostra vaporizado € enviado para a coluna.

Foram testadas como temperatura do injetor de 250°C, 280°C, 300°C e
320 °C. O teste de diferenca significativa demonstrou que nédo houve diferenca
entre as temperaturas testadas, portanto, 300 °C foi selecionada para a maioria
dos analitos. A temperatura de 320 °C nédo foi escolhida por ser temperatura
muito extrema para injecado e escolher trabalhar com uma temperatura muito
alta na etapa de injecdo das amostras ndo € aconselhavel. A Figura 11
apresenta o grafico das médias das areas das temperaturas testadas na

injecao.
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Figura 11. Médias das areas das temperaturas de injecao testadas no GC-MS

5.4.3 Temperatura da interface

7z

A temperatura de interface € uma temperatura intermediaria entre a

temperatura de injecdo da amostra no sistema cromatografico até a chegada

dos analitos no detector (Collins, 2006). Foram escolhidas as temperaturas de

300 °C e 320 °C por serem temperaturas proximas as testadas na etapa de

injecao.

Temperaturas muito discrepantes destas comprometeriam a

composi¢do térmica dos analitos. A Figura 12 apresenta as médias das areas

das temperaturas testadas na interface. Como nao foi observada diferenca

estatistica significativa entre as duas temperaturas, 300 °C escolhida como

temperatura de interface, mesma temperatura selecionada na etapa de injegao.
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Figura 12. Médias das areas das temperaturas de interface testadas
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5.4.4 Temperatura de ionizacao

Apés a interface, ha uma camara de ionizacdo, um analisador de
massas e um sistema de deteccdo acoplado a um sistema de registro dos
dados. Na camara de ionizagcdo, ocorre a fragmentacdo das moléculas, que
geralmente é feita por impacto de elétrons (El) ou ionizac&o quimica. A camara
de ionizacdo é mantida sob aquecimento, para evitar a condensacdo dos
analitos e sob vacuo para que os ions formados ndo colidam com moléculas
neutras. O modo de ionizagao por El utiliza uma energia de 70 eV durante a
fragmentacao. Depois de formados, os ions sdo enviados para um analisador
de massas, onde sao separados conforme sua razdo massa/carga (m/z) de
cada analito, através da aplicacdo de um campo elétrico ou magnético.
Analisadores de massas do tipo quadrupolo sdo os mais utilizados. Apés a
deteccdo, o sistema de aquisicAo e processamento dos dados gera um
espectro de massas, 0 qual contém as abundancias relativas de cada ion
caracteristico dos compostos separados. Desta forma, existe a possibilidade de
fazer uma varredura (modo SCAN) dos possiveis fragmentos existentes em
uma amostra ou monitorar fragmentos especificos no modo de monitoramento
de ion selecionado (SIM). No modo SIM, ocorre um ganho de sensibilidade em
comparacao com o modo SCAN, pois um monitoramento mais seletivo pode

ser feito para identificacdo dos compostos (Collins, 2006).

No que se refere a temperatura da fonte de ions, esta é considerada
outro parametro que deve ser otimizado, pois deve garantir a integridade da
composicdo térmica de todos analitos sem degradacdo possibilitando,
assim,que os mesmo sejam analisados pelo sistema de deteccédo(Lancas,
1993). Para isto, foram testadas 250°C, 280°C e 300°C como temperaturas da
fonte de ions. Como ndo houve diferenca significativa entre as temperaturas
testadas, foi escolhida para a fonte de ions 300 °C, mesma temperatura
selecionada na inje¢cdo e na interface, garantindo assim, a integridade da
amostra e a ndo decomposicao térmica de todos analitos desde a injecdo até a
chegada ao analisador de massas. A Figura 13 representa as médias das

areas das temperaturas testadas na fonte de ions.
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Figura 13. Médias das areas das temperaturas da fonte de ions testadas

ApGs otimizados os principais pardmetros no GC-MS, foi possivel obter
um aumento da detectabilidade do método, possibilitando uma melhor resposta
analitica para determinacdo dos agrotoxicos. Realizada a otimizacéo
instrumental, foi obtido o cromatograma total de separacdo dos 15 analitos em
um tempo total de analise de 16,5 minutos e 4 janelas de aquisi¢do. A Figura
14 apresenta o cromatograma total de separacao, obtido através da injecdo da

mistura padr&o dos analitos em solvente na concentracdo de 1 mg L™.
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Figura 14. Cromatograma total de separacéo dos 15 agrotoxicos obtidos

através da injecdo da mistura padrdo no solvente na concentracdo de 1 mg L™
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O maior desafio nesta etapa do trabalho foi a obtencdo do
cromatograma de separacado sem coeluicdo continua dos 15 analitos. Embora
seja possivel perceber, dentre os 15 agrotoxicos presentes no cromatograma,
no tempo entre 11 e 12 minutos de analise, que 2 analitos em especial
(captana e fentiona) eluem proximos ao mesmo tempo de retencdo esse fato
ndo é considerado uma desvantagem do método otimizado, visto que h&
possibilidade de determinacdo e confirmacédo de cada analito e diferenciacao
entre eles, pelo monitoramento de ion selecionado (SIM) de fragmentacao de
cada analito. Deste modo, para confirmacao do analito captana tem-se os ions
149, 117, 79, ja para fentiona 278, 169, 125. Sendo assim, é possivel que os
compostos sejam determinados e selecionados separadamente, ndo afetando
a coeluicdo no cromatograma a deteccado, e ndo sendo este fator de influéncia

para determinacao dos agrotéxicos.

Para sele¢cdo dos ions caracteristicos de cada um dos 15 analitos,
primeiramente este trabalho se baseou no estudo realizado por Alder e
colaboradores (2006) que estudou o monitoramento de pelo menos 3 ions
caracteristicos de 500 agrotoxicos com determinacao por LC e GC (Alder et al.,
2006). Tendo embasamento neste trabalho, foi analisada a mistura dos
padrées em solvente no modo SCAN para confirmacdo dos ions caracteristicos
de cada analito e selecionados pelo menos de 2 a 3 ions de cada analito e
realizado o monitoramento no modo SIM para cada um. Na Tabela 3 sé&o
apresentados o tempo de retencdo (tg) e os ions monitorados para cada um

dos 15 analitos de estudo.
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Tabela 3. Tempo de retencao e ions caracteristicos para cada analito

Analito tr ions monitorados no
(min) modo SIM (m/z)
Dimetoato 8,224 125, 93, 87
Atrazina 8,388 215, 200, 173
Clomazona 8,501 204, 127, 125
Clorotalonil 9,408 266, 264
Fenitrotiona 11,200 277, 260, 125
Aldrin 11,750 293, 263, 79
Captana 11,835 149, 117, 79
Fentiona 11,880 278, 169, 125
Clorpirifés 11,950 314,197, 97
Tebuconazol 15,152 250, 125, 139
Bifentrina 15,429 207, 181, 166
Cialofope 15,782 357, 256, 299
Benfuracarbe 15,995 190, 163, 135
Fenoxaprope 16,062 361, 288, 261
Permetrina 16,209 183, 163, 91

Com excecdao do clorotalonil, que apresenta apenas dois ions de
fragmentacao, o restante dos analitos apresentam trés ions caracteristicos. Os
mesmos fragmentos para os analitos dimetoato, fentiona, tebuconazol foram
utilizados para determinacao no trabalho de Costa e colaboradores (2012). Ja o
aldrin, além de ter embasamento nos dados disponibilizados por Alder e
colaboradores (2006), também foi estudado no trabalho de Sanchez-Brunete e
colaboradores, onde foi investigada a presenca de agrotoxicos
organofosforados em lodo de ETE empregando MSPD e GC-MS (Sanchez-
Brunete et al., 2008). O restante dos analitos tiveram seus fragmentos
analisados de acordo com o trabalho de Alder e colaboradores (2006) e

confirmacéo por injecéo dos padrées no modo SCAN.
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Outros parametros como volume de injecdo da amostra e fluxo do gas de
arraste foram pré-estabelecidos de acordo com o trabalho de Costa e
colaboradores (2012), no qual os volumes de 1uL e 2 pL foram avaliados.
Sendo que o volume de 2 pL foi o que apresentou melhor resposta analitica, no
sentido de deteccdo, ou seja, 0s resultados evidenciaram que houve um
aumento expressivo na detectabilidade de todos os analitos quando se utiliza
um maior volume de injecdo, pois maior € a quantidade de massa de analito
injetado no sistema cromatografico. Portanto, o volume de 2 uL foi escolhido

como volume de inje¢céo para este trabalho.

