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LIMA, Sergio Marcos de. Validacdo de método analitico para determinacéo
cromatografica (CG-EM) de agrotdxicos em aguas residuais de industria agroquimica.
2021. 79 f. Dissertagdo (Mestrado em Quimica Analitica) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2021.

RESUMO

Devido ao crescimento populacional que proporciona alta demanda de alimentos no mundo e
reducdo das &reas araveis, produtores necessitam elevar a producdo agricola por hectare
plantado e melhorar a qualidade dos cultivos, assim 0 uso de agrotoxicos vem sendo altamente
empregado. Durante a producdo desses produtos uma das preocupacdes € a contaminagao
cruzada entre 0s agroquimicos, essa contaminacdo pode causar a ineficacia em campo,
comprometendo a qualidade do produto, podendo ocasionar até a perda do plantio. O controle
de qualidade e reaproveitamento dos residuos gerados por industrias agroquimicas devem fazer
uso de técnicas analiticas avancadas, que possam garantir a qualidade da agua, descartando a
possibilidade de contaminagdes cruzadas no processo produtivo. Os procedimentos analiticos
adotados para esse controle devem ser rapidos e confiaveis, permitindo a determinacdo de
varios compostos com propriedades quimicas variadas. Nesta perspectiva, este estudo visou o
desenvolvimento e validacdo de um método capaz de determinar os compostos, atrazina,
diuron, clorpirifés, picoxistrobina e tebuconazol em amostras de aguas residuais de industria de
agroquimicos. A técnica analitica adotada foi a de Cromatografia Gasosa com detector de
Espectrometria de Massas. O método foi validado segundo critérios da ABNT NBR
14029:2016, por meio da analise de figuras de mérito: seletividade, linearidade, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo, exatiddo (recuperacdo) e precisdo. Para a separacdo foi
utilizada uma coluna capilar de silica fundida com 5%-fenil-dimetilpolisoloxano, 30m de
comprimento, 0,25 mm de diametro interno e filme de 0,25 um (HP-5MS Agilent), o tempo
total andlise foi de 33 minutos. O método validado demostrou-se seletivo e especifico para os
compostos. Os resultados obtidos para o limite de deteccdo ficaram entre 0,01 e 0,07 pg mL*
e o limites de quantificacdo ficaram entre 0,07 e 0,27 ug mL™. A faixa linear de trabalho ficou
entre 0,07 a 0,33 pg mL™L. Todos os compostos apresentaram recuperacdo média entre 75 e 103
% valores estes dentro do critério da norma ABNT, demonstrando a exatiddo do método. No
estudo de precisdo o método mostrou-se preciso estando dentro dos critérios de aceitacdo da
norma ABNT. A aplicacdo do método em amostras da fabrica demostrou otimizacéo e
vantagem analitica em termos de economia financeira e reducdo no numero de equipamentos
necessarios para a determinacéo dos cinco compostos do estudo.

Palavras-chave: agrotdxicos; cromatografia gasosa; espectrometria de massa; validagdo de
método.
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ABSTRACT

The population growth that demands greater food production in the world, along with the
reduction of arable areas, producers need to increase agricultural production per planted hectare
and improve the quality of crops. Thus, the use of pesticides has been widely used. During the
production of these products, one of the concerns is cross-contamination between
agrochemicals. This contamination can cause inefficiency in the field, compromising the
quality of the product and even causing the loss of planting. Quality control and reuse of waste
generated by agrochemical industries must make use of advanced analytical techniques that can
guarantee water quality, discarding the possibility of cross-contamination in the production
process. The analytical procedures adopted for this control must be fast and reliable, allowing
the determination of several compounds with varied chemical properties. In this perspective,
this study aimed at the development and validation of a method capable of determining the
compounds, atrazine, diuron, chlorpyrifos picoxystrobin and tebuconazole in samples of waste
water from the agrochemical industry. The analytical technique adopted was Gas
Chromatography with a Mass Spectrometry detector. The method was validated according to
the criteria of ABNT NBR 14029:2016, through the analysis of figures of merit: selectivity,
linearity, detection limit, quantification limit, accuracy (recovery) and precision. For the
separation, a fused silica capillary column with 5%-phenyl-dimethylpolysoloxane, 30m long,
0.25 mm internal diameter and 0.25 pm film (HP-5MS Agilent) was used, the total time for
analysis was 33 minutes. The validated method proved to be selective and specific for the
compounds. The results obtained for the detection limit were between 0.01 and 0.07 pg mL™*
and the quantification limits were between 0.07 and 0.27 pug mL™. The linear working range
was between 0.07 and 0.33 pg mL™. All compounds showed average recovery between 75 and
103% values within the criteria of the ABNT standard, demonstrating the accuracy of the
method. In the precision study, the method was shown to be accurate, being within the
acceptance criteria of the ABNT standard. The application of the method on factory samples
demonstrated optimization and analytical advantage in terms of financial savings and reduction
in the number of equipment needed to determine the five compounds in the study.

Keywords: pesticides; gas chromatography; mass spectrometry; method validation.
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1 INTRODUCAO

A degradacdo dos recursos naturais do planeta estd cada vez mais visivel. A
disponibilidade de agua diminui e cresce o numero de contaminantes e residuos industriais. As
atividades humanas podem causar modificacfes ambientais que resultam em mudangas na
dindmica dos ecossistemas. Essas mudangas podem gerar remocdo direta ou indireta de
elementos bioldgicos e até modificacdes no ambiente fisico, mudando o fluxo de energia em
um sistema natural e podendo gerar desequilibrio no meio (CAVALHEIRO; ARAUJO;
TYBUSCH, 2014).

O crescimento demografico mundial, estimado em 9 bilhGes de habitantes em
2050 (ONU, 2021), aumenta a preocupacdo com a demanda de alimentos para atender esse
crescimento. A solucdo para a agricultura diante do crescimento mundial, foi aumentar a
produtividade por hectare (BARBOSA, 2004). Nessa perspectiva 0 uso de agrotoxicos vem
sendo massivamente aplicados para o controle de pragas (animais e vegetais) e doencas de
plantas (PERES; MOREIRA e DUBOIS, 2003). A necessidade de protecdo das lavouras
provocou o desenvolvimento crescente dos agrotoxicos ao longo dos anos e hoje os produtos
estdo mais seletivos e eficazes. O homem tenta proteger as lavouras de doencas e pragas desde
a idade média onde era utilizado o arsénio e enxofre para controle de insetos, o uso de
compostos organicos como a nicotina e o piretro também foram utilizados como inseticida na
Europa e nos Estados Unidos (GASPARIN, 2005). Paises com grande producdo agricola como
o Estados Unidos, China e Brasil que atualmente é o terceiro maior exportador agricola do
mundo, sendo responsavel por alimentar 10 % da populacdo do planeta, utilizam grandes
volumes de agrotxicos no processo agropecuario, entre outras aplicacdes, (FAO, 2013).

Apesar dos problemas causados pelo coronavirus em todos os setores, 0
agronegdcio no ano de 2020 teve excelentes resultados para o faturamento do setor. A safra de
grdos atingiu 254,1 milhdes de toneladas, sendo a maior safra do pais, com um incremento de
3,1% cerca de 7,9 milhGes de toneladas em relagdo a 2019 (CONAB, 2021).

Devido a alta produtividade do Brasil no setor agricola, quando avaliado o valor
gasto com agrotoxicos, o Brasil posiciona-se na primeira colocagdo como o0 maior consumidor
de agrotoxico, no entanto quando se relaciona o valor gasto tendo o tamanho da producéo como
referéncia, o Brasil se posiciona na 13? colocagéo (FAO, 2013).

O controle de agrotdxicos no Brasil envolve um sistema de varios 6rgaos

governamentais em esfera federal, estadual e municipal. O processo de producdo e
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comercializagio de agrotoxicos € rigorosamente controlado pela Unido (INACIO, 2013). De
acordo com o inciso XXXIII do art. 1° do Decreto n® 4.074/02, a producdo é o processo de
natureza quimica, fisica ou bioldgica para obtencéo de agrotdxicos, seus componentes e afins.
O termo fabricante € utilizado para os estabelecimentos que produzem componentes (principio
ativo, produto técnico, matérias primas, ingrediente inertes e aditivos utilizados na fabricacéo
de agrotdxicos e afins). O formulador é quem efetivamente produz os agrotdxicos ou afins. E o
manipulador é o estabelecimento autorizado a fracionar e reembalar os agrotdxicos e afins
(BRASIL, 2002).

Em alguns processos, a reutilizacdo de residuos na industria pode ser feita em
atividades que ndo necessitam do consumo de agua potavel e para viabilizar o reaproveitamento
de grandes volumes de agua na producéo de agrotoxicos ha a necessidade de um controle rigido
dos contaminantes presentes nessas aguas residuais do processo, agregando valor a um residuo
e evitando o descarte. Para isso é necessario 0 uso de andlise de tracos de compostos para
atender essas necessidades industriais. Os desafios nas determinacgdes de tracos dos agrotoxicos
em residuos industriais para reaproveitamento destes residuos sem comprometer o desempenho
e qualidade do produto traz economicidade e reducdo de consumo de recursos naturais. Para
andlise de contaminantes em nivel de concentracdo de tracos, uma das técnicas mais utilizada
é a cromatogréfica. Esta técnica permite a separacao, identificagdo e quantificacdo dos analitos,
mesmo presente em misturas complexas, ela permite o uso de outras técnicas de andlise
acoplada ao sistema cromatografico como a espectrofotometria e espectrometria de massas
(SKOOG et al., 2002).

A diversidade na fabricacdo de agrotoxicos e a necessidade de determinar estes
contaminantes em aguas residuais decorrentes do processo industrial, laboratorios de controle
utilizam diferentes técnicas para acompanhamento dos processos levando ao alto custo nesta
etapa industrial. A auséncia de técnicas que atendam a determinacdo em nivel de tracos dos
agrotoxicos produzidos, em Unica etapa, instigou ao planejamento deste trabalho. Sendo assim,
foi escolhida a técnica cromatografica de gases acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)
a ser validada para a separacdo e quantificagdo de especificos agrotdxicos produzidos em

empresa local.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver e validar método analitico para avaliar a presenca de agrotoxicos em

efluentes industriais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Selecionar os compostos que serdo analisados nas amostras de aguas residuais da
industria agroquimica.

v Identificar e classificar os compostos selecionados.

v Validar o método empregando analise por cromatografia de gases acoplada ao espectro
de massas CG-EM para determinacdo dos agrotoxicos em A&guas residuais da industria
agroguimica.

v Reduzir o nimero de equipamentos e consumo de solventes para analise.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 AGRICULTURA

Apds a segunda guerra mundial, mudancas como a globalizacdo econémica e
introducdo de tecnologias e modernizagcBes agricolas geraram um grande aumento da
produtividade e no desenvolvimento da populagéo urbana e rural (NUNES, 2007).

De acordo com Carneiro et al. (2015) o Brasil esta no ranking de maior produtor
agropecuario do mundo e o0 segundo pais que mais exporta esses produtos e para manter essas
posi¢es, o setor faz uso intensivo de agrotdxicos.

As extensas areas plantadas sdo pulverizadas com agrotdxicos com a intengéo
de atingir as pragas, fungos, insetos ou ervas “daninha” a fim de aumentar a produtividade e
reduzir as perdas causadas por essas pragas.

O Levantamento Sistematico da Produc¢do Agricola (LSPA) de 2021, realizado pelo
IBGE (2021), prevé alta na producdo em comparagdo com o ano anterior. A safra de gréos
deverd alcancar 264,9 milhdes de toneladas, com um aumento significativo considerando o que
foi produzido na safra passada, que foi de 254,1 milhdes de toneladas. A cultura da soja é a
principal responsvel por essa variacdo. Na Tabela 1 é possivel observar o crescimento da
producdo de gréos no Brasil.

Figura 1 - Producdo de Graos de soja, milho e feijdo (em milhdes de toneladas).
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Fonte: IBGE, 2021.

A crescente producdo agricola somada a politicas pablicas que incentivem a
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producdo agroecoldgica gera o alto consumo de agroquimicos no pais. O clima tropical do
Brasil é um outro fator no uso de agrogquimico, o qual favorece a proliferacdo de pragas e,
consequentemente, a possibilidade de mais aplicacéo de defensivo agricola em safra de inverno
e safrinha, para ndo ocorrer a quebra do ciclo de reproducdo. Diferente do que ocorre em paises

de clima temperado que em época de inverno as pragas sao inativadas pelo frio (MAPA, 2018).

3.2 DEFENSIVOS AGRICOLAS

A publicacdo da Lei n° 7.802, de 11 de julho de 1989, regulamentada pelo Decreto
n° 4.074/2002 que dispde sobre:

A pesquisa, a experimentacdo, a producdo, a embalagem e rotulagem, o
transporte, 0 armazenamento, a comercializa¢do, a propaganda comercial, a
utilizacdo, a importagdo, a exportacdo, o destino dos residuos e embalagens, o
registro, a classificagdo, o controle, a inspecao e a fiscalizagdo de agrotdxicos,
seus componentes e afins (BRASIL, 2002).

Essa Lei regulamentou os defensivos agricolas que passaram a ser reconhecidos
como “ 0s produtos e 0s agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao
uso nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também
de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao da flora
ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos;
substancias e produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores
de crescimento” (BRASIL, 2002).

O termo agrotoxico também chamados de defensivos agricolas, biocidas,
agrotoxicos e praguicidas foi introduzido pelas legislacdes estadual e federal nos Gltimos anos.
Sua classificacdo quanto a composi¢do quimica pode ser dividida em trés principais grupos:
compostos inorganicos, compostos de origem vegetal e compostos organicos. A classificacao
também pode ser dada considerando & sua acdo: inseticidas, fungicidas, herbicidas, acaricidas,
entre outros, conforme Tabela 1. Quanto a estrutura quimica dos mesmos: organoclorados,
organofosforados, piretroides, tiocarbamatos, derivados de uréia, entre outros (BRONDI,
2000).



Tabela 1 - Classificacdo quimica dos agrotoxicos.

