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RESUMO

Os pesticidas, provenientes de atividades agricolas. atingem as aguas superficiais e
subterraneas, comprometendo a sua qualidade e causando efeitos adversos a saude
da populacdo. No meio aquatico, os pesticidas podem sofrer uma série de interacdes e
a sua persisténcia vai depender da cinética de transformacado, a qual, por sua vez,
depende das caracteristicas fisico quimicas e de fatores ambientais. Este trabalho
teve como objetivo estudar o processo de fotodegradacdo, em meio aquoso, de trés
pesticidas, pertencentes a diferentes classes quimicas: fention, bifentrina e
azoxistrobina. Foi avaliada a influéncia da concentracao inicial dos pesticidas e dos
parametros fisico-quimicos pH, poténcia da radiacéo e adicdo de metais. Para isso, foi
desenvolvido, validado e aplicado um método de Microextracdo Liquido-Liquido
Dispersiva (DLLME) e analise por Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-MS). A otimizacdo da extracdo foi realizada pelo planejamento Fatorial
Fracionario, envolvendo os fatores tipo e volume do solvente extrator, tipo e volume do
solvente dispersor, pH, efeito salting out e tempo de centrifugacdo. A avaliacdo das
variaveis que influenciaram significativamente no processo de extracao foi feita pelo
planejamento Matriz Doehlert e os valores ajustados foram: cloroférmio como solvente
extrator (400 uL); metanol como dispersor (240 yL); pH = 7,0; adigdo de 0,8 g de sal e
centrifugac@o por 2 minutos a 3000 rpm. O método otimizado apresentou um bom
desempenho nos parametros seletividade, limites de deteccdo (0,5 pg L") e
quantificacdo (0,0014 e 0,0018 ug.L™), linearidade (R? superiores a 0,99), precisédo
intradia (1,5 - 5,6%) e inter-dias (3,4 - 7,8%) e exatiddo por recuperagéo relativa (83,7 -
99,3%) e recuperacgdo absoluta (70 - 78,1%). O estudo da fotodegradagdo demonstrou
gue, dentre os pesticidas estudados, o fention foi o que apresentou degradacdo mais
efetiva nos experimentos realizados. A degradacdo foi diretamente afetada pela
concentracdo dos pesticidas; pela poténcia da radiacdo incidente; pela adicdo de
metais (Cu?*, Mn** e Fe®"), sobretudo em maiores niveis de concentracdo, e pela
presenca da matéria organica dissolvida. O pH do meio (5, 7 e 9) néo influenciou
significativamente nas taxas de degradacdo dos pestiicidas. A toxicidade dos
pesticidas e a sua dindmica no ambiente, tornam necesséario 0 monitoramento da
presenca desses compostos em agua para o controle da sua potabilidade e da sua

qualidade para consumo.

Palavras chave: corpos d’agua, pesticidas, piretroides, organofosforados,
estrobilurinas, DLLME, CG-MS.
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ABSTRACT

Pesticides, from agricultural activities, reach the surface and groundwaters,
compromising their quality and causing adverse health effects on populations. In the
aguatic environment, pesticides can undergo a series of interactions and their
persistence will depend on the kinetics of their transformations, which, in turn, depend
on their physicochemical properties and environmental factors. This work aimed to
study the photodegradation process, in aqueous medium, of three pesticides,
belonging to different chemical classes, namely: fention, bifenthrin and azoxystrobin.
The influence of the initial concentration of each pesticide and the physicochemical
parameters pH, radiation power and the catalytic effect of metals was evaluated. A
method, based on Dispersive Liquid-Liquid Microextraction (DLLME) and analysis by
Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-MS) was developed,
validated and applied. The DLLME method was optimized by a Fractional Factorial
design, according to the the factors type and volume of the extracting solvent, type and
volume of the dispersing solvent, pH, salting out effect and centrifugation time. The
evaluation of the variables which had a significant influence in the extraction process
was made by the Doehlert Matrix design and the adjusted values were: chloroform as
extracting solvent (400 pL); methanol as dispersant (240 uL); pH = 7.0; 0.8 g of salt
and centrifugation for 2 minutes at 3000 rpm. The optimized method has shown a good
performance for the evaluated parameters selectivity, detection limits (0.5 pg L™),
quantification limits (0.0014 to 0.0018 pg. L™, linearity (R* > 0.99), intraday precision
(1.5 - 5.6%), inter-day precision (3.4 - 7.8%) and accuracy, both by relative recovery
(83.7 - 99.3%) and absolute recovery (70 - 78.1%). The study of the photodegradation
has shown that, among the pesticides evaluated, fention has presented the most
effective degradation in the experiments which were carried out. Also, the degradation
process was directly affected by the concentration of pesticides; the radiation power;
the presence of metals (Cu*, Mn** and Fe*"), especially at the highest concentration
level; and by the presence of dissolved organic matter. The pH of the solution (5, 7 and
9) did not show a significant influence on the degradation rates of the pesticides. The
toxicity of pesticides and their dynamics in the environment make it necessary to

monitor their presence in water, to control its potability and quality for consumption
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1.0 INTRODUCAO

A agua é um recurso natural essencial para a sobrevivéncia de todas as
espécies que vivem na terra, jA que todas as formas de vida dependem dela.

Dessa forma, € essencial garantir a sua qualidade no meio ambiente.

De acordo com a Agéncia Nacional de aguas, 97,5% da agua existente
no mundo € salgada e ndo € adequada ao consumo humano nem a irrigacéo
da plantacdo. Dos 2,5% de agua doce, a maior parte (69%) é de dificil acesso,
pois esta concentrada nas geleiras, 30% sdo aguas subterraneas
(armazenadas em aquiferos) e 1% encontra-se como aguas superficiais, tipo

rios e lagos.

Indmeros contaminantes gerados por atividades antropicas atingem as
aguas superficiais e subterraneas, o que compromete a sua qualidade e causa
efeitos adversos a saude da populacdo, uma vez que enfraquece ou destrdi 0s
ecossistemas naturais, afetando a satde humana, a producéo de alimentos e a
biodiversidade. A maioria dos contaminantes quimicos presentes nos sistemas
hidricos esta relacionada a fontes agricolas e industriais, como descarga da
industria quimica e de aguas residuais e residuos de pesticidas (Oliveira et al.,
2023).

O Brasil possui um dos maiores setores agricolas do mundo. Em 2022,
a producédo de cereais, leguminosas e oleaginosas foi estimada em 261,4
milhdes de toneladas, representando um aumento de 7,4% em relacdo a 2021
(IBGE, 2022). Como consequéncia, o consumo de pesticidas no pais cresceu

muito nos ultimos anos.

Os pesticidas séo poluentes ambientais perigosos. Eles apresentam, em
geral, persisténcia devido a sua estabilidade alta no meio ambiente e grande
mobilidade, podendo atingir os diversos compartimentos ambientais através de
mecanismos fisicos e bioldgicos. Entretanto, para certos tipos de classes de
pesticidas, como a dos organofosforados, pode ocorrer a degradacédo pela
acdo da luz solar, microorganismos, via rea¢des bioquimicas, ou por reagdes

guimicas em agua (Demir et al., 2019).



Presentes nos corpos d'agua, os pesticidas podem ser degradados por
processos que incluem hidrdlise, fotdlise, oxidacdo e reducdo por fatores
bidticos e abidticos. A fotodegradacdo € um processo importante na
degradacdo de muitos pesticidas. Nesse processo estéo incluidas as fotélises
direta e a indireta. A fotolise direta depende da absor¢cdo da radiacdo pelos
pesticidas, e na fotdlise indireta os compostos fotoativados, como a matéria

organica dissolvida, sédo responsaveis pela degradacao dos poluentes.

No Brasil, a Portaria n® 518/04 do Ministério da Saude, e a Resolugdo n°
357/05 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) estabelecem
limites maximos de contaminantes para aguas superficiais. Em 2008 foi
publicada a Resolucdo n°® 396/08 do CONAMA para as aguas subterraneas. No
entanto, estas legislagbes ndo contemplam a maioria dos pesticidas em uso
atualmente, como, por exemplo, inseticidas piretrdides e a maioria dos

herbicidas.

O desenvolvimento de métodos analiticos exatos, precisos e de baixo
custo que permitam a determinacdo simultdnea do maior nimero possivel de
compostos, € de suma importancia para a obtencédo de resultados confiaveis.
Dessa forma, ha a necessidade de desenvolvimento e validacdo de métodos
para a determinacao de residuos de pesticidas em agua, que sejam precisos,
exatos e adequados aos limites maximos estabelecidos pelo CONAMA,
Ministério da Saude e também aos estabelecidos por critérios de organismos

internacionais.

A etapa do preparo da amostra € a que mais influencia no processo
analitico, pois envolve o estudo de varidveis que alteram de forma significativa
0 procedimento experimental e que contribuem para a avaliagdo de riscos
ambientais e fundamentais para o estabelecimento de estratégias que visem a
redugéo destes riscos. A literatura referencia muitos métodos que utilizam as
técnicas cromatogréaficas para a determinacdo de residuos de pesticidas em
agua, visando assegurar que a mesma esteja enquadrada nas determinagdes

legais.



A técnica de extracao utilizada para o desenvolvimento do trabalho foi a
Microextracdo liquido-liquido dispersiva, que € uma técnica de extracdo e pré
concentracdo de amostras que possui, dentre outras caracteristicas, eficiéncia

de extracao e rapidez (Martins et al., 2012).

2.0 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 A qualidade da agua e os contaminantes emergentes

A quantidade de agua existente no Planeta Terra €& considerada
constante desde 500 milhdes de anos, porém a maior parte dela, que
corresponde a 97,5%, esta contida nos mares e oceanos e, portanto, €
salgada. Excluindo a agua congelada dos polos, a dgua doce representa
apenas 0,6% do total. Destes, 98% estdo contidas nos aquiferos e apenas 2%

nos rios e lagos.

O Brasil esta entre as nacdes mais ricas em agua do mundo, com uma
area total de 8.225 km*/hab (Reis e Branddo, 2013). Trata-se assim de um
enorme potencial hidrico, capaz de prover um volume de agua por pessoa 19
vezes superior ao minimo estabelecido pela Organizacdo das Nac¢des Unidas
(ONU) — de 1.700 m3/s por habitante por ano (Ministério do Meio Ambiente).

As propriedades da agua sao Unicas e essenciais a vida. Elas
determinam o0 seu comportamento quimico e ambiental. Muitas das suas
propriedades sdo devidas a sua estrutura molecular e sua capacidade de
formar ligacdes. No organismo humano a agua atua, entre outras funcoes,
como meio para reacdes quimicas em diferentes processos e para a
manutencdo da temperatura, representando cerca de 70% de sua massa

corporal.

A seguranca sanitaria e a propriedade para o consumo requerem que a
agua esteja livre de quaisquer contaminantes prejudiciais a saude. Por isso, é
necessario que haja uma protecdo legal desde o ponto de captagdo até o

momento de distribuicdo aos consumidores. A Organizacdo Mundial da Saude
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(OMS) publica periodicamente os guias de qualidade da agua para consumo
com o objetivo de proteger a salude da populacdo. Esses guias sdo uma
orientacdo fundamental para o desenvolvimento das normativas internas de

cada pais (Gutiérrez et al., 2016).

A preocupacdo do homem com a qualidade da agua é antiga, pois ela é
definida pelo conjunto de caracteristicas fisicas, biologicas, quimicas e
radiolégicas. Essas caracteristicas sao adquiridas ao longo dos ciclos
hidrolégicos e bioguimicos na natureza (Reali et al., 2013). No inicio, o critério
para a escolha e avaliacdo da qualidade da agua era através da via sensorial,
avaliando-se a cor, turbidez, sabor e odor. Entretanto, as normas para 0
controle da qualidade da agua passaram por mudancas que evoluem
continuamente e acompanham o0s avancos nas areas de analise quimica e
microbiolégica, dos procedimentos de identificacdo, quantificacdo e avaliacdo

de infecciosidade ou viabilidade de organismos patogénicos.

As caracteristicas da agua sao alteradas significativamente pela
poluicdo, podendo inviabilizar o seu uso para diversas finalidades, provocar
prejuizos aos ecossistemas aquaticos e transmitir doencas as populacdes
(Reis e Brandao, 2013).

Indmeros contaminantes gerados pelas atividades antrépicas atingem
as aguas superficiais e subterraneas, o que tem comprometido a sua qualidade

e tem causado efeitos adversos a salde da populacgéo.

De acordo com a Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo (
CETESB), as principais fontes de contaminacdo de aguas subterraneas sao:
atividades inadequadas de armazenamento, manuseio e descarte de matérias
primas, produtos, efluentes, e residuos de atividades industriais, como
indUstrias quimicas, petroquimicas, metalldrgicas, alimenticia e residuos

agricolas.

Os principais contaminantes da agua originados da atividade agricola

sdo os pesticidas e fertilizantes, pois ao serem aplicados nas plantacoes, as



aguas superficiais e subterrdneas sdo os principais destinos para 0s seus

residuos.

A crescente demanda por alimentos resultou no uso intenso de
pesticidas para o controle de pragas que podem prejudicar a produtividade
agricola. Entretanto, quando o pesticida é aplicado, uma parte pode se
dispersar na atmosfera, atingir corpos d'agua superficiais via deposicdo seca
ou Umida, ou por escoamento, ou infiltrar nos solos e alcancar depdsitos de
dgua subterrdneo contaminando a &gua para uso humano com diversos

residuos ( Oliveira et al., 2023).

Trabalhos recentes vém reportando a presenca de herbicidas, fungicidas
e inseticidas em aguas superficiais e subterrdneas em todo mundo. Sendo
assim, existe uma grande preocupacdo em relacdo a contaminacdo da agua
por pesticidas ( EI-Nahhal, I; EI-Nahhal, Y, 2021).

2.2 Pesticidas

Pesticidas séo substancias quimicas manufaturadas para a utilizacdo na
agricultura e incluem uma ampla categoria de produtos quimicos que tem como
objetivo prevenir ou reduzir efeitos causados por pragas consideradas nocivas
para as plantagdes (Aloizou et al.,, 2020). Entretanto. o uso indiscriminado
dessas substancias pode causar efeitos adversos a saude humana e ao meio

ambiente.

Em 2020, o comércio total de pesticidas atingiu, aproximadamente, 7,2
milhdes de toneladas de produto formulado (FAO, 2022). No Brasil, até 2021,
eram 499 ingredientes ativos cadastrados e em 2020 foram registrados 493
produtos formulados com 10 novos ingredientes ativos. O pais esta entre os
maiores consumidores de pesticidas no mundo, ocupando o primeiro lugar
desde 2008 (Oliveira et al., 2023).



2.2.1 Classificacéo

Os pesticidas abrangem um grande numero de substancias quimicas
que diferem bastante em suas propriedades quimicas e fisicas, com diferentes
modos de acdo e grau de toxicidade, sendo divididos em classes, como
mostrado na Tabela 1:

Tabela 1- Classificacdo dos pesticidas de acordo com o0s organismos-alvo que se deseja

combater.

Tipo de Agroquimico Orgar]ismo-AIvo
Acaricidas Acaros
Algicidas Algas, plantas marinhas.
Bactericidas Bactérias
Larvicida Larvas
Fumigantes Nematoides, fungos, insetos, etc.
Fungicidas Fungos
Herbicidas Plantas
Inseticidas Insetos
Moluscicidas lesmas e caracois
Raticida Roedores

Fonte: Peres et al. (2003)

Quanto a classe quimica, os agrotoxicos podem ser classificados em
grupos. Dentre eles, estdo: organoclorados, organofosforados, carbamatos,
piretrinas, derivados de uréia e nitrocompostos. A natureza, acao e atividade de
cada agrotéxico sdo determinadas por sua estrutura molecular. Esses
compostos compreendem uma larga variedade de substancias quimicas com
diferentes grupos funcionais e, consequentemente, com diferentes modos de

acéo, biotransformacéao e eliminacéo (Filho, 2010).
e Pesticidas clorados

Os pesticidas organoclorados sdo extremamente toxicos para 0 meio

ambiente e para os individuos e apresentam elevado tempo de degradacéo



devido a sua estabilidade quimica. Tendem a se acumular ao longo da cadeia
alimentar e sao insollveis em agua. Sdo considerados agentes cancerigenos
para humanos (Silva e Garrido, 2021). No grupo dos organoclorados, esta
incluido o DDT (dicloro-difenil-tricloroetano), que, a partir dos anos de 1940 foi
muito usado em programas de salde publica, no combate aos vetores
transmissores da malaria, tifo, febre amarela e outras doencas. O seu uso foi
banido em diversos paises devido a sua persisténcia no ambiente e

biomagnificacdo na cadeia alimentar.