Tentativas de aumento de resposta analitica por meio do aumento de
volume injetado, associado com programas de temperatura do injetor, também
foram testadas em outros trabalhos, que também selecionaram o volume de
2uL como volume ideal de injecdo no sistema cromatogréfico (Stajnbaher e
Zupancic¢-Kralj, 2003; Kirchner et al., 2004; Hoh e Mastovska, 2008; RadiSi¢ et
al., 2009).

Para minimizar problemas ao sistema cromatogréafico devido a injecao de
maiores quantidades de amostra, foram realizadas limpezas da coluna
passando através desta, o solvente utilizado na otimizacdo do método, até

obtencédo de um cromatograma limpo.

Quanto ao modo de injecdo no sistema cromatografico, foi utilizado
nesse trabalho o modo splitless, (sem divisdo de fluxo). Sendo este, 0 modo
mais recomendado e adequado para a analise de compostos de nivel traco, no
qual ocorre a transferéncia da maior parte da amostra vaporizada contida no
injetor para o interior da coluna (Stajnbaher e Zupangi¢-Kralj, 2003; Radisi¢ et
al., 2009).

Com relagdo a coluna cromatografica, as que geralmente sédo
empregadas em GC podem ser capilares ou recheadas. As colunas recheadas
possuem comprimento entre 1 e 3 m e diametro interno entre 1 e 4 mm, sendo
constituidas por tubos de vidro, aco inoxidavel ou cobre. Suas fases
estacionarias podem ser solidas ou liquidas. Em contrapartida, as colunas
capilares possuem comprimento entre 10 e 100 m e diametro interno entre 0,10

e 0,75 mm, sendo constituidas por silica fundida, vidro ou ago inoxidavel e
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recobertas com poliimida. Suas fases estacionarias séo imobilizadas na parte
interna do capilar (Collins, 2006).

A mesma coluna utilizada neste trabalho se assemelha com a utilizada
por Sanchez-Brunete e colaboradores (2008) que investigaram a presenca de
agrotoxicos organoclorados no lodo de ETE (Sanchez-Brunete et al., 2008), ou
seja, uma coluna capilar com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro
interno e 0,25 um de espessura de filme. A vantagem das colunas capilares
frente as colunas recheadas esta na maior resolugdo dos picos

cromatograficos.

As condi¢@es fixadas para o método desenvolvido e otimizado no sistema
cromatografico foram definidas como é apresentado, resumidamente, na
Tabela 4.

Tabela 4. Condi¢cdes cromatogréaficas otimizadas e fixadas para o método
utilizando GC-MS

GC
Coluna capilar ZB-5MSi (30m x 0,25 mm x 0,25 pm)
Volume de injegéo 2 pL
Temperatura do injetor 300 °C
Modo de injecéo Splitless
Fluxo de gas Hélio 1,5 mL min™®
MS
Temperatura da fonte El 300 °C
Temperatura da interface 300 °C
Modo de monitoramento SIM
Fonte de ionizacdo El (70 eV)

5.5 Otimizac¢éo do preparo de amostra

Como dito anteriormente, € a primeira vez que a MSPD é desenvolvida

como método de preparo de amostra para estudo de compostos organicos em
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lodo de ETA. Tendo em vista o fato de o método ser inédito para estes
compostos nesta matriz, e a fim de se obter um preparo de amostra com
caracteristicas de rapidez, simplicidade de execucéo e baixo custo de material,

alguns parametros da MSPD foram estudados e otimizados.

Para otimizagdo das principais variaveis de extracdo dos agrotoxicos de
lodo de ETA por MSPD e GC-MS, primeiramente este trabalho se baseou no
altimo estudo que se registro na literatura que utilizou a MSPD como preparo
de amostra para lodo de ETE, tendo em vista o fato da auséncia de estudos
para lodo de ETA. O trabalho realizado por Celano e colaboradores (2014)
investigou a presenca de agrotoxicos organofosforados em lodo de ETE,
utilizando a MSPD como preparo de amostra (Celano et al., 2014). Para isso,
as condic0es iniciais do trabalho foram fixadas utilizando 0,5 g de amostra; 1 g

de C18; 0,5 g de Na,SO4 e 5 mL de acetonitrila como solvente.

Nas etapas de otimizacdo das varidveis qualitativas, os testes foram

realizados de forma univariada.

5.5.1 Avaliacdo dos solventes

Os solventes testados para extracdo dos analitos na MSPD foram
acetonitrila (MeCN), acetona, acetato de etila e diclorometano (DCM). Estes
foram escolhidos de acordo com a polaridade para garantir que todos os
compostos tenham interacdo suficiente na etapa de extracdo. Por ordem de
polaridade dos solventes se encontram: diclorometano, acetato de etila,

acetona e acetonitrila.

Alguns trabalhos utilizam estes mesmo solventes para extracdo de
compostos organicos, ou entdo a mistura deles em proporc¢des distintas. Como,
por exemplo, a mistura de metanol e acetonitrila utilizada para extragcao de
horménios em lodo de ETE (Ettiene et al., 2012; Albero et al., 2013).

Sanchez-Brunete e colaboradores (2008) utilizaram diclorometano como
solvente para extragcdo dos analitos organoclorados em seu trabalho e

obtiveram recuperacdes entre 70 e 120% para a maioria dos agrotoxicos
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(Sanchez-Brunete et al., 2008). Também tem sido reportada na literatura a
utilizacdo de metanol e hexano para extracdo de agrotdéxicos em matrizes
ambientais. Entretanto, estes solventes ndo sdo recomendados quando se
utiliza GC-MS.

A Tabela 5 ilustra os resultados obtidos para escolha do solvente ideal
para extracédo, em funcéo de recuperacao (%) e RSD (%).

Tabela 5. Avaliacdo dos solventes de extragdo em termos de recuperacéo
(R%) e desvio padrao relativo (RSD)

MeCN ACETONA ACETATO DCM
Analitos R (%) RSD (%) R (%) RSD (%) R (%) RSD (%) R (%) RSD (%)
Dimetoato 51 10 67 9 61 7 57 25
Atrazina 85 1 81 3 73 8 17 30
Clomazona 77 4 73 4 76 7 48 20
Clorotalonil 59 3 52 8 71 12 29 25
Fenitrotiona 86 4 79 3 82 9 65 21
Aldrin 73 1 80 3 72 9 58 14
Captana 76 2 86 1 79 6 65 19
Fentiona 67 2 67 3 69 8 44 23
Clorpirifos 81 2 83 2 77 9 59 21
Tebuconazol 39 11 64 4 123 15 110 20
Bifentrina 59 11 85 2 81 5 63 22
Cialofope 79 2 85 2 86 8 52 29
Benfuracarbe 63 3 53 18 84 11 20 33
Fenoxaprope 67 4 82 2 89 5 55 30
Permetrina 74 3 74 19 78 7 108 60
MEDIAS
R (%) 69 4 74 6 80 8 57 26

Como pode ser observado na Tabela 5, as respostas dos solventes em
relacdo a cada analito apresentaram diferentes comportamentos frente aos
solventes testados. Em relacdo a acetonitrila, embora tenha apresentado
baixos coeficientes de variacdo (1 a 11%), menores recuperacdoes foram
obtidas para 7 dos 15 analitos. O mesmo comportamento pode ser observado

quando utilizado acetona (5 analitos). Embora tenha apresentado desvios
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abaixo de 20%, as recuperacdes para este solvente ndo ultrapassaram 86%.
Em contrapartida, o diclorometano apresentou comportamento diferenciado
frente aos outros solventes. A Figura 15 ilustra as recuperacdes e 0s RSD (%)

obtidos para cada analito.
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Figura 15. Recuperacdo dos analitos com diferentes solventes testados na
etapa de extracdo. Barras de erros representam RSD (%) (0,5 g de amostra
fortificada; 0,5 g de C18; 5 mL de solvente)

A média de recuperacdo para o diclorometano foi a menor quando
comparada aos demais solventes (57%), os RSD em sua maioria superiores a
20% e chegando até a 60% para um dos analitos. Esta variacdo na andlise nédo
é considerado um resultado satisfatorio frente a otimizacdo de método, portanto
diclorometano foi desconsiderado como solvente ideal para extracdo dos
agrotoxicos no lodo. Ja o acetato de etila, se destaca dentre todos os solventes
testados, por apresentar resultados recuperacdo superiores aos outros
solventes (média de 80% de recuperacdo para todos os analitos). Com
excecdo do dimetoato e da fentiona, que apresentaram recuperacédo de 61 e
69%, respectivamente, o restante dos agrotdxicos apresentou faixas de 71 a
123% e baixos desvios (média de 8%) para este solvente. Esta caracteristica
se deve ao fato de, dentre todos os solventes testados, o acetato de etila
apresenta polaridade intermediaria em relacdo aos agrotoxicos selecionados,

possibilitando assim, maior interacdo na etapa de extragdo, resultando em
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recuperacdes aceitaveis para este solvente. Sendo assim, este foi o solvente
escolhido para a otimizagdo do método. Além disso, dentre os solventes
testados, o acetato de etila se destaca por ser apresentar menor toxicidade e

menor custo para ser utilizado na MSPD.