Classificagdo quanto a
natureza da praga controlada

Classificagdo quanto ao
grupo quimico

Exemplos

Inorganicos

Extratos vegetais

Fosfato de aluminio

Oleos vegetais

Organoclorados Aldrin, DDT
Organofosforados Clorpirifos

Inseticida
Carbamatos Carbofurano, carbaril
Piretréides sintéticos Deltametrina, permetrina
Neonicotindides Imidacloprido
Fenilpirazois Fipronil

N Triazina Atrazina

Herbicida Arylurea Diuron
Inorgénicos Calda bordalesa, enxofre

Fungicida Triazdis Tebuconazol
Estrobirulina Picoxistrobina
Organofosforados, Dicofol, teradifon

Acaricida

Dinitrofendis

Dinocap, quinometionato

Fonte: Adaptado de PERES, 2003.
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Inseticidas sdo compostos quimicos ou bioldgicos que quando aplicados em dose

adequadas, direta ou indiretamente sobre os insetos, provocam a sua morte (GALLO et al.,
2002). O controle quimico de pragas utilizando inseticidas é destinado ao uso em setores de
producdo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas em pastagem, na protecdo
de florestas e de outros ecossistemas ou ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composicao flora ou fauna, no intuito de preservar da acdo danosa de
seres vivos nocivos (ANDREI, 2001).

Os fungicidas representam na atualidade a principal ferramenta complementar no
manejo de doencas de plantas, caracterizados por produtos modernos e compativeis com 0s
conceitos de manejo integrado de doencas. Os fungicidas séo compostos quimicos empregados
em controle de doengas nas plantas causadas por fungos, bactérias e algas. Em alguns casos
esses compostos quimicos ndo matam os fungos, apenas inibem, temporariamente a geminagao
dos esporos (ZAMBOLIM et al., 1995; KIMATI, 1995).

Os herbicidas possuem acéo inibidora de ervas denominadas de daninhas, séo

compostos que tém atividade biologica importante para a producdo de alimentos
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(STEPHENSON et al., 2006). Na década de 1940, havia um limitado nimero de herbicidas
disponiveis para uso, simplificando a escolha para o uso em: 2,4 D para folhas largas, ou um
dos herbicidas ndo seletivos, tais como arsenato de chumbo ou sais. Na década de 1970 o
desenvolvimento de herbicidas se acelerou e atualmente a lista de herbicidas disponiveis no
mercado aumentou (LEIN et al., 2004). O mecanismo de acéo é relacionado ao primeiro passo
bioguimico ou biofisico no interior celular a ser inibido pela atividade herbicida. Esse processo
inicial pode ser suficiente para matar as espécies sensiveis. Porém, normalmente, diversas
outras reacdes quimicas ou processos Sao necessarios para se matar uma planta, cujo somatério
é denominado modo de acdo. Os herbicidas normalmente inibem a atividade de uma enzima/
proteina na célula e, como consequéncia, desencadeiam uma série de eventos que matam ou
inibem o desenvolvimento da célula e do organismo (VIDAL, 2002).

Os agrotoxicos utilizados no exterminio de acaros sdo denominados acaricidas. O
método de controle para o carrapato que mais tem sido utilizado desde a década de 50 € o uso
de acaricidas (PRUETT, 1999). Apesar de atualmente ser o Unico método eficaz é também
dispendioso, além de poder causar danos ao meio ambiente e a saude publica, através da
contaminacgdo de rios e solos. Ao longo destas décadas, foram utilizados, sequencialmente,
acaricidas baseados em compostos arsenicais, organoclorados, organofosforados, carbamato,
formamidinas e piretroides. A troca dos principios ativos tem sido uma necessidade devido ao
surgimento de populacdes resistentes (PRUETT, 1999).

Os agrotoxicos organoclorados destacam-se entre 0s principais agentes
contaminantes por apresentarem elevada persisténcia ambiental. Esses compostos foram
intensamente empregados no combate a insetos transmissores de doencas fatais como maléria
e febre amarela e, também, no controle de pragas que afetavam a producéo agricola (HASSAL,
2002). Devido ao potencial toxico e por serem bioacumulativos e persistentes no meio
ambiente, 0s organoclorados tiveram seu uso restrito ou suprimido em muitos paises
(BAIRD, 2002). No Brasil, a comercializacdo, o uso e a distribuicdo de alguns agrotoxicos
organoclorados destinados a agropecuaria foram proibidos em 1985 pela Portaria 329 do
Ministério da Agricultura (BRASIL, 1985). Esta medida ndo eliminou completamente o
emprego desses compostos no Brasil, uma vez que permitia a utilizacdo de alguns
organoclorados em campanhas de salde publica e na agricultura em carater emergencial
(MAPA, 1985).
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3.3 FORMULACAO DOS DEFENSIVOS AGRICOLAS

A formulacdo dos defensivos acontece na transformagdo do produto técnico em
uma forma conveniente de uso. Isso ocorre através das misturas do ingrediente ativo (produto
técnico) com outros componentes inertes e auxiliares da formulacdo, onde o produto final possa
ser dispersado e cumprir a sua finalidade biologica. Os ingredientes ativos (IA) possuem
caracteristicas fisico-quimicas distintas sendo liquidos viscosos e cristais. Eles podem ser ou
ndo, sollveis em agua ou solventes organicos, sendo necessario conhecer as principais
caracteristicas fisico-quimicas dos ingredientes ativos pois serdo importantes na escolha do tipo
de formulagcdo (AZEVEDO, 2006).

As formulagdes de acordo com GALLO et al. (2002) podem ser do tipo: pé seco,
p6 molhavel, p6 soltvel, granulados, concentrados emulsionaveis, solu¢bes concentradas,
suspensdo liquida, microencapsulada, isca e espelhantes adesivos.

Para que as formulagbes sejam eficientes no controle das culturas, algumas
necessidades fisico-quimicas relacionadas ao tipo de formulacdo devem ser consideradas

conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 - Necessidades de uma formulacéo para uso em culturas agricolas.

Tipo de Formulagao Necessidades

Boa suspensibilidade e dispersdo em agua

P6 molhavel (PM) Boa granula(;_ao e partl'cule_ls muito pequenas
O pd deve misturar-se rapidamente com a agua
Pequena formacédo de espuma

o Emulsificagdo espontanea em agua, resultando
Concentrado emulsionavel (CE)  yma emulszo estavel e homogénea, com
aspecto leitoso

P6 solivel (PS) Dissociacédo raglda e formagao de uma solugéo
aquosa sem residuos

Formacdo de uma solucéo limpida em agua
Concentrado solvel (CS) Formagéo homogenea para a aplicacéo em

diluicdo em agua, sob a forma de solucdo

verdadeira dos ingredientes ativos

Dispersdo espontanea em mistura com agua
Suspensao estavel do ingrediente ativo

Dispersdo espontanea em mistura com agua
Suspensao estavel do ingrediente ativo

Suspenséo concentrada (SC)
Pds secos (P)

Gréanulos e micro granulos (GR)  Gréanulos e micro granulos
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Baixa volatilidade

Ultrabaixo volume (UBV) Baixa viscosidade
Né&o deve conter substancias sélidas em

suspensao.

Fonte: Adaptado de AZEVEDO, 2006.

Os limites aceitaveis na composicdo da formulagdo do produto sdo regulamentados
pela portaria N° 45, de 10 de dezembro de 1990, onde no artigo 11 determina que os resultados
analiticos da avaliacdo quimica devem obedecer aos limites de acordo como apresentado na
Tabela 3.

Tabela 3 - Limites aceitaveis de ingrediente ativo (IA) para formulacdo dos produtos.

Valor declarado

em g/kg ou g/l de Limites aceitaveis

Quantidade declarada do I.A. Limites aceitaveis de

em g/kg ou g/l do produto diferenca (%o) LA em g/kg ou g/l
500 ou mais +25 700 675a725
250 a 500 +05 400 380a420
100 a 250 + 06 200 188 a 212
25a100 +10 80 72 a88
0a25 +15 10 8,5a1l15

Fonte: Adaptado MAPA, 1990

A composicado dos defensivos agricolas é o principio ativo e os ingredientes inertes
que sdo utilizados como diluentes ou veiculo para o principio ativo e alguns adjuvantes para
atingir a eficacia desejada no produto. De acordo com AZEVEDO (2006), os adjuvantes mais
utilizados na formulagéo séo:

Surfactantes: Ajudam na compatibilidade com agua permitindo boa adesividade e
absorcédo do ingrediente ativo pelos tecidos vegetais.

Dispersantes: Facilitam a dispersdo dos p6s nas misturas mantendo-os em
suspenséo evitando a formagéo de grumos que podem causar obstru¢do nos bicos aplicadores
da pulverizagéo.

Emulsionantes: Responsavel por compatibilizar o ingrediente ativo e os solventes
da formulacdo com &gua, reduzem a tenséo superficial entre a gota pulverizada e superficie de
contato, aumentando a superficie de contato do ingrediente ativo e do alvo aplicado.

Estabilizantes: Evitam a decomposi¢édo do ingrediente ativo, mantendo por longo
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tempo as caracteristicas da formulacdo durante o periodo de armazenamento sob acéo de calor,

luz e umidade.

3.4 PROPRIEDADES DOS ANALITOS

Os compostos deste estudo foram selecionados devido a necessidade do
monitoramento em efluente industrial (agua) gerados ap6s a limpeza de tanques e
equipamentos. Estes agrotoxicos possuem caracteristicas distintas no aspecto fisico-quimico
como polaridade e volatilidade e essas diferencas de propriedades influenciam na deteccéo.

Para o desenvolvimento analitico foram verificadas algumas propriedades de cada
composto visando maior seletividade, sensibilidade e rapidez na separa¢do dos compostos. A
Tabela 4 mostra a identificacdo de cada composto do estudo o grupo quimico ao qual pertence,

classe e a formula estrutural.

Tabela 4 - Identificacdo do grupo, classe e formula estrutural dos compostos estudados neste

trabalho.
NS Gfupo Classe S SO Férmula Estrutural
comum Quimico Molar Molecular
Cl__N_ _NHCH,CH
\ﬁ \\( 2 3
Atrazina Triazina Herbicida 215,7 CgH,,CINg N\|7N
NHCH(CH,),
Diuron Uréia Herbicida 2331  C¢H,CLN,O C'@”“CON(CW)Z

cl
s
1]

Cl_ N__ OP(OCH,CH,),

BOG
Picoxistrobina Estrobilurina Fungicida 367,3 CgHisFsNO, U V\?
CH O~
CO,CH,

CI CH,—CH, c C(CH3)3

Tebuconazol Triazol Fungicida 307,8 C,eH»,CIN,O 9H2

Clorpirifés ~ Organofosforado  Inseticida 350,6  CgH;;CI;NO;PS

Fonte: ANVISA, 2019.

Na Tabela 5 é apresentado algumas propriedades fisico-quimicas de interesse

analitico dos compostos do estudo.
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Tabela 5 - Propriedades fisico-quimicas dos compostos.

Solubilidade 4gua/ LogP  Ponto de Pressdo de Constante
x Vapor de Henry
Nome comum Acetona (Kow) Fusdo (20°C, mPa) (Pa mmol)
(20°C, mg.LY) (25°C) (°C) ’

Atrazina 33,0/31,0 2,50 175,8 3,85 10 1,50 10*
Diuron 36,4 /53,0 2,85 158,0 1,15 103 7,04 10°°
Clorpirifés 1,4/ 6500 4,7 435 2,7 6,76 10?
Picoxistrobina 3,1/ 25000 3,6 367,3 5,50 103 6,50 10+
Tebuconazol 36/- 3,7 307,8 1,70 10 1,00 10

Fonte: PESTICIDE, 2018

A interpretacdo das propriedades fisico-quimicas apresentada na Tabela 5, é

apresentado de forma resumida na Tabela 6.

Tabela 6 - Interpretacdo das propriedades fisico-quimicas dos compostos.

Propriedade fisico-quimica Criterio para interpretacao Significado
< 50 = Baixa Quantidade  méaxima or
Solubilidade em agua (mg.L™?) 50 - 500 = Moderada volume de 4gua P
> 500 = Alta
Coeficiente de particio <1,0 =Baixa Estimativa da
octanol-aaua 80 g) 1,0 — 2,5 = Moderada hidrofobicidade ou tendéncia
g g >25=Alta de particdo em meio organico

Temperatura qual a
Ponto de fusdo Nao classificado substancia passa do estado
sélido ao estado liquido

> 1,0 10* = Volatil
Pressdo de Vapor 1,0 10*—1,0 10 = Moderadamente
(20°C, mPa) Volatil
< 1,0 10 = N3o volatil

Indica volatilidade da
substancia pura a temperatura
de referencia

> 2,5 10° = Volatil
2.5107-2,510° = Moderadamente
volatil
< 2,5 107 = Nao volatil

Indica volatilidade da
substancia em solucéo a
temperatura de referencia

Constante de Henry
(Pa m®mol?)

Fonte: IUPAC, 2021

3.4.1 Ingrediente ativo Atrazina

A Atrazina é um herbicida de nome comum 2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-

s-triazina, tem seu uso seletivo utilizado no controle pré e pos emergente de plantas infestantes
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de diversas culturas agricolas, como milho, sorgo e cana de agucar. Algumas pragas controladas
sdo: gloria da manhd; grama de curral; joio; quartel dos cordeiros; crabgrass; pigweed; trigo
mourisco; ragweed; foxtail (IUPAC,2021). A Atrazina atua de modo de acdo seletiva, sistémica
com atividade residual e foliar. Assim como outros herbicidas do grupo das triazinas atuam por
inibicdo da fotossintese (fotossistema I1), conduzindo ao bloqueio do transporte de elétrons. As
plantas sensiveis a atrazina sofrem de clorose (amarelecimento das folhas) a qual conduz a
necrose dos tecidos. Nas espécies tolerantes a Atrazina, como € o caso do milho, o herbicida é

eficientemente metabolizado em formas ndo toxicas (BIRADAR, 1995).