Figura 1- Formula estrutural do DDT.
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e Pesticidas fosforados

Os pesticidas organofosforados sdo amplamente usados na agricultura,
como inseticidas, em varias culturas, tais como na producdo de frutas e
vegetais, pois sofrem rapida degradacdo, além de apresentarem amplo
espectro de acao (Silva e Garrido, 2021). Eles possuem em sua estrutura um
atomo central de fésforo que € polarizavel e de baixa a média
eletronegatividade, usualmente ligando-se a trés atomos por ligacdes simples.
Na Figura 2 é mostrado um exemplo de um pesticida pertencente a classe dos
organofosforados. As diferentes atividades dos pesticidas organofosforados
estédo relacionadas com as suas caracteristicas estruturais, tais como o tipo de
heterodtomo ou grupo funcional ligado ao atomo de fosforo e o seu estado de

oxidag&o.



Figura 2- Formula estrutural do fention
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Fonte: IUPAC

Eles sdo utilizados em grande escala, pois possuem amplo espectro de
acao e sofrem rapida degradacéo. Entretanto, a exposi¢édo prolongada a estes
compostos leva a véarias complicacbes agudas e crdnicas, como prejuizo
cognitivo, disturbios neuropsiquiatricos em populagdes rurais e lesdo aguda do
miocardio, pois sdo toxicos a saude humana (Silva e Garrido, 2021). Além
disso, os compostos organofosforados podem causar polineuropatia retardada
induzida, tendo como principais sintomas o formigamento das maos e pés,
perda sensorial, fraqueza muscular seguida por flacidez dos musculos

esqueléticos distais e ataxia (Nand et al., 2007).

e Piretrdides

Os piretrides séo inseticidas de origem vegetal e sdo derivados
quimicos das piretrinas (Figura 3). O piretro € obtido da trituracdo de flores de
algumas plantas pertencentes ao género Chrysanthemum, familia Compositae
e espécie Cinerariaefolium. A atividade inseticida do piretro foi observada no
século XIX. No ano de 1924 descobriu-se que o0os componentes ativos do
piretro, as piretrinas, sdo ésteres formados pela combinacéo de dois acidos e
trés alcoodis. Com a descoberta dos constituintes ativos dos piretroides naturais,
foram desenvolvidos piretréides sintéticos semelhantes mais simples, mais
potentes e com baixa toxicidade aos mamiferos. Os piretréides tém sido
considerados como uma das classes de inseticidas com maior potencial na

agricultura devido a alta atividade para controlar os insetos.



Figura 3- Formula estrutural de piretrinas
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Entre os piretroides, esta a bifentrina, mostrada na Figura 4:

Figura 4- Férmula estrutural da bifentrina.

F O
F

F ~ 0
cl
HsC CHy i€

Fonte: IUPAC

e Estrobilurinas

As estrobilurinas, por sua vez, correspondem a uma nova classe de

fungicidas e apresentam um novo modo de ag&o, mais seguro do ponto de

vista ambiental. A eficdcia das estrobilurinas esta associada a inibicdo da

respiracdo mitocondrial dos fungos. Portanto, trata-se de uma classe de

agrotoxicos seletiva. A estrobilurina A é a base desta classe de compostos e é

um produto natural produzido pelo fungo Strobilurus tenacellus. O grupo inclui

compostos sintéticos como metominostrobina, picoxistrobina e azoxistrobina,

cujas estruturas sdo mostradas na Figura 5.



Figura 5- Férmulas estruturais da metominostrobina, picoxistrobina e da azoxistrobina
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Fonte: IUPAC

e Carbamatos

Sao pesticidas organicos derivados do acido carbamico. Os primeiros
carbamatos foram produzidos e comercializados por volta de 1950. Trés
classes de carbamatos s&o conhecidas: carbamatos inseticidas (e
nematicidas), carbamatos herbicidas e carbamatos fungicidas. Sao compostos
gue possuem alto ponto de fusdo e baixa pressao de vapor, sendo identificados
como potenciais lixiviadores e sdo normalmente distribuidos nos ambientes

aguaticos devido a sua alta solubilidade em agua (Caldas, 2009).

Os pesticidas também séo classificados de acordo com a sua atividade
toxicoldgica. Atualmente houve uma modificacdo em relacdo a classificacao.
Em 2019 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou um
novo marco legal para a avaliacdo dos riscos a saude e classificacdo dos
pesticidas, o qual pode ser visto na Tabela 2:
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Tabela 2- Classificacdo toxicoldgica dos pestcicidas.

. Classe Cor da
Classificagao o
Toxicolbgica Embalagem

Extremamente Toxico

Altamente Toxico 1

Moderadamente TOxico [ Faixa Amarela
Pouco Téxico v
Improvavel de Causar Dano Agudo Vv

Nao Classificado --

Fonte: Anvisa, 2019.

Dependendo da classe de pesticidas, determinadas substancias podem
ter um conjunto especifico de efeitos adversos em humanos, especialmente em

casos de intoxicagdo aguda.

2.2.2 Propriedades fisicas e quimicas dos pesticidas

As propriedades gerais de um pesticida governam a sua atividade
biologica, além de influenciar tanto no seu transporte e destino no ambiente
gquanto no seu comportamento durante as etapas de identificacdo e
quantificacdo em diferentes matrizes (Dos Anjos, 2012). A natureza, acao e
atividade de cada pesticida sdo determinadas por sua estrutura molecular,
solubilidade em agua, pressédo de vapor (Py), constante de ionizacdo (pKa;

pKb) e coeficiente de particdo n-octanol/agua (Kow).

A estrutura molecular da substancia determina, parcialmente, o seu grau
de interacdo com o0 meio ambiente. A presenca de grupos funcionais contendo
oxigénio (O), nitrogénio (N) e enxofre (S), modifica as propriedades fisicas,
guimicas e biolégicas do agrotoxico. Esses grupos geralmente tendem a tornar

as substancias organicas mais reativas e biologicamente mais ativas
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A pressao de vapor de um composto é uma propriedade especifica da
substancia e é definida como a pressédo a determinada temperatura em que a
fase vapor esta em equilibrio com a fase liquida. Esta propriedade é uma
funcdo do tamanho e dos grupos funcionais presentes na molécula, que estao
associadas com as forcas de interacBes intermoleculares. E a principal
propriedade utilizada para prever a sua entrada na atmosfera em
concentracfes significativas, por meio da volatilizacdo (Oliveira e Brighenti,
2011).

A constante de ionizacdo (pKa; pKb), também conhecida como
constante de particdo ibnica, esta relacionada com o equilibrio, em agua, entre
as concentracfes da espécie neutra e ionizada. Ela interfere diretamente na
proporcionalidade e na velocidade de degradagdo da substdncia em meio
liquido, devendo ser levada em conta para os célculos referentes a
transformacdo e degradacdo quimica da substancia e as reacfes advindas

destes processos (Gebler et al., 2006).

A solubilidade de um pesticida em agua € um parametro importante
porque indica a tendéncia que ele apresenta em ser transportado
superficialmente no solo por dguas de chuva ou de irrigacéo e atingir as aguas
superficiais ou subterraneas. Esse parametro € de fundamental importancia
Nnos processos ambientais, uma vez que afeta o comportamento, transporte e
destino dos pesticidas, especialmente a dispersao/distribuicdo entre os
diversos compartimentos (aguas, atmosfera, biota e solo). (Silva e Fay, 2004;
Martins et al., 2013).
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Tabela 3- Propriedades fisico quimicas dos composto selecionados para estudo.

Massa LogK. | Solubilidade | Pressao
Grupo Quimico Composto Férmula Molecular pK, em de vapor
(20°C) | agua (mg L™ (MmP,)
Piretroide Bifentrina C23H22CIF30, 422,88 - 6,6 0,001 0,0178
Organofosforado Fenthion C10H1503PS, 278,33 - 4,84 4,2 0,37
. . -7
Estrobilurina Azoxistribina  CasH17N3Os 403,4 .25 6,7 1,1x10

Fonte: IUPAC, 2023

O coeficiente de particdo n-octanol/agua (Kow) gera estimativa direta da
hidrofobicidade ou da tendéncia da particdo de uma determinada substancia
quimica de um meio aquoso para um meio organico. E dado pela razdo de
particdo do numero de moléculas de uma substéncia entre dois meios néo
misciveis (n-octanol e agua), e é utilizado para avaliar o grau de transporte do
produto entre estes meios (Gebler et al., 2006).

2.2.3 Dinamica dos pesticidas no ambiente

Apesar da possibilidade de aumento da produtividade agricola pelo uso
dos pesticidas, o0 seu uso desordenado e excessivo vem provocando diversos
impactos ao meio ambiente e a saude humana. Eles podem interferir no
ecossistema, causando mudancas ao meio ambiente. Além disso, a exposicao
aguda ou crbnica a essas substancias representa um risco potencial para a
populacdo, em especial ao traalhador em contato direto com o produto,
podendo causar sérias consequéncias a saude, tais como: intoxicacdes
agudas, doencas cronicas, alteracdes do sistema nervoso central, irritagcdes na
pele e nos olhos, problemas respiratérios, cancer, ma formacdo de fetos, e

mesmo morte.

Os pesticidas se caracterizam por apresentar uma grande mobilidade,

podendo ocupar diferentes compartimentos ambientais, como o solo, agua e ar,
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além de serem em muitos casos persistentes. Acumulam-se no solo e na biota
ou ainda, podem alcancar as aguas superficiais, por escoamento, e

subterraneas por lixiviacao (IBGE, 2011).

7z

O conhecimento do destino de um poluente é essencial para avaliar
seus impactos potenciais. Ao ser langcado no ambiente, o destino de um
pesticida € governado por um conjunto de processos que estdo inter-
relacionados entre si: retencdo (adsorcdo e absorcédo), transformacédo
(degradacao quimica e bioldgica) e transporte (deriva, deposicao, volatilizagéo,
lixiviagdo e carreamento superficial) (Figura 6) (Silva e Fay,2004; Tomita &
Beyruth, 2002; Spadotto, 2006).

Figura 6- Destino dos agrotoxicos no meio ambiente.
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Fonte: Adaptado de Tomita & Beyruth, 2002

Uma vez no ambiente, os pesticidas estdo susceptiveis a processos de
transformacao bidtica e abidtica, que podem levar a formacédo de diferentes
metabdlitos e produtos de degradacdo. Esses, em alguns casos, tém
propriedades fisico-quimicas e toxicolégicas desconhecidas (Moran et al,
2017).
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Presentes na agua, os pesticidas podem sofrer uma série de interacoes
e a sua persisténcia em meio aquatico depende da sua cinética de
transformacdo. Além disso, a sua trajetoria pode ser alterada pelas
propriedades fisicas e quimicas da molécula, pela presenca de outras
substancias na agua, pelo pH, temperatura e interacdo com o sedimento
(Dores e Freire, 1999)

Apesar de serem moléculas sintetizadas para afetar determinadas
reacOes bioquimicas em microrganismos, que se deseja controlar ou eliminar,
determinados processos bioquimicos sdo comuns a diferentes seres vivos,
fazendo com que elas possam atingir tanto os organismos alvo quanto outros
seres presentes no ambiente. Dessa forma, quando eles sdo aplicados, uma
parte atingird o seu objetivo enquanto a outra podera alcangar organismos nao
alvos, como por exemplo, organismos aqudticos. Em consequéncia dessa
acdo, pode haver reducdo no numero de espécies, alteracdo na reproducdo

e/ou no comportamento e magnificacdo bioldgica (Americo et al., 2015).

2.3 Contaminacdo da agua por pesticidas

A contaminacdo dos ambientes aquaticos por pesticidas ocorre por
diversos mecanismos, como precipitacdo atmosférica, erosédo ou lixiviacdo do
solo, despejo de efluentes industriais ou de esgoto sanitario, vazamentos
durante o0 processamento, armazenamento e transporte, além das
contaminacgdes por pulverizacdo e limpeza de equipamentos (Azevedo et al.,
2016).

Algumas praticas agricolas sdo capazes de causar contaminacéo difusa
por nutrientes e pesticidas, especialmente em areas com solos pouco espessos
e com boa drenagem. O cultivo e manejo do solo exercem grande influéncia na
gualidade das aguas subterraneas e nas taxas de recarga de alguns aquiferos,
visto que solo e 4gua atuam interativamente e qualquer acdo que cause efeito

adverso em um destes compartimentos afetara o outro (Ribeiro et al., 2007).
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O acesso a agua potavel, de forma segura e confiavel, é vital para a
saude da populacdo. A contaminacdo das aguas superficiais por pesticidas
pode comprometer a qualidade da agua. Carolina et al (2023), avaliaram a
extensdo da contaminacdo da agua potavel, por pesticidas, potencialmente
cancerigenos. O estudo foi realizado em 127 municipios, produtores de graos,
do estado do Paran&. Os resultados mostraram contamincdo extensa da agua
potavel pelos pesticidas: aldrin - diedrin (0,047 ppb); DDT-DDD-DDE (0,07);
Clordano (0,181) e lindano - HCH (2,17). A maioria dos municipios apresentou

niveis de pesticidas na agua acima dos limites maximos permitidos.

A toxicidade dos pesticidas e a sua dindmica no ambiente, torna
necessario o monitoramento da presenca desses compostos em agua para o
controle da sua potabilidade e da sua qualidade para consumo humano
(FIOCRUZ, 2020).

No Brasil, 0 ambiente institucional da politica ambiental é regulamentado
em trés esferas de poder: federal, estadual e municipal (incluindo o Distrito
Federal). Sdo quatro 6rgdos reguladores no ambito federal: o Ministério do
Meio Ambiente (MMA), o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), o
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA) e o Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBIio). Nos ambitos estadual e municipal, o controle e a fiscalizagdo de
atividades que tém impactos negativos sobre o0 meio ambiente € de

responsabilidade dos 6rgaos ou entidades estaduais e municipais.

Em 1997 entrou em vigor a Lei n. 9.433/97, também conhecida como
Lei das Aguas, que instituiu a Politica Nacional de Recursos Hidricos e criou o
Sistema Nacional de Gerenciamento de Recursos Hidricos (Singreh) e o
Conselho Nacional de Recursos Hidricos. Segundo a Lei, a 4gua é considerada
"um bem de dominio publico e um recurso natural limitado, dotado de valor
econdbmico”. O instrumento legal prevé, ainda, que a gestdo dos recursos
hidricos deve proporcionar 0os usos multiplos das aguas, de forma
descentralizada e participativa, contando com a participacédo do Poder Publico,

dos usuarios e das comunidades (Schuler et al, 2018)
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Em 2000, foi criada a Agéncia Nacional de Aguas — ANA (Lei n. 9.984),
responsavel pela implementagcdo da Politica Nacional de Recursos Hidricos e

pela coordenacéo do sistema nacional de gerenciamento de recursos hidricos.

A Lei n.10.881 de 2004 dispde sobre os contratos de gestdo entre a ANA
e entidades delegatarias das fun¢des de agéncias de aguas, relativas a gestao

de recursos hidricos de dominio da uniao.

A Portaria do Ministério da Saude n° 518, de 25 de Mar¢co de 2004,
estabelece procedimentos e responsabilidades relativos ao controle e vigilancia
da qualidade das aguas superficiais para consumo humano e seu padrdo de
potabilidade. Alem disso, inclui as concentragbes maximas permitidas para

alguns agrotoxicos em aguas para abastecimento humanao.

A Resolucdo n° 357 do CONAMA (Conselho Nacional do Meio
Ambiente) de 17 de Marco de 2005, dispbe sobre a classificagdo dos corpos
d'dgua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como

estabelece condicbes e padrdes de lancamentos dos efluentes.

Vale destacar que estas legislagcbes ndo contemplam grande parte dos
pesticidas utilizados atualmente. Por causa disso, a FIOCRUZ recomenda a
adocao de um conjunto de medidas com a finalidade de aumentar a seguranca
da populacdo. Dentre essas acles, estd a inclusdo de pesticidas, como
bifentrina e azoxistrobina, na lista para a avaliacdo de potabilidade e a
redefinicdo do numero de ingredientes ativos e das suas concentracdes
maximas permitidas (FIOCRUZ, 2020).

Na Tabela 4 constam os valores maximos permitidos de alguns
pesticidas que podem estar presentes em agua potavel para consumo humano,
de acordo com a Portaria GM/MS N° 888 de 04/05/2021, a qual altera o Anexo
XX da Portaria de Consolidagdo GM/MS n° 5, de 28 de setembro de 2017, para
dispor sobre os procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da agua
para consumo humano e seu padrao de potabilidade.
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Tabela 4-Valores maximos permitidos para alguns pesticidas em agua potavel.

Pesticidas Concentracéo (ug.L™)
Alacloro 20
Aldicarb + ald. sulfona
+ ald. sulfoxido 10
Aldrin e Dieldrin 0,03
Atrazina 2,0
Carbofuran 7,0
Clordano (Isbmeros) 0,2
Clorotalonil 45
Clorpirifés 30
2,4 D (4cido 2,4 -
diclorofenoxiacético) 30
DDT (Isébmeros) 1
Glifosato 500
Hexaclorobenzeno 1
Lindano (v-BHC) 2
Malation 60
Metalocloro 10
Metoxicloro 20
Molinato 6
Picloram 60
Permetrina 20

Fonte: PORTARIA GM/MS N° 888, DE 4 DE MAIO DE 2021, Ministério da Saude.