Casado e colaboradores (2013) também utilizaram acetato de etila como
solvente para extracdo de compostos organicos em lodo de ETE por MSPD e
obtiveram respostas de recuperacdo entre 70 e 120% para a maioria dos

analitos (Casado et al., 2013).

5.5.2 Avaliagdo dos suportes solidos

Uma das variaveis mais importantes na técnica de MSPD ¢é o tipo de
suporte soélido utilizado como dispersor (Zuloaga et al., 2012). O suporte sélido
empregado na técnica possui diferentes funcbes e a seletividade da MSPD
esta diretamente relacionada com a combinacdo do suporte solido com o

solvente adequado para extracao dos analitos (Kristenson et al., 2006).

O suporte sélido utilizado na MSPD atua como um material abrasivo, o
qual tem a funcdo de promover, juntamente com a maceracao, 0 rompimento
da estrutura fisica original da amostra. Geralmente, em métodos de preparo de
amostra como a MSPD, sao utilizados suportes sélidos classicos comerciais,
como C18, C8, alumina, florisil e principalmente silica (Caldas, Rombaldi, et al.,
2013). Fato este que torna a técnica mais cara e com pouco carater de

contribuicdo no que diz respeito aos avangos da quimica verde.

Além dos suportes sélidos tradicionalmente utilizados na MSPD,
materiais alternativos tém merecido destaque, como por exemplo, Polimeros
Molecularmente Impressos (MIPs, do inglés Molecularly Imprinted Polymers)
(Qiao e Du, 2013), Nanotubos de Carbono de Paredes Multiplas (MWCNTSs, do
inglés Multiwalled Carbon Nanotubes) (Su et al.,, 2011), terra diatoméacea
(Herrero et al., 2014; Hertzog et al., 2015) e areia (Bogialli et al., 2008). Além
destes suportes alternativos, este trabalho se destaca na utilizagdo de outros

suportes provenientes de fontes renovaveis.
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Concha de mexilhdo dourado, quitina, quitosana, florisil, casca de arroz,
terra diatomacea, alumina foram testados como suportes solidos na extracao
dos agrotéxicos por MSPD e ainda a matriz isenta de suporte solido foi testada,

totalizando 8 ensaios.

A ideia de testar apenas o lodo como suporte sélido se deu pelo fato dos
resultados de EDS ilustrados anteriormente (Figura 10) apresentarem no
espectro uma grande quantidade de silica presente na matriz, suporte este,
tradicionalmente utilizado na MSPD (Barker et al., 1989). A presenca de silica
torna possivel a probabilidadede de o proprio lodo liofilizado apresentar carater
abrasivo, podendo assim, eliminar o uso de mais um reagente na MSPD.
Entretanto, como pode ser observado na Figura 16, este teste apresentou
extracdo para apenas 8 dos 15 analitos. Neste sentido e tendo em vista este
resultado, foi confirmada a necessidade do uso de suporte sélido na
maceracao para promover o rompimento da estrutura fisica original da amostra

para extracdo dos analitos. Com isso, novos suportes solidos alternativos foram

testados.
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Figura 16. Recuperacao dos analitos com diferentes suportes solidos testados
na etapa de extracdo. Barras de erros representam RSD (%) (0,5 g de amostra

fortificada; 0,5 g de suporte solido; 5 mL de acetato de etila)
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A concha de mexilhdo dourado foi testada como suporte sélido por
apresentar caracteristica de um material abrasivo e alternativo quando usado
na MSPD. Este material foi obtido e caracterizado diretamente no LACOM
(Rombaldi et al., 2015). Estudos realizados pelo proprio grupo estudaram este
material como suporte solido na determinacdo de farmacos em amostras de
peixes de consumo (Hertzog et al., 2015). Embora para extracdo de
agrotoxicos no lodo de ETA a concha de mexilhdo ndo tenha apresentado
resultados dentro da faixa de recuperacao aceitavel (21 a 70% para 9 dos 15
analitos), o uso da concha de mexilhdo como material abrasivo no preparo de
amostra por MSPD é considerado um trabalho promissor.

Outro material alternativo utilizado como suporte solido foi a quitina. Este
material apresenta diversas aplicacfes dentro do ramo da quimica, sendo
considerado o segundo polimero natural mais abundante na natureza,
perdendo apenas para a celulose. Suas principais fontes sdo de crustaceos
marinhos, camardes e caranguejos (Younes e Rinaudo, 2015). Recentemente
tem sido relatados trabalhos na literatura em que a quitina tem sido estudada
na etapa de limpeza em trabalhos de preparo de amostra, como 0 QUEChERS
(Cerqueira et al., 2014; De Oliveira Arias et al., 2014), e como suporte solido na
MSPD. No trabalho de Hertzog e colaboradores (2015) testaram a quitina
assim como a concha de mexilhdo, como suporte sélido para extracdo de

farmacos em peixes (Hertzog et al., 2015).

A quitina utilizada neste trabalho foi obtida através do Laboratorio de
Operacdes Unitarias (LOU) da FURG, e diferentemente dos outros suportes
sélidos testados anteriormente, este apresentou recuperacdes para todos os
analitos, com valores entre 75 e 123% e com RSD abaixo de 20% para todos
0S compostos.

A quitosana, outro material testado como suporte sélido, € um derivado
da quitina, obtido através de reacfes de desacetilacdo alcalina e também tem
diversas aplicacbes no ramo da quimica, podendo ser utilizada em um grande
namero de aplicagbes industriais, dentre as quais podem ser destacadas
biocompatibilidade,  biodegradabilidade, propriedades  antibactericidas,

emulsificante e quelante (Moura et al., 2006). Este material foi testado na etapa
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de extracao da MSPD e diferentemente das respostas obtidas com a quitina, as
recuperagbes para a quitosana variaram de 37 a 104%. Sendo que
tebuconazol ndo foi extraido e a recuperacdo de 37% se diz respeito ao
benfuracarbe. Os valores de RSD (%) quando utilizado este material ficaram
em torno de 26%, considerado uma variagdo superior dentro de técnicas de
preparo de amostra, como a MSPD.
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Figura 17. Estrutura quimica da quitina (Fonte: (Kumar, 2000))
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Figura 18. Estrutura quimica da quitosana (Fonte: (Kumar, 2000))

Como pode ser observado nas Figuras 17 e 18, embora sejam
considerados materiais semelhantes, a quitina e a quitosana apresentaram
comportamentos diferentes para alguns dos analitos testados na MSPD. O que
difere a quitina da quitosana é a substituicdo do grupo acetamino na posi¢ao 2
pelo grupo amino (Moura et al.,, 2006). Essa substituicdo faz com que a
quitosana nao apresente a mesma estrutura planar, e consequentemente
mesma interagdo quando comparada com a quitina, diminuindo assim, a sua

eficiéncia de extragéo frente aos analitos testados.
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O florisil também foi testado como suporte sdélido para extracdo dos
agrotoxicos no lodo. O florisil é considerado um material com caracteristica
abrasiva e também tem sido estudada a sua utilizacdo em estudos de preparo
de amostra tanto como suporte solido, como na etapa de limpeza do extrato
(Caldas, Rombaldi, et al., 2013). Alguns trabalhos em especial utilizam o florisil
como suporte sdélido para extracdo de PPCPs, compostos fendlicos e
agrotoxicos de amostras de solos, sedimentos e lodo de ETE (Li et al., 2002;
Blanco et al., 2006; Shen et al., 2006). Entretanto, quando testado como
suporte solido juntamente com o lodo de ETA o florisil apresentou
recuperacdes, na faixa de 32 a 82% para os 15 agrotdxicos, 0 que nao €

considerado um resultado adequado para otimizacao do método.