3.4.2 Ingrediente ativo Clorpirifds

Clorpirifés é um inseticida cristalino da classe dos organofosforados de amplo
espectro e acaricida usados para controlar pragas de solo e folhagem atua inibindo a transmisséo
dos receptores causando envenenamento por colapso do sistema nervoso do inseto. E utilizado
para controlar varios tipos de insetos como: escala; pulgdo lanoso; rolo de folhas; lagartas;
lagarta da orelha do milho; armyworm; cutworms; rootworms; baratas; besouros contra pulgas;
moscas; cupins; formigas de fogo nas culturas de cereais incluindo cevada, trigo; algodéo; frutas
incluindo macés, peras, uvas, abacaxis, bananas, morangos, manga; tomates; nozes; legumes

incluindo cenouras, repolhos, couve-flor, couve de Bruxelas (IUPAC, 2021).

3.4.3 Ingrediente ativo Diuron

O Diuron é um herbicida pré-emergente pertencente a familia fenilamida e da
subclasse de feniluréia (Giacomazzi e Cochet, 2004). E conhecido como um herbicida
fotossistema 11, que atua de modo sistémico, sendo absorvido pelas raizes, inibindo fortemente
a fotossintese (Ali et al., 2014; Holmes, 2014). Representa uma importante classe de herbicidas
de contato, aplicado no controle de plantas daninhas de folhas largas, gramineas e musgos em
uma variedade de situacOes agricolas e ndo agricolas, tanto em pré como em pds emergéncia
(Katsumata et al., 2009). Algumas das pragas controladas sdo: bermudagrass; fathen; pigweed;
charlock; sowthistle; rabanete selvagem; nabo selvagem; capeweed; deadnettles; papoulas;
capim-arroz. Ele é usado principalmente nas culturas de cana-de-agucar, soja, algoddo, milho,
café, frutas citricas e superficies cultivadas, incluindo margens de estradas, caminhos de ferro
e parques (IUPAC, 2021).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Inseticida
https://pt.wikipedia.org/wiki/Organofosforados
https://pt.wikipedia.org/wiki/Neurorreceptor
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_nervoso
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3.4.4 Ingrediente ativo Picoxistrobina

O principio ativo Picoxistrobina é um fungicida para cereais de amplo espectro
usado para controlar ampla gama de doencas, incluindo ferrugem e bolor. Algumas das pragas
controladas sdo: ferrugem marrom e amarelo; mancha da folha; mancha bronzeada; oidio;
mancha de rede; doencas do ouvido; esclerotinia (IUPAC, 2021). Atua inibindo a respiracao
celular ligando-se a um local especifico nas mitocondrias, desta forma impedem a transferéncia
de elétrons levando a diminuicdo da taxa de oxidacdo do NADH (dinucleotideo de nicotinamida
e adenina) e sintese do ATP (adenosina trifosfato). Em decorréncia a isso a producéo de energia
é parada e o parasito (fungo) morre. As estrobilurinas (grupo quimico do picoxistrobina) sdo
conhecidas como fungicidas inibidores quinonas (Qol), e apresentam a¢do rapida e concentrada
no primeiro periodo do ciclo de vida dos fungos (estagio de esporos). As estrobilurinas produz
nas plantas uma coloracdo mais verde (“efeito verde”) elas proporcionam um aumento
significativo no volume e na qualidade da colheita. A maioria dos fungicidas estrobilurinas tem

um periodo residual de aproximadamente 21 dias (BALBA, 2007).

3.4.5 Ingrediente ativo Tebuconazol

O Tebuconazol é um fungicida eficaz contra vérias doengas foliares em cereais e
outras culturas agricolas, algumas das pragas controladas sdo: ferrugem listrada; mancha
amarela da folha; oidio; podriddo scelerotinia; mancha negra; mancha de rede (IUPAC, 2021).
Em relacdo a classificacdo toxicologica, enquadra-se na classe Ill, sendo considerado
medianamente toxico. Possui acao sistémica e persistente de 20-25 dias no ambiente. Seu efeito
fungicida é resultado da inibicdo do citocromo P450 (CYP450) dependente da enzima Cl4a-
esterol-demetilase, a qual promove a demetilacdo do lanosterol, um intermediario na biossintese
do ergosterol e interfere com a sintese de esterdis, que sdo essenciais para a constituicdo normal
das membranas celulares (SANCHO et al., 2010).

3.5 PRODUCAO

As industrias quimicas estdo sempre em busca de otimizar os processos de
producdo, seja agilizando os processos ou em busca de melhorar a eficacia na utilizacdo dos
principios ativos. As reducfes dos custos e tempo de producéo visdo reducdo de custo para o
cliente final e melhoria na seguranca ao meio ambiente (LIMA e SANT'ANNA, 2010).

Nas chamadas formula¢Ges s&o incorporados os ingredientes ativos e cada
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formulacdo é elaborada para que os ingredientes ativos possam atingir seu potencial total.
Durante o desenvolvimento de produtos agroquimicos, a escolha certa do tipo de formulacdo
ajuda a diminuir a sua toxicidade ao meio ambiente e a sua volatilidade (CROPLIFE, 2019).
As formulacbes podem ser do tipo de pré-misturas ou de pronto uso. As pré-mistura séo
formulacBes que necessitam ser diluidas (geralmente com &gua) até uma concentracdo
adequada, no ato da aplicacdo. Por exemplo: concentrado emulsionavel (EC), suspensao
concentrada (SC). J& formulacGes de pronto uso séo formulagdes cujas concentragdes ja estdo
adequadas para aplicacdo em campo. Por exemplo: granulados (GR) e ultrabaixo volume
(UBV). Estas praticamente ndo sdo mais utilizadas devido a riscos de contaminacdo do
ambiente (deriva) e seguranga na aplicacdo (SILVA, 2005).

3.6 CONTROLE DE CONTAMINACAO NO PROCESSO DE PRODUCAO

A necessidade no controle de agrotdxicos durante o processo de fabricacdo e nos
efluentes industriais deste processo, requer métodos analiticos rapidos, confidveis e de baixo
custo para determinacdo de diversos principios ativos. Os procedimentos de analises devem
contemplar ndo somente as concentracfes elevadas, mas também determinaces em nivel de
tracos para os efluentes do processo de producao.

Em uma empresa ndo é viavel manter um equipamento para cada formulacéo, visto
que isso dependeria de um espaco fisico maior devido ao portfélio diversificado das empresas
agroquimicas, sendo assim necessario um planejamento prévio de utilizacdo dos formuladores
e também uma boa prética de limpeza para revezamento de producdo de diferentes agrotoxicos.
As vendas sazonais, que vai de acordo com as necessidades dos clientes e do campo, permitem
que haja a rotatividade entre a producéo de produtos durante o ano. Devido a formulagéo e
producdo dessas diversidades de agrotoxicos, com propriedades e classes diferentes, surgiu a
necessidade de analises multiresiduais do processo de producgéo, onde é de extrema importancia
que ocorra a devida descontaminagéo das linhas produtivas e equipamento entre cada produgé&o.
Sem um controle cuidadoso, a contaminacéo por ingredientes ativos previamente presentes nos
equipamentos pode ocorrer e possivelmente causar efeitos adversos em culturas sensiveis e
tratadas ou em espécies ndo alvo, como por exemplo fitotoxicidade (CROPLIFE, 2015). Uma
politica de prevencdo a contaminacdo deve ser seguida & risca dentro de toda empresa que
produza defensivos agricolas para diminuir os riscos de contaminagéo cruzada. De acordo com

a Croplife (2019) existem alguns requisitos gerais que os fabricantes devem seguir:
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AvaliagcOes de risco de prevencdo de contaminacdo documentadas devem ser
conduzidas.

Os niveis de limpeza devem ser definidos.

Os produtos ndo herbicidas ndo devem ser fabricados nos mesmos equipamentos que
os herbicidas, isto €, a separacdo de unidades de fabricacdo deve ser garantida. 1sso
se aplica a todas as operacdes de sintese, formulacdo, envase e embalagem. Uma
excecao a essa regra somente pode ser permitida quando uma verificagdo rigorosa da
limpeza for confirmada e houver uma aprovacao documentada da alta administracao.
O manuseio de matérias-primas deve ser avaliado com o objetivo de minimizar o
risco de uso de matérias-primas em comum para herbicidas e n&o herbicidas.
Equipamentos portateis moveis (aspiradores a vacuo, mangueiras flexiveis, bombas,
ferramentas) devem ser dedicados as areas de herbicidas ou ndo herbicidas.
Recipientes recarregaveis (IBCs, I1SOs, Big Bags, caminhdes ferroviarios) devem ser
tratados da mesma maneira que 0s equipamentos quimicos quando entram em contato
com produtos.

A reciclagem e o retrabalho devem ser administrados no sentido de se minimizar
riscos de contaminagdo cruzada.

Todos os materiais devem ser clara e devidamente rotulados, incluindo, entre outros:
matérias-primas, intermediarios, formulacdes a granel, produtos acabados,
retrabalho, reciclados e residuos.

Procedimentos de limpeza eficazes e métodos analiticos validados devem estar
disponiveis para analisar residuos em liquidos de lavagem (enxague) e/ou no produto
subsequente.

Uma operacado de limpeza deve ser executada logo que possivel apds a producéo ter
parado, ndo apenas na troca de um produto para o préximo, mas também se o
equipamento for deixado inativo. Isso se aplica a todos os equipamentos de sintese,

formulacéo, envase e embalagem.

Existe um grande risco durante a producédo de diferentes produtos em uma mesma

planta industrial, por isso faz-se necessario um controle do nivel de limpeza durante a troca dos

produtos. Para isso deve ser considerado a categoria do produto (herbicida, inseticida ou

fungicida), a toxicidade em culturas ndo alvo ou organismos néo alvos (CROPLIFE, 2019). Em

caso de falha no processo de limpeza os efeitos podem causar desde impurezas residuais até a

perda da cultura no caso de contaminacdo de herbicida em um fungicida ou inseticida.

O nivel de limpeza é definido por cada empresa, que define através de estudos. A
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Protection Agency) considera toxicologicamente

significativa a presenga de contaminante em uma concentragdo maior que a concentracao

especificada apresentada no quadro 1, que mostra a classificacdo de acordo com as categorias
citadas no Regulamento de Agrotdxicos (PR) Aviso 96-8, de 31 de outubro de 1996 (US EPA

PRN 96-8).
Quadro 1 - Niveis toxicologicamente significativos de acordo com o Regulamento
de Agrotoxicos (PR).

Categoria | Tipo de contaminante Tipo de pesticida Nivel Toxicologicamente

contaminado Significativo (3) (ppm)(4)

1 Inseticida (5), Qualquer inseticida, 1000
fungicida, fungicida, moluscicida,
moluscicida ou nematicida, herbicida,
nematicida em... regulador de crescimento

de plantas, desfolhante
ou dessecante.

2 Herbicida, regulador | Qualquer pesticida (6) em 1000
de crescimento de que o contaminante seja
plantas, desfolhante aceito para uso em todos
ou dessecante em... os locais onde o produto é

rotulado.

3 Qualquer pesticida Qualquer pesticida 1000
(6) que nao seja um antimicrobiano.
herbicida de baixa
taxa de aplicacao (7)
em...

4 Herbicida de taxa Qualquer herbicida, 250
normal (8), regulador | regulador de crescimento
de crescimento de de plantas, desfolhante ou
plantas, desfolhante dessecante.
ou dessecante em...

5 Qualquer pesticida Um pesticida (6) aplicado no 100
(6) em... corpo humano.

6 Herbicida de taxa Qualquer inseticida, 100
normal, regulador fungicida, moluscicida ou
de crescimento de nematicida.
plantas, desfolhante
ou dessecante em...

7 Herbicida de baixa Um herbicida de baixa taxa Nivel de quantificacdo
taxa de aplicagdo de aplicacdo. (9) ou 100 ppm, o que
em... for mais alto.

8 Herbicida de baixa Um herbicida de taxa Nivel de quantificagdo
taxa de aplicacdo normal, regulador de (9) ou 20 ppm, o que
em... crescimento de plantas, des- for mais alto

folhante ou dessecante.

9 Herbicida de baixa Um pesticida (6) que ndo Nivel de quantificagdo
taxa de aplicagdo seja herbicida, regulador (9) ou 1 ppm, 0 que
em... de crescimento de planta, for mais alto

desfolhante ou dessecante.

Fonte: EPA, 1996
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3.7 CROMATOGRAFIA

Um dos métodos mais modernos de anélise quimica segundo LANCAS (1993) é a
cromatografia que se destaca pela separacdo, identificacdo e quantificacdo de espécies
quimicas, possibilitando a caracterizacdo e quantificacdo de compostos em misturas complexas.
A cromatografia é uma técnica de separagdo que se apresenta nos modos cromatograficos:
cromatografia de gases (CG), cromatografia a liquido (CL) e cromatografia com fluido
supercritico (CFS). Mesmo a cromatografia pertencendo a técnica de separacao, ela precisa
utilizar outras técnicas, principalmente a espectroscopia para a identificacdo dos analitos
separados. Desta forma a andlise cromatogréfica de uma substancia quimica envolve as etapas
de preparo de amostra, cromatografia e identificacdo dos compostos separados (LANCAS,
2004).

3.7.1 Cromatografia de gases

A técnica de cromatografia de gases baseia-se na distribuicdo de substancias entre
uma fase estacionaria (so6lida ou liquida) e uma fase movel (gasosa), sendo aplicada
na analise de gases ou substancias volatilizaveis. Em funcdo da constituicdo da fase
estaciondria, pode-se dividir a cromatografia de gases em: cromatografia gés-liquido (CGL),
sendo a fase estacionaria uma pelicula delgada liquida, recobrindo um sélido inerte denominado
suporte e cromatografia gas-sélido (CGS), sendo a fase estacionaria um sélido de grande area
superficial. A cromatografia de gases é utilizada quando a amostra é volatil e termicamente
estavel. O esquema de um cromatdgrafo a gas é constituido por um cilindro de gas ligado a um
controle de fluxo de gas, um injetor, coluna, detector e um registrador (LANCAS, 2004).