2.4 Degradacédo de pesticidas em agua

A degradacao de pesticidas esta relacionada a mudancas na natureza
quimica da molécula e depende das suas caracteristicas fisico quimicas, da

sua concentragdo inicial e das condi¢cdes do aquifero, tais como: temperatura,
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pH, condicdes redox, atividade microbiologica e diversidade ( Kruisdijk et al.,
2022). Pode ocorrer por processos fisicos ( por exemplo, fotodecomposicéo),

qguimicos ou bioldgicos.

A degradacao quimica ou reac¢fes de transformacao abibtica ocorre por
diferentes processos, incluindo reacbes de oxidacao-reducdo, hidrolise e
ionizacdo, que geralmente ocorre na presenca de &acidos ou bases.
Tipicamente um composto € alterado em uma reacdo hidrolitica, pela
substituicdo de alguns grupos quimicos pelo grupo hidroxila. As reacdes de
hidrolise sdo comumente catalisadas pela presenca dos ions H® ou OH e,
portanto, as conversdes sao fortemente dependentes do pH do sistema. As
reacoes hidroliticas podem alterar a estrutura e as propriedades do composto
(Gavrilescu, 2005).

As reacdes de oxidacado-reducdo envolvem a transferéncia de elétrons
da espécie oxidada para a espécie reduzida. O potencial de reducdo € um
importante indicador, pois permite que os estados de oxidacdo dos metais
presentes na solucdo sejam controlados e o estado de oxidacao e a estrutura

dos compostos organicos sejam alterados (Gavrilescu, 2005).

Processos baseadas na formacdo de espécies hidroxila altamente
reativos e capazes de oxidar uma ampla variedade de compostos organicos a
CO,, H,O e ions inorganicos, sdo denominados de Processos Oxidativos
Avancados (POA). Eles sdo capazes de oxidar uma ampla variedade de
compostos organicos a CO,, H,O e ions inorganicos (Nogueira et al, 2007).
Dentre os principais POA'S destacam-se: UV/H,0O,, Fenthon, Foto-Fenthon,
UV/O3;, UVITIO,. As principais espécies consideradas agentes oxidantes
nesses processos sdo Oz e H,O, e a reacdo dessas espécies com compostos
organicos, na presenca da radiacdo UV, implica na geracdo e reacao de
radicais hidroxila (*OH) (Telemaco, 2008).

A degradacdo de pesticidas também pode ocorrer por
fotodecomposicao, ou fotélise, combinada ou ndo a catalisadores e agentes
oxidantes. Essa € uma das mais importantes vias de degradacdo abidtica de

micropoluentes organicos no ambiente (Dimou et al., 2005). A degradacéao de
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um composto pela radiacdo solar € um dos fatores que pode afetar o
comportamento ambiental e a persisténcia de poluentes organicos, como por

exemplo os pesticidas.

Lian et al (2021), identificaram produtos da fotodegradacéo de pestidicas
organofosforados e explicaram o mecanismo de transformag&o. O estudo focou
no processo de fotdlise do clorpirifés e do dimetoato e os experimentos de
fotodegradacao foram realizados sob luz solar simulada. A cinética da fotélise
foi investigada através de parédmetros como: influéncia do pH, concentracao
inicial dos pesticidas e a fonte de radiagdo. Os produtos de fotodegradacao
foram identificados por CG-MS. Os resultados obtidos demonstraram que o pH
e a fonte de radiacdo afetaram significativamente a cinética de fotodegradacéo
dos pesticidas. Além disso, foram identificados 6 produtos de degradacdo do
dimetoato e 4 do clorpirofés.

Microrganismos, por outro lado, desempenham um papel fundamental e
indispensavel na degradacéo de poluentes ambientais, incluindo os pesticidas.
A degradacdo microbiolégica ou biodegradacdo é resultado do metabolismo
microbiano dos pesticidas e ocorre quando fungos, bactérias e outros
microorganismos presentes no solo usam os pesticidas como fonte de carbono
€ energia ou 0s consomem juntamente com outras fontes de carbono e energia
(Gavrilescu, 2005).

2.5 Fotodegradacéo

A degradacdo mediada por radiacdo desempenha um papel importante
no destino de compostos emergentes em aguas naturais, ocorrendo somente
na presenca de luz, sendo especifica para cada pesticida (Silva, 2015). A
absorcdo da luz por um pesticida em agua superficiais, quando em um
comprimento de onda adequado, resulta na excitacdo da molécula, tendo como
consequéncia o rompimento de determinadas ligacdes quimicas (Oliveira e
Brighenthi, 2011).

O processo fotoquimico representa um caminho importante na

transformacdo dos pesticidas e inclui etapas significativas para a modificacao
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de componentes pouco biodegradaveis em agua natural. O conhecimento da
cinética e dos mecanismos de fotdlise sdo essenciais para prever o
comportamento desses poluentes em aguas naturais. Eles incluem a fotolise
direta, na qual os poluentes podem ser degradados a partir da absorcdo da
radiagdo UV-Visivel, e a fotdlise indireta, em que a matéria organica dissolvida
e 0s compostos fotoativados pela absor¢cdo da radiagcdo UVlvisivel, séo
responsaveis pela degradacédo dos contaminantes (Vione et al, 2006).

Durante a fotolise direta, a absor¢éo do foton pelo composto alvo resulta
na clivagem ou rearranjo da ligacdo para formar um novo produto estavel. Na
fotodegradacao indireta, um fotossensibilizador absorve luz e produz uma série
de espécies reativas que podem degradar o composto alvo (Remucal, 2014).
Em uma reacdo fotoquimica, ocorre a clivagem homolitica da ligacdo com a
formacdo de radicais que podem ser gerados fotoquimicamente em &guas
naturais. Dentre estes est&o os radicais *OH e COs™®, oxigénio singleto (*O,) e
o estado tripleto da matéria organica dissolvida (*MOD*). Todos estdo
envolvidos em reacdes de transformacdo que podem variar dependendo da
composi¢do quimica das aguas superficiais e da reatividade das moléculas que

estdo sendo estudadas (Vione, 2015).

A velocidade das reacdes de fotblise depende da energia necesséria
para quebrar as ligacdes quimicas, da intensidade da radiacao disponivel e da
presenca de compostos intermediarios, capazes de promover a fotolise
indireta. Dentre os fatores que afetam a fotodegradacéo dos pesticidas estédo: a
intensidade da luz, o tempo de exposicdo do composto, as propriedades do
meio e as propriedades dos pesticidas (Gavrilescu, 2005).

Entre as espécies reativas, o radical hidroxila desempenha um papel
importante por ser o oxidante mais poderoso em aguas superficiais. Além
disso, possui elevadas constantes de velocidade de reacédo, em relacdo a uma
grande variedade de espécies organicas e inorganicas (Vione et al., 2006). Em
meio aquoso, ele é produzido principalmente pela fotdlise de nitrato e nitrito, de
acordo com estudos feitos por Mack e Bolton (1999), como mostram as

equacles 1 a 7 a sequir:
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Fotoélise do nitrito:
hv

NO,” —|NO, | (1)
[NO,” f— NO* + 0" )

EmpH<12:

0" +H,0<" OH +OH" 3)

Fotolise do nitrato:

hv 1

NO; > NO,” +20, (4)
hv
INO, 1> [NO, [ (5)
INO,” - NO,” +0(*P) 6)
H,O
[No, - NO," +0~" — NO," +* OH + OH" (7)

Outra via de formacéo dos radicais *OH é pela irradiacdo da matéria
organica dissolvida. Entretanto, a etapa exata de fotoproducdo dos radicais
hidroxila pela matéria organica dissolvida € pouco conhecida (Vione et al.,
2010).

Carena et al. (2019), avaliaram o papel da fotélise direta na degradacéo
do pesticida bentazona em aguas superficiais. Para a realizacdo do estudo,
foram utilizadas células cilindricas de vidro pyrex com uma lampada Philips TL
K05 (400 W) que emite radiacdo UVA. As solucbes, em pH 7, foram irradiadas
em diferentes tempos, durante 24, 48 e 72 horas. O metodo de extracéo
utilizado foi SPME e as analises foram realizadas por CG-MS. Os resultados
mostraram que a presenca da matéria organica dissolvida nas amostras nao
alterou a cinética de fototransformacdo da bentazona, a qual permaneceu

inalterada quando comparada a irradiacdo em amostras de 4gua ultrapura.
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Em 2021, Ferhi et al, estudaram a aficiéncia da degradacéo, via fotélise
direta, dos pesticidas atrazina, malation e glifosato em um sistema de fluxo
continuo usando radiacdo UV-C para tratamento de &guas subterraneas
utilizadas para irrigar batatas. O método de extracdo utilizado foi o0 SPE. As
andlises cromatograficas mostraram que a atrazina foi completamente
eliminada apd6s 15 minutos de radiagdo na agua subterrAnea. 80% da
concentracéo inicial do malation foram removidos apés 25 minutos através da
oxidacdo fotolitica e a concentracéo inicial do glifosato foi reduzida em 75%

apo6s 10 minutos de irradiagéo.
2.6 Andlise de pesticidas em agua
2.6.1 Métodos para preparo de amostras para andlise de pesticidas em agua

A escolha adequada de uma técnica de preparo de amostra é um fator
chave na obtenc¢do de resultados confiaveis e exatos (Jardim, 2010). De acordo
com Rousis et al. (2017), avaliar a presenca de pesticidas em aguas € uma
tarefa desafiadora, devido ao grande numero de substancias poluentes
lancadas no meio ambiente e dos seus produtos de degradacdo. Além disso,
os pesticidas sdo normalmente encontrados na agua em baixas concentracdes,
de niveis traco até pg L™ A complexidade das amostras, combinada com os
baixos niveis de concentracdo, requerer métodos eficientes de preparo de

amostras antes da analise.

Considerando o elevado numero de pesticidas encontrados nos diversos
compartimentos ambientais, sobretudo na &gua, pesquisas envolvendo o
desenvolvimento, a otimizacdo e validacdo de métodos analiticos para a
determinacao simultanea de varios compostos de diferentes classes em uma
Unica analise tem crescido ao longo do tempo. E de fundamental importancia a
escolha de um método que gere resultados confidveis, que seja capaz de
determinar simultaneamente o maior niumero possivel de compostos e que

contribua para a avaliagdo de riscos ambientais.

Dentre as técnicas empregadas na extragcdo dos pesticidas e seus

produtos de degradacdo em agua, estdo a extracdo em fase soélida (SPE),

23



microextracdo em fase sélida no modo headspace (HS-SPME) ou por imersdo
direta (DI-SPME) e a microextragdo Liquido-Liquido Dispersiva (DLLME).
Essas técnicas sdo comumente usadas por terem um tempo reduzido de
manipulacéo, pelo seu alto fator de enriquecimento, baixo custo e utilizacdo de

uma pequena quantidade de solvente.

A extracdo em fase sdlida (SPE) é uma técnica de extracdo liquido-
sélido extensamente usada para extrair analitos semivolateis e ndo volateis de
amostras liquidas, e que envolve diferentes mecanismos de retencdo, como
adsorcao, particdo e troca ibnica. Os principais objetivos da SPE sédo a
remocao de interferentes da matriz, a pré-concentracdo e o isolamento dos

analitos de interesse (Jardim, 2010).

A extracdo em fase sdélida vem sendo utilizada para extrair e pré-
concentrar diferentes tipos de compostos, em diversos tipos de matriz, como
por exemplo, a emissdo de compostos carbonilicos por Oleos vegetais
aquecidos na presenca de ar, em processos continuos e intermitentes (Silva e
Pereira, 2008; Bastos e Pereira, 2010), a emissdo de compostos carbonilicos
durante o processo de producdo de carvdo vegetal a partir de eucalipto
(Anunciacdo et al. (2012), e a extracdo do pesticida fention, em solucéo
aquosa, para avaliar a atividade fotocatalitica de materiais livres de metais

toxicos (Santos et al., 2021).

A microextracdo em fase sélida (SPME) é considerada como uma
microtécnica de extracdo e de pré-concentracdo de analitos. A SPME € uma
técnica relativamente simples e a sua execucdo envolve uma etapa de
extracdo, seguida da dessorcdo dos analitos e posterior analise por
cromatografia a gas ou liquida (Menezes Filho, 2010). A etapa de extracao
baseia-se na sorcdo dos analitos por uma fibra de silica modificada
quimicamente. Isso ocorre quando a fibra € exposta aos analitos, devido a
migracdo dos mesmos da amostra para a fase de recobrimento na fibra, até
que se alcance a situacdo de equilibrio (Figura 7). O processo de extragdo
pode ocorrer por adsorcéo ou por absorcao, em funcao do tipo de recobrimento
de fibra utilizado.
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Figura 7- Etapa de sorcdo dos analitos na fase quimicamente ligada a fibra (SPME).

Sorgio dos analitos
na fase extratora.

Fonte: Menezes Filho, 2010.

A microextracdo em fase solida pode ser realizada tanto no modo direto
como em headspace (HS) (Figura 8). A escolha deve ser feita em funcéo,
principalmente, do estado fisico da matriz, da afinidade dos analitos pela matriz

e de sua volatilidade.

Figura 8- Extracdo por SPME com (a) imerséo direta e (b) via headspace.

Imersio headspace
direta

Fonte: Menezes Filho, 2010.

Rodrigues et al. (2011), desenvolveram um método para analise
simultanea de 10 pesticidas organofosforados em amostras de leite de vaca,
utilizando HS-SPME como método de extracdo, seguido pela andlise por CG-

MS. Para esse estudo, 0s animais eram previamente expostos aos pesticidas
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avaliados e o leite era coletado 24 horas depois. O método desenvolvido se
mostrou capaz de detectar a presenca de todos os pesticidas nas amostras.

Filho et al. (2010), desenvolveram um método para analise simultanea
de 14 pesticidas em amostras de manga, dentre eles fention, bifentrina e
azoxistrobina, utilizando microextracdo em fase soélida por imersao direta (DlI-
SPME) como meétodo de extracdo, seguido pela analise por CG-MS. Os
resultados obtidos na andlise de 16 amostras adquiridas em mercados de

Salvador, revelaram a presenca de residuos de bifentrina (18.3-57.4 pg.kg*) e
azoxistrobina (12.7-55.8 pg.kg™) em todas elas, tendo ainda mostrado que o

meétodo € sensivel, podendo ser aplicado em outros tipos de frutas e alimentos.

Um método simples e rapido, baseado na microextracao em fase sélida
por imersao direta (DI-SPME) foi desenvolvido por Filho et al. (2010) para a
determinacdo de 16 pesticidas, pertencentes a sete grupos quimicos
diferentes, em 26 amostras de agua, sendo 6 organofosforados, 3 piretréides,
dois imidazois, duas estrobirulinas, um carbamato, uma tetrazina e um triazol
identificados por CG-MS. Os resultados obtidos indicaram a presenca de
metilparathion (0,17 ng.L") em cinco amostras, enquanto bifentrina (2,28 ng.L"
1, piraclostrobina (3,12 ng.L™) e azoxistrobina (0,15 ng.L™) foram encontrados

em trés amostras.

Dentre essas técnicas, a Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva
(DLLME, do inglés Dispersive Liquid-Liquid Microextraction), apresenta-se
como uma interessante alternativa para o preparo de amostras. Foi proposta
em 2006 por REZAEE et al. como uma técnica de microextracdo baseada em
um sistema ternario de solventes, utilizando um solvente extrator e um solvente
dispersor. A particdo dos analitos ocorre entre duas fases liquidas imisciveis,
sendo uma delas a fase aquosa (a amostra) e a outra uma fase organica
(solvente organico) empregando-se pequenos volumes de uma mistura de

solventes (Martins et al., 2012).

A técnica DLLME consiste na injecdo de uma mistura adequada dos
solventes extrator e dispersor na amostra aquosa contendo os analitos de

interesse, acondicionada em tubo tipo “Falcon”. ApOs a injecdo da mistura, €
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produzida uma turbuléncia e o solvente extrator é disperso na fase aquosa em
forma de gotas pequenas, extraindo assim os analitos. Essa dispersdo é
favorecida pelo solvente dispersor, que deve ser soluvel tanto na fase aquosa
quanto na fase organica. Uma mistura turva se forma e o equilibrio € atingido
rapidamente, j& que a area superficial entre o solvente extrator e o meio

aguoso é grande (Martins et al., 2012).

A segunda etapa consiste na centrifugacdo da mistura, o que levara a
formacao de uma gota sedimentada no fundo conico do tubo, seguido do seu
recolhimento, utilizando uma seringa apropriada, e a transferéncia para um
frasco de amostras (vial de 2 mL), que sera levado para posterior determinagao

cromatografica (Figura 9).

Figura 9- Etapas envolvidas na microextragédo liquido-liquido dispersiva (DLLME).

/ Agua+ Solvente s
Injegso P L > 'd Dispersor R
da mistura de Pt Lo 3 P d
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o I LR ' L o sedimentada
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Fonte: Martins et al., 2012.