Outra opcgdo para uso como suporte solido alternativo é a casca de
arroz. Este material foi testado com suporte sélido juntamente com o lodo com
o objetivo de utilizar um residuo gerado através de trabalhos de determinacgéo
de HPAs em amostras de arroz no LACOM. A casca de arroz utilizada foi
triturada previamente. Alguns trabalhos ja utilizaram a casca de arroz como
suporte sélido na MSPD, como Carvalho e colaboradores (2012) para extracao
de aflatoxinas em cebola. Os autores ressaltam a importancia do reuso de
suportes solidos alternativos, como é o caso da casca de arroz, encontrada em
abundancia no Rio Grande do Sul (Carvalho et al., 2012). O uso potencial da
casca de arroz como suporte soélido decorre da superficie de contato e
constituicdo quimica que este suporte apresenta. Caracterizada como 35% de
celulose, 12% de lignina, 25% de hemicelulose e ainda 14% de 6xidos de silicio
além de outros 6xidos, como 6xido de magnésio e 6xido de célcio (Foletto et
al., 2005; Della et al., 2006; Graminha et al., 2008; Carvalho et al., 2012). Como
suporte soélido para extracdo dos agrotéxicos no lodo, embora a casca tenha
apresentado RSD inferiores a 20% para todos os analitos, as recuperacdes
variaram de 59 a 84%. Sendo assim, para a extracdo de agrotdxicos em lodo
de ETA, a casca de arroz ndo apresentou resultados dentro da faixa de 70 a
120%, entretanto € considerada uma possibilidade interessante de reuso

guando esta acaba se tornando mais um residuo laboratorial.

A terra diatomacea, outro suporte sélido tradicionalmente utilizado na
MSPD, (Herrero et al., 2014; Hertzog et al., 2015) é um produto obtido de
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diatomaceas e caracterizado por apresentar grande area superficial, estrutura
porosa, baixa densidade além de apresentar em sua composi¢do dioxidos de
silicio e alumina, garantindo ampla aplicabilidade em &rea industrial (Al-Degs et
al., 2001; Tsai et al., 2006). A terra diatomacea também foi testada e esta
apresentou recuperacoes de 52 a 72% e com RSD muito elevados, chegando a
30% para um dos analitos (dimetoato).

Outro suporte sélido testado foi a alumina. Assim como o florisil, a
alumina € um o6xido simples, estudada tanto como alternativa na MSPD como
suporte sélido como na etapa de limpeza do extrato final (Caldas, Rombaldi, et
al., 2013). Entretanto, quando utilizada na maceragdo com o lodo de ETA, esta
apresentou faixas de recuperacdo de 41 a 81%, embora tenha apresentado
valores de RSD inferiores a 20%, as respostas em termo de recuperacdo Sao

consideradas baixas.

Tendo em vista os 8 ensaios realizados como suportes solidos na MSPD
do lodo de ETA liofilizado, o material que apresentou melhores respostas, em
relacéo recuperacédo e baixos RSD foi a quitina. Este suporte sélido apresentou
recuperacéo entre 75 e 123% e RSD inferiores a 20% para todos os analitos.
Sendo assim, escolhido para otimizacdo da MSPD. O que se torna um
resultado positivo para a proposta da utilizacdo de suportes sélidos alternativos

na extracao de agrotoxicos no lodo de ETA por MSPD.

5.5.3 Avaliacéo do efeito do sal

A utilizacdo de sais em métodos de preparo de amostra depende da
caracteristica de cada amostra, se liquida ou sélida e a funcionalidade destes
sais frente aos analitos. Em métodos de extracdo liquido-liquido, como a
DLLME (Micro-Extracdo Liquido Liquido Dispersiva, do inglés Dispersive
Liquid-Liquid Micro Extraction) séo utilizados sais a fim de se estudar o efeito
salting out dos compostos em se particionarem na fase orgéanica e serem
extraidos com exatiddo (Marube et al., 2015). JA& em método que utilizam
amostras solidas, como é o caso da MSPD, os sais séo utilizados como

agentes secantes, evitando que a possivel presenca de agua interfira no
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processo de extracdo durante a dispersdo da amostra (Blanco et al., 2006).
Com esse intuito, foram testados dois diferentes sais, sulfato de magnésio e
sulfato de sédio. Sendo estes dois, provenientes do anion SO,*, que tem a
funcionalidade secante da amostra. Um teste de extracdo sem a presenca de
sal também foi realizado. A Figura 19 ilustra as faixas de recuperagfes obtidas
para os diferentes sais testados.
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Figura 19. Recuperagéo dos analitos com diferentes sais testados na etapa de
extracdo. Barras de erros representam RSD (%) (0,5 g de amostra fortificada;
0,5 g de quitina; 5 mL de acetato de etila)

A analise estatistica de Tukey realizada para este teste ndo apresentou
diferenga significativa quanto a utilizacdo dos sais ou entdo a auséncia deles.
Isso pode se explicar pelo fato das amostras de lodo ja estarem secas pelo
processo de liofilizagdo antes mesmo de serem utilizadas no preparo de
amostra. Os resultados mostraram que a presenca ou nao de qualquer sal ndo
melhoraria a extragdo dos compostos na MSPD. O que é considerado um
resultado positivo, pois elimina o uso de mais um reagente quimico e
consequentemente uma maior quantidade de residuos para serem tratados e
destinados. Com isso, néo foi utilizado sal na MSPD para extracdo dos

agrotoxicos no lodo de ETA.
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5.6 Planejamento de experimentos

A metodologia do planejamento fatorial € considerada uma importante
ferramenta dentro da teoria estatistica, a qual fornece informacdes confiaveis
sobre os experimentos, minimizando resultados empiricos associados a
técnicas de otimizacao por tentativa e erro (Mason et al., 2003). A ferramenta
estatistica de planejamento se destaca pela redu¢do do nimero de ensaios
experimentais, melhoria da qualidade dos resultados obtidos e
consequentemente a diminuicdo do tempo e do custo de analise com geracéo
de menos residuos laboratoriais.

Neste trabalho foi realizado um planejamento completo 2° com um
namero total de 11 experimentos. As variaveis quantitativas (massa de
amostra, massa de suporte sélido e volume de solvente) foram avaliadas. A
quitina foi utilizada como suporte sélido e acetato de etila como solvente para
extragdo dos agrotoxicos por MSPD. A Tabela 6 ilustra as condi¢gfes testadas

no planejamento.

Tabela 6. Condic¢fes fixadas no planejamento para analise das variaveis
guantitativas na etapa de extracao

n° de Massa de amostra Massa de suporte Volume
ensaios (9) solido(g) de solvente (mL)
1 -1 (0,59) -1 (0,59) -1 (5mL)
2 1(1,59) -1 (0,59) -1 (5mL)
3 -1 (0,59) 1(29) -1 (5mL)
4 1 (1,59) 1(209) -1 (5mL)
5 -1(0,59) -1(0,59) 1 (10 mL)
6 1(1,59) -1(0,59) 1 (10 mL)
7 -1(0,59) 1(29) 1 (10 mL)
8 1(1,59) 1(29) 1 (10 mL)
9 0(09) 0(1,2509) 0(7,5mL)
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10 0(1g) 0 (1,25 g) 0 (7,5 mL)
11 0 (1g) 0 (1,25 g) 0 (7,5 mL)

Ap6s, realizado o planejamento fatorial completo 23, em um total de 11
experimentos, todos os ensaios foram avaliados visando principalmente a
interacdo entre as variaveis e os efeitos obtidos. A Tabela 7 apresenta as
respostas em termos de recuperacao, e de acordo com a Tabela 8 é possivel

analisar os efeitos obtidos para as varidveis estudadas no planejamento.



Tabela 7. Respostas de recuperacéo obtidas para cada analito frente ao ensaio experimental do planejamento 23

Variaveis quantitativas
Massa de Massade Volume de

amostra suporte solvente a* b* c* d* e* f* g* h* i* J* k* [* m*

(9) s6lido (g) (mL)

-1 -1 -1 99 55 87 71 96 81 77 58 21 61 83 101 59
1 -1 -1 69 81 84 57 103 78 85 42 85 93 82 94 74
-1 1 -1 76 67 87 75 94 82 82 47 88 37 78 89 113
1 1 -1 57 69 77 50 84 77 76 45 80 70 74 95 83
-1 -1 1 68 77 85 67 82 78 84 67 82 62 88 86 60
1 -1 1 61 79 86 61 93 83 86 54 87 102 88 93 60
-1 1 1 70 87 86 73 88 79 83 70 89 79 90 94 72
1 1 1 51 96 97 64 89 91 106 70 95 163 95 103 78
0 0 0 75 87 95 70 96 83 87 83 89 109 87 94 89
0 0 0 65 87 89 72 94 85 78 86 89 103 88 129 105
0 0 0 62 85 91 70 92 86 92 91 89 106 90 92 74

*a — dimetoato, b — atrazina, ¢ — clomazona, d — clorotalonil, e — fenitrotiona, f — aldrin, g — captana, h — fentiona, i —

clorpirifés, j — tebuconazol, k — bifentrina, | — cialofope, m — benfuracarbe, n — fenoxaprope, o - permetrina