Sempre que possivel a cromatografia de gases é escolhida, devido apresentar menor
consumo de solventes organicos, menor custo operacional, boa eficiéncia e rapidez. Os
detectores mais empregados na cromatografia de gases séo: detector de ionizagdo em chama
(DIC), detector por captura de elétrons (DCE), detector por condutividade térmica (DCT) e
pode ser acoplado ao espectrdmetro ou analisador de massas (EM) (PEDROSO, 2011).

A determinacdo de residuos de agrotoxicos em agua, seus metabolitos e produtos
de transformacdo sdo normalmente realizadas através de métodos de separacédo, especialmente
por cromatografia de gases (HATRIK & TEKEL, 1996).
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3.7.2 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

Dentre as inUmeras técnicas para determinar agrotoxicos, destacam-se as
cromatograficas, pois, possuem alto grau de separacdo de analitos, alta sensibilidade,
detectabilidade e seletividade, o que permite fazer analises de um nimero variado de residuos
através de sistemas de detecgdo por espectrometria de massas. Os estudos de cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) visam a identificacdo e confirmacao dos
principais componentes presentes nas fracdes de interesse, por isso existem um grande nimero
de publicacdes para qualificacdo e quantificacdo utilizando a técnica CG-EM, em diferentes
matrizes. A espectrometria de massas tem se tornado fundamental para determinacgéo de tracos
e ultra tracos, sendo o diferencial desta técnica a possibilidade de o detector ser: qualitativo,
seletivo, especifico, sensivel e universal para os compostos de interesse (AGILENT, 2020).

O diagrama esquematico de um espectrémetro de massas é apresentado na Figura

Figura 2 - diagrama esquematico de um espectrometro de massas
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INTRODUCAD Entrada do M5

DA AMOSTRA

Fonte: JURISCH, 2019.

A capacidade do espectro de massas diferenciar entre as massas de dois picos
adjacentes, onde a altura do vale entre eles ndo é maior que 10% de suas alturas, é chamado de
resolugéo. Os espectros de massas podem ser classificados como de baixa ou alta resolucao,
essa definicdo esta relacionada de acordo com o numero de casas decimais das massas dos ions,
sendo que os equipamentos de alta resolugdo fornecem massa de ions com massa molecular

com 4 casas decimais.
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3.7.2.1 TIPOS DE ESPECTROMETROS DE MASSAS

Os espectrometros de massas podem ter diferentes sistemas de separagdo dos ions
durante a ionizacdo, o analisador de massas mais utilizados sdo os do tipo quadrupolo,
armadilha de ions (ion trap) e tempo de voo (Time-of-fligth) (LANCAS, 2004).

O analisador de massas do tipo quadrupolo tem esse nome devido a existéncia de
quatro hastes paralelas que estdo arranjadas em um quadrado, essas barras recebem voltagens,
gerando campo eletromagnético que durante a passagem dos ions, definido pela razédo
massa/carga, passarao pelo filtro e chegardo ao detector (AGILENT, 2016).

No analisador do tipo armadilha de ions ao invés das quatro hastes paralelas, a
armadilha de ions consiste em um eletrodo de anel circular mais duas tampas de extremidade
que formam uma “armadilha”. Todos os ions de polaridade selecionada sobre o intervalo de
massa selecionado podem ser armazenados de uma vez na armadilha. Os ions podem ser
manipulados realizando isolamento multiplo e estagios de fragmentacgdo até a hora de detectar
(AGILENT, 2016).

Ja para 0 modelo por tempo de voo, um pulso de alta tenséo é aplicado acelerando
0s ions no tubo de voo. Um espelho de ion no final do tubo reflete os ions e os envia para o
detector que registra sua hora de chegada (AGILENT, 2016).

O espectrémetro de massas pode ser operado no modo de varredura de massas (Scan
Mass ou SIM (Selected lon Monitoring). No modo scan o espectrdmetro faz a varredura de
todas as massas dentro do espectro de opera¢do ou em uma determinada faixa de m/z, ja o modo
SIM o espectrdmetro de massa faz a separacdo de somente um ion ou alguns ions especificos
dependendo do equipamento. Esse modo permite que o equipamento aumente a sensibilidade
pois ele ndo faz a varredura por toda massa do espectro.

3.8 VALIDACAO DE METODO ANALITICO

A definicdo de validacdo, de acordo com o Inmetro é:

Comprovacgdo, através do fornecimento de evidéncia objetiva, de que os
requisitos para uma aplicacdo ou uso especificos pretendidos foram atendidos
(CGCRE-008, de 2020).

Ainda de acordo com esta publicacdo do Inmetro (CGCRE-008, 2020), 0 método
desenvolvido neste trabalho pode ser considerado método ndo normalizado, visto ser um
método desenvolvido pelo préprio laboratorio. A validacdo da metodologia escolhida adotou
um modelo seguindo a normatizacdo da ABNT NBR 14029:2016 que estabelece:
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O procedimento para validacdo de métodos para determinacdo do teor de
ingrediente ativo em produto técnico, teor de ingrediente ativo em formulagdo
e teor de impureza em produtos agrotoxicos e afins (ABNT, 2017).

A validagdo em analise quimica ficou mais intensa na década de setenta, devido a
variabilidade de resultados obtidos em andlises toxicologicas submetidas a estudos
interlaboratoriais por 6rgaos do governo americano. A partir de iniciativas de instituices como
Food and Drug Administration (FDA) e a Environmental Protection Agency (EPA), criou-se o
sistema  denominado  ISO/IEC-25 (do inglés International  Standardization
Organization/International Eletrotechnical Commission) com objetivo de padronizar as
exigéncias a serem seguidas pelos laboratdrios para demonstrarem competéncia nos servicos e
tornar os resultados internacionalmente aceito e passivel de reproducdo em outros laboratérios
(LANCAS, 2004).

Os laboratérios devem dispor de meios e critérios objetivos para demonstrar,
atraves da validacdo, que os métodos de ensaio executados levam resultados confiaveis e
adequados (INMETRO,2020).

A validacdo de método para a andlise de agrotoxicos em baixa concentragdo, de
acordo com os critérios da ABNT (2017), deve ser feita através dos pardmetros de validacéo:
seletividade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), linearidade e faixa linear

de trabalho, precisdo e recuperacéo.

3.8.1 R=recuperacdo; DPR= desvio padrao relativo.
3.8.2 Seletividade

De acordo com a definicdo adotada pelo Inmetro (CGCRE-008, 2007): um método que
produz respostas para varios analitos, mas que pode distinguir a resposta de um analito da de outros
é chamado seletivo. A seletividade de um método de separacdo é a capacidade de avaliar, de forma
inequivoca, as substancias em exame na presenca de componentes que podem interferir com a sua
determinacdo em uma amostra complexa. (LANCAS, 2004). A seletividade garante que o pico de
resposta seja exclusivamente do composto de interesse. Se a seletividade nédo for assegurada, a
linearidade, a exatiddo e a precisdo estardo comprometidas. A espectrometria de massas em
conjunto com separagdes por cromatografia € uma combinagdo muito poderosa para identificacéo
de um analito em um extrato. Esta combinacdo fornece simultaneamente dados de tempo de

retencéo, razdo de massa/carga iodnica e dados de abundancia.
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3.8.3 Sensibilidade

Para LANCAS (2004) a sensibilidade do método indica a capacidade de
discriminar, com fidelidade estabelecida, concentracdes proximas de um analito.

A sensibilidade € um pardmetro que demonstra a variagao da resposta em funcéo
da concentracdo do analito. Pode ser expressa pelo coeficiente angular da curva analitica, e é
determinada simultaneamente com os testes de linearidade. Quanto maior o angulo de
inclinacdo da reta, mais sensivel o método. (INMETRO. DOQ-CGCRE-008).

3.8.4 Linearidade

O Inmetro, através do DOQ-CGCRE-008, define a linearidade como a habilidade
de um método analitico em produzir resultados que sejam diretamente proporcionais a
concentracdo do analito em amostras, em uma dada faixa de concentracdo. J& de acordo com
LANCAS (2004) a linearidade é a resposta obtida em funcdo da concentragdo do analito, a qual
deve ser estudada em um intervalo de concentracdo apropriado. A quantificacao requer que se
conheca a dependéncia entre a resposta medida e a concentracdo do analito. A linearidade é
obtida por padronizacao interna ou externa e formulada como expressao matematica usada para
o calculo da concentracdo do analito a ser determinado na amostra real. A equacdo da reta
(equacdo 1) relaciona as duas variaveis:

y=ax+b Equacédo 1

Onde:

y = variavel dependente (resposta medida em absorbancia, altura ou area do pico),
X = variavel independente (concentracdo ou massa),

a = inclinacdo da reta ou coeficiente angular,

b = interse¢do com o eixo y ou coeficiente linear.

O valor do coeficiente de correlagdo deve aproximar-se 0 mais possivel do valor de
1, indicando menor dispersdo do conjunto de pontos experimentais. Um coeficiente de
correlacdo acima de 0,999 é considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a
linha de regresséo. (RIBANI, 2004).

Segundo as recomendagdes do MAPA, 2011, sdo aceitos valores de coeficiente de
determinacéo (R?) de 0,95 para curvas preparadas em matriz e 0,97 para curvas preparadas em

solvente. Em caso de exclusdo de algum ponto da curva analitica, deve-se indicar qual a
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ferramenta estatistica utilizada (teste de Grubs, ou outros).

3.8.5 Faixa Linear de Trabalho

Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentracfes do analito no
qual o método pode ser aplicado. No limite inferior da faixa de concentracdo, os fatores
limitantes séo os valores dos limites de detecgdo e quantificagdo. No limite superior, estes
fatores dependem da resposta do equipamento. Uma relacdo linear simples, descrita pela
equacdo y = ax + b, so é valida em um determinado intervalo de massa ou concentracdo da
espécie medida. Este intervalo de massas ou concentra¢des, no qual se pode construir uma curva
analitica linear, é a faixa linear dindmica. Esta pode ser definida como a faixa de concentracGes
na qual a sensibilidade é aproximadamente constante (Ribani et al, 2004).

Sua avaliacéo pode ser feita através do uso da razao sinal/massa, conforme equacéo

(S/Q)i = (Si-b)/Qi  Equacio 3

Onde:

S = sinal do equipamento,

(S/Q)i = relacéo sinal/massa para o i-ésimo ponto da curva,

Si = sinal medido para dada concentracdo Qi, b= interceptor da curva analitica,

Qi = concentracédo do analito.

Em uma suposta auséncia de erros indeterminados (r? =1) e dentro da faixa linear,
pode-se provar que (S/Q)i = a para todos os pares de valores experimentais usados para
construir a curva. Na pratica, com presenca de erros indeterminados o valor de r? resulta < 1 e
dentro da faixa linear, (S/Q)i = a. Se (S5/Q)i < aou (S/Q)i > a, entdo o dado pode ser assumido
como estando fora da faixa linear.

Para a faixa linear pode ser atribuido um intervalo de 5 % ou 10 % de tolerancia
acima e abaixo do coeficiente angular, onde os valores obtidos para a razdo S/Q podem variar.
Valores maiores ou menores situam-se fora da faixa de linearidade (AUGUSTO; ANDRADE
e CUSTODIO, 2000).

3.8.6 Limite de deteccdo (LD)

Em determinacdes de nivel traco, é importante saber o menor valor de concentragdo
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do analito detectavel no equipamento. Segundo LANGCAS (2004), o limite de deteccdo
corresponde & menor quantidade de um analito que pode ser detectado, porém, ndo
necessariamente quantificada com valor exato. Ja para o INMETRO, o LD é a concentracao
minima de uma substancia medida e declarada com 95% ou 99% de confianca de que a
concentracdo do analito é maior que zero. E determinado através de uma analise completa de
uma dada matriz contendo o analito. A ABNT (2017) orienta a determinar o limite de deteccao
pela relacdo entre o sinal/ruido (S/R) da injecdo do padrdo analitico de menor concentracéo da
curva analitica. Utilizando o ruido da linha de base, considerando-se que a razao sinal/ruido

deve ser 3:1.

3.8.7 Limite de quantificagéo (LQ)

Conforme o Inmetro (CGCRE-008, 2007), o limite de quantificacdo € a menor
concentracdo do analito que pode ser determinada com um nivel aceitavel de exatiddo e
precisdo. Segundo LANCAS (2004), o limite de quantificacdo corresponde a menor quantidade
de um analito que pode ser quantificada com exatidao e com fidelidade determinada. O limite
de quantificacdo segundo critérios da ABNT (2017) pode ser determinado através de cinco
determinac0es feitas para a solugdo de calibracdo de menor concentracdo da curva analitica. Na
pratica o limite de quantificacdo é definido como a concentracdo do primeiro nivel da faixa
linear, onde, o desvio padrao relativo (DPR) entre as cinco medidas deve ser menor que o DPR
calculado pela equacdo estendida de Horwitz, diferente do limite de deteccdo a relacdo entre

sinal/ruido (S/R) deve ser maior ou igual a 10.