E uma técnica aplicada ndo s6 na andlise de pesticidas em amostras de
alimentos, como frutas e vegetais (Amouei, J. et al., 2023) sucos e chas (Guo,
X. et al., 2023), gréos (Ma, L. et al., 2020) e iogurte (Szarka, A. et al., 2020),

mas também a outros tipos de contaminantes e matrizes.
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As principais vantagens da DLLME s&o: miniaturizagdo, baixo custo,
rapidez, altas taxas de recuperacdo e alto fator de enriguecimento e
compatibilidade com técnicas analiticas como a cromatografia a gas e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Além disso, possui alta eficiéncia de
extracdo e pré-concentracao, fatores que sdo afetados pelo tipo e volume de

solventes extrator e dispersor (Yan & Wanga, 2013; Martins et al., 2012).

A escolha do solvente extrator apropriado é o parametro mais importante
em DLLME e deve ser baseada nas seguintes caracteristicas: apresentar maior
densidade que a agua, possuir elevada afinidade com os analitos, ser imiscivel
com a agua e apresentar bom comportamento cromatogréafico (Martins et al,
2012; Caldas et al., 2011). Por outro lado, a caracteristica fundamental para a
selecdo do solvente dispersor € a solubilidade tanto na fase organica quanto na

fase aquosa (Martins et al., 2012).

A literatura referencia muitos métodos onde a DLLME tem sido aplicada
com sucesso nas etapas de extracdo e pré-concentracdo de uma grande
variedade de compostos organicos em diferentes matrizes, uma vez que € uma

técnica versatil.

Em um trabalho realizado por Cunha et al. (2016), foi feita a
determinacao de estimulantes livres (ndo conjugados) do tipo anfetamina em
amostras de urina por DLLME e analise por GC-MS. O método apresentou bom
desempenho analitico com faixa linear dinamica de 1 a 1000 ng.mL™ e limites
de deteccdo de 0,05 e 0,1 ng.mL™, além de taxas de recuperacéo variando de
91,7 a 96,6%.

Santana et al. (2018) desenvolveram método baseado em microextragéo
liquido-liquido dispersiva e analise por UFLC-DAD, para a determinacdo de
residuos de dez antibidticos de duas diferentes classes em amostras de mel,
estudando também a cinética de degradacdo desses compostos. Dentre os
farmacos analisados, foram encontrados residuos de sulfadimetoxina e
tetraciclina em 4 das 33 amostras analisadas. O método forneceu boa preciséo,
ampla faixa linear e altos fatores de enriquecimento, bem como limites de

deteccéo e de quantificagdo de acordo com a legislacéo brasileira.
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Em 2023, Guo et al. determinaram paration metilico em agua, cha, suco
e vinagre utilizando solu¢cdes aquosas de ciclodextrina baseada em
microextracao liquido-liquido dspersiva combinada com colorimetria de imagem
digital para smartphone. O método apresentou limites de deteccdo e de
quantificacéo iguais a 0,0006 e 0,0020 mg.L™, respectivamente. Além disso,
foram obtidos valores de recuperacéo variando de 80,4 a 105,7%.

2.6.2 Métodos de andlise de pesticidas em agua

Diversas metodologias tém sido continuamente desenvolvidas para
monitorar residuos de pesticidas em agua. As determina¢cBes geralmente sdo
feitas por métodos cromatograficos, devido a sua versatilidade, eficiéncia e

sensibilidade.

A cromatografia em fase gasosa acoplada a diferentes tipos de detector,
€ uma das principais técnicas para a separacao, identificacdo e quantificacdo
de substancias organicas em amostras complexas. A modernizacdo dos
instrumentos permitiu um consideravel aumento da seletividade e eficiéncia

desta técnica de analise quimica.

O acoplamento da cromatografia com a espectrometria de massas
combina duas técnicas microanaliticas que sao a cromatografia a gas, para a
separacdo dos compostos de interesse, e a espectrometria de massas que
identifica e quantifica os analitos. A sensibilidade do espectrometro de massas
permite a obtencdo de espectros de massa de compostos em nivel traco
(amostras com concentracbes em ng.L™?) (Vékey, 2001). A cromatografia
gasosa acoplada a espectrobmetro de massas tem sido bastante utilizada em
analises ambientais, nas industrias quimicas e farmacéuticas e para analise de

alimentos (Santos et al., 2016).

Por outro lado, a cromatografia liquida de alta eficiéncia é uma técnica
analitica de separacdo que se fundamenta na distribuicdo dos analitos entre as
fases estacionaria (acondicionada dentro da coluna) e movel também

denominada de eluente (a qual flui continuamente pela fase estacionaria) e tem
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sido intensamente aplicada na separagdo de misturas e de compostos
termicamente instaveis ou néo volateis (Dean, 2009).

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia, as colunas mais comumente
utilizadas sdo as de fase reversa, por apresentarem uma serie de vantagens,
tais como: estabilidade da fase frente a solventes; eluicdo em gradiente
facilitada; sitios de sorcdo mais homogéneos; reprodutibilidade dos tempos de

retencdo e amplo campo de aplicacao (Da Silva, 2007).

A deteccdo deve ser realizada por detectores que apresentem ampla
faixa de aplicacdo e sua sensibilidade é determinada a partir da relacdo entre o
sinal produzido e a quantidade de amostra que gera este sinal. De acordo com
Bastos (2008), os detectores mais utilizados na HPLC sdo os de absorcéo de
radiacdo no UV-Vis, de fluorescéncia, de indice de refracdo, de condutividade

elétrica e os espectrometros de massas.

2.7 Técnicas de planejamento de experimentos

O planejamento experimental representa um conjunto de ensaios
estabelecido com critérios cientificos e estatisticos, cujo objetivo é determinar a
influéncia de diversas variaveis nos resultados de um dado processo (Button,
2012). A otimizacéo de experimentos € um recurso amplamente uitlizado e que
tem como vantagens as interacbes entre os fatores estudados que sao
considerados na etapa de otimizacdo, além da possibilidade de identificacdo
dos fatores significativos na resposta analitica e capacidade de otimizar
multiplas respostas simultaneamente (Ferreira, 2015). Além disso, por meio
destas técnicas sdo geradas funcbes mateméaticas capazes de descrever o
sistema estudado utilizado com o objetivo de alcancar melhores resultados.

Para a realizacdo do planejamento experimental, as variaveis a serem
estudadas (que interferem no sistema) sé@o selecionadas por meio de uma triagem
e em seguida escolhe-se o tipo de planejamento a ser utilizado. Em um
planejamento fatorial s&o investigadas as influéncias de todas as variaveis
experimentais de interesse e os efeitos de interagcdo na resposta ou respostas.

As interacdes entre as variaveis, que sdo denominadas interagdes principais, e
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as interacfes de segunda ordem s&o obtidas pelos planejamentos completos

ou fracionarios (Tedfilo; Ferreira, 2006).

O planejamento fatorial completo de dois niveis € bastante utilizado para
a otimizacdo de processos. A quantidade de experimentos necessarios para
realizar um planejamento fatorial de dois niveis é determinada pela expresséo
n=2% onde n refere-se ao nimero de experimentos e k é o nimero de fatores.
A expressado viabiliza todas as possiveis combinacdes envolvendo todos os
fatores em dois niveis, os quais, em termos codificados sao (-1, nivel inferior) e
(+1, nivel superior) (Ferreira, 2015). Quando o numero de fatores a serem

avaliados é muito grande pode-se optar por um planejamento fatorial fracionario.

O numero de experimentos realizados em um planejamento fatorial
completo de dois niveis aumenta geometricamente com o numero de fatores
investigados. A forma mais segura para reduzir a quantidade de experimentos é a
realizacdo do planejamento fatorial fracionario, no qual o nimero de experimentos
necessarios é definido pela expressio n=2“* onde n é o nldmero de
experimentos, k € o niumero de fatores investigados e x refere-se a reducao de
experimentos. Nesse planejamento, os efeitos principais (de primeira ordem)
sdo confundidos com os efeitos de interacdo de outros fatores, ocasionando a

diminuicdo da quantidade de experimentos necessarios (Ferreira, 2015).

ApoOs a realizacdo dos experimentos de triagem, os fatores significativos
sdo selecionados e uma metodologia de andlise de superficies de respostas
pode ser executada para otimizacdo do experimento. A metodologia de
superficie de resposta envolve um conjunto de planejamentos experimentais e
técnicas de regressdo multipla para analisar quais fatores influenciam na
resposta para a otimizacado dos processos (Ferreira, 2015). A construcdo de
modelos matematicos empiricos, que geralmente empregam funcbes
polinomiais lineares ou quadraticas, € utilizada para descrever o0 sistema
estudado dando condi¢des de modelar e deslocar o sistema até sua otimizagéo
(Tedfilo; Ferreira, 2006).

As principais metodologias de superficie de resposta sdo: planejamento

composto central, planejamento Box Behnken, planejamento fatorial de trés niveis
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e a matriz de Doehlert. Esses planejamentos sao estabelecidos mediante figuras
geométricas, tendo niveis e valores codificados em funcdo dessas figuras. Os
modelos quadraticos sdo avaliados considerando as respostas experimentais e 0s

vaores preditos que sao obtidos pelo modelo (Ferreira, 2015).

2.8 Parametros de validacdo de métodos para a analise de pesticidas

O desenvolvimento de um método analitico constitui em uma etapa
extremamente relevante na analise de residuos de agrotoxicos (Brito et al.,
2002). Para garantir que um método forneca informacbes confiaveis e
interpretaveis, ele deve ser validado. A validagcdo de um método é um processo
continuo que comeca no planejamento da estratégia analitica e continua ao
longo de todo o seu desenvolvimento. A necessidade de certificar a qualidade
das andlises quimicas, através de sua comparabilidade, rastreabilidade e
confiabilidade, esta sendo cada vez mais reconhecida e exigida (Ribani et al.,
2004).0 processo de validacao consiste na avaliacdo de parametros de mérito
estabelecidas pela IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry),
pelo INMETRO e pela ANVISA, tais como: seletividade, linearidade, faixa linear
de trabalho, curva analitica, sensibilidade, limite de deteccdo, limite de
quantificacdo, exatiddo, precisdo e robustez (Brito et al., 2002, Ribani et al.,
2004; INMETRO, 2010; Thompson, et al., 2002 ).

A seletividade é a capacidade que o método tem de medir, de forma
inequivoca, uma substancia quimica em presenca de outros componentes que
podem interferir na sua determinacdo. A seletividade pode ser avaliada
comparando a matriz isenta da substancia de interesse com a matriz

adicionada do padréo. (Ribani et al., 2004).

bY

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais & concentracdo da substancia em exame,
dentro de uma determinada faixa de aplicacdo. A quantificacdo requer que se
conheca a dependéncia entre a resposta medida e a concentracdo do analito.
A estimativa dos coeficientes de uma curva analitica a partir de um conjunto de
medicbes experimentais pode ser efetuada usando o método matematico
conhecido como regressao linear (Ribani et al., 2004). A equacéo de reta que

descreve uma curva analitica pode ser expressa pela Equacao 1.
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y=ax+ b (Equacéo 1)

onde:

y= resposta medida (altura ou area do pico)
X = concentracao do analito

a= coeficiente angular (inclinacao da curva)

b= coeficiente linear (intersecc¢ao da curva com 0 €ixo Y)

A resolucdo RE N° 899, de 29 de maio de 2003 da ANVISA recomenda
que sejam analisadas no minimo seis concentracdes diferentes na construcao
da curva analitica e que, para a determinacdo da mesma, deve-se analisar
amostras extraidas da matriz apropriada. De acordo com o INMETRO, sé&o
necessarios, no minimo cinco niveis de concentragdo uniformemente

distribuidos na faixa de trabalho pretendida para construir a curva analitica.

A faixa linear de trabalho é a faixa de concentracbes do analito ou
valores da propriedade no qual o método pode ser aplicado. A faixa de trabalho
deve cobrir a faixa de aplicacdo para a qual o ensaio vai ser usado e a
concentracdo mais esperada da amostra deve, sempre que possivel, se situar
no centro da faixa de trabalho (INMETRO, 2010).

O limite de deteccdo (LOD) corresponde a menor concentracdo do
analito que pode ser detectada, porém, ndo necessariamente quantificada, sob
as condicOes experimentais estabelecidas. O LOD pode ser obtido pelo método
visual, pelo método relacdo sinal:ruido ou pelo método baseado em parametros
da curva analitica (Ribani et al.,2004; INMETRO, 2010).

O limite de quantificagdo (LOQ) corresponde a menor concentragéo de
um analito que pode ser quantificada com exatiddo aceitavel utilizando um
determinado procedimento experimental. Os mesmos critérios de LOD podem

ser adotados para o LOQ, utilizando a relagédo 10:1, ou seja, o LOQ também
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pode ser calculado utilizando o método visual, 0 método da rela¢éo sinal:ruido
ou método baseado em parametros da curva analitica (Ribani et al., 2004;
INMETRO, 2010).

A exatiddo de um método analitico representa o grau de concordancia
entre os resultados individuais encontrados em um determinado ensaio € um
valor de referéncia aceito como verdadeiro. Os processos mais utilizados para
avaliar a exatiddo de um método sdo: uso de materiais de referéncia,
comparacao de meétodos, ensaios de recuperacao e adicdo padrdo. O numero
de ensaios pode variar segundo a legislacdo ou diretrizes adotadas e também
com as caracteristicas da pesquisa. A ANVISA e o INMETRO estabelecem que
a exatiddo deve ser medida a partir de um minimo de nove determinacdes
envolvendo um minimo de trés diferentes niveis de concentracdo (ANVISA,
2003; Ribani et al., 2004; INMETRO, 2010).

A precisdo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em
uma série de medidas de uma amostragem mdltipla de uma mesma amostra. A
precisdo em validacdo de métodos é considerada em trés niveis diferentes:

repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade.

A repetitividade representa a concordancia entre os resultados de
medicbes sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas
condicbes de medicdo, ou seja, 0 mesmo procedimento, mesmo analista,
mesmo instrumento (utilizado sob as mesmas condicbes, mesmo local, com
repeticdes em curto intervalo de tempo). O resultado pode ser expresso através
do coeficiente de variacdo (CV, usualmente expresso em %), também

conhecido como desvio padrao relativo (RSD).

Para o estudo da repetitividade o INMETRO recomenda sete ou mais
repeticbes para o calculo da estimativa do desvio padréo, a ANVISA sugerem
que a repetitividade seja verificada a partir de um minimo de nove
determinacdes, cobrindo o limite especificado do procedimento ou a partir de
um minimo de seis determinagcdes a uma concentracdo similar ao valor
esperado (ANVISA, 2003;Ribani et al., 2004; INMETRO, 2010).
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A precisdo intermediaria indica o efeito das variagbes dentro do
mesmo laboratério devido a eventos especificos como diferentes dias,
diferentes analistas, diferentes equipamentos ou uma combinacdo desses
fatores. O principal objetivo da preciséo intermediaria é verificar se, de fato, no
mesmo laboratério, 0 método fornecerd os mesmos resultados. O numero de
procedimentos para avaliar a precisdo intermediaria segue a mesma
recomendacdo da ANVISA e ICH para avaliacdo da repetitividade (ANVISA,
2003; Ribani et al., 2004; INMETRO, 2010).

A reprodutibilidade corresponde ao grau de concordancia entre o0s
resultados de medicbes de uma mesma amostra, obtidas em laboratérios
diferentes, sendo também, denominada de preciséo inter-laboratorial (ANVISA,
2003; Ribani et al., 2004; INMETRO, 2010).
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3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar o processo de fotodegradacdo, em meio aquoso, de trés
pesticidas pertencentes a diferentes classes quimicas.

Otimizar o método de extracdo baseado em microextracdo liquido-

liquido dispersiva (DLLME) e validagdo do mesmo.

3.2 Objetivos especificos

Desenvolver e otimizar método, baseado em microextracdo liquido-
liquido dispersiva (DLLME) e analise por GC-MS, para isolamento, pré

concentracdo e determinacdo, em agua, dos pesticidas selecionados;

Estudar a fotodecomposicdo, em meio aquoso, dos pesticidas
selecionados, avaliando a influéncia da concentracdo dos mesmos e dos
parametros fisico-quimicos: pH, poténcia da radiacdo e adicdo de

metais;

Avaliar a fotodecomposicdo dos pesticidas selecionados, quando os

mesmos sdo adicionados a amostras reais de agua de rio.

4.0 MATERIAIS E METODOS

4.1 Padroes

Fention (98,6%), Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA).
Bifentrina, AccuStandard (New Haven, USA)
Azoxistrobina (99,5%) Chem Service (West Chester, Pensilvania, EUA)

4.2 Reagentes e solventes

Acetato de sddio, (Carlo Erba)
Acetonitrila, grau HPLC (J. T. Baker)
Acido acético, 100%, (JT Baker)
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e Agua Ultrapura, MilliQ - MilliPore Merck (Darmstadt, Alemanha)
e Cloreto de amoénio, 100%, (Synth).

e Cloreto de cobre (Carlo Erba)

e Cloreto de ferro (lll) (VETEC).

e Cloreto de sddio PA, ACS, 99.0% (JT Baker).
e Cloreto de manganés (CRQ).

e Cloroférmio, PA (Synth).