79

n*

93
89
91
78
81
91
90
96
95
92
91

0*

86
86
97
80
72
90
89
86
89
87
90



Tabela 8. Efeitos dos analitos para cada ensaio experimental do planejamento 2°
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Efeitos dos analitos para cada ensaio experimental do planejamento 2}

Fatores a* b* c* d* e* f* g* h*
Média de recuperagio 68,4287 79,06483 87,61777 66,3951 91,99398 82,09405 84,89865 64,92575
(1) massa de amostra -18,7541  9,42136 -0,58678 -13,5057 2,11745 2,24180 6,59337 -7,64015
(2) massa de suporte sélido -10,4285  6,78742  1,32625 15119 -4,72778  2,37474  3,76449  2,65117
(3) volume de solvente -12,6956 16,44914  4,57518 2,9651 -6,33099 3,16436  9,61436 17,57961
1x2 -0,3363 -3,90703  0,56805 -3,3623 -7,35290 1,17004 1,61701 6,61884
1x3 6,0890 -3,96756  6,45587 56351  3,92897 6,27387  6,13643  1,22849
2x3 6,6011 6,66476  4,81332 2,9502 5,83658 1,82493 550664  7,27250

1x2x3 -5,7647  7,96627  3,86096 19339 151190 2,19687

i*
81,4390
17,0569
19,3759
19,5002

-17,4613
-11,1220
-11,4728

j*
89,53388
46,95897

7,62476
36,26878
11,10461
14,30148
31,45089

k*
85,62292
0,00978
-0,56379
11,23646
0,25933
2,56787
5,46938

I*
97,16413
3,81247
1,78780
-0,79798
3,72591
4,03432
7,27718

m*
78,8680
-2,5330
23,2489
-14,9763
-9,5931
5,2858
-8,3539

n*
89,78856
-0,21039
0,14524
1,83133
-3,10936
8,21314
6,34772

*a — dimetoato, b — atrazina, ¢ — clomazona, d — clorotalonil, e — fenitrotiona, f — aldrin, g — captana, h — fentiona, i — clorpirifés, j — tebuconazol, k —

cialofope | — benfuracarbe, m — fenoxaprope, n — permetrina, o - bifentrina

*Valores em negrito representam efeito sobre as variaveis

O*
86,64561
0,03169
4,87386
-3,11476
-9,75973
8,08807
1,85678
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Com relagéo aos efeitos observados para cada analito, € possivel observar
gue os analitos clomazona, captana, fentiona, clorpirifés, benfuracarbe e
fenoxaprope nao apresentaram respostas com efeitos significativos (a 90% de
confianga), ou seja, qualquer diminuicdo ou aumento das variaveis (massa de
amostra, massa de suporte solido e volume de solvente) ndo evidencia melhora
nas respostas de recuperagdo dos analitos. Em contrapartida, o restante dos

analitos se comportou de maneira diferente.

Para o dimetoato todas as variaveis apresentaram efeito negativo, ou seja,
diminuicdo tanto da massa amostra, massa de suporte sélido quanto do volume de
solvente aumentaria as respostas de recuperacdo para este analito em 20%,
chegando a 100% de recuperacdo. Ja para atrazina foi observado efeito positivo
apenas para o volume de solvente,ou seja, 0 aumento quantitativo dessa variavel
aumentaria as respostas para esse analito em 16%, chegando a recuperacéo a 95
%. O analito clomazona apresentou efeito negativo apenas para massa de
amostra. Para a fenitritiona foi observado efeito negativo de -6,3 para volume de
solvente e para a relacdo da massa de amostra com massa de suporte solido e
positivo para relacdo da massa de suporte com volume de solvente. O aldrin
apresentou efeito apenas para a relacdo massa de amostra e volume de solvente.
O analito tebuconazol apresentou efeitos positivos de 46% para massa de amostra,
36% para volume de solvente e para a relacdo massa de suporte e volume de
solvente de 31%. Cialofope apresentou efeito positivo para volume de solvente e
para relacdo do solvente com massa de suporte sélido. Permetrina ndo apresentou
efeito de nenhuma variavel separadamente, apenas para a relacdo da massa de
amostra com volume de solvente e massa de suporte soélido com volume de
solvente também. Por fim, a bifentrina também apresentou este comportamento,
porém efeito negativo para a relacdo massa de amostra e volume solvente e

positivo para massa de suporte solido e volume de solvente.

Sendo assim, dos 15 analitos apenas 6 apresentaram respostas com efeitos
de influéncia significativa, e por conta dos efeitos apresentados para o restante dos
analitos foi escolhida como melhor condicdo do planejamento aplicado o ensaio n°
2. Onde foi usada a menor massa de suporte sdlido (0,5 g) a massa de amostra de
1,5 g e volume de acetato de etila de 5 mL. Quando aplicado o planejamento, essa

condicdo apresentou respostas de recuperacdo entre 70 e 120% com RSD < 20%
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para todos os analitos. Com isso, novos testes univariados foram realizados
utilizando essa condicdo. Vale ressaltar ainda, que com exceg¢ao apenas do
dimetoato, clorotalonil e fentina (que apresentaram meédias de recuperacdo em
torno de 66%) o restante dos analitos apresentou média de recuperacao superior a
79%.

5.7 Testes univariados

5.7.1 Teste de fortificacao

Apés fixadas as variaveis qualitativas e quantitativas e de acordo com o
planejamento fatorial, escolhida a melhor condicdo utilizada na MSPD, foram
realizados testes univariados com o intuito de otimizar, por completo, 0 método de

extracao.

As amostras foram submetidas aos testes de fortificagdo variando o tempo
de interacdo da amostra com a adicdo da mistura padrdo dos 15 analitos no tempo
de 20, 40, 60, 80, 1440 e 4320 minutos. As respostas foram analisadas em termos

de recuperacao para todos os analitos.

A Figura 20 ilustra as respostas para todos os 15 agrotoxicos, onde é
possivel observar que quando usado o tempo de 20 minutos de fortificacdo foram
obtidas respostas de recuperacdo na faixa de 38 a 121%, sendo que 38% de
recuperacao para o dimetoato é considerado um resultado inferior, extrapolando a
faixa aceitavel, e os valores de RSD para este tempo também ficaram fora da faixa
aceitavel chegando a 29% para o mesmo analito. Pode-se concluir, assim, que 20
minutos ndo tenha sido tempo suficiente de interacdo da amostra com a mistura
padrao dos analitos, ndo apresentando boas respostas de extracdo. Com isso

novos tempos foram testados.
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Figura 20. Recuperagédo dos analitos com diferentes tempos de fortificagdo. Barras de
erros representam RSD (%) (1,5 g de amostra fortificada; 0,5 g de quitina; 5 mL de

acetato de etila)

No tempo de 40 minutos as respostas de faixa de recuperacéo dos analitos
foram de 41 a 105% com RSD chegando a 33% para o tebuconazol. Pode-se
concluir que os resultados para este tempo se assemelham ao tempo de 20
minutos. Entretanto, quando testado o tempo de 60 minutos de fortificacdo as
respostas foram melhores. A faixa de recuperacéo foi de 65 a 137% com RSD
inferiores a 20% para todos os analitos. Diferentemente do tempo de 20 e 40
minutos, este teve maior tempo de interacdo da amostra com a mistura padréo dos

analitos, extraindo na faixa aceitavel de recuperagéo para todos os 15 agrotoxicos.

Tempos de 80, 1440 e 4320 minutos de fortificagdo também foram testados.
Os mesmos apresentaram recuperacdes na faixa de 70 a 120% e os testes de
Tukey n&o apresentaram diferenga significativa entre os resultados obtidos.
Levando em consideracdo o fato dos resultados ndo apresentarem diferenca
significativa entre os tempos de 60 e 80 minutos, foi escolhido o tempo de 60
minutos como tempo ideal para fortificacdo das amostras. Visto que, € o tempo de
fortificacdo geralmente utilizado na MSPD e considerando o tempo de 80, 1440 e
4320 minutos muito elevado quando se deseja desenvolver um método analitico de

preparo de amostra rapido e eficiente.
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5.7.2 Teste de maceracao

Apos escolhido o tempo de fortificacdo de 60 minutos, foi testado o tempo de
maceracao na etapa de extragcdo da MSPD no tempo de 1, 3 e 5 minutos. Este
teste foi realizado objetivando a otimizacdo do tempo de maceracgéo, visto que
como a amostra utilizada ja passou pelo processo de liofilizacdo, esta apresenta
maior tendéncia de interacdo com o suporte solido. Como pode ser observado pela
Figura 21, é possivel notar que mesmo tendo testado 1 e 3 minutos de maceracéo,

as melhores respostas ainda foram quando se utiliza 5 minutos.