3.9 APLICACAO DE METODOS CROMATOGRAFICOS PARA ANALISE DE AGROTOXICOS EM AMOSTRAS

AQUOSAS

O quadro 2 apresenta a revisado bibliografica realizada sobre analises de agrotoxicos

utilizando técnicas cromatogréficas para quantificagdo em amostras aquosas

Quadro 2 - Métodos analiticos descritos para determinacdo de agrotdxicos em aguas.

o ) Preparo
Finalidade Técnica Resultado Ref.
de amostra
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Determinagdo de agrotoxicos e

compostos relacionados em agua

DPR entre 1,3 e 11,9%

- CG-EM Recuperac6es foram de SPE MARTINS, M. 2004
de superficie e efluente
) ) 50,0 a 155,3%
industrial
Determinagdo de multiresiduos
de agrotoxicos em aguas de Recuperagdo 25,55 - BRONDI, S. H.
] o CGeHPLC LLE e SPE
abastecimento do municipio de 102,78% G. 2000.
Araraguara
Determinagdo de Metacrato em Xia, J.; Xiang, B.;
LC-UV 5,7% DPR MLLD
amostras de agua Zhang, W. 2008
Determinacao de 32 agrotoxicos Recuperagéo de 80 a SPE
e metabolitos em aguas CG-EM 120% e incerteza . PLANAS et al. 2006.
o ) automatico
superficiais expandida < 40%
Anaélise de agrotdxicos .
) CG-EM PEREZ-TRUJILLO
organoclorados em agua de r>0,97 SPME
) CG-ECD P. et. Al.,2002.
profundidade
. CG-ECD %DPR|: 5,3-17,4
Analise de traco de 12 )
. ; CG-EM Recuperagéo de 70 — SPE C-18 VIDAL et al., 2000.
agrotoxicos em amostra de dgua
CG-EM-EM 133%
o - BASHEER C.; LEE
Determinacdo de 11 agrotoxicos r>0,988e
’ CG-EM LPME H. K.; OBBARD J. P.
em agua do mar DPR < 14%
2002.
Monitoramento de HPAs e Recuperagéo de 82 — SPE C-18 AZEVEDOD. A.;
agrotoxicos no rio Paraiba do CG-EM 119% para agrotoxicos E Polimérico GERCHON E.; REIS
Sul no Brasil e 55-78% para HPAs Oasis E.O.
; - Recuperacéo de 47 —
Monitoramento de 8 agrotdxicos iy QUITANA, J.;
0 -
entre eles a Atrazina em aguas CG-EM o SPE MARTI I;
- Reprodutividade 5,5 a
potaveis VENTURAF.
20,5%
Recuperacdo de 58-
_ _ BECEIRO-
Determinagdo simultanea de 29 105% )
_ CG-EM o SPME GONZALEZ et al.
agrotoxicos em agua Repetitividade 6,9-
2007
20,5%

Fonte: Préprio autor.
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4 METODOLOGIA

4.1 INSTRUMENTACAO, MATERIAIS E VIDRARIAS

Empregou-se cromatografo a gas modelo 7890B Agilent (Wilmington, Estados
Unidos), equipado com injetor automatico modelo 7693 Agilent (Wilmington, Estados Unidos)
com amostrador para 100 vials. O sistema de injecdo é composto por seringa cromatografica de
10 pL e liner ultra inert Agilent, com queda de presséo baixa e 1& de vidro.

Na separacdo dos compostos utilizou-se coluna analitica capilar de baixa
polaridade modelo HP5-MS Agilent (19091S-433) de baixo sangramento, com fase
estacionaria de silica fundida com 5%-fenil-dimetilpolisoloxano, com 30 m de comprimento,
0,25 mm de didmetro interno e filme de 0,25 pm.

Para a deteccdo utilizou-se o espectrometro de massa modelo 5977A Agilent
(Wilmington, Estados Unidos), do tipo single quadrupole de ionizagdo por impacto de elétrons
a 70 eV, com varredura de 1 a 800 m/z.

A aquisicdo de dados e o tratamento dos dados foi realizada pelo software
OpenLab CDS.

Para as pesagens utilizou-se balanca analitica Sartorius (Sdo Paulo, Brasil)
modelo ED224S, com resolugdo de 0,01 mg. As balangas foram verificadas com padrdes de
massas Toledo (Séo Paulo, Brasil) certificados pela RBC (Rede Brasileira de Calibracéo).

Para a filtracdo das amostras foram utilizados filtros PVDF (Whatman) de
0,45um. No preparo das solucGes utilizou-se vidrarias volumétricas calibradas e certificadas
RBC de volume nominal 10, 25 e 50 mL. Foram utilizadas micropipetas de volume variavel de
200, 1000 e 5000 pL Brand.

Para amostras foram utilizados vials de vidro transparente com tampa e septo

de teflon, Agilent.

4.2 SOLVENTES, PADROES E AMOSTRAS

e A &gua utilizada nas fortificacdes era de poco artesiano

e Acetona grau HPLC, Merck.

e Hélio 99,999%, White Martins

e Amostra sendo residuo industrial (dgua) de lavagem de equipamento e linhas

de transferéncia de produtos da fabrica.
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As concentracGes e fornecedores dos padrbes analiticos sdo apresentados na
Tabela 8.

Tabela 8 - Listagem dos padrdes utilizados e fornecedores.

Nome comum Fornecedor Pureza (%)
Atrazina Chem Service 99,1
Diuron Dr. Ehrenstorfer 98,86
Clorpirifos Dr. Ehrenstorfer 98,61
Picoxistrobina Chem Service 98,22
Tebuconazol Dr. Ehrenstorfer 98,3

Fonte: Préprio autor.
4.3 PREPARO DAS SOLUGCOES ANALITICAS

Preparou-se 50 mL de solucdo estoque SA de cada pesticida (listados na tabela
1), em acetona, obtendo a concentragdo de 170,45 a 207,61 pg mL™*. Estas solugBes foram
preparadas partindo da dissolucéo de 10 = 2 mg do padrdo de referéncia em acetona.

A partir de 2 ml da solugdo estoque SA, preparou-se 50 mL de solucéo estoque
SB em acetona, obtendo uma concentragéo de 6,82 a 8,30 pug mL™.

O preparo das solucdes referéncia e as solucdes de redissolugdo dos agrotoxicos

utilizados para o estudo podem ser visualizados na Tabela 9.

Tabela 9 - Solucgbes estoque e de redissolucdo dos agrotdxicos.

Massa Pureza Concentragdo SA  Concentragdo SB

Padroes () %)  (ugmLY) (hg ML)
Atrazina 8600 99,1 170,45 6,82
Diuron 10500 98,86 207,61 8,30
Clorpirifos 9500 98,61 187,36 7,49
Picoxistrobina 10500 98,22 206,26 8,25
Tebuconazol 9400 98,3 184,8 7,39
Volume da solugdo estoque SA (mL) 2
Volume final da solucgéo (mL) 50 50

Fonte: Proprio autor.
4.4 PREPARO DAS SOLUCOES INTERMEDIARIAS

As solugdes para o estudo de linearidade foram obtidas transferindo-se 0,30;
0,40; 0,50; 0,70; 0,80; 0,90 e 1,00 mL da solugéo estoque SB de atrazina em baldo de 25mL
para os pontos P1, P2, P3, P4, P5, P6 e P7. Para o diuron foram transferidos 0,20; 0,30; 0,40;
0,50; 0,60; 0,70 e 0,80 mL da solucéo estoque SB de diuron em baldo de 25 mL para os pontos
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P1, P2, P3, P4, P5, P6. Para o clorpirifés foram 0,30; 0,40; 0,50; 0,60; 0,70; 0,80 e 0,90 mL da
solucdo estoque SB de clorpirifés em baldo de 25 mL para os pontos P1, P2, P3, P4, P5, P6 e
P7. Para o picoxistrobina foram transferidos 0,20; 0,30; 0,40; 0,60; 0,80; 0,90 e 1,00 mL da
solucdo estoque SB de picoxistrobina em baldo de 25 mL para os pontos P1, P2, P3, P4, P5, P6
e P7, e para o tebuconazol foram transferidos 0,45; 0,50; 0,60; 0,70; 0,80; 0,90 e 1,00 mL da
solucgéo estoque SB de tebuconazol em baldo de 25 mL para os pontos P1, P2, P3, P4, P5, P6 e

P7. Todas as solucdes intermediarias foram aferidas com acetona grau HPLC.

As concentracdes finais das solucdes intermediarias P1 — P7 utilizadas no

estudo de linearidade e no preparado das curvas analiticas sdo apresentadas na Tabela 10.

Tabela 10 - Solucdes intermediaria para estudo de linearidade e curva analitica.

Padrdes PL P2 P3 P4 P5 P6 P7
Vol. (mL) solugdo estoque SB Atrazina 0,30 0,40 050 0,70 0,80 0,90 1,00
Vol. (mL) solugéo estoque SB Diuron 0,20 0,30 0,40 0550 0,60 0,70 0,80
Vol. (mL) solucéo estoque SB Corpirifos 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80 0,90
Vol. (mL) solug&o estoque SB Picoxistrobina 0,20 0,30 0,40 0,60 0,80 0,90 1,00
Vol. (mL) solugdo estoque SB Tebuconazol 0,45 050 060 0,70 0,80 0,90 1,00
VVolume final da solugdo (mL) 25 25 25 25 25 25 25
Concentracdo final Atrazina (ug mL™) 0,08 011 0,14 019 0,22 0,24 0,27
Concentracéo final Diuron Atrazina (ug mL™) 0,07 0,10 0,23 0,17 0,20 0,23 0,27
Concentracéo final Clorpirifés (ug mL™) 0,09 012 015 0,18 0,21 0,24 0,27
Concentracéo final Picoxistrobina (ug mL™?) 0,07 0,10 0,23 0,26 0,30 0,30 0,33
Concentracdo final Tebuconazol (ug mL™) 0,13 0,15 0,18 0,21 0,24 0,27 0,30

Fonte: Préprio autor.

Todos os padrdes foram estocados em freezer na temperatura de -5 °C e

protegidos na luz.

4.5 PREPARO DAS SOLUCOES DO LIMITE DE DETECCAO

As solugdes para o estudo do limite de deteccdo (solugdo LD) foram obtidas

partindo da solucdo SB de cada composto apresentado na Tabela 2 em acetona. O preparo das

solugdes dos agrotdxicos utilizados para o estudo pode ser visualizado na Tabela 11.

Tabela 11 - Solugdes para estudo do limite de detecgéo

Padroes Atrazina Diuron Clorpirifés Picoxistrobina Tebuconazol
Concentracdo SB (ug mL™) 6,82 8,30 7,49 8,25 7,39
Vol. sol. estoque SB (mL) 0,15 0,12 0,20 0,10 0,32
Volume final solucéo (mL) 25 25 25 25 25
Concentracdo final (ug mL™?) 0,04 0,04 0,06 0,03 0,09

Fonte: Proprio autor.
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O preparado da solugdo LD nessas concentragdes teve como critério o ajuste feito
de forma a permitir a obtencdo da relag&o sinal ruido, sendo 3 vezes maior que o ruido da linha

de base determinados

4.6 PREPARO DAS FORTIFICACOES

Foram escolhidos dois niveis de concentragdo para o preparo das fortificacGes
conforme sugerido pela ABNT (NBR 14029:2016), as solugdes foram preparadas partindo do
preparo de uma solucdo (Mix) contendo todos os padrdes, essa solucdo (Mix) foi preparada
transferindo 2 mL da solucdo estoque SA de cada padrdo (atrazina, diuron, clorpirifos,
picoxistrobina, tebuconazol) para um baldo volumétrico de 50 mL e aferido com acetona grau
HPLC. Em seguida foram preparadas 14 solucdes independentes sendo 7 amostras para cada
nivel (nivel 1 e nivel 2), essas 14 amostras foram preparadas fortificando uma massa de
aproximadamente 500 + 50 mg de agua de poco em baldo volumétrico de 10 mL, em seguida
adicionado 0,20 mL da solu¢do Mix para amostras de recuperacdo nivel 1 e 0,30 mL para as
amostras de recuperacdo nivel 2 e aferido com acetona grau HPLC.

A concentracdo de cada pesticida na solucdo Mix e a concentracdo aproximada

nas amostras de fortificacdo nivel 1 e nivel 2 sdo apresentadas na Tabela 12.

Tabela 12 - Concentracdo dos agrotoxicos na solu¢do Mix e nas amostras de fortificacdo nivel 1

e nivel 2.

Padrdes Atrazina Diuron Clorpirifés Picoxistrobina  Tebuconazol
Conc. na solugdo Mix (ug.ml?) 6,82 8,30 7,49 8,25 7,39
Conc. fortificagdo N-1 0,27 0,33 0,30 0,33 0,30
Conc. fortificacdo N-2 0,41 0,50 0,45 0,50 0,44

Fonte: Proprio autor.

4.7 PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras foram coletadas por colaboradores da fabrica de agrotoxicos em
frascos PET (polietileno tereftalato) de 250 mL, elas sdo decorrentes da limpeza e
descontaminacdo de equipamentos e linhas de transferéncia apds o término e/ou troca de
producdo entre produtos, essas amostras sdo de matriz em agua e foram estocadas em freezer
na temperatura de -5 °C e protegidos na luz, o limite estabelecido pela empresa € < 0,5 ug mL"

1

Para as analises foi pesada 5 g de amostra em baldo volumetrico de 10 mL e
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aferido o volume com acetona grau HPLC, em seguida a amostra foi filtrada em filtro PVDF
(fluoreto de polivinilideno) de 0,45 pum e injetada do equipamento.

4.8 OTIMIZACAO DO SISTEMA CROMATOGRAFICO

4.8.1 Escolha da coluna

Iniciou-se a otimizacdo cromatografica de separacdo pela escolha da coluna
cromatografica. Por CG-EM pode-se utilizar qualquer coluna cromatogréfica capilar usada com
diferentes detectores (ECD, FID, NPD) desde que essas colunas ndo tenham perda excessiva
da fase estacionéria, efeito conhecido como “sangramento” da coluna, por isso foi escolhida a
HP5-MS (Agilent) que possui a tecnologia de sangramento minimizado e atende uma ampla

faixa de polaridade dos analitos, permitindo melhores separac@es e detecgdes.

4.8.2 Separacdo e identificacdo dos compostos

A otimizacdo de separacdo e identificagdo dos compostos foi feita através de
injecOes individuais de cada composto de concentragdo aproximadamente 5 ug mL™, no modo
Scan (Varredura de massas), com varredura de espectro de 50 a 600 m/z.

Para identificacdo dos compostos, apds a aquisi¢do dos espectros de massas das
solugdes individual de cada composto, os espectros foram enviados para a biblioteca (NIST 14)
do software do equipamento para a confirmagdo dos compostos e escolha dos seus respectivos
ions moleculares, onde os dois de maior intensidade de cada componente foram monitorados
pelo método proposto. Em seguida buscando melhor sensibilidade, seletividade e reducéo de
tempo de analise, foi preparada uma amostra em acetona de concentracdo aproximadamente 5
ug mL1, composta por todos os compostos do estudo e injetada no equipamento no modo SIM
(Monitoramento do ion selecionado). Através destas corridas otimizou-se a programacao de
temperatura para a separacdo cromatografica dos compostos do estudo. Este estudo permite a
otimizacdo da programacéo de temperatura do forno através da observacdo do comportamento

dos compostos em funcdo da temperatura.