¢ Diclorometano, grau HPLC, (VETEC).

e Fosfato monopotéassico (JT Baker)

e Hidréxido de aménio, P.A. (Synth)

¢ Hidroxido de sédio, 98%, (Sigma Aldrich)
Metanol, grau HPLC, Merck.

4.3 Solucdes de referéncia

As solucbes padrao de estoque foram preparadas com concentracoes
de 1669 mg L™ (azoxistrobina), 1870 mg L™ (bifentrina) e 1342 mg L™ (fention),
todas elas em acetonitrila, sendo a seguir armazenadas em freezer. A partir
destas, foram preparadas solu¢des padrdo de trabalho em acetonitrila com

concentracdes de 10 mg.mL™ para cada composto.

4.4 Equipamentos

e Cromatégrafo a gas acoplado a espectrdmetro de massas (GC-MS)
Shimadzu QP2010 Ultra (Kyoto, Japdo) equipado com autoamostrador
modelo AOC-20i + s (Shimadzu) e com injetor automatico split/splitless
modelo Nexis GC-2030 (Shimadzu), operando no modo splitless e
temperatura igual a 300°C.

e Balanca analitica SARTORIUS (Goettingen, Alemanha) modelo TE214S;

e Centrifuga — DAIKI, modelo DT 4000 - PRF;

e Fonte de luz de arco-xendnio da Newport (simulador de luz solar) com
poténcia variavel (350 - 1000 w). Para selecédo da faixa espectral, foram

utilizados filtros de corte de radiacdo infravermelha (filtro de agua
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Newport) com refrigeragdo por meio de um banho termostatico (Quimis)
(Figura 10).

e Solar Simulator LCS-100 94011A (Oriel Instruments, MT, USA) com
poténcia fixa em 100 W e faixa de comprimento de onda de 280 a 1680
nm (Figura 11).

e Agitador magnético NOVA NI 1102.

Figura 10 - Fonte de luz de arco-xenénio da Newport

Y,

Figura 11 - Solar Simulator LCS-100.
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4.5 Extracao e analise dos pesticidas

4.5.1 Extracéo por DLLME

Para o procedimento, foram colocados 10 mL de &4gua mili-q e 0,8 g de
NaCl em tubo tipo falcon em polipropileno com capacidade de 15 mL.
Separadamente, foi preparada uma mistura contendo 240 pL de metanol
(solvent dispersor) e 400 yL de cloroférmio (solvente extrator). Utilizando-se
uma microseringa de 1000 pL, a mistura formada pelos solventes dispersor e
extrator foi injetada rapidamente no tubo falcon contendo a amostra de agua.
Apoés formacao das microgotas, foi feita uma leve agitacdo manual por 60s e
centrifugagéo a 3000 rpm por 2 min. A fase sedimentada foi mensurada em 250
ML com auxilio de uma microseringa de 1000 uL e transferida para um frasco
de vidro de 1,5 mL contendo um insert. O solvente foi evaporado com fluxo de
gas nitrogénio e a fase foi reconstituida com 100 yL de acetonitrila. Para
quantificacdo, o extrato foi submetido a analise por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas. Na Figura 12 esta ilustrado o

procedimento de extracao.

Figura 12- Esquema geral da extracdo DLLME empregando o procedimento proposto.

Centrifugacao
10 mL de amostra

240 pL de metanol
0,89 de NaCl 400 pL de cloroférmio

| Agitag&o por 1 minuto | ‘ | Agitagéo por 1 minuto | 3000 rpm
) I ' s | | 2minutos
\ l
Retirada de | =
250 L da fase sedimentada Ressuspens&o com
- 100 pL de acetonitrila
Injecdo CG-MS

Transferéncia
da fase sedimentada

| [ — 4

Evaporacdodafase l
sedimentada
ComN, -

)

| ————

O procedimento de extragao foi inicialmente otimizado, considerando os

diferentes parametros que influenciam na recuperacdo dos analitos na
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microextracao liquido-liquido dispersiva. Dessa forma, os tipos e os volumes
dos solventes dispersor e extrator, o pH, o efeito salting out e o tempo de
centrifugacdo foram estudados. As condicdes de extracdo decritas no

paragrafo anterior sdo as condicdes otimizadas.

4.5.2. Determinacao das condi¢cdes cromatograficas

Durante o desenvolvimento da metodologia analitica para determinacéo
de pesticidas em agua, foram testadas diferentes condi¢ces cromatogréaficas de
separacdo para andlise por cromatografia gasosa.

As analises por cromatografia gasosa foram realizadas em um sistema
Shimadzu GC-MS modelo QP2020. As condi¢cdes cromatogréaficas foram
otimizadas. Para a separacdo dos agrotoxicos foi empregada uma coluna
capilar em silica fundida, com fase estacionaria ligada do tipo 100%
dimetilpolisiloxano (DB-1MS), 30 m x 0,25 mm x 0,25um, ref. N° AG122-0132,
©Agilent Technologies, utilizando hélio como gés de arraste com uma vazéo
constante de 1,0 mL min™. A temperatura da coluna seguiu a seguinte
programacao: 60°C com rampa de aquecimento, 25°C/min até 200°C, 10°C/min
até 280° e 5°C/min até 300°C/1,4min, com tempo total de analise de 20
minutos. As condicdes de analise utilizadas no espectrobmetro de massas
foram: fonte de ionizacdo por impacto de elétrons (IE) em modo positivo com
energia de 70 eV; analisador do tipo quadrupolo; processador de dados
(software) Lab Solutions (GCMS Solution); banco de dados NIST 08 e GCMS
PESTICIDES 3.01.

Para a identificacdo dos tempos de retencdo de cada analito, foram
realizadas injecbes individuais dos padrdes, a fim de se obter as melhores
condi¢cbes de sensibilidade para a determinacdo de cada um deles, bem como
realizar a identificagcdo inequivoca dos mesmos. Na Tabela 6 constam as
informacdes dos ions especificos, que foram monitorados no modo SIM e os

tempos de retencao de cada composto.
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Tabela 5- ions selecionados para identificacéo e quantificagio dos compostos estudados e 0s
tempos de retencdo de cada composto.

Analito | fons monitorados | Tempo de retencao
Fention (1) 278, 109, 125 10,2
Bifentrina (2) 181, 165, 164 13,8
Azoxistrobina (3) 344, 388, 329 18,9

A Figura 13 mostra a separagao dos pesticidas, obtida no sistema CG-MS,
apos extracdo por DLLME em uma amostra de agua mili-q fortificada com os

padrdes de pesticidas estudados com concentracéo igual a 5 pg L™.

Figura 13- Cromatogramas obtidos por CG-MS (SIM) com fortificagao da matriza 5 ug L -1.
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[1] Fention (10,2); [2] Bifentrina (13,8); [4] Azoxistrobina (18,960°C com rampa de aquecimento,
25°C/min até 200°C, 10°C/min até 280° e 5°C/min até 300°C/1.4min.

4.6 Validacdo do método

O procedimento analitico foi validado de acordo com as figuras de mérito
envolvendo o modo de validagdo “no laboratério” IUPAC (Thompson et al.,
2002), as quais foram: faixa linear, linearidade, limite de deteccao (LD), limite

de quantificacdo (LQ), precisdo instrumental (precisao intradia e inter-dia) e
exatidao (recuperacdes relativas).

41



4.6.1 Seletividade

Para avaliar se a matriz apresentava algum interferente nos tempos de
retencdo dos compostos de interesse, uma amostra de dgua mili-g, isenta dos
analitos, e uma amostra mili-q fortificada com pesticidas a 5 pg L™ foram

submetidas ao procedimento de extracao descrito no item 4.5.1.

A seletividade foi avaliada comparando-se o0 cromatograma de um
extrato da matriz isenta das substancias de interesse e um de extrato da matriz

fortificada.

4.6.2 Linearidade e faixa de trabalho

Uma amostra de &gua isenta dos analitos foi fortificada com
concentracbes de 0,5; 1,5; 5,0; 15; 30; 50, 75 pg.L". As solucbes foram
submetidas a extracdo, conforme item 4.5.1. Todos os pontos da curva de
analitica foram injetados em triplicata (n = 3).

A partir dos sinais medidos (area) para as respectivas concentracoes
dos pesticidas, a linearidade do método foi determinada empiricamente com a

construcdo das curvas analiticas.
4.6.3 Precisao

Para avaliacdo da precisdo do método, amostras em triplicata de agua
isenta dos analitos foram fortificadas em trés niveis de concentracédo 0,5, 5,0 e
50 ug L™; estas foram submetidas ao procedimento de extracdo no mesmo dia
(precisdo intradia) e durante trés dias consecutivos (precisao interdias). Os

coeficientes de variagdo (CV) foram estimados para cada nivel de

concentracdo utilizando-se a equag¢do matematica:

CV =s/r x 100

onde, s = estimativa do desvio padréao; r = media do sinal analitico (area).
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4.6.4 Exatidao

A exatiddo do meétodo foi avaliada realizando-se o estudo das
recuperacgOes relativas. Amostras em triplicata de agua isenta dos analitos
foram fortificadas nos niveis 0,5, 5,0 e 50 pg L™. Posteriormente, foram
submetidas ao procedimento de extracdo descrito no item 4.5.1. Os valores de
recuperacdo relativa foram obtidos considerando as curvas analiticas para

pesticidas feitas na matriz, utilizando o procedimento de DLLME.

4.6.5 Limites de deteccédo (LOD) e limites de quantificacdo (LOQ)

Os limites de deteccao e quantificacao foram determinados pelo método
visual através de andlises cromatogréaficas de extratos de amostraq de agua
mili-g contaminadas com concentragcdes conhecidas e decrescentes, 0,5 a
0,0025 pg L, até o menor nivel detectado. Para os calculos foram utilizadas as
equacdes a seguir, onde s é estimativa do desvio padrdo para nove réplicas e a

€ o coeficiente angular da curva analitica.

LOD =3,3 x s/a (Equagdo 2)

LOQ =10 x s/a (Equacéo 3)

4.7 Estudo da degradacéo de pesticidas em agua

Para o estudo proposto, foram realizados experimentos visando avaliar a
persisténcia dos pesticidas em sistema aquoso, através de experimentos de
degradacdo sob acdo da luz, a temperatura ambiente, em solugcdo aquosa,
variando a concentragdo dos pesticidas, o pH do meio reacional, a poténcia da
irradiacdo e a adicdo de metais (cobre, manganés e ferro) em diferentes
concentragdes. Finalmente, foi feita analise de uma amostra real de agua de
rio, contaminada com os pesticidas estudados. A realizagdo dos testes

descritos na sequéncia.
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4.7.1 Procedimento experimental para os testes propostos

Ao longo dos experimentos, as amostras, com volume inicial igual a 250
mL, foram mantidas a sob agitacdo a 200 rpm, enquanto o feixe luminoso
atingia uma area de aproximadamente 19 cm? da solucdo (Figura 14), exceto
para 0os experimentos na auséncia de radiagdo, quando a amostra foi deixada
sob agitacdo na bancada. Aliquotas de 10 mL eram retiradas a cada hora, ao
longo de 5 horas, submetidas ao processo de extracdo descrito em 4.5.1 e
analisadas de acordo com 4.5.2.

Figura 14- Fonte de luz de arco-xenénio da Newport.
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4.7.2 Estudo do efeito da concentracao

Foi avaliada a degradacao dos pesticidas nas concentracdes iniciais de

0,5, 5,0 e 50 pg.L". O pH das solucdes foi ajustado para 7,0 e a poténcia da
radiacéo fixada em 500 W.
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4.7.3 Estudo do efeito do pH

Foi avaliada a degradacdo dos pesticidas em meio acido (5,0), neutro
(7,0) e bésico (9,0). Os pH's foram ajustados preparando-se solu¢cbes tampéao
com concentracdo igual a 0,1 mol.L. O tamp&o &cido foi preparado com
acetato de sodio/acido acético; a solucdo tampédo neutra foi composta de
fosfato monopotassico/ hidroxido de sédio e o tampéo basico foi preparado
utilizando hidoxido de aménio/cloreto de ambnio. A concentracao inicial dos
pesticidas foi de 50 ug.L™ e a poténcia da radiacédo foi fixada em 500 W.

4.7.4 Estudo da poténcia da radiacao

Foi avaliada a degradacéo dos pesticidas na auséncia de radiacéo e nas
poténcias de 350 e 500 W utilizando a fonte de luz arco-xenénio (Figura 15).
Com a poténcia fixada em 500 W, um segundo experimento foi realizado com o
uso de um filtro de corte, destinado a remocéo da radiacdo abaixo de 420 nm
para avaliar a degradacdo dos pesticidas na auséncia da radiacdo ultra violeta.

A concentracao inicial dos pesticidas era de 50 ug.L" e o pH foi ajustado para 7.

Para as etapas a seguir, uma vez que ocorreram problemas que
impediram a continuidade do uso da fonte NEWPORT, uma nova fonte foi
entdo empregada (ORIEL LCS-100- Figura 15). Nesse caso, a poténcia era fixa
(100 W) e as seguintes etapas foram executadas:

Figura 15 - Solar Simulator LCS-100.
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Para os testes a seguir, 250 mL das amostras foram mantidas sob
agitacdo a 200 rpm, dispostas a uma altura de 178 mm em relacédo a fonte,
enquanto o feixe luminoso atingia uma area de, aproximadamente, 14,4 cm? da
solucéo (Figura 15). Aliquotas de 10 mL eram retiradas a cada hora, ao longo

de 5 horas, e submetidas ao processo de extragao

4.7.5 Estudo do efeito de metais

Foi avaliada a degradacdo dos pesticidas na auséncia e na presencga,
separadamente, dos fons Cu®*, Mn** e Fe*, nas concentracées de 10, 50 e
100 pg.L". As solucbBes metalicas foram adicionadas a amostra de agua mili-q
fortificada com os pesticidas de interesse antes de serem submetidas a
radiacdo. Os metais descritos foram selecionados porque haviam sido
detectados e quantificados em amostras de agua de rio previamente coletadas.
A concentracao inicial dos pesticidas era de 50 ug.L" e o pH foi ajustado para
5,0.

Alguns metais, como manganés, ferro e cobre, podem estar presentes
na agua, e podem desempenhar o0 papel de catalisadores para a
fotodegradacdo de varios poluentes, dentre eles os pesticidas, em sistemas
irradiados. Dentre eles, os mais comuns encontrados em aguas subterraneas
sdo ferro e manganés, nas suas formas sollveis e/ou ibnicas, devido as

caracteristicas geoquimicas da bacia (Almeida et al,, 2019).

4.7.6 Estudo com amostra de agua de rio

Foi avaliada a degradacdo dos pesticidas adicionados a amostra
coletada em rio, localizado na regido do Recdncavo Baiano (Sdo Sebastido do
Passé). O objetivo do estudo foi avaliar a possivel influéncia da matéria
organica dissolvida e ions metélicos, na degradacdo dos pesticidas. A amostra
de agua encontrava-se filtrada e conservada em refrigerador, a pH 5. Uma

imagem do ponto de coleta € mostrada na Figura 16.
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Figura 16 - Ponto de coleta da amostra TQ5.

Ao longo desses experimentos, as amostras (250 mL) foram mantidas
sob agitacdo (200 rpm), dispostas a uma altura de 178 mm em relacdo a fonte,
enquanto o feixe luminoso atingia uma area de, aproximadamente, 14,4 cm? da
solugcdo, exceto para os experimentos na auséncia da radiacdo, quando a
amostra era deixada na bancada sob agitacdo. Aliquotas de 10 mL eram
retiradas a cada hora, ao longo de 5 horas, submetidas a extracdo de acordo

com 4.5.1 e analisadas de acordo com 4.5.2.

5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Otimizacdo do método por DLLME
5.1.1 Planejamento fatorial fracionario

A otimizacdo do método foi estabelecida em duas etapas. Primeiramente
um planejamento fatorial fracionéario foi desenvolvido para avaliagdo preliminar
dos fatores citados no item 4.5.1. Posteriormente, um planejamento Matriz
Doehlert foi realizado, tendo como fatores o volume do solvente extrator e o

volume do solvente dispersor.
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O planejamento fatorial completo € o planejamento simultaneo mais
comum que pode ser aplicado. O nimero de experimentos executados durante
o desenvolvimento de um planejamento fatorial completo de dois niveis
aumenta geometricamente com o numero de fatores investigados. Entretanto, o
namero de experimentos pode ser reduzido sem que haja perda de informacao

por meio da utilizacdo do planejamento fatorial fracionario (Ferreira, 2015).

Para otimizacdo do método por DLLME, uma avaliagdo preliminar dos
fatores volume do solvente extrator, volume do solvente dispersor, pH, efeito
salting out e tempo de centrifugacdo foi realizada a partir da aplicacdo do
planejamento fatorial fracionario para determinar a influéncia dos fatores e de

suas interacdes na resposta analitica.