120
= 100
S
o 80
i
S 60
g E 1 min
3 40 .
8 3 min
4

20 E5 min

Figura 21. Recuperacgéo dos analitos com diferentes tempos de maceragéo. Barras
de erros representam RSD (%) (1,5 g de amostra fortificada por 60 minutos; 0,5 g

de quitina; 5 mL de acetato de etila)

Os resultados foram avaliados em termos de recuperacdo. Em relagdo ao
tempo de 1 minuto de maceracdo da amostra juntamente com o suporte sélido, 5
dos 15 agrotdxicos ndo apresentaram resultados de recuperacéo. Isso pode ser
explicado pelo fato de que 1 minuto ainda ndo seja tempo suficiente para que a
maceracdo cumpra com o propésito inicial da MSPD, que é romper a estrutura
fisica original da amostra e deixar os analitos livres para serem extraidos. O
mesmo comportamento pode ser observado com o tempo de 3 minutos de

maceragao. Para os mesmos 5 analitos (fenitrotiona, aldrin, captana, fentiona e
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clorpirifés) esse tempo ndo apresentou recuperacdo. JA o tempo que apresentou
resultados de recuperacgdes entre 70 e 120% foi o tempo de 5 minutos. Sendo este
considerado o tempo ideal para que a estrutura fisica original da amostra seja

rompida e os analitos extraidos.

Os mesmos trabalhos que utilizaram o tempo de 60 minutos para fortificacéo
também empregaram 5 minutos de maceracdo na MSPD (Duarte et al., 2013;
Hertzog et al., 2015).

Além do tempo de maceracéo, foi ainda realizado um teste a respeito da
caracteristica principal da MSPD, a maceracdo. As amostras de lodo foram
fortificadas igualmente como em todo processo de otimizacdo do método. As
amostras fortificadas maceradas foram comparadas com amostras fortificadas sem

a etapa de maceracdo (apenas adicionando o solvente).

A Figura 22 apresenta o cromatograma obtido com a extracdo dos analitos
utilizando apenas solvente. E possivel notar que os analitos ndo apresentaram o
mesmo comportamento de detectabilidade no GC-MS. Sendo assim, foi confirmada
a necessidade da etapa de maceracdo na MSPD para extracdo dos analitos

presentes na amostra.
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Figura 22. Cromatograma obtido através na extracdo dos analitos em solvente

acetato de etila na concentracédo de 1 mg L™

Realizados todos os testes visando a otimizacdo do método de preparo de

amostra, foram fixadas as condicdes de extracdo para a validagcdo do método.

5.8 Validacdo do método empregando MSPD e GC-MS

5.8.1 Limite de Deteccdao e Limite de Quantificacéo

A partir de injecbes de padrbes preparados no extrato da matriz foram
avaliadas as razdes sinal/ruido, sendo considerado o valor de s/n 10 como LOQ e
s/n 3 de LOD Na Tabela 9 sdo apresentados os LOD e os LOQ do método, em ug
kg™ para os compostos em estudo.

O método desenvolvido ndo apresenta fator de diluicdo ou pré-concentracgao,
entretanto devido as diferencas de sensibilidade e comportamento dos analitos,

guando solubilizados na matriz, os LOD e LOQ se apresentaram diferentes.
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Tabela 9. Limites de deteccao (LOD) e de quantificacao (LOQ) obtidos para o

método otimizado

LOD, LOQm
Analitos Mg Mg
kg-l) kg-l)
Dimetoato 15 50
Atrazina 1,5 5
Clomazona 15 5
Clorotalonil 15 50
Fenitrotiona 30 100
Aldrin 15 50
Captana 30 100

Fentiona 151 500
Clorpirifos 30 100

Tebuconazol 15 50
Bifentrina 3 10
Cialofope 151 500

Benfuracarbe 1,5 5

Fenoxaprope 15 50

Permetrina 15 5

5.8.2 Curvas analiticas e linearidade

De acordo com as caracteristicas de cada analito, as curvas analiticas
responderam em diferentes faixas de concentracdo. A Tabela 10 mostra os
coeficientes de correlacdo obtidos nas curvas preparadas no solvente e no extrato
da matriz. Como pode ser observado, os coeficientes de correlagdo (r) variaram
entre 0,9700 e 0,9999, estando, portanto, dentro da faixa recomendada pelo
INMETRO (r > 0,90) para todos os analitos.
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Tabela 10. Coeficiente angular (a), intercepto (b) e coeficiente de correlacao (r)
para as curvas analiticas no solvente e no extrato

Solvente Matriz

Analitos a b r a b r
Dimetoato  391582,2 1524,82 0,9979 3387459 7067,26 0,9968
Atrazina 51295,48 1446,22 0,9982 55210,21 3062,08 0,9933
Clomazona 95971,45 3042,18 0,9982 128664,6 8088,61 0,9907
Clorotalonil 198400,4 2588,23 0,9981 314905,2 18761,62 0,9988
Fenitrotiona 711634,9 758,3998 0,9999 7922554 19856,9 0,9966
Aldrin 84797,81 4012,643 0,9969 1142775 11004,27 0,9838
Captana 290892,6 12511,3 0,9974 314995,1 22710,08 0,9907
Fentiona 7170164 312023,5 0,9959 6821434 514827,9 0,9858
Clorpirifés ~ 395492,9 15279,89 0,9971 411670,2 25051,64 0,9902
Tebuconazol 64398,57 2112,601 0,9986 65265,7 5323,625 0,9890
Bifentrina 333415,3 13603,24 0,9982 381578,9 27758,38 0,9903
Cialofope 2280067 240581,1 0,9834 1939968 256428,1 0,9700
Benfuracarbe 47365,93 52592,66 0,9808 26714,91 3511,16 0,9913
Fenoxaprope 307395,7 10143,94 0,9978 283134,3 19437,52 0,9891
Permetrina 57072,33 3149,082 0,9982 65418,84 47211,44 0,9903

Através destes resultados pode-se verificar que a linearidade do método é
adequada, uma vez que valores de coeficientes de correlacdo préximos a 1 foram
obtidos, o que, segundo o INMETRO, ANVISA e SANCO sé&o considerados
adequados.

5.8.3 Exatiddo e Precisdo

Para avaliacdo da exatiddo do método, foram realizados ensaios de
recuperacdo em trés niveis diferentes (baixo, médio e alto), correspondendo as
concentragcfes 1 LOQ, 5 LOQ e 10 LOQ de cada analito. Neste trabalho, foram
seguidas as recomendac0tes de validacdo de métodos cromatograficos, na qual as
recuperacbes devem estar entre 70 e 120% e a precisdo com valores de RSD
menor ou igual a 20% (Ribani et al., 2004), (SANCO, 2012).
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Tabela 11. Recuperacao (%) e precisao (%) em termos de repetibilidade e precisao
intermediaria para os analitos de estudo, fortificados em diferentes niveis

Repetibilidade Precisdo intermediéria

Nivel de fortificacéo R RSD Nivel de fortificacao R RSD

Analito (g kg™) (%) (%) (g kg™) (%) (%)
50 60 5 50 110 12
Dimetoato 250 54 2 250 51 9
500 70 3 500 51 6
5 126 8 5 93 4
Atrazina 25 92 4 25 88 7
500 95 5 500 90 5
5 119 15 5 95 3
Clomazona 25 91 1 25 91 6
50 94 5 50 91 7
50 107 6 50 97 5

Clorotalonil 250 81 4 250 88 11
500 86 2 500 81 10
100 128 6 100 110 7
Fenitrotiona 500 92 2 500 9% 7
1000 93 4 1000 9% 6

50 95 9 50 93 15
Aldrin 250 80 7 250 87 4
500 93 1 500 86 2
100 106 7 100 100 9
Captana 500 91 2 500 93 5
1000 95 5 1000 94 5
50 99 7 50 102 5
Fentiona 250 86 2 250 92 6
500 93 6 500 91 11
100 114 3 100 105 6
Clorpirifés 500 91 2 500 93 6
1000 96 5 1000 94 5
50 98 19 50 91 5
Tebuconazol 250 84 6 250 71 9
500 81 5 500 69 6
10 106 14 10 113 6
Bifentrina 50 96 1 50 99 6
100 98 6 100 100 6
50 118 6 50 115 3
Cialofope 250 94 2 250 97 5
500 98 5 500 101 4
Benfuracarbe y 118 10 > 106 7
25 119 14 25 105 17
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50 111 4 50 123 13

50 119 5 50 117 5
Fenoxaprope 250 86 4 250 97 7
500 96 4 500 99 4

5 116 8 5 116 18
Permetrina 25 106 10 25 94 5
50 96 7 50 101 6

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 11, é possivel
observar que os valores de exatiddo obtidos nos ensaios de recuperacdes ficaram
na faixa de 70 a 120% com desvios < 20% para a repetibilidade e precisédo
intermediaria. Com excecdo do dimetoato e tebuconazol (nivel 500 pg kg™) todos
0os demais analitos apresentaram valores de RSD de acordo com as normas de
recomendacao, sendo todos inferiores a 20%. Sendo assim, o método pode ser

considerado exato e preciso dentro dos niveis de fortificacdo aplicados.
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5.8.4 Efeito matriz

Na analise cromatografica de amostras complexas, como o lodo de ETA, as
respostas atribuidas a compostos, como os agrotoxicos, podem sofrer alteracdes
causadas por componentes da matriz. Este fendmeno é usado para explicar as
taxas de recuperacdo de agrotoxicos que exceda 100% e baixa precisdo dos
resultados m(Hajslova et al., 1998). Em GC-MS o efeito matriz pode ser observado
efeito matriz de forma positiva (enriquecimento de sinal) ou entdo negativo

(supressao de sinal) (Lancas, 1993).