4.8.3 Programacao da rampa de temperatura do forno

A temperatura € um dos fatores que possibilita ajustar a separacdo na
cromatografia de gases, pois determina o tempo total de analise. Desta forma buscando otimizar
a separacgdo e o tempo de anélise trabalhou-se com a programacéo de temperatura do forno para
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separacdo dos compostos do estudo. Devido a diferenca de volatilidade e polaridade de cada
composto este estudo possibilitou determinar a ordem de elui¢do dos picos. A programacao é
inicializada em uma dada temperatura para a eluicdo dos compostos de maior volatilidade, em
seguida é gradualmente aumentada para eluicdo dos compostos menos volateis.

O desenvolvimento da rampa de temperatura foi realizado avaliando o tempo
de permanéncia dos compostos em funcgdo da temperatura.

Partindo da solugdo de concentragdo 5 pg mL? constituida por todos os
compostos do estudo, selecionou-se 0 modo de varredura de SIM para o detector de massas
para identificacdo dos compostos. Em seguida, foi criada uma série de métodos em sequéncia
com temperaturas inicias de 120°C a 280°C (de 10 em 10°C, totalizando 17 métodos), para
cada método foi mantida a temperatura inicial por 60 minutos.

Ap0s avaliar o comportamento das corridas em dadas temperaturas projetou-se

a programacdo de temperatura do forno para melhor separacao e tempo de analise.

4.8.4 Parametros de injecdo

Para o sistema de injecdo da amostra o desenvolvimento incluiu a sele¢cdo do
solvente utilizado (acetona) devido sua volatilidade e boa solubilidade, quando avaliado para
todos os compostos de estudo, sendo soltvel em agua. No injetor a temperatura do vaporizador
foi mantida a 230°C, garantindo boa volatilizacdo sem degradacdo dos compostos, o modo de
injecdo utilizado foi com divisdo de fluxo 1:10 (Split), esse modo foi definido de modo a
prolongar a limpeza da fonte para anélise de rotina. O sistema de limpeza da agulha foi definido
com 10 lavagens com acetona (5 vezes solvente A e 5 vezes solvente B) antes da injecdo e pds
injecéo, e a lavagem com a amostra 3 vezes. O volume de injecdo foi definido com 1,0 uL e

fluxo de géas de arraste Hélio 1,0 mL por minuto.

4.8.5 Linha de transferéncia, fonte e quadrupolo

A temperatura da linha de transferéncia (Interface CG-EM) foi mantida a
300°C, essa temperatura deve ser superior a temperatura maxima de separacdo para evitar a
condensacdo dos compostos no final da coluna, as temperaturas da fonte e do analisador tipo

quadrupolo foram definidas respectivamente a 280 e 150°C.

4.8.6 Ajuste das massas

O ajuste de massas do equipamento foi realizado pelo autoajuste (autotune) do
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equipamento, atraves da infusdo do composto de ajuste perfluorotributilamina (PFTBA) para

regular a voltagem da eletromultiplicadora e abundéancia de massa, sendo possivel verificacéo

de outros pardmetros como sujeira na fonte, vazamentos e sangramento de coluna. Esse

processo é feito automaticamente e o parametros séo aceitos de acordo com a adequacéo do

sistema. A energia de ionizagéo foi ajustada em 70 eV, operando no modo positivo.

4.8.7 Parametros de varreduras

Para a aquisicdo dos picos cromatograficos, o numero de vezes que o

equipamento faz a varredura completa (nimero de ciclos) foi garantido no minimo de 10

pontos.

4.9 VALIDACAO E GARANTIA DA QUALIDADE

4.9.1 Validacdo do equipamento

O equipamento utilizado para o estudo foi validado de acordo com o programa

de garantia da qualidade, atendendo os requisitos da ISO 17025. O equipamento possuli

programa de manutencdo preventiva, verificacdes e calibracdes periddicas. A Tabela 13 mostra

0 autoajuste dos parametros do espectro de massa por meio da infusdo do composto de ajuste

perfluorotributilamina (PFTBA).

Tabela 13 - Qualificacdo do instrumento e critérios de aceitacdo.

Sistema CG-EM

Monitoramento

Critérios

Atribuicdo de massa

Largura do pico (PW50)
Sensibilidade

Background

Razdo isotopica

Energia (EI)
Vazamentos

Vacuo

Auto tune

Auto tune
Auto tune

Auto tune

Auto tune

Auto tune

Auto tune

Auto tune

m/z 69 (68,3-69,2)
m/z 219 (218,8-219,2)
m/z 502 (501,8-502,2)

0,55+0,15
EM <1600 V

< 300 picos

m/z 69 (>0,5 e <1,6%)
m/z 219 (>3,2 e <5,4%)
m/z 502 (>7,9 e <12,3%)

70x1eV
m/z:18 <5% do pico base; 32 e
28 <15% do pico base

<50

Fonte: Proprio autor.
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4.9.2 Validagdo do método

Apos a otimizacdo das condicOGes de separacdo e deteccdo, a validacdo do
método foi realizada de acordo com os critérios de validacdo conforme estabelecido na norma
ABNT (ABNT NBR 14029:2016). Desta forma os parametros selecionados para a validacéo
do método de analise de agrotoxicos em efluente industrial foram:

e  Seletividade

e Linearidade

e Limite de deteccéo

e Limite de quantificagdo
e Exatidao/recuperacdo

e Repetitividade

e Precisao

4.9.2.1 LINEARIDADE E CURVA ANALITICA

A linearidade e a curva analitica foram obtidas através do preparo das solucdes
analiticas de concentracéo 0,07 a 0,33 pg mL™, conforme descrito no item 4.4.

Cada solucdo padrdo foi injetada 2 vezes no cromatografo, os dados foram
processados automaticamente pelo software de aquisicao de dados do proprio equipamento. Os
parametros de identificacdo e integracdo de cada composto foram:

e Nome do composto

e  Espectros de referéncia
e fons monitorados

e Tempo de retencédo

e Janela de integracédo

e Relagdo sinal ruido

Apos definidos os pardmetros de identificagdo dos compostos e as faixas de
concentragdes, todas as analises foram processadas pelo software do equipamento onde foram
obtidos os graficos de resposta analitica versus concentracdo e a equacdo da reta de regressao
do modelo linear. A faixa de aplicacdo foi definida em funcéo da linearidade e dos limites de

quantificacdo e detec¢cdo do metodo.



45

4.9.2.2 SELETIVIDADE

A seletividade do detector de espectro de massa € considerada de alta
seletividade e especificidade, ela é definida como a habilidade do método para determinar com
acuracidade e especificidade o analito de interesse na presenca de outros componentes em uma
matriz de amostra. Seguindo critérios da ABNT (ABNT NBR 14029:2016) foi avaliada a
presenca de interferentes no sinal analitico de interesse. A avalia¢do ocorreu da seguinte forma:
examinando 3 injecOes de cada solucdo sendo branco amostra (matriz da amostra), branco
solvente (acetona), padrdo analitico de cada composto. A seletividade do método foi garantida
pela auséncia dos ions qualificador e quantificador no tempo de retengdo dos compostos em
amostra do branco amostra (dgua) e do branco solvente (acetona). Para garantir a seletividade
a proporc¢do do ion qualificador em relacdo ao quantificador deve reproduzir e normalmente
aceita-se uma variacdo de até 30% (SANCO, 2013).

4.9.2.3 LIMITE DE DETECCAO E LIMITE DE QUANTIFICACAO

O limite de deteccéo e de quantificacdo foram determinados a partir da relagao
sinal-ruido dos ions selecionados para cada composto do estudo.

Para o LD foram considerados 5 inje¢6es da menor concentracdo do analito que
foi detectada pelo equipamento e que apresentou a relagdo sinal/ruido maior do que 3. Os
célculos do limite de deteccéo foram realizados de acordo com a equacéo 1.

= wx 100 (1)
(F) x Cs

Onde:

LD é o limite de deteccdo do método expresso em concentra¢do (% m/m);

Cstd € a concentracao da solucdo de calibracdo mais diluida;

(S/R) é arazdo entre a altura do sinal e a altura do ruido para o analito no cromatograma

da solucéo de calibracdo mais diluida;

Cs é a concentracdo nominal tedrica da amostra.

Para o LQ foram considerados 5 injecdes da solucdo de calibracdo de menor

concentragcdo com a relacao sinal/ruido maior que 10, onde o desvio padréo relativo (DPR) entre
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as cinco medidas seja menor do que o DPR calculado pela equagéo estendida de Hortwitz
(ABNT NBR 14029:2017) equagéo 2.

%DPR Horwitz = 2(1-05109C)x 0 67 (2)

Onde: C = concentracdo do analito (% m/m) dividido por 100

O célculo do limite de quantificacéo foi expresso pela equacéo 3.

Cstd
LQ =--x100 (3)
Onde:
LQ é o limite de quantificagdo do método para o analito, expresso como concentragao
(% m/m);

Csta € a concentragéo da solugdo padréo (solugdo LQ) (mg L™?);

Cs é a concentragdo nominal teérica da amostra (mg L™2).
4.9.2.4 CURVA ANALITICA

A curva analitica de trabalho foi obtida utilizando 5 pontos dentro da

linearidade, sendo os extremos da curva o LQ e o Gltimo ponto da linearidade.
4.9.2.5 EXATIDAO (RECUPERAGAO)

Para avaliar quanto os valores dos compostos obtidos no estudo estdo préximos
ao considerado real, conforme critérios da ABNT (ABNT NBR 14029,2017), foram preparados
2 niveis de fortificacdes em &gua de poco (matriz), conforme descrito no item 4.6. A norma ndo
cita quais sdo esses 2 niveis, portanto optou-se por um nivel proximo ao limite de quantificacdo
e um segundo nivel proximo ao ponto do meio da curva analitica, por consequéncia foram
preparadas 7 amostras independentes de cada nivel e injetada 1 vez cada.

O célculo de recuperacéo foi expresso pela equacéo 4:

Cl1+C2

RO = —73

100 4)

Onde
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R é a recuperacao;
C1 é a concentracdo encontrada apés adicao do padréo;
C2 é a concentracdo encontrada antes da adi¢do do padrao;

C3 é a concentracdo conhecida adicionada do padréo analitico.
4.9.2.6 PRECISAO

Para avaliar a dispersé@o dos resultados entre ensaios independentes, repetidos
de uma mesma amostra, foi utilizado os critérios da ABNT (ABNT NBR 14029,2017). A

precisao foi determinada por meio do ensaio de repetitividade e precisao intermediaria.
4.9.2.6.1 REPETITIVIDADE

A repetitividade do instrumento foi avaliada pela injecdo de 7 solugbes
independentes, preparadas com adicdo de padrdo analitico dos compostos de interesse na
amostra. O ensaio ocorreu no mesmo dia, no mesmo equipamento onde foram injetadas as sete
solucdes preparadas de acordo com a fortificacdo nivel 2 (repetitividade 1) conforme descrito
no item 3.5. Em seguida, foi feito o tratamento estatistico da média, estimativa do desvio
padrdo, teste de Grubbs para avaliar a existéncia de valores dispersos e desvio padrdo relativo,
ao qual deve estar em conformidade com o valor determinado pela equacdo estendida de
Horwitz conforme critérios da ABNT (ABNT NBR 14029:2016), equagéo 5.

%DPR Horwitz = 2(1705109C)x 0,67 (5)

Onde: C = concentracdo do analito (% m/m) dividido por 100

Para a repetitividade 2 o ensaio foi executado alterando o dia da analise e o

analista. Em seguida procedeu conforme a repetitividade 1.
4.9.2.6.2 PRECISAO INTERMEDIARIA

A precisdo intermediaria foi obtida seguindo critérios da ABNT (ABNT NBR
14029:2016) combinando os dados das repetitividades 1 e 2 e aplicando o tratamento estatistico
pelos calculos da média, estimativa do desvio padréo, teste de Grubs e o desvio padréo relativo,

ao qual deve estar em conformidade com o valor determinado pela equacédo de Horwitz, equacgéo
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%DPR Horwitz = 2(1705109¢) (6)

Onde: C = concentracdo do analito (% m/m), dividido por 100.

4.10 APLICAGCAO DO METODO DESENVOLVIDO

O método desenvolvido foi aplicado nas analises de 19 amostras de agua de
efluentes industriais, decorrente de descontaminacdo de linhas, tanques e equipamentos de

fabricacdo e envase de defensivos agricolas.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OTIMIZAGAO DO SISTEMA CROMATOGRAFICO
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A otimizacdo do sistema cromatografico e a melhor condicdo de separacéo e

deteccdo dos compostos do estudo € apresentada na Tabela 14. Os critérios avaliados para

chegar nestas condi¢6es cromatogréficas estdo descritos no item 4.8.

Tabela 14 - Condi¢Ges cromatograficas para a determinacéo e quantificacdo dos compostos de

interesse por CG-EM.

Pardmetros de injecdo

Lavagem solvente A: 5 vezes
Lavagem solvente B: 5 vezes
Descarte da amostra: 3 vezes
Volume de Injecdo: 1,0 pL
Modo de Injec&o: Split - 1:10
Temperaturas:

Vaporizador: 230 °C
Interface: 300° C
Fonte: 280° C
Quadrupolo 150° C

Coluna:

Temperatura inicial

Aguecimento de 20 °C/minuto
Aquecimento de 30 °C/minuto
Aquecimento de 10 °C/minuto

Fluxo de gas de arraste (He):

160 °C por 4 minuto
180 °C por 7,8 minutos
210°C por 6 minutos
240°C por 10 minutos

1,0 mL/minuto

Modo de Aquisicao:

Tempo de corrida:

SIM

32,8 minutos

Fonte: Proprio autor.

A rampa de temperatura foi otimizada para assegurar uma boa separacdo dos

compostos fornecendo maior velocidade de saida para 0s compostos no momento da detecgéo,

favorecendo maior altura e menor largura de picos, melhorando desta forma a relagéo

sinal/ruido (Agilent, 2020).
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5.2 PARAMETROS DE PROGRAMAGCAO DO ESPECTRO DE MASSAS

Ap0s a otimizacdo do sistema de separacdo os compostos do estudo foram
confirmados quando enviados os espectros coletados a biblioteca NIST 14 do software do
equipamento, a identificacdo do espectro foi de 99,92 a 99,99% de probabilidade de
confirmac&o para 0s compostos.