Os tipos de solvente extrator e dispersor foram escolhidos com base em
experimentos anteriores, nos quais foram testados cloroférmio e diclorometano
como solventes extratores e acetonitrila e metanol como solventes dispersores.
Durante a realizacdo do procedimento experimental, foi possivel observar que
com a mistura de solventes envolvendo diclorometano (solvente extrator) e
metanol (solvente dispersor), ndo era possivel obter-se a fase sedimentada. A
misturas dos solventes formou um sistema miscivel. Sendo assim, a natureza
do solvente extrator e a natureza do solvente dispersor foram determinadas em

condi¢cbes previamente avaliadas. Dessa forma, fixou-se:

e Tipo de solvente extrator: Cloroférmio;

¢ Tipo de solvente dispersor: Metanol.

Os fatores e niveis experimentais estabelecidos para o planejamento

fatorial fracionario estéo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 6- Fatores e niveis estabelecidos para o planejamento fatorial fracionario.

Fatores (-1) Ponto Central (+1)
Volume do Solvente Extrator- VSE 130 pL 155 pL 180 pL
Volume do Solvente Dispersor- VSD 700 pL 850 pL 1000 pL
pH 4,5 5,75 7
Efeito Sallting Out 0,39 0,559 0,849
Tempo de Centrifugacdo 2 min 4 min 6 min

O numero de experimentos foi definido pela expresséo n = 2**, onde (n)
€ 0 numero de experimentos, (k) o numero de fatores investigados e (x) refere-
se a reducao de experimentos. Para a otimizacdo do método foi estabelecido o
valor de x = 1, obtendo-se um numero de experimentos equivalente a metade
do planejamento fatorial completo. O planejamento fatorial fracionario do tipo

2>, com trés réplicas no ponto central, resultou em 19 experimentos que est&o

descritos na Tabela 8.
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Tabela 7- Matriz do planejamento fatorial fracionario e a resposta multipla (RM) para cada
experimento.

ENSAIO VSE (uL) VSD (uL) pH S.0. (9) T.C. (min) R.M.
1 -1, (130) -1 (700) -1 (4,5) -1(0,3) 1(6) 5,24
2 1 (180) -1 (700) -1 (4,5) -1 (0,3) -1(2) 7,25
3 -1 (130) 1 (1000) -1 (4,5) -1 (0,3) -1(2) 414
4 1, (180) 1 (1000) -1 (4,5) -1 (0,3) 1 (6) 5,04
5 -1 (130) -1 (700) 1 (7,0) -1 (0,3) -1(2) 6,11
6 1 (180) -1 (700) 1 (7,0) -1 (0,3) 1 (6) 6,35
7 -1 (130) 1 (1000) 1 (7,0) -1 (0,3) 1 (6) 3,25
8 1 (180) 1 (1000) 1 (7,0) -1 (0,3) -1(2) 5,70
9 -1 (130) -1 (700) -1 (4,5) 1(0,8) -1(2) 5,24
10 1 (180) -1 (700) -1 (4,5) 1 (0,8) 1 (6) 6.13
11 -1 (130) 1 (1000) -1 (4,5) 1(0,8) 1 (6) .68
12 1 (180) 1 (1000) -1 (4,5) 1(0,8) 1(2) 6,36
13 -1 (130) -1 (700) 1 (7,0) 1(0,8) 1 (6) 497
14 1 (180) -1 (700) 1 (7,0) 1(0,8) -1(2) 738
15 -1 (130) 1 (1000) 1(7,0) 1(0,8) -1(2) 461
16 1 (180) 1 (1000) 1 (7,0) 1(0,8) 1 (6) 5,70
17 (C) 0 (155) 0 (850) 0 (5,75) 0 (0,55) 0 (4) 5,79
18 (C) 0 (155) 0 (850) 0 (5,75) 0 (0,55) 0 (4) 6,35
19 (C) 0 (155) 0 (850) 0 (5,75) 0 (0,55) 0 (4) 6,07

VSE, Volume do solvente extrator; VSD,Volume do solvente dispersor; T.C., tempo de

centrifugacéo; R.M.,Resposta mdltipla; S.O, efeito salting out.

Os resultados do planejamento fatorial fracionario podem ser vistos na
Tabela 8, através dos valores de R.M. para cada experimento que foram
calculados a partir dos efeitos principais e pela interacéo de cada fator. O valor
destacado em vermelho na Tabela 8 refere-se as condi¢cdes experimentais que

apresentaram melhor resposta no planejamento experimental.

Apoés a obtencéo dos resultados do planejamento fatorial fracionario foi
feita a avaliagdo de quais variaveis influenciam significativamente no processo
de extracdo por DLLME. Os fatores e niveis experimentais estabelecidos para

o planejamento Matriz Doehlert estdo apresentados na Tabela 9:
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Tabela 8- Fatores e niveis estabelecidos para o planejamento matriz Doehlert.

Fatores (-1) Ponto Central (+1)

400

Volume do Solvente Extrator- 200 pL 300 uL uL
VSE

Volume do Solvente Dispersor- 350

VSD 150 pL 250 pL uL

A partir dos experimentos realizados e da analise estatistica das
respostas descritas na tabela 8, utilizando os recursos do programa statistica
(statsoft), obteve-se a analise de variancia (ANOVA), Tabela 10, e o diagrama
de pareto apresentado na Figura 17.

A validacdo dos modelos quadraticos é uma etapa extremamente
necessaria, que consolida o trabalho de otimizacdo desenvolvido, considerando
que esses propiciam a obtencdo de pontos que definem as condi¢cdes
experimentais que serao empregadas no processo estudado (Ferreira, 2015). o
exame dos residuos é fundamental para que se possa avaliar a qualidade do
ajuste de qualquer modelo. 0 método mais usado e mais confiavel para avaliar
numericamente a qualidade de um modelo é a andlise da variancia (ANOVA)
(Barros Neto; Bruns; Scarminio, 2010). a Tabela 10 apresenta os dados

referentes a ANOVA, para o modelo quadratico proposto.
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Tabela 9- Andlise de variancia dos efeitos calculados para os dados.

FATOR SQ gL MQ (caIcEIado) Valor p
(1)VSE 8,34568 1 8,345681 108,5973 0,009083
(2)VvSD 3,31743 1 3,317425 43,1676 0,022390
(3)pH 0,22661 1 0,226610 2,9487 0,228083
(4)S.0 0,27554 1 0,275537 3,5854 0,198799
(5)T.C 0,77970 1 0,779698 10,1457 0,086034
zj%l;?ede 4,53022 11 0,411838 5,3590 0,167653
Erro puro 0,15370 2 0,076850
Total SQ 17,62887 18

SQ: soma quadratica; gL: graus de liberdade; MQ: média quadratica; F: razdo

entre MQ e Erro Puro; p: nivel de probabilidade

Analisando a Tabela 10 verifica-se que o VSE e VSD foram sinalizados

através da cor vermelha. Esta observacao indica que estes fatores exercem um

efeito significativo no método por DLLME.
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Figura 17 - Diagrama de Pareto do planejamento fatorial fracionario

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: V14
2**(5-1) design; MS Pure Error=,0768498
DV: V14

()VSE | 10,421

(2vsD |

(5)T.C |

(4)S.0 | 1,893513

@Ph |

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

VSE, Volume do solvente extrator; VSD,Volume do solvente dispersor; T.C., tempo de

centrifugacéo.; S.O, efeito salting out.

7

A magnitude dos efeitos € representada pelas colunas e a linha
transversal as colunas mostra a magnitude dos efeitos com significado
estatistico para p=0,05, o que quer dizer que os fatores sao estatisticamente

significativos ao nivel de 95% de confianca.

Através da analise da Figura 17, observa-se que os fatores volume de
solvente extrator e volume de solvente dispersor influenciaram

significativamente no processo de extracdo e precisam ser otimizados.

O volume de solvente extrator apropriado € o parametro mais importante
desta técnica de extracdo. O valor positivo, mostrado na Figura 15, para o
volume de solvente extrator indica que o aumento do volume acarretaria um
aumento na resposta e, em consequéncia, melhores resultados. Entretanto,

aumentando muito o volume do solvente extrator, o volume da fase
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sedimentada obtido com a centrifugacdo aumenta, e, embora a recuperagéo
permaneca quase constante, o fator de enriquecimento podera diminuir,
levando a perdas na detectabilidade dos analitos (Moreira, et al., 2014). Logo, o
volume oOtimo de solvente extrator deve garantir tanto um alto fator de pré-
concentragdo quanto permitir a obtengdo de um volume de fase sedimentada

suficiente para as analises necessarias.

Ao contrario do que ocorreu com o volume do solvente extrator, uma
diminuicdo no volume do solvente dispersor levaria a um aumento na resposta
analitica. O solvente dispersor tem como principal caracteristica ser solavel
tanto na fase aquosa quanto na fase organica. O volume de solvente dispersor
afeta diretamente a transferéncia dos analitos da matriz aquosa para as
microgotas do solvente dispersor e, consequentemente, a eficiéncia da
extracdo e variacdes no seu volume leva a alteragbes no volume de fase

sedimentada (Martins, et al., 2012).

Para manter constante o volume da fase sedimentada, € necessario
modificar simultaneamente o volume do solvente extrator e o volume do
solvente dispersor. Com o intuito de utilizar volumes de solvente extrator e
dispersor de maneira a melhorar os resultados obtidos, um novo planejamento
experimental foi realizado. Os demais fatores (pH, tempo de centrifugacéo e
efeito saltng out) foram mantidos de acordo com os dados da Tabela 10 com

melhor valor de resposta multipla ( Experimento 14).

5.1.2 Planejamento matriz Doehlert

Os resultados do planejamento fatorial demonstraram que os fatores
volume de solvente extrator e volume de solvente dispersor precisavam ser
otimizados. Sendo assim, um planejamento Doehlert para estes dois fatores foi
realizado. Como o volume de solvente extrator foi o fator mais significativo,
resolveu-se trabalhar com este fator em maior nimero de niveis (5 niveis) e o
volume de solvente dispersor com 3 niveis. A tabela 11 mostra a matriz do

planejamento Matriz Doehlert.
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Tabela 10- Matriz do planejamento matriz Doehlert para otimizacdo dos parametros.

ENSAIO VSE VSD R.M
1 0,00 (300) 0,00 (250) 6,380395
2 1,00 (400) 0,00 (250) 7,814037
3 0,50 (350) 0,866 (350) 6,183002
4 -1,00 (200) 0,00 (250) 6,115806
5 -0,50 (250) -0,866 (150) 3,78667
6 0,50 (350) -0,866 (150) 5,378422
7 -0,50 (250) 0,866 (350) 4,774477
8 0,00 (300) 0,00 (250) 5,192967
9 0,00 (300) 0,00 (250) 5,566985
10 0,00 (300) 0,00 (250) 6,224686
11 0,00 (300) 0,00 (250) 7,008831

VSE, Volume do solvente extrator; VSD,Volume do solvente dispersor; R.M.,Resposta

multipla.

Uma vez que o diagrama de pareto mostrou que a eficiéncia do
processo de extragdo aumenta com o acréscimo do volume de solvente
extrator (valores positivos dos efeitos) e reducdo do volume do solvente
dispersor (valores negativos dos efeitos), os niveis minimo e maximo dos
dominios experimentais para o planejamento para solvente extrator foram
aumentados e para o solvente dispersor foram reduzidos ( Tabela 11 fatores e

niveis estabelecidos para o planejamento matriz Doehlert).

O programa STATISTICA 6.0 foi aplicado aos dados do planejamento
Matriz Doehlert. A Figura 18 apresenta a superficie de resposta, gerada a
partir dos dados da matriz do planejamento Matriz Doehlert. Através da analise
da superficie de resposta € possivel observar que hd um ponto de sela ao
invés de um ponto maximo, inviabilizando o encontro dos pontos centrais pela

derivacdo do modelo matematico. Sendo assim, a estratégia empregada para
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otimizar a resposta foi observar as condicdes de maximo pela fungéo
desejabilidade (D).

Figura 18 - Superficie de resposta para o planejamento Matriz Doehlert usando resposta

global.

Fitted Surface; Variable: RM
2 factors, 1 Blocks, 10 Runs; MS Pure Error=,3110642
DV: RM

H OO N

O método de Derringer e Suich se baseia na funcéo de desejabilidade
para cada resposta, com valores restritos ao intervalo [0,1]. Zero significa um
valor inaceitavel, e 1 o valor mais desejavel. A otimizacdo simultanea das
varias respostas se reduz a maximizacdo de um unico valor, a desejabilidade

global (Barros Neto; Bruns; Scarminio, 2010).

Com a aplicacéo do planejamento Matriz Doehlert, obteve-se um modelo
matematico que relaciona os fatores envolvidos na otimizagdo (volume do
solvente extrator e volume do solvente dispersor) com a resposta em termos de
area. A derivacdo desse modelo matematico resultou, para cada fator, em um
sistema de equacgles cuja resolugdo gerou uma condicdo de maximo de area.
A Figura 19 apresenta os efeitos dos fatores em respostas individuais
(desejabilidade) e em resposta global (desejabilidade global) geradas a partir

dos dados da matriz do planejamento Matriz Doehlert.-.
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Figura 19 - Aplicacdo da metodologia de Derringer e Suich para planejamento Matriz Doehlert.

Profiles for Predicted Values and Desirability
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De acordo com a Figura 19, verifica-se que a desejabilidade global em

funcdo do volume de solvente extrator varia em uma faixa que direciona a

maxima desejabilidade para o nivel +1, ou seja, para a utilizacdo de 400 uL de

solvente extrator.

Ja em relacdo ao volume de solvente dispersor, a desejabilidade

méxima foi indicada mais proxima do nivel minimo, em -0,0866, o que

representa um volume de 240 pL. Sendo assim, o método por DLLME foi

otimizado com os seguintes fatores:

e Solvente extrator: Cloroformio;

e Solvente dispersor: Metanol,

e Volume do solvente extrator: 400 pL;
¢ Volume do solvente dispersor: 240 uL;
e pH:7,0;

e adicdo de NaCl: 0,8 g,

e Volume de fase sedimentada: 250 pL
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5.2 Validag&o do método

5.2.1 Seletividade

A seletividade de um método analitico € um importante parametro a ser
avaliado, para garantir que a quantificacdo das espécies de interesse néo seja
afetada pela presenca de interferentes. A seletividade foi avaliada comparando-
se um extrato de agua mili-q isenta das substancias de interesse e um extrato
da matriz fortificada, as quais foram submetidas ao processo de extracéo
descrito no item 4.5.1.

Na Figura 20 é mostrado o cromatograma do extrato da amostra de agua
mili-q sem fortificacdo e o cromatograma do extrato da amostra de agua mili-g
fortificada ao nivel de 5 pg L* Observa-se pelos cromatogramas que nenhum

interferente elui no tempo de retencao dos analitos.

Figura 20 - Cromatograma de uma amostra de agua isenta de pesticidas (A) e cromatograma
obtido por DLLME-GC-MS de uma amostra de agua fortificada em 5 pg L-1 (B).
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5.2.2 Curvas analiticas (linearidade) e faixas de trabalho

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em exame,
dentro de uma determinada faixa de aplicacao (Ribani et al., 2004; Neto et al.,
2002).

Para calcular os coeficientes de regressdo (a e b) e também o
coeficiente de determinacdo (R? foi utilizado o método matematico de
regressdo linear. Os resultados obtidos para cada curva analitica estdo

apresentados na Tabela 12...

Tabela 11- Equagdes das curvas analiticas, coeficientes de determinacao (RZ) e faixas de

trabalho para cada pesticida, para o método de determinacdo empregado.

ANALITO EQUACAO DE REGRESSAO R? FAIXA DE TRABALHO pg. L
LINEAR
FENTHION y= 21640x + 9614,6 0,9994 0,5-75
BIFENTRINA y = 35831x + 201684 0,9987 0,5-75
AZOXISTROBINA y = 25309x + 33282 0,9986 0,5-75

Todos os coeficientes de determinacgéo obtidos foram superiores a 0,99,
confirmando a linearidade do método de acordo com as normas da ANVISA e
do INMETRO. O método da padronizacdo externa foi aplicado para a
quantificacdo dos pesticidas. A curva analitica foi construida com sete pontos
correspondendo aos niveis concentracao de 0,5; 1,5; 5; 15; 30; 50 e 75 ug Lt

sendo cada ponto obtido em triplicata.
5.2.3 Preciséao

A precisao expressa o grau de concordancia entre uma série de medidas
realizadas em condi¢cdes determinadas. Representa a dispersao de resultados
entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras

semelhantes ou padrdes sob condi¢des definidas (Brasil, 2003).
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A precisdéo do meétodo foi determinada sob as condigcbes de
repetitividade (andlise intradia), realizando-se nove extragcbes no mesmo dia,
(triplicatas em trés niveis de concentracdo) e sob condi¢cbes de precisédo
intermediaria (andlise interdias), efetuando-se 27 extracdes (triplicatas em trés
niveis de concentragdo), em trés dias, sendo nove em cada dia. Os resultados
obtidos para o estudo da preciséo intradia e interdias, estdo apresentados nas
Tabelas 13 e 14:

Tabela 12- Coeficientes de variacdo (%) obtidos no estudo de preciséo intradia dos pesticidas.