Para avaliacdo e minimizacdo do efeito matriz, foram realizadas etapas de
limpeza do extrato testando diferentes sorventes nesta etapa. Testes na etapa de
limpeza foram baseados em estudos da literatura que realizam esta etapa em

amostras de lodo e sedimento.

Alguns estudos relatam que utilizacéo de florisil na etapa de limpeza durante
a extracdo de compostos organicos fenélicos em lodo de ETE e sedimento, diminui
significativamente o efeito matriz (Blanco et al., 2006; Pérez et al., 2012). Outros
autores relatam a mistura de florisil com outros materiais, como sulfato de sédio,
alumina, silica e ainda silica e sulfato de sodio para extracdo de inseticidas,
agrotoxicos organofosforados, piretroides e triazinas em trabalhos com sedimento e
lodo (Li et al., 2002; Shen et al., 2006; Sanchez-Brunete et al., 2008; Ettiene et al.,
2012; Wang et al., 2012). Por conta disso, foi avaliado o efeito matriz no extrato
final sem etapa de limpeza, com florisil, florisil e silica, e florisil e alumina através da
inclinacdo das curvas analiticas no solvente e no extrato da matriz. As propor¢des
destes sorventes também foram avaliadas. Foi testado 1 g de florisil; 0,5 g de florisil
+ 0,5 de silica e 0,5 g de florisil + 0,5 g de alumina. A Figura 23 ilustra os diferentes

efeitos de matriz obtidos nestes testes de limpeza de extrato.
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Figura 23. Efeitos matriz observados para diferentes etapas de limpeza realizadas

para os agrotoxicos de estudo

Podem ser observados diferentes comportamentos de efeitos de matriz no
extrato final da MSPD. Sem etapa de limpeza do extrato o efeito matriz variou de -
40 a 40 %. Quando utilizado apenas florisil (1 g) o efeito matriz ndo apresentou
mudancas muito significativas, ficando entre -39 e 38%. Ja quando utilizado a
mistura florisil (0,5 g) + silica (0,5 g) o efeito matriz variou de -17 a 45%. Em contra
partida, quando utilizado a mistura de florisil (0,5 g) e alumina (0,5 g) o efeito matriz

se comportou de maneira diferente, ficando entre -1 e 20%.

A mistura florisil e alumina foi selecionada para etapa de limpeza do extrato
final apés a MSPD. O efeito matriz foi avaliado pela comparacéo da inclinacao das
curvas analiticas preparadas no solvente e no extrato, onde o efeito é considerado
baixo quando apresentar valores iguais a + 20%, médio para valores entre +20 a
50% e alto para valores superiores a + 50%. A Figura 24 representa o efeito matriz
obtido para os agrotoxicos de estudo com a misgtura florisil e alumina. Para a
bifentrina foi observado o efeito matriz de 20% e -1% para o dimetoato. O restante

dos analitos apresentou efeito matriz inferior a 20%.

O efeito matriz positivo de 20% em especial ocorre para bifentrina, pois
compostos de elevada massa molecular (acima de 400 g mol™) dificultam a
volatizacdo e menor quantidade do analito é introduzido na coluna, produzindo
assim, menores respostas e consequentemente maior efeito matriz (a bifentrina
apresenta massa molecular de 422,8 g mol?). J4 o efeito matriz negativo

apresentado para o dimetoato, embora seja de 1%, este pode indicar que
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componentes da matriz, de alguma forma, se degradam ou entdo reagem com 0

analito (Hajslova et al., 1998; Sanchez-Brunete et al., 2005; Pinho et al., 2009).
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Figura 24. Efeito matriz para os agrotoxicos em estudo, calculado pela inclinacao

das curvas analiticas preparadas no solvente e no extrato da matriz

5.9 Eficiéncia do processo (EP)

A eficiéncia do processo (EP) foi avaliada a fim de relacionar efeito matriz e

recuperacdo para o método otimizado. Geralmente, quando ocorre enriquecimento

de sinal provocado pelo efeito matriz positivo, é ocasionado um aumento da

eficiéncia do processo e a supressao de sinal pode causar baixa eficiéncia de

processo, mesmo com elevadas recuperacdes (Varga et al., 2011). Para isso foi

usada a equacédo de Matuszewski et al. (2003) que visa a relacdo do efeito de

matriz com as recuperagbes do meétodo otimizado. A Figura 25 ilustra a relacéo

estabelecida entre recuperacao, efeito matriz e resultados de EP para todos os

analitos.
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Figura 25. Relacao entre R %, EM % e EP % para o método otimizado

Para a maioria dos analitos, os valores de EP se aproximam de 100, o que
segundo Matuszewski e colaboradores (2003) € considerado um bom resultado,
evidenciando bons indices de recuperacdo e baixo efeito matriz. A maioria dos
analitos apresentou este comportamento, com excecdo da fentiona e do
benfuracarbe, que apresentaram recuperacdes proximas a 120%, por iSso 0s
resultados de EP chegaram a 128%, somente para estes dois analitos em especial.

5.10 Aplicabilidade

Apos a otimizacédo e validagcdo do método proposto, o mesmo foi reproduzido
e aplicado para amostras de lodo da ETA de Rio Grande e no Sistema Autbnomo
de Saneamento de Pelotas, o SANEP de Pelotas. As amostras foram coletadas,
armazenadas e submetidas ao processo de liofilizacdo para que todas estivessem
na mesma condicdo para o processo de aplicabilidade. As amostras foram

guantificadas por adicdo padréo.

Em Pelotas, a agua para consumo é tratada de forma convencional pelo
SANEP. A companhia subdivide-se em trés ETAs: ETA Santa Barbara, ETA Sinnott
e ETA Moreira. Para aplicabilidade do método, foram coletadas amostras na ETA
Santa Barbara que esté localizada a 3 km do centro da cidade e foi construida com
o objetivo de reforgar o abastecimento de agua potavel da cidade, aproveitando as

aguas da barragem construida com o fechamento do Arroio Santa Barbara. O
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SANEP produz uma quantidade de 40 milhdes de litros de agua tratada por dia e
possui, atualmente 8 decantadores que geram uma grande demanda de lodo
mensalmente, sendo que esse residuo do tratamento de agua ainda ndo tem
disposicdo final. A ETA Santa Barbara abastece o centro, zona do porto,
Navegantes, Fatima, Fragata, Distrito Industrial e vila Cohab, os principais bairros
da cidade de Pelotas-RS. A Tabela 12 apresenta as concentracfes de agrotoxicos
gue foram detectados nas amostras de lodo analisadas nos meses de junho e julho
de 2015 na ETA de Rio Grande e de Pelotas.