O tempo de retengdo (tr) dos compostos corresponde ao da medida encontrada
nas solucdes padrdes, com tolerancia de + 0,5 min. A proporcao do ion qualificador em relacao
ao quantificador teve boa reproducéo ficando dentro do aceitavel, obtendo uma variacao de até
30% para todos os compostos (SANCO, 2013). Os ions quantificador, qualificador e os tempos
de retencdo dos compostos do estudo sdo apresentados na Tabela 15, o primeiro ion (maior

intensidade) é o quantificador e o segundo ion o qualificador.

Tabela 15 - Tempo de retencdo dos compostos e seus respectivos ions monitorados por CG-EM.

lons monitorados Quantificador Qualificador
Diuron 187 189
Atrazina 200 215
Clorpirifés 197 199
Picoxistrobina 145 355
Tebuconazol 125 250
Tempos de retengdo (min)
Diuron ~5,1
Atrazina ~ 13,0
Clorpirifos ~ 19,0
Picoxistrobina ~ 23,7
Tebuconazol ~29,5

Fonte: Proprio autor.

O cromatograma com o perfil de separacdo dos compostos do estudo em

acetona, obtidos com as condicdes otimizadas pode ser observado da Figura 3.



Figura 3 - Perfil cromatografico tipico de uma solu¢do em acetona contendo 0s compostos do

estudo obtidos por CG-EM nas condic¢Bes cromatograficas descritas na Tabela 13.
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Fonte: Proprio autor.

5.3 VALIDAGAO E GARANTIA DA QUALIDADE

5.3.1 Validagéo do equipamento
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O equipamento manteve-se dentro dos critérios de qualificacdo durante todo o

periodo do estudo. A seguir na Tabela 16 é apresentado os resultados das qualificacfes

instrumental durante a validacdo do método e as analises das amostras.

Tabela 16 - Resultado da qualificacdo instrumental.

Sistema CG-EM Monitoramento Critérios
m/z 69 (68,8-69,2)
1) Atribuicdo de massa Auto tune m/z 219 (218,8-219,2)
m/z 502 (501,8-502,2)
2) Largura do pico (PW50) Auto tune 0,55+ 0,15
3) Sensibilidade Auto tune EM < 1600 V
4) Background Ito tune < 300 picos
m/z 69 (20,5 e <1,6%)
5) Razdo isotdpica Auto tune m/z 219 (>3,2 e <5,4%)
m/z 502 (>7,9 e <12,3%)
6) Energia (EI) Auto tune 70+1eV
. 0 H .
7) Vazamentos Auto tune m/z:18 <5% do pico base; 32 e

28 <15% do pico base

8) Vacuo Auto tune <50°




52

Data 18/06/2020 9/3/21 10/3/21 10/05/20  12/5/20  13/5/20 14/5/20
69,85; 69,00; 69,00; 68,95; 69,00; 69,85,  69,00;

1) 218,90; 218,95; 218,95; 218,95;  218,90; 218,90; 218,95;
501,85 501,85 501,90 501,90 501,90 501,90 501,90

2) 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60 0,61 0,60

3) 1044 1133 1073 1129 1052 1102 1128

4) 118 111 124 130 142 152 150
1,1 1,1 1,1 1,2 1,1 1,1

5) 4,3 4,2 4,5 4,5 4,5 4,2 1’110 64,5
11,2 10,4 10,6 11,0 10,6 10,4 ’

6) 70,0 70,0 70,0 70,0 70,0 70,0 70,0

7) 2,22° 2,14° 2,07 2,12° 2,09° 2,21° 2,18°

Fonte: Préprio autor.

5.3.2 Validacdo do método

Ap6s definido as melhores condi¢cbes cromatografica para a separacdo e
deteccdo dos compostos a validacdo do método de andlise seguiu-se conforme os critérios da
ABNT (ABNT NBR 14029:2016). Os parametros da validacéo sdo descritos na sequéncia.

5.3.2.1 SELETIVIDADE

No teste de seletividade o método mostrou-se apropriado para a determinagdo
dos compostos em estudo. Nao foi identificado nenhum interferente no tempo de retencdo dos
compostos de interesse nos brancos (branco amostra e branco solvente). Desta forma o método
proposto esta valido segundo critérios normativos (ABNT NBR 14029:2016).

A sequir nas Figuras de 4 a 10 sdo mostrados os sinais para cada amostra do
estudo de seletividade sendo respectivamente: branco solvente (acetona), branco amostra
(4gua), solucdo padrdo Atrazina, solucdo padréo Diuron, solucdo padrdo Clorpirifds, solucdo

padréo Picoxistrobina e solucdo padrdo Tebuconazol.
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Figura 4 - Cromatograma do ion total (TIC) para amostra de branco solvente (acetona) obtido
por CG-EM.
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Fonte: Préprio autor.

Figura 5 - Cromatograma do ion total (TIC) para amostra de branco amostra (agua) obtido por
CG-EM.
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Fonte: Proprio autor.



Figura 6 - Cromatograma do ion total (TIC) para amostra de Atrazina obtido por CG-EM.

54

M3 1Front TIC SIM EI

e i

Resultados (ESTD%)

RT {min) Nome

19.014 Clorpirifos
4.800 Diuron

22.901 Picoxistrobina
28.450 Tebuconazol
12.518 Afrazina

17 18 13 20 21

L

22 73 24 25 26 37 23 20 W 3 32 33

Tempa [min]

Area Concentraciio
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000

2517.9833 101.3623582

Fonte: Proprio autor.

Figura 7 - Cromatograma do ion total (TIC) para amostra de Clorpirifos obtido por CG-EM.
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Fonte: Préprio autor.
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Figura 8 - Cromatograma do ion total (TIC) para amostra de Diuron obtido por CG-EM.
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Fonte: Proprio autor.

Figura 9 - Cromatograma do ion total (TIC) para amostra de Picoxistrobina obtido por CG-EM.
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Fonte: Proprio autor.
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Figura 10 - Cromatograma do ion total (TIC) para amostra de Tebuconazol obtido por CG-EM.
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Fonte: Proprio autor.

5.3.2.2 FUNCAO ANALITICA E LINEARIDADE

Para o teste de linearidade todos os compostos apresentaram o coeficiente de
correlacdo > 0,99 exigido pela norma (ABNT NBR 14029:2016).

Na Tabela 17 sdo apresentados 0s valores minimos e maximos das
concentracdes usadas na construcdo das curvas analiticas utilizadas para avaliar o parametro da

linearidade de cada composto no procedimento de validacgéo.

Tabela 17 - Equacgdes do modelo linear, faixa de concentracao e coeficiente de correlagéo (r) dos

compostos em estudo para o estudo de linearidade.

Faixa de concentracdo x . Coeficiente de
Composto 1 Equacdo do modelo linear x
(ug mL™) correlagéo (r)
Atrazina 0,08 - 0,27 y =1602,112 x + 23,191 0,9918
Clorpirifos 0,09 - 0,27 y = 1445716 x + 8,915 0,9975
Diuron 0,07-0,26 y =3911,320 x + 71,884 0,9911
Picoxistrobina 0,07-0,33 y = 1659,987 x + 23,630 0,9996
Tebuconazol 0,13-0,30 y = 1746,22 X — 7,269 0,9914

Fonte: Préprio autor.

A linearidade foi aceita na faixa de concentracdo conforme o estudo para todos os

compostos. Entretanto, para analise de rotina do controle de qualidade dos efluentes gerados
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durante a descontaminagdo de equipamento e linhas de transferéncia de produtos, buscando
otimizar tempo de preparo da curva analitica, calibragdo do equipamento e reducdo de custo,
limitou-se em uma curva analitica de 5 niveis: sendo as solucdes P1, P2, P4, P6 e P7 da tabela 3.
Com essa escolha houve o cobrimento de toda a faixa de linearidade do estudo trabalhando com
uma curva analitica de 5 niveis, em caso de resultados de amostras acima da concentragdo superior
da faixa linear de trabalho, deve-se fazer uma diluicdo da amostra para quantificacdo na regido
interpolada pela curva analitica.
A equacdo do modelo linear e o coeficiente de relacdo para a curva analitica

com cinco niveis é exibido na Tabela 18.

Tabela 18 - Equacdes do modelo linear, faixa de concentracéo e coeficiente de correlacéo (r) dos

compostos em estudo para curva analitica de cinco niveis.

Faixa de concentragéo

Coeficiente de

Composto (g ML) Equagéo do modelo linear correlago (1)
Atrazina 0,08 - 0,27 y = 2259,860 x - 46,734 0,9954
Clorpirifés 0,09 - 0,27 y =1430,792 x + 11,422 0,9985
Diuron 0,07 -0,26 y = 3831,629 x + 79,034 0,9901
Picoxistrobina 0,07-0,33 y =1664,898 x + 21,424 0,9996
Tebuconazol 0,13-0,30 y =1731,989 x - 8,082 0,9902

Fonte: Préprio autor.

Nas Figuras seguintes sdo apresentados os graficos de linearidade de resposta

analitica pela equacdo da reta linear e seus respectivos coeficiente de correlacdo para o estudo

de linearidade.

Figura 11 - Gréfico de linearidade para o composto Atrazina

Composto; Atrazina
Sinal: MS1Front TIC SIM EI Atrazina
RT Esperado: 13.271 500 r
Coef. de_ 0.991764 oo . e i
Correlagdo.: T 4,;__; -
Residual: 16.29875 &.300) 3.
g 2.
RSD% do RF: = oo 1w
A ___.-—""
RA2: 0.98360 oo~
Fé”.rIUIa: y = ax + I:l = T T T T T T T T T T T T T T T
0 D.0Z 0.04 0.06 0.08 0.1 0.2 0.14 0.6 0.18 0.2 0.22 0.24 0.26 D.28 0.3
a: 160211198 Quantidade [mg]
b: 2319135

Fonte: Proprio autor.




Figura 12 - Gréfico de linearidade para o composto diuron
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Composto:
Sinal:
RT Esperado:

Coef. de
Correlagao.:

Residual:
RSD% do RF:
RA2:

Férmula:

Diuron
MS1Front TIC SIM EI Diuron
5.100 1200
0.991093 10004
5
b
41.31318 % 600
&
m-
0.98227
200
y=ax+b

a: 3911.31972
b: 71.88454

0 002 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14 0.16 0.18 0.2 0.22 0.24 0.26 0.28 0.3
Quantidade [mglL]

Fonte: Proprio autor.

Figura 13 - Gréfico de linearidade para o composto Clorpirifos
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RT Esperado:
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Rr2:
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a:
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19.023 450 T e
400 6
0.997518 250] 5 J.f
—_— 4 -
B 200 ) =
7.23893 g 250 -
& ap0H ]
T 15H )
0.99504 1001 —
s
y = ax * h -'-F-- T T T T T T T T T T T T T T T
0 002 004 006 008 01 012 014 018 018 0.2 022 0.24 0.26 028 0.3
1445 71572 Quantidade [mg]
8.91544

Fonte: Préprio autor.

Figura 14 - Grafico de linearidade para o composto Picoxistrobina

Composto: Picoxistrobina
Sinal: MS1Front TIC SIM EI
RT Esperado: 23.749 ::
Coef. de 0.999560 500
Correlagao.: 5
g 400
Residual: 5.53749 g
300
RSD% do RF: =
A2: 0.99912 g
RE2 g 100
Férmula: y=ax+b
a: 1659.98566
b: 23.63029

Picoxistrobina

0.15 02 0.25

Quantidade [mgi.]

0.1 03 035

Fonte: Proprio autor.
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Figura 15 - Gréfico de linearidade para o composto Tebuconazol

Composto: Tebuconazol

Sinal: MS1Front TIC SIM EI Tebuconazol

RT Esperado: 29.549 i

Coef. de 0.991453 e

Correlagéo.: = 4007

Residual: 15.25821 %300‘

RSD% do RF: & 200-

RA2: 0.98298 100

Férmula: y=ax+b 04 - - - - : T T r T T T T T
o 174822134 0 0.025 0.05 0.075 0.1 0‘12% isﬁ;:{m‘z 0225 025 0275 03 0325
b: -7.26897

Fonte: Préprio autor.

Os compostos Novaluron, Metomil e Clorotalonil, foram retirados dos estudos
por ndo apresentarem resultados satisfatorio nos testes de LD e LQ. Os limites de quantificacao
para esses compostos ficaram acima do objetivo proposto para a metodologia que era um limite
minimo de 0,5 ug mL. Para os demais compostos a linearidade foi aceita para os estudos
estando dentro dos critérios na norma ABNT (ABNT NBR 14029:2016).

Nas Figuras seguintes sdo mostrados os graficos de linearidade de resposta
analitica pela equacdo da reta linear e seus respectivos coeficiente de correlacdo das curvas

analiticas com 5 niveis.

Figura 16 - Gréafico de linearidade para o composto atrazina

Composto: Atrazina

Sinal: MS1Front TIC SIM EI Afrazina

RT Esperado: 13.273 500H 5

Coef. de _ 0.995422 4001 4._,..3-

Correlagao.: m e

Residual: 14.17013 - 2w -

RSD% do RF: &, 200 1.#__ o -

RA2: 0.99086 100 "

Formula: y=ax+h ™ = J, N S S SN R
a: 2750 86056 0 002 004 006 002 néuarg.d"azde ?;;L] 016 018 02 022 0.24
b: -46.73447

Fonte: Préprio autor.



Figura 17 - Gréfico de linearidade para o composto diuron
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a: 3831.62868
b: 79.03479

Composto; Diuron
Sinal: MS1Front TIC SIM EI Diuron
RT Esperado: 5.100 12004 5
Coef. de 0.990055 1000+ 4 e
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Fonte: Proprio autor.