Nivel de Fortificacdo (n=9)

Pesticida 0,5 pug.L? 5ug.L? 50 pg.L*
Fenthion 2,9 3,1 1,8
Bifentrina 15 2,0 1,8
Azoxistrobina 2,3 5,6 4,4

Tabela 13- Coeficientes de variacdo (%) obtidos no estudo de preciséo interdia dos pesticidas.

Nivel de Fortificacao (n=9)

Pesticida 0,5 pg.L™ 5 pg.L™ 50 pg.L™
Fenthion 7,7 7,8 3,4
Bifentrina 4,0 5,6 4,9
Azoxistrobina 4,2 6,2 4,8

O estudo da preciséo intradia apresentou coeficientes de variacdo com
valor maximo de 5,6%, e na precisao interdias o valor maximo foi de 7,8%. De
acordo com os resultados apresentados, o método foi avaliado como preciso,
pois para métodos de andlises de tracos ou impurezas sdo aceitos coeficiente
de variacdo de até 20% dependendo da complexidade da amostra (Ribani et
al., 2004).
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5.2.4 Recuperacao

O estudo das recuperacdes relativas foi realizado para avaliar a exatidao
do método. Um volume de 10 mL de amostras em triplicata de agua mili-q,
isenta dos analitos, foram fortificadas nos niveis de 0,5, 5 e 50 ug L™
Posteriormente, foram submetidas ao procedimento de extracdo, conforme
descrito no item 4.5.1. Os valores de recuperacao relativa foram obtidos
considerando as curvas analiticas no extrato da agua mili-g, utilizando o
procedimento de DLLME.

A exatiddo do método desenvolvido foi avaliada realizando-se o estudo
de recuperacdes relativas. As recuperacdes relativas foram avaliadas em trés
niveis de fortificacdo: 0,5, 5 e 50 pug L. Na Tabela 15 s&o apresentados os

resultados das recuperacdes, obtidas nos diferentes niveis de concentracao.

No menor nivel de fortificacdo, as recuperacdes variaram entre 83,7%
(Fenthion) e 97,2% (Azoxistrobina), com desvio padrao relativo variando ente
2,9 a 3,4%; no nivel intermediario de fortificacdo, as recuperacdes variaram de
84,2% (Bifentrina) a 95,2% (Azoxistrobina), com desvio padréo relativo
variando de 1,4% a 2,3%, e no maior nivel de fortificacdo, as recuperacdes
variaram entre 87,8% (Fenthion) a 99,3% (Bifentrina), com desvio padréo
relativo variando ente 1,3 a 3,3%. Assim, as recuperacdes para todos os
pesticidas analisados, nos diferentes niveis de fortificacdo, estdo dentro do
intervalo de valores aceitaveis, de 70 a 120% (Ribani et al., 2004).
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Tabela 14- Recuperacbes relativas e CV (%) para os pesticidas determinados em trés

diferentes niveis de fortificagao.

Pesticida Nivel de fortificagéo (ug.L™) Recuperagédo (%) n=3 CV (%)
0,5 83,7 3,4
Fenthion 50 87,1 1,6
50,0 87,8 3,3
0,5 91,1 3,0
Bifentrina 50 84,2 1,4
50,0 99,3 1,3
0,5 97,2 2,9
Azoxistrobina 50 95,2 2,3
50,0 95,4 19

5.2.5 Recuperacao absoluta

Para avaliar a exatiddo do método através da recuperacao absoluta, 10
mL de amostra em triplicata de agua, isenta dos analitos, foram submetidas ao
procedimento de extracdo por DLLME, conforme descrito no item 4.5.1. Apoés a
etapa de secagem dos extratos, foi feita a adicdo dos padrdes de pesticidas
nas concentragbes estabelecidas de 0,5, 5 e 50 pg.L". Além disso, foram
realizadas extragbes por DLLME de 10 mL de amostra de agua, em triplicata,
nas quais foram adicionados, inicialmente, padrbes de pesticidas nas
concentracOes estabelecidas de 0,5, 5 e 50 pug.L™. Apos a adicédo dos padroes,

seguiu-se o procedimento de extragcado conforme descrito no item 4.5.1. Para a
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obtencdo dos valores de recuperacdo absoluta, foram comparados o0s
resultados obtidos em cada uma das andlises, 0s quais sdo mostrados na
Tabela 16.

Tabela 15- Recuperacdes absolutas para os pesticidas determinados em trés diferentes niveis

de fortificagé&o.

Pesticida Nivel de fortifica(;éo Recuperagéo (%)
(Mg.L™) n=3
0,5 77,6
Fention 5 71.2
50 76,9
0,5 78,1
. . 5 74,8

Bifentrina
50 70,0
0,5 77,4
) . 5 73,6
Azoxistrobina

50 73,6

As recuperagdes apresentaram variagédo entre 70 e 78,1 % confirmando
a eficiéncia do método. Os valores obtidos diferem das recuperacdes relativas,

pois se refere a recuperacgdes absolutas.
5.2.6. Limites de deteccao e limites de quantificacao

O limite de deteccdo (LOD) representa a menor concentragdo da
substancia em exame que pode ser detectada, mas ndo necessariamente
quantificada, utilizando um determinado procedimento experimental. Por outro

lado, o limite de quantificacdo (LOQ) representa a menor concentracdo da
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substancia em exame que pode ser medida, utilizando um determinado

procedimento experimental (Ribani et al., 2004; Brasil, 2003).

Para o método proposto, os limites de deteccdo e quantificacdo foram
determinados pelo método visual, ou seja, através de andlises cromatograficas de
extratos de amostras, contaminadas com concentracdo de 0,5 ug.L'1 e
decrescentes até o menor nivel detectado. Posteriormente, foram realizadas 7
réplicas do menor nivel de concentracdo detectado. Os limites de deteccdo e
quantificacéo foram calculados conforme as equacdes descritas no item 4.6.5.

Entretanto, na pratica, os LOQ foram assumidos como sendo o menor nivel
de concentracdo na curva analitica, devido a proximidade e concordancia com os
valores calculados. Os limites de detec¢do e quantificacdo estdo apresentados na
Tabela 17.

Tabela 16- Limites de detecgdo (LOD) e limites de quantificagdo (LOQ).

Pesticida . _
LD (ng.L™) LQ (pg.L™)
Fenthion 0,0014 0,5
Bifentrina 0,0016 0,5
Azoxistrobina 0,0018 0,5

Os limites de deteccéo e de quantificacdo para o método proposto estédo
adequados para a quantificacdo dos pesticidas. Os resultados obtidos estédo
abaixo dos valores maximos permitos na legislacdo brasileira para alguns
compostos, uma vez que nem todos os pesticidas utilizados no pais possuem

guantidade maxima permitida.

5.3 Estudo da fotodegradacédo dos pesticidas em agua

Os pesticidas sdo micropoluentes que podem estar presentes nas aguas
superficiais e subterraneas provenientes de atividades agricolas, para o
controle de pragas que possam causar prejuizos para as plantacdes.

Entretanto, a pesenca desses compostos causa preocupacdo ambiental,
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devido aos seus efeitos téxicos nos ecossistemas aquaticos e para a saude da
populacao (Starling et al., 2019).

No ambiente aquatico, os pesticidas podem passar por diferentes
processos de degradacao, incluindo hidrdlise, fotdlise, oxidacdo, reducédo, sob
a acao de fatores bidticos e abidticos (Chen et al., 2019). Os pesticidas podem
sofrer degradacao fotoquimica mediada pela incidéncia da luz solar, a qual

desempenha um papel importante na destinacédo desses poluentes.

A degradacdo dos pesticidas em agua esta relacionada com as suas
caracteristicas fisico quimicas, como a concentragdo inicial e das condi¢fes do
meio (Kruisdijk et al., 2022). No caso da fotodegradacéo, esta depende do
tempo de exposicao, da intensidade e do comprimento de onda da radiacéao,
além do estado fisico do pesticida e do pH da solucdo, podendo ainda ser
catalisada pela presenca de ion metalicos.

Para avaliar o impacto ambiental dos pesticidas, a sua degradacao sob
efeito de luz pode ser realizada em laboratorio utilizando lampadas que
possuam espectro de radiagdo tanto UV quanto na faixa que se aproxima da
luz solar (Zhu et al., 2019). Além disso, os parametros experimentais precisam

estar pré definidos de acordo com as caracteristicas dos compostos estudados.

5.3.1 Estudo do efeito da concentragéo

Os pesticidas podem causar impactos ao ambiente aquéatico, mesmo
estando em baixos niveis de concentracdo. A primeira etapa do trabalho
envolveu o estudo da degradacdo dos pesticidas nos niveis de concentracdo
0,5,5 e 50 pg.L™* em pH 7 e poténcia da lampada fixada em 500 W, de acordo
com a secdo 4.7.1. Os resultados sdo mostrados na Figura 21. E possivel
observar um decréscimo nas concentracfes ao logo do tempo, sobretudo do
fention. No nivel de concentracéo de 0,5 pg.L™ ndo foi possivel comparar o
decaimento, provavelmente devido a degradacéo ter produzido concentracdes
finais abaixo dos limites de quantificacdo do método. Desse modo, na figura 19

constam apenas os resultados nas concentracdes de 5 e 50 pg.L™.
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Figura 21 - Efeito da concentracdo inicial na degradacao dos pesticidas fention (A- 5,0 pg.L™;
B- 50 pg.L™) , bifentrina (C- 5,0 pg.L; D- 50 pg.L™") e azoxistrobina (E- 5,0 pg.L™;
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Na primeira hora de irradiagdo, o fention apresentou uma reducgéo de
30% no nivel mais baixo de concentracdo (5 pg.L™), enquanto apés 5 horas
alcancou praticamente 100% de reducéo. Para a concentracéo de 50 ug.L?, a

reducao foi de 46% na primeira hora de irradiacao e de 75% em 5 horas.

Para a bifentrina, a degradacdo ao final de cinco horas foi de,
aproximadamente, 48%, e para a azoxistrobina foi de 12% na concentracéo
inicial de 50 pg.L™. Na menor concentracéo (5 pg.L™Y), a taxa de degradacéo foi
de 87% para a bifentrina e de 33% para a azoxistrobina, demonstrando a maior
resisténcia desses compostos a reacdes de fotdlise.

Pesticidas da classe dos piretrdides, como a bifentrina, sdo derivados
das pietrinas que foram sintetizados para aumentar a fotoestabilidade do
composto pela modificacao na estrutura da molécula. Isso faz com que o tempo
de meia vida de fotdlise em agua seja maior (Zhu et al, 2020). De acordo com
Schleier e Peterson (2011), o tempo de meia vida da bifentrina, em meio

aquoso, € igual a 408 dias.

Em um estudo realizado em uma lagoa ao a livre pela European Food
Safety Authority (EFSA) em 2010, mostrou que o tempo necessario para a
concentracdo da azoxistrobina ser reduzida a metade foi de 13 dias. Boudina
de um software que determina o nimero de fétons absorvidos pelo pesticida et
al. (2007), avaliaram a transformacao fotoquimica da azoxistrobina em solucdo
aquosa. Eles calcularam a eficiéncia quéantica policroméatica através e mede a
cinética da reacdo de fotodegradacdo. A faixa estreita de valores encontrados,

indica estabilidade da azoxistrobina em relacéo a reacdes de fotodegradacéo.
5.3.2 Estudo do efeito do pH

A hidrélise € uma etapa importante na degradacdo dos pesticidas,
mediada ou n&o pelo efeito da irradiacdo. Na segunda parte do estudo, foi
avaliado o efeito do pH do meio reacional na degradacédo dos pesticidas. Os
valores de pH estudados foram 5, 7 e 9, com a poténcia da lampada em 500W,
enquanto a concentracdo dos pesticidas foi fixada no maior valor, 50 pg.L™, de

acordo com a secao 4.7.2.
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Os resultados do efeito do pH no processo de fotodegradacdo dos
pesticidas sdo apresentados na Figura 22. Uma primeira observacdo dos
graficos sugere que, para os valores de pH empregados nos testes, 0s quais
caracterizavam meios acido, neutro e basico, houve pouca influéncia ao se
comparar as velocidades de decaimento e as redugdes de concentracdo ao
final de cinco horas, especialmente no caso do fention, onde foram,
respectivamente, 72%, 74% e 70%. Huang e Mabury (2000) estudaram a
cinética de hiddlise do fention e dos seus metabolitos em solugbes aquosas
tamponadas. Eles concluiram que, para o fention, o pH n&o influencia
significativamente na hidrdlise, visto que houve uma pequena variacdo nas

taxas de degrdacao do pesticida.

Para a bifentrina, um ligeiro aumento na reducéao foi observado em pH 7
(de 14% para 22%). Os piretréides sao degradados mais lentamente em meio
acido, ao passo que um aumento no pH aumenta a taxa de degradacao
(Schleier e Peterson, 2011).
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Figura 22 - Efeito do pH na degradacao dos pesticidas fention, bifentrina e azoxistrobina.
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5.3.3 Estudo do efeito da poténcia da irradiacéo

Apoés as analises dos resultados obtidos, avaliando-se a influéncia da
concentracdo dos pesticidas e do pH do meio reacional no processo de
degradacdo, a terceira etapa envolveu a analise da influéncia da poténcia da
irradiacdo. As condicdes de analise fixadas foram pH igual a 7 e concentracao
dos pesticidas igual a 50 pg.L?, de acordo com a secdo 4.7.3. Foram
realizados experimentos com poténcias de irradiacao fixadas em 350 W e 500
W. Além desses, amostras foram submetidas a um experimento com
irrradiacao fixada na poténcia de 500 W, utilizando, porém filtro de corte de 420
nm, e um outro sem a incidéncia de irradiacdo. O objetivo de utilizar o filtro de
corte foi o de avaliar a degradacéo dos pesticidas na auséncia de radiacao UV,

de maior energia. Os resultados obtidos podem ser vistos na Figura 23.
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Figura 23 - Efeito da poténcia da radiacdo na degradacdo dos pesticidas fention e da
bifentrina.
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Vale ressaltar que durante a realizacédo dessa etapa do trabalho, tivemos
problema com o pesticida azoxistrobina, o qual, em algumas amostras, nao foi
mais detectado através das andlises cromatograficas, enquanto em outras

apresentou picos com valores de area muito pequenos.

Na tentativa de solucionar o problema, foi feita a limpeza de todo o
sistema cromatografico, como: a limpeza da fonte de ions, a troca dos
filamentos e o condicionamento da coluna cromatografica. Depois de todo
procedimento, foi injetado, no cromatdgrafo, o padrdo da azoxistrobina e foi
possivel detectar o composto novamente. Entretanto, apds analises
sucessivas, aproximadamente 10 analises, ja ndo era mais possivel identifica-
lo. Percebeu-se, entdo, que seria necessario fazer limpezas sucessivas no
equipamento e ndo tinhamos tempo habil para tal procedimento. Desse modo,
com dados desconexos, foram plotados os dados somente do fention e da

bifentrina.

Dos trés pesticidas estudados, a azoxistrobina € o que possui um menor
valor de coeficiente de particdo octanol/dgua (como pode ser visto na Tabela
3), sendo o pesticida com maior polaridade. Pesticidas com caracteristicas
polares sdo mais susceptiveis ao efeito de matriz, o qual depende fortemente

da natureza quimica do analito (Poole, 2007).

Pela analise dos resultados que constam na figura 19, a fotodegradacéao
do fention foi maior quando utilizada a poténcia da lampada em 500W,
apresentando um percentual de reducdo de cerca de 73% apds 5 horas de
irradiacdo, ao passo que na poténcia de 350 W, a diminuicdo na concentracao
foi de aproximadamente 30%. Os experimentos conduzidos sem a incidéncia
de radiacdo e com a utilizagdo do filtro de corte de 420 nm mostraram-se
semelhantes, tendo havido uma pequena degradacdo do pesticida,
observando-se uma reducdo da concentracdo inicial de 8,2% em ambos os

casos.

O aumento na decomposicdo ocasionado pela acdo da luz, como
esperado, é tanto maior quanto maior for a poténcia da fonte utilizada, uma vez

gue isso acarreta em maior fluxo de energia. Porém, esse efeito depende
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também da faixa do espectro que é utilizada. No caso em que foi removida a
regido de maior energia (abaixo de 420 nm), os resultados se aproximaram da

condicdo em que nao se aplicou radiacao.

Para a bifentrina, contudo, o efeito da poténcia e da faixa de energia da
irradiagcdo nao afetou significativamente a velocidade de degradacdo e o

resultado final.
5.3.4 Estudo do efeito da adicdo de metais

A presenca dos metais em agua € atribuida a processos naturais, como
intemperismo das rochas e carreamento de solidos, e a processos artificiais
que estdo relacionados as atividades antropogénicas. Essas, por sua vez, tem
aumentado progressivamente o0 estoque de metais nos ecossistemas
aguaticos. Os metais, uma vez na agua, podem se distribuir pelo material em

suspenséo, no sedimento e na agua superficial.