Tabela 12. Concentracdes dos agrotoxicos detectados nas amostras de lodo da
CORSAN e SANEP (ug kg™) (n=3)

CORSAN SANEP
Agrotoxico (p;ig'l) jun/15 jul/15 jun/15 jul/15
Conc. Conc. Conc. Conc.
(g kg™ (ugkg™ (ugkg™) (ugkg™)

Dimetoato 50 n.d n.d n.d n.d
Atrazina 5 n.d n.d n.d n.d
Clomazona 5 n.d n.d n.d n.d
Clorotalonil 50 <LOQ n.d n.d n.d
Fenitrotiona 100 n.d n.d n.d n.d
Aldrin 50 n.d n.d n.d n.d
Captana 100 n.d n.d n.d n.d
Fentiona 500 n.d n.d n.d n.d
Clorpirifos 100 n.d n.d n.d n.d
Tebuconazol 50 <LOQ <LOQ n.d n.d
Bifentrina 10 n.d n.d n.d. n.d
Cialofope 500 n.d n.d n.d. n.d
Benfuracarbe 5 <LOQ n.d n.d. n.d
Fenoxaprope 50 n.d n.d n.d. n.d
Permetrina 5 <LOQ n.d n.d. n.d

nd* - ndo detectado

N&o foram detectados nenhum dos compostos de estudo na ETA do
SANEP. Isso pode ser explicado pelo fato de que nao existem regides agricolas
proximas a Estacdo de Tratamento, ndo evidenciando assim, a probabilidade de

ser encontrados agrotoxicos nessa regidao. Nao se tem, ainda, nenhum estudo a



96

respeito da contaminacdo nas aguas de superficie e abastecimento dessa ETA. A
companhia é situada em um bairro com pouca estrutura, no que diz respeito a
saneamento basico, e, além disso, possui diversos domicilios. Fica aqui, ideias
para trabalhos futuros a cerca da investigacdo de farmacos e produtos de cuidado

pessoal em 4guas nessa regiao.

Nas amostras coletadas na CORSAN, foram detectados 4 agrotoxicos
concentracfes abaixo do LOQ do método. O tebuconazol, em especial, € um
herbicida amplamente utilizado em lavouras de arroz da regido e desde 2008 este
composto vem sendo encontrado em amostras de &gua de superficie e
abastecimento do municipio de Rio Grande. Vale ressaltar, ainda, que em 2013,
Cerqueira e colaboradores também encontraram esse mesmo composto no lodo de
ETA empregando o método QUEChERS. Evidenciando assim, a resisténcia que
esse composto apresenta de se encontrar tanto nas dguas como no residuo do

tratamento, o lodo.
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6. COMPARACAO DE DADOS OBTIDOS COM TRABALHOS ANTERIORES

Petrovic e colaboradores (2001) investigaram a presenca de produtos de
degradacéo e detergentes em amostra de lodo de ETA empregando UEA e SPE
com determinacgdo por LC-ESI-MS. Utilizando 1 g de amostra de lodo os LODs do
método variaram de 5 a 25 pg kg™. Continuando os estudos, em 2003, 0s mesmos
autores investigaram a presenca dos mesmos compostos, porém testando outro
método de preparo de amostra, a PLE, utilizando também 1 g de amostra e
determinacdo por LC-ESI-MS/MS. J& os LOQs do método para este trabalho
variaram de 0,5 a 1,5 pg kg™*. Em 2007, Stackelbert e colaboradores estudaram a
presenca de farmacos, produtos de degradacdo, detergentes, retardantes de
chamas, plastificantes, fragrancias, HPAs, agrotoxicos e PCPs em lodo de ETA
utilizando PLE como preparo de amostra e LC-MS e GC-MS como determinagéao.
Os LOQs do método variaram de 0,76 a 67 pg kg™ e a massa de amostra néo foi
informada. Em 2008, em seu trabalho de mestrado, Moracci investigou a presenca
de agrotéxicos em lodo de ETA por SLE e determinacdo por LC-ESI-MS/MS
utilizando a massa de 2,5 g de amostra e obteve LOQ para o método proposto de
1000 pg kg™t. Em 2013, Cerqueira e colaboradores, investigaram a presenca de
agrotoxicos, farmacos e produtos de cuidado pessoal, em um total de 12 analitos,
pelo método QUEChERS e LC-ESI-MS/MS e 10 g de amostra, obtendo 1 a 50 ug
kg'como LOQ do método para os analitos de estudo. Toda via, este trabalho se
destaca por apresentar pela primeira vez na literatura, a MSPD e GC-MS como
preparo de amostra para 15 agrotoxicos multiclasses em lodo de ETA. Foram
utilizadas 1,5 g de massa de amostra e 0,5 g de suporte sélido, obtendo como LOQ

do método as faixas de 5 a 500ug kg™.
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7. CONCLUSOES

Foi desenvolvido e otimizado a MSPD assistida por vértex como método de
preparo de amostra seguido de determinacdo por GC-MS para determinacédo de
agrotoxicos no lodo de ETA. Na literatura sdo encontrados poucos trabalhos a

respeito desta matriz.

O trabalho desenvolvido apresenta carater de inovacéo cientifica, uma vez
gue nao foram relatados na literatura trabalhos empregando a MPSD para extracao
de agrotoxicos em amostras de lodo de ETA com utilizacdo de um menor volume
de solvente (5 mL), pouca massa de amostra (1,5 g) e ainda pouca massa de
suporte sélido (0,5 g) e consequentemente a producdo de menos residuos
guimicos. Outra grande inovacao é o emprego da quitina, obtida a partir de cascas

de camardo, como suporte sélido tornando o método mais barato.

As condicbes cromatograficas estudadas e otimizadas permitiram a
identificacdo e quantificacdo dos agrotdoxicos de estudo em um tempo total de

andlise de 16,5 minutos.

Quanto a validacdo do método para todas as figuras de mérito avaliadas, o
método apresentou exatiddo (70 — 120%) e precisdo (RSD < 20%) aceitaveis e
LOQs na faixa de pg kg™. As curvas analiticas apresentaram valores de coeficiente

de correlacao dentro da faixa aceitavel para as faixas de concentracao.

Por fim, pode ser concluido que o estudo desenvolvido com a MSPD assistida
por vértex, em conjunto com a determinacdo por GC-MS se mostrou adequado
para a determinacdo de agrotoxicos em lodo de ETA, atendendo de forma

satisfatéria a todos objetivos tracados neste trabalho.
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8. DESTINO DOS RESIDUOS GERADOS

Os residuos que foram gerados durante o desenvolvimento deste trabalho
foram coletados, separados em frascos devidamente rotulados de acordo com as
normas definidas pela comissdo de residuos da Escola de Quimica e Alimentos, e
armazenados para posterior recolhimento e tratamento por parte de empresa

contratada pela propria Universidade.
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9. PRODUCAO CIENTIFICA NO PERIODO DO MESTRADO

(agosto de 2013 a agosto de 2015)

Participacdo em eventos:

2013 —XII Mostra da Produc¢éo Universitaria (MPU). Universidade Federal do Rio
Grande — FURG

2014 — | WORKSHOP FURG/REFINARIA DE PETROLEO RIOGRANDENSE —
MAPEANDO COMPETENCIAS. Universidade Federal do Rio Grande — FURG

2014 — Simposio Brasileiro de Cromatografia e técnicas afins (SIMCRO), Campos
do Jordéo, Brasil

2014 — XIII Mostra da Producéo Universitaria (MPU). Universidade Federal do Rio
Grande — FURG

2015 — Evento Casadinho. Cooperacdo académica inter-regional entre grupos de
pesquisa em Quimica da FURG, UFSM e UNESP, consolida¢do das linhas de
pesquisa do PPGQTA/FURG. Campus FURG Santo Anténio da Patrulha

Trabalhos apresentados em anais de congresso:

SOARES, K. L.; CERQUEIRA, M. B. R.; MARTINS, A. F.; CALDAS, S. S.; PRIMEL,
E. G. Desenvolvimento de método para determinagcédo de agrotdéxicos em Lodo de
ETA empregando GC-MS. In: Simpoésio Brasileiro de Cromatografia e Técnicas
Afins — SIMCRO Campos do Jordao, SP, 2014.
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Emprego da MSPD para extracdo de farmacos de peixes empregando diferentes
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Campos do Jordao, SP, 2014.

SOARES, K. L.; CERQUEIRA, M. B. R.; MARTINS, A. F.; CALDAS, S. S.; PRIMEL,
E. G. DESENVOLVIMENTO DE METODO PARA DETERMINACAO DE
AGROTOXICOS EM LODO DE ESTACAO DE TRATAMENTO DE AGUA
EMPREGANDO CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA
DE MASSAS.In: 13° Mostra de Producdo Universitaria — MPU; XVI Encontro de
Pos-Graduacao. Rio Grande, RS, 2014.
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treatment sludge using MSPD and GC-MS. In: 5™ Latin American Pesticide Residue
Workshop (LARPW), 2015.

ARTIGOS PUBLICADOQOS:

MARUBE, L. C., CALDAS, S. S., SOARES, K. L., PRIMEL, E. G., Dispersive liquid-
liquid microextraction with solidification of floating organic droplets for simultaneous
extraction of pesticides, pharmaceuticals and personal care products. Microchim.
Acta (2015)
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11. ANEXO

Estruturas, classes e grupos quimicos dos analitos de estudo
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