Figura 18 - Gréfico de linearidade para o composto clorpirifds

Composto:
Sinal:

Coef. de_
Correlagio.:

Residual:
RSD% do RF:
R"2:

Formula:

Clorpirifas
MS1Front TIC SIM EI

RT Esperado: 19.045

0.998546

643841
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a: 1430.79252
b: 11.42272
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i 0o 3 ./
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.-/--

0 002004 0.06 008 01 012 0.4 D18 018 0.2 022 024 D26 D28 0.3
Quantidade [mg'L]

Fonte: Préprio autor.

Figura 19 - Grafico de linearidade para o composto picoxistrobina

Composto: Picoxistrobina
Sinal: M31Front TIC SIM EI Picowistrobina
700
RT Esperado: 23.749 500 . 5 -
Coef. de 0.999612 -
Correlagéo.: Esm— . - -
Residual: § 24046 %:i S
RSD% do RF: EEDD_ 3 /
1 .
RAZ: 0.99922 00 - .
Férmula: y=ax+h — : : : : : :
0 0.05 0.1 015 0.z 0.25 0.3 0.35
a. 1664 89331 Quantidade [mglL]
b: 21.42413
Fonte: Proprio autor.
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Figura 20 - Gréfico de linearidade para o composto tebuconazol

Composto: Tebuconazol
Sinal: MS1Front TIC SIM EI Tebuconazol
600
RT Esperado: 29549 5
50
Coef. de 0.990196 3 4
Correlagio.: w4 f_i,,-‘
) 2 Al
Residual: 17 29855 i 300+ 1 N
RSD% do RF: . 2001 "
RA2: 0.98049 100{
. ___,-o-"""f
Formula: y=ax+h = - - . - - - - - . - - -
0 0025 0.05 D075 01 0125 015 D175 02 0235 025 0275 03 0325
a: 1731.98946 Quantidade [mg/L]
b: -8.08231

Fonte: Préprio autor.

A linearidade das curvas analitica com 5 niveis para analise de rotina foi

considerada aceita de acordo com os critérios da norma (ABNT NBR 14029:2016).

5.3.2.3 LIMITE DE DETECCAO E LIMITE DE QUANTIFICACAO

O preparado da solucdo LD nas concentragdes conforme descrito no item 3.5
teve como critério o ajuste feito de forma a permitir a obtencdo da relacdo sinal ruido sendo 3
vezes maior que o ruido da linha de base (ABNT NBR 14029:2016), essa relacdo foi
determinada automaticamente pelo software do equipamento (OpenLab CDS). Os limites de
deteccdo para cada composto foram calculados através da média dos resultados das cincos
injecOes da solucdo LD conforme descritas no item 3.5 que obtiveram a relag¢do sinal/ruido
maior que 3.

Para o limite de quantificacdo o preparo da solucdo LQ (solucédo P1) teve como
critério o ajuste feito de forma a permitir a obtencao da relacéo sinal ruido sendo 10 vezes maior
que o ruido da linha de base (ABNT NBR 14029:2016). Os limites de quantificacdo para cada
composto foram calculados através das cinco determinagdes da solucdo de calibragao de menor
concentracdo (Solucdo P1), ou seja, o primeiro nivel da faixa linear que obtiveram a relacéo
sinal/ruido maior que 10, onde o desvio padréo relativo (DPR) entre as cincos determinacdes
foi menor que o DPR calculado pela equacéo estendida de Horwitz. O calculo para o limite de
deteccdo e limite de quantificagdo seguiu a metodologia conforme descrito no item 3.8.2.3. a
Tabela 19 apresenta os resultados para o LD e LQ, desvio padrdo, média e desvio padrdo
relativo pela equacdo de Horwitz, todos os resultados estdo dentro do critério de aceitacdo da
norma (ABNT NBR 14029:2016).



62

Tabela 19 - Limite de deteccéo e limite de quantificacdo, desvio padréo, e desvio padréo pela
equacéo de Horwitz.

Composto Média STD LD Média DPR % DPR LQdo LQ
S'/R SIR (ugmL?) conc. 9% Horwitz Meétodo Instrumental

(mgmL?)  (ugmL™)

Atrazina 78 043 0,03 0,09 8,04 14,08 0,16 0,08
Diuron 55 0,66 0,04 006 1,77 14,53 0,13 0,07
Clorpirifos 6,3 0,63 0,04 009 212 13,88 0,18 0,09
Picoxistrobina 83 0,15 0,02 007 210 14,54 0,13 0,07
Tebuconazol 7,7 016 0,07 013 235 13,08 0,27 0,13

Fonte: Proprio autor.

Os compostos novaluron, metomil e clorotalonil ndo apresentarem resultados
satisfatorio nos testes de LD e LQ. Os compostos apresentaram sensibilidade com relacédo
sinal/ruido < do que 3 no teste de LD, onde foi verificado que para melhorar a relagcdo
sinal/ruido seria necessario aumentar o limite de deteccdo e consequentemente o de
quantificacdo. Entretanto o LD que alcancou a relacdo sinal ruido > 3 foi a concentracédo de
aproximadamente 1 ug mL*? para novaluron, 5 png mL? para metomil e ng mL? para
clorotalonl. Porém o valor minimo quantificavel proposto para a metodologia era um limite
minimo de 0,4 ug mL™ para as amostras de efluente. Desta forma os compostos foram

removidos do estudo.
5.3.2.4 EXATIDAO (RECUPERAGAO)

O método obteve uma recuperacao adequada entre a quantidade do componente
analisado e a quantidade teorica esperada para o ensaio de fortificacdo nivel 1 e 2 em matriz
(dgua de poco). Todos 0s compostos apresentaram recuperacdo aceitavel, estando dentro do
estipulado pela norma ABNT (ABNT NBR 14029:2017) que descreve para impurezas de
concentragdo nominal < 0,1% a recuperacdo toleravel é de 75 a 125 %.

Na Tabela 20 sdo apresentados os valores das recuperagdes, com seus desvios

padrdo relativo para o as fortificacdes nivel 1 e 2 de cada composto.
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Tabela 20 - Recuperagdes obtidas a partir das fortificagdes nivel 1 e nivel 2 de cada

composto do estudo.

Composto Nivel 1 Nivel 2 Média
Rec. (%) DPR (%) Rec. (%) DPR (%) N1/N2 (%)

Atrazina 75,29 1,78 76,16 1,61 75,73

Diuron 75,73 4,28 78,49 2,21 77,11

Clorpirifés 76,25 2,35 79,48 6,91 77,87

Picoxistrobina 101,61 4,22 100,52 2,54 101,06

Tebuconazol 107,54 4,89 99,91 5,41 103,73

Fonte: Préprio autor.
A Figura 21 mostra um comparativo das recuperacdes por nivel de fortificacdo

Figura 21 - Comparativo de recuperacao por nivel de fortificacdo

Comparativo por nivel
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Fonte: Préprio autor.
Através da andlise de variancia (ANOVA — Fator Unico) foi comprovado que

ndo houve diferenca significativa entre as recuperagdes no teste de fortificacdo com nivel de
confianca de 95%. Os valores da anélise de dados (ANOVA) sdo apresentados no quadro 3.
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Quadro 3 — Analise de variancia ANOVA para comparar a variagao entre os niveis da

recuperagéo

Anova: fator Unico

RESUMO

Grupo Contagem Soma Média Variancia

Nivel 1 5 436,42 87,28 253,66

Nivel 2 5 434,56 86,91 148,974

ANOVA

Fonte da variacao SQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 0,34596 1 0,346 0,001718 0,967949 5,317655
Dentro dos grupos 1610,5358 8 201,3

Total 1610,88176 9

Fonte: Préprio autor.

5.3.2.5 PRECISAO

5.3.2.5.1 REPETITIVIDADE E PRECISAO INTERMEDIARIA

No teste de repetitividade o método demonstrou concordancia entre os
resultados das medigdes sucessivas do mesmo mensurado, efetuadas sob as mesmas condicdes,
ndo foi evidenciado nenhuma dispersao entre os 7 resultados do ensaio e o desvio padrdo
relativo (DPR) do método foi menor do que o calculado pela equacéo estendida de Horwitz.

A precisdo intermediaria mostra que o grau de concordancia entre os resultados
das medicdes da repetitividade 1 e repetitividade 2 estdo conforme, onde o teste de Grubbs
demostra que ndo houve nenhum valor disperso e o desvio padrao relativo (DPR) ficou abaixo
do valor determinado pela equacdo de Hortwitz. Os resultados da repetitividade e precisao

intermediaria sdo representados na Tabela 21.

Tabela 21 - Repetitividade e precisao intermediaria dos cinco compostos do estudo.

Repetitividade 1 Repetitividade 2 . PreC'S‘?F’ .
Composto o o intermediaria
Média %DPR  DPR Media %DPR DPR %DPR DPR
(ugmL?Y) Horwitz (%) (ugmL?) Horwitz (%) Horwitz (%)
Atrazina 0,309 12,79 1,75 0,291 1291 3,38 19,18 4,04
Diuron 0,388 1236 2,53 0,393 1234 2,83 18,43 2,66

Clorpirifos 0,354 12,53 6,86 0,335 12,64 3,61 18,78 6,12

Picoxistrobina 0,493 11,92 225 0,511 11,86 2,23 17,75 2,83

Tebuconazol 0,439 12,13 523 0,448 12,10 2,70 18,08 4,10
Fonte: Proprio autor.
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Todos os compostos do estudo apresentaram repetitividade e preciséo dentro

do recomendado pela ABNT que cita que o desvio padréo relativo deve ser menor que o desvio
padrdo relativo calculado pela equacdo de Horwitz (ABNT NBR 14029:2016).

5.4 APLICAGAO DO METODO DESENVOLVIDO

A aplicacdo do método desenvolvido em amostras reais (efluente industrial)

demostrou 6tima performance, onde foi possivel detectar e quantificar os componentes em

amostras de descontaminacdo de equipamentos industriais. Os valores encontrados para as

amostras ndo necessitam de comparacdo com a legislacao vigente, devido os resultados serem

apenas para acompanhamento da limpeza, os efluentes contaminados retornam para o processo

de produgéo do mesmo produto. A Tabela 22 apresenta os resultados de amostras reais obtidas

na fabrica de agrotoxicos.

Tabela 22 - Resultados obtidos para as amostras da fabrica de agrotoxicos.

Concentracgéo dos agrotoxicos (ng L?)

Amostra  Atrazina  Clorpirifés  Diuron Picoxistrobina Tebuconazol
1 0,190 ND ND ND ND
2 0,182 ND ND ND ND
3 0,297 ND ND 0,206 0,187
4 ND ND ND 0,218 0,144
5 ND ND ND ND ND
6 ND 0,340 ND ND ND
7 ND <LOQ ND ND ND
8 ND ND ND ND ND
9 ND ND ND 0,452 0,391
10 ND ND ND 0,256 0,222
11 ND ND ND ND ND
12 ND 0,333 ND 0,264 0,201
13 ND ND ND ND ND
14 ND ND 0,081 ND ND
15 ND ND <LOQ ND ND
16 ND ND ND ND ND
17 ND ND 0,529 ND ND
18 ND ND 0,510 ND ND
19 ND ND ND ND ND

Fonte: Préprio autor.
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6 CONCLUSAO

O método desenvolvido neste trabalho demonstrou-se satisfatério permitindo a
deteccdo e quantificacdo dos compostos de interesse deste estudo. Os estudos de recuperagédo
mostraram que o método ¢é eficiente e o teste de repetitividade mostrou que é também preciso
para amostras de efluente industrial.

A técnica por CG-EM mostrou-se eficiente e possibilitou a identificacdo e
quantificacdo de cinco compostos em uma mesma amostra, sem comprometimento de
sobreposicao de picos ou componente co-eluidos.

A aplicacdo do metodo em amostras de efluentes industrial gerados durante a
descontaminacédo de equipamentos da fabrica demostrou a otimizacéo e vantagem analitica em
termos de economia financeira através da reducdo do tempo para analise de rotina, permitindo
a deteccdo e quantificacdo de cinco compostos em uma unica analise. A otimizacdo reduziu o
volume de solvente orgéanicos consumido para essas analises e 0 nimero de equipamentos
necessarios para a determinacdo dos cinco compostos do estudo, onde hoje sdo necessarios o
uso de quatro equipamentos, sendo que com o método desenvolvido, foi necessario somente o
CG-EM. Mesmo com a reducdo do consumo de solventes organicos devido a ndo utilizacédo
dos métodos por CLAE, ndo houve uma reducao significativa no custo da analise, isso se deve
ao alto custo do géas hélio utilizado pelo método desenvolvido, entretanto o volume de efluentes
organicos gerados por CLAE e a disponibilidade desses equipamentos para outras analises
justifica a aplicacdo do método proposto.

O procedimento mostrou-se étimo em eficiéncia e resolu¢do com um ponto de
melhora a ser otimizado no tempo de analise. Embora este tempo ndo seja visto como longo
para empresa, é possivel trabalhar para ajustar a rampa de temperatura para que 0s componentes
cheguem mais rapido ao detector.

Para os componentes retirados do estudo devido ao baixo nivel de detecgdo é
possivel realizar novos estudos verificando o modo de injecdo sem divisdo (splitless). Neste
estudo o modo de injecdo com divisdo 1:10 foi escolhido visando a protecdo e manutencdo do
equipamento. E possivel testar um volume de injecdo maior do que o 10 pL para futuros

estudos.
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7 SUGESTOES PARA DESENVOLVIMENTOS FUTUROS

Para os compostos retirados do estudo devido ao baixo nivel de deteccéo, é
possivel realizar novos testes verificando o modo de injecdo sem diviséo.

A otimizacdo do método utilizando as mesmas condigdes com a adicdo de
outros componentes como fipronil, flutriafol, triclopir, bifentrina e epoxiconazol, pode
acrescentar maior valor ao método. Esses compostos foram testados nestas condicdes
cromatograficas e apresentaram boa separacdo, no entanto eles ndo foram validados neste

estudo. Um perfil cromatogréafico contendo os esses compostos é apresentado na Figura 14.

Figura 22 - Perfil cromatografico do método proposto contendo 14 compostos, dos quais 5 estdo

validados.
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Fonte: Préprio autor.
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