A quinta etapa do trabalho envolveu o estudo na presenca dos trés
metais, no processo de degradacdo dos pesticidas. Os experimentos foram
realizados em meio &cido, com solucdo tampdo em pH 5, concentracdo dos
pesticidas 50 ug.L™, poténcia da irradiacdo igual a 100 W e adicdo dos metais
em trés diferentes concentragdes: 10, 50 e 100 pg.L™, de acordo com a secdo

4.7.4. Um quarto experimento foi conduzido sem adicédo dos metais.

A escolha desses metais baseou-se no fato de que os mesmos foram
encontrados em concentracdes variando na faixa de 80 pg.L™ (Mn?*), 10 pg.L™
(Cu*) e 2 mg.L? (Fe*) em amostra de agua de rio localizado na regigo do

Recbncavo Baiano, a ser analisada no decorrer desse trabalho.

Uma vez mais, o fention apresentou as maiores reducdes, quando
comparado a bifentrina. Embora ao final de cinco horas a degradacédo tenha
sido praticamente total em todos os casos, a velocidade com que a mesma se
deu sugere ser maior quando as concentragcfes dos metais eram maximas,
especialmente para o caso do Mn**, em que a curva de decaimento é mais

acentuada a partir de seu inicio.
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Uma importante diferenca foi também observada em relacdo a cinética
da reacdo de decaimento. Enquanto nos demais experimentos um modelo de
primeira ordem n&o parecia claro, aqui ele ficou evidente. Hirahara et al.
(2001), fizeram um estudo comparativo da fotodegradacdo do fention e do
dissulfoton sob irradiagdo com diferentes fontes de luz. O modelo cinético de
degradacéo foi de primeira ordem.

Por outro lado, a degradacéo da bifentrina com a adicdo dos metais ao
meio reacional foi menos pronunciado, tendo apenas um discreto aumento
quando as concentracdes dos metais foi fixada em 100 pg.L™, caso em que as

taxas de degradacao apresentaram-se maiores.
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Figura 24 - Degradacédo do fention com e sem a adicdo de metais em diferentes niveis de
concentracao.
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Figura 25 - Degradacédo da bifentrina com e sem a adicdo de metais em diferentes niveis de

concentracao.
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Nos estudos realizados, o fention foi o pesticida mais facilmente degradado,
enquanto bifentrina e azoxistrobina foram mais estaveis ao longo do periodo

em que foram submetidas ao processo de fotodegradacéo por cinco horas.

O fention & um pesticida da classe dos organofosforados, cuja estrutura
molecular permite a ocorréncia do processo de fotodegradacdo, devido a
presenca de um atomo de enxofre ligado ao anel aromético (Santos et al.,
2021). Entretanto, para que a reacao ocorra, € necessario que seja fornecida
energia em intensidade e faixa espectral adequada. Isso esta de acordo com
0s resultados obtidos, ao se utilizar o filtro de corte de 420 nm, em que foi
possivel observar que a fotodegradacao do fention ndo ocorreu na auséncia de

radiacdo UV.

A molécula do fention pode ser facilmente fotoativada, pois possui uma
ligacdo fosfotiolester que é suscetivel a oxidacdo, caso as condi¢cdes sejam
favoraveis para que a reacdo fotooxidativa ocorra (Santos et al., 2021). A
radiacdo ultravioleta por ter maior frequéncia do que a da luz visivel €, portanto,
mais energética, sendo capaz de quebrar a ligacdo éster das moléculas e

promover reacdes fotooxidativas.

A bifentrina pode ser caraterizada como um pesticida recalcitrante, ou
seja, é resistente ao processo de degradacdo, conforme pode ser observado
nos experimentos. Isso propicia a sua acumulagcdo no meio ambiente e pode
provocar efeitos toxicos a longo prazo. A bifentrina é estavel a hidrélise aquosa,
gue é uma importante via na etapa de degradacdo. Os inseticidas da classe
dos piretroides, como a bifentrina, apresentam fotodegradacdo mais lenta,

necessitando de temperaturas elevadas.

Devido ao problema ocorrido com a molécula da azoxistrobina, descrito
no item 5.4.3, ndo foi possivel obter resultados para este pesticida nessa etapa

do estudo.

Alguns fatores estdo envolvidos no efeito do mascaramento induzidos
pela matriz, como por exemplo, as propriedades dos analitos. Compostos mais
polares s&o mais suscetiveis a sofrerem a supresséo do sinal analitico devido a

presenca de componentes indesejados que coeluem na separacao
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cromatografica e alteram o processo de ionizagdo. A supressdo de ions afeta
tanto a identificagdo quanto a determinacdo dos analitos, podendo
impossibilitar a sua deteccgéo (Gosetti, et al., 2010).

Fonte de luz de arco-xenonio da Newport, utilizado inicialmente nos
experimentos, tinha como vantagens a possibilidade de variacdo na poténcia
da fonte e a opcdo de acoplar filtro para a remocdo da radiacdo UV. No
entanto, como ja explicado na secdo 4.7.3, esse equipamento precisou ser
substituido pelo equipamento Solar Simulator LCS-100, a partir dos

experimentos que avaliaram a influéncia de metais sobre a fotodegradacéao.

Apesar de operar em uma Unica poténcia de fonte, mais baixa (100 W)
do que a do fotoreator NEWPORT, ele mostrou-se mais eficaz na
fotodegradacdo do fention, no caso o pesticida mais sensivel a acdo da luz
entre os testados. Dois fatores possivelmente explicariam essa diferenca. No
primeiro deles, havia uma diferenca no modo de incidéncia da radiacao sobre a
solugéo; enquanto no LCS-100 a fonte era posicionada acima e a luz incidia
diretamente sobre a superficie da solugdo, no NEWPORT a fonte era
posicionada lateralmente, fazendo com que ocorressem perdas por reflexao, e,
possivelmente, por absorcdo da radiagdo nas paredes do recipiente em que a

amostra estava contida.

O segundo fator pode estar relacionado a irradiancia espectral das duas
fontes na faixa de espectro do UV-visivel, conforme mostrado nas Figuras 26 e
27. No caso da fonte 6271 da NEWPORT, usada nos primeiros experimentos
(Figura 26), a irradiancia aumenta rapidamente a partir de aproximadamente
230 nm e atinge um patamar em aproximadamente 300 nm, a partir do qual

permanece em média em uma faixa um pouco acima de 200 mW.m? . nm™.

Considerando agora a fonte do LCS-100 (Figura 27), a irradiancia foi até
uma ordem de grandeza superior, chegando a 2,5 W.m? .nm™ em cerca de 480
nm, possuindo também um pico de 3,5 W .m?. nm™ a cerca de 800 nm. Assim,
mesmo operando com uma poténcia de fonte mais baixa o LCS-100 é capaz de
fornecer, na faixa espectral do UV-visivel, maiores irradiancias. De acordo com

informacao do fabricante, operando a uma distancia de 178 mm (7”) do alvo,
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como no caso desse trabalho, a fonte fornece um fluxo de energia que é
equivalente ao da luz solar (LCS-100 Series Small Area. Disponivel em:
https://www.newport.com/medias/sys _master/software/software/h18/h2a/97629
49103646/LCS-100-DS-021821.pdf. Acesso em junho de 2023). Cabe ressaltar
gue esse efeito de aumento na degradacéo néo foi observado para a bifentrina.
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Figura 26 - Espectro de irradiancia da lampada arco-xen6nio NEWPORT (considerar a fonte
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Figura 27 - Espectro de irradiancia da fonte do LCS-100 Solar Simulator.
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Fonte: User's Manual Oriel® LCS-100TM Small Area Sol1A

5.3.5 Estudo de fotodegradacdo com amostra coletada em rio e contaminada

com os pesticidas.

Nessa etapa, foi analisada uma amostra de agua de rio (rio Uberaba),
coletada no municipio de S&o Sebastido do Passé, regido do Recbncavo
Baiano. A amostra, identificada como TQ 5, foi contaminada com os pesticidas
fention e bifentrina, na concentracdo de 50 pg.L* de forma a avaliar a

fotodegradacdo dos mesmos.

Analises preliminares da amostra, por ICP- OES e ICP- MS, constataram
a presenca de metais, dentres eles manganés (50 pg.L™ ), cobre (10 pg.L™?) e
ferro (2 mg.L™"), dentre outros. Além da agua de rio, foi analisada solucéo
preparada em agua Mili Q, com os pesticidas na mesma concentragao inicial.
As amostras foram submetidas a testes de degradacdo com e sem a incidéncia

de radiacao por um periodo de 5 horas.

E preciso considerar, contudo, que as curvas de calibracdo foram, até
aqui, construidas a partir de extratos obtidos de agua Milli Q, enquanto a
amostra TQ 5 foi obtida a partir de extrato de agua de rio. Isso poderia
ocasionar um efeito de matriz, produzindo aumento ou supressédo de sinal do
detector em relacdo aos analitos. Dessa forma, foi realizado um teste
comparando curvas de calibracdo construidas a partir da adicdo e extracdo dos
padrées em agua MilliQ e, de maneira analoga, na agua de rio. Os resultados
séo apresentados na Figura 28.
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Figura 28 - Curvas de calibracao para fention e bifentrina, construidas a partir de extratos de
agua Milli Q e agua de rio.
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Vé-se que néo foi observado efeito de matriz para o fention, ao passo
gue para a bifentrina ocorreu uma queda no sinal. Desse modo, o decaimento
da bifentrina para as amostras de TQ 5 foi calculado através da curva de
calibracdo construida a partir de extrato da agua de rio, e os resultados sao

mostrados na Figura 29.
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Figura 29 - Degradacéo do fention e da bifentrina em amostra coletada em

sem irradiagdo, comparado a amostra em agua mili-q.
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Esses resultados corroboram a influéncia da composi¢cao da matriz no
processo de fotodecomposicédo de pesticidas, envolvendo a presenca de, por
exemplo, ions metéalicos e matéria organica. A matéria organica pode fornecer
espécies fotossensibilizadoras que, ao absorverem a luz, produzem uma seérie
de espécies reativas que irdo degradar o composto alvo, podendo ainda sofrer
o efeito catalitico dos metais presentes (Remucal, 2014). Vale ressaltar que os
experimentos aqui descritos foram realizados em agua de rio ja filtrada através
de membrana de 0,45 um. Uma melhor avaliacdo dessa influéncia poderia ser
alcancada a partir de experimentos com um maior nimero de amostras e,

também, em presenca de matéria em suspensao.

As reacdes de oxidacdo ativadas fotoquimicamente ocorrem
normalmente como resultado das reacfes entre moléculas de pesticida
fotoativadas e o oxigénio. No caso do fention, este é susceptivel a oxidacao por
oxigénio para formar o sulfoxido correspondente (Remucal, 2013). A reacédo
fotooxidativa em pesticidas organofosforados envolve a conversao da ligacéo

P=S para a ligacdo P=0.

A bifentrina é um pesticida que possui uma persisténcia ambiental maior.
A fotodegradacao dos pesticidas da classe dos piretroides é dividida em doze
vias. As cinco pricipais categorias sdo: isomerizacao, hidrolise, clivagem das
ligacbes C-O e C-C, descarboxilacdo e desalogenacao redutora (Zhu et al.,
2020). Como esses compostos sofrem reacdes fotooxidativas mais complexas,
0 tempo necessario para a sua degradacao completa no meio ambiente é
maior (Fay et al., 2008). Dessa maneira, sugere-se que a bifentrina é suscetivel

a fotélise indireta.

85



6.0 CONCLUSOES

O meétodo desenvolvido para o estudo da fotodegradacao dos pesticidas
em &gua, baseado na DLLME e analise por CG-MS, mostrou-se eficiente,

seletivo e sensivel.

A otimizacdo do método, a partir da aplicacdo do planejamento fatorial
fracionario, permitiu avaliar as variaveis, a partir de um numero reduzido de
ensaios experimentais, envolvendo os fatores tipo e volume do solvente
extrator, tipo e volume do solvente dispersor, pH, efeito salting out e tempo de
centrifugacdo. A avaliacdo das variaveis que influenciaram significativamente
no processo de extracao foi feita pelo planejamento Matriz Doehlert. Os fatores
e as melhores condi¢cdes foram: cloroférmio como extrator (400 pL); metanol
como dispersor (240 yL); pH = 7,0; adicao de 0,8 g de sal e centrifugacdo por 2

minutos a 3000 rpm

A validacdo do método apresentou linearidade foi avaliada no intervalo

de 0,5 a 75 pg L™, com coeficientes de determinacado (R?) superiores a 0,99.

O método se mostrou preciso, apresentando coeficientes de variacdo
satisfatorios, com valor maximo de 5,6% (azoxistrobina) para a precisdo

intradia e 7,8% (fention) para a precisao interdias.

A exatiddo foi avaliada através da recuperagdo. No menor nivel de
fortificacdo, as recuperacdes variaram entre 83,7% (fenthion) e 97,2,0%
(azoxistrobina); no nivel intermediario de fortificacdo, as recuperagdes variaram
de 84,2% (bifentrina) a 95,2% (azoxistrobina) e no maior nivel de fortificacéo,
as recuperacgdes variaram entre 87,8% (fenthion) a 99,3% (bifentrina).

Os limites de deteccdo (LOD) variaram entre 0,0014 e 0,0018 e os
limites quantificagdo (LOQ) foram assumidos como sendo o menor nivel de
concentragéo na curva analitica, devido a proximidade e concordancia com os
valores calculados, evidenciando que estes estdo adequados para a

quantificacdo dos pesticidas em agua.
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O estudo da degradacdo demonstrou que, dentre os pesticidas
estudados, o fention foi o pesticida que apresentou degradacgédo efetiva nos

experimentos realizados.

A degradacao foi diretamente afetada pela concentracdo dos pesticidas,
apresentando velocidades de decaimento expressivamente maiores na maior

concentracédo, para os trés pesticidas avaliados.

O pH do meio nao influenciou significativamente nas taxas de
degradacdo, o que foi observado ao se comparar as velocidades de

decaimento e as reducdes de concentracdo ao final de cinco horas.

A fotodegradacdo do fention foi maior quando utilizada a poténcia da
lampada em 500W. Os experimentos conduzidos sem a incidéncia de radiacdo
e com a utilizacdo do filtro de corte de 420 nm mostraram-se semelhantes,
tendo havido uma pequena degradacdo do pesticida. Para a bifentrina,
contudo, o efeito da poténcia e da faixa de energia da irradiagdo nédo afetou

significativamente a velocidade de degradacao.

No estudo de degradacdo com a adicdo de metais (Cu®*, Fe** e Mn?"), o
fention apresentou as maiores reducdes de concentracdo, quando comparado
a bifentrina. Ao final de cinco horas, a degradacédo foi praticamente total na
presenca dos trés metais selecionados. Entretanto, a velocidade com que a
degradacédo ocorreu, sugere ser maior quando as concentracdes dos metais
eram maximas, especialmente para o caso do Mn%, em que a curva de

decaimento é mais acentuada a partir de seu inicio.

A andlise de uma amostra de agua de rio (rio Uberaba), coletada no
municipio de S&o Sebastido do Passé, regido do Recdncavo Baiano mostrou
que houve um pequeno aumento na velocidade de degradacdo em presenca
da agua de rio, tanto para fention quanto para bifentrina. Os resultados
mostraram a influéncia da composicdo da matriz no processo de
fotodecomposicao de pesticidas, envolvendo a presenca de, por exemplo, ions

metalicos e matéria organica.

87



Os pesticidas apresentam, em geral, persisténcia devido a sua alta
estabilidade no meio ambiente e grande mobilidade, podendo atingir os
diversos compartimentos ambientais através de mecanismos fisicos e
biologicos. Presentes na agua, os pesticidas podem sofrer uma série de
interagcfes e a sua persisténcia em meio aquatico depende da sua cinética de

transformacéao.

O estudo da fotodegradacdo dos pesticidas desempenha um papel
importante no destino de compostos emergentes em aguas naturais devido a
toxicidade dos pesticidas e a sua dinamica no ambiente. O monitoramento da
presenca desses compostos em agua para o controle da sua potabilidade e da
sua qualidade para consumo € importante, uma vez que 0s pesticidas séo
poluentes ambientais perigosos e que causam efeitos adversos a saude da

populacdo e, também, podem causar dano ambientais.

SUGESTAO DE TRABALHOS FUTUROS

1. Estudar a cinética de degradacao de outras classes de pesticidas utilizando
o Solar Simulator LCS-100;

2. Estudar a fotodegradacao de pesticidas em amostras reais, na presenca e

na auséncia de radiagéo UV;

3. Uma vez que a azoxistrobina ja foi encontrada em amostras previamente
analisadas pelo grupo, buscar solucbes para poder testa-la em todas as

condicdes quanto a sua fotodegradacao;

4. |dentificar e quantificar os possiveis produtos de degradacdo dos pesticidas

avaliados, propondo mecanismos de formac¢do dos mesmos;

5. Estudar a cinética de degradacéo de pesticidas por um tempo maior.
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