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RESUMO

SILVA, Tayssa N. Avaliacdo das técnicas de microextracdo liquido-liquido dispersiva
e microextracdo em gota Unica para organoclorados em agua, utilizando
cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massas. 2015. 40 p.
Trabalho de Conclusédo de Curso Il — Universidade Tecnolégica Federal do Parana.
Apucarana, 2015.

Neste trabalho sédo apresentados os resultados de analises realizadas em amostras
de aguas coletadas em um monitoramento de 11 meses no Parque da Raposa
localizado no municipio de Apucarana — PR. Este monitoramento foi realizado com a
finalidade de verificar a existéncia de pesticidas organoclorados, tais como a-BHC,;
B-BHC, y-BHC; 4,4'DDT, Aldrin e Dieldrin. Tais analises foram proposta por conta da
economia da regido estar voltada para a agricultura e principalmente pela
caracteristica biocumulativa dos organoclorados, o que acaba por agravar possiveis
danos tanto para o quesito ambiental quanto a salde humana e animal. O
monitoramento das amostras foi realizado por meio de dados obtidos das
caracteristicas fisico-quimicas — pH, cloreto, nitrato, nitrito e amoénia; e
caracteristicas microbiologicas, com verificacdo qualitativa de coliformes totais e
coliformes termotolerantes. A partir destas andlises foi possivel constatar que em
determinados periodos as aguas do Parque da Raposa apresentavam uma taxa de
poluicdo, apresentando uma concentracdo de 14,672 ppm de nitrato para amostra
coletada no més de marco de 2014 e na analise de coliformes totais realizada em
dezembro de 2013 o valor obtido foi de 240 UFC por 100 mL. Além da preocupacao
com o meio ambiente este trabalho compara dois métodos de microextracao para
identificacdo e quantificacdo dos pesticidas de interesse. Para a preparacdo das
amostras de &gua foram utilizados a Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva
(DLLME, do inglés Dispersive Liquid-Liquid Microextraction) e a Microextragdo em
Gota Unica (SDME, do inglés Single Drop Microextraction). Apds submeter as
amostras a andlises de pesticidas com a DLLME e a SDME a identificacdo e
quantificacdo foram realizadas através de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC/MS, do inglés gas chromatography/mass
spectrometry). Os resultados das analises das amostras preparadas pelo método
SDME demonstraram que 10 das 11 amostras apresentaram concentracdes de
Aldrin superiores a 1,923 pg L™. Ao fim foi realizada uma comparacéo da eficiéncia
da técnica SDME com a DLLME.

Palavras-chave: DLLME. SDME. Pesticida Organoclorado. Cromatografia.



ABSTRACT

SILVA, Tayssa N. Avaliation the techniques of dispersive liquid-liquid microextraction
and single droop microextraction for organochlorine in water using gas
chromatography coupled with mass spectrum. 2015. 40 p. Work Course Conclusion
Il. Federal Technological University of Parana. Apucarana, 2015.

This work presents the results of analyzes conducted on water samples collected
from monitoring hum 11 months in Parque da Raposa located any municipality of
Apucarana — PR. This monitoring was carried out in order to verify the existence of
organochlorine pesticides, such as a-BHC; B-BHC, y-BHC; 4,4'DDT, Aldrin and
Dieldrin. Such analyzes were proposed because of the region's economy be focused
on agriculture and especially the bioaccumulative characteristic of organochlorine,
which ultimately exacerbate potential damage to both the environmental question as
to human and animal health. Monitoring of the samples was performed using data
obtained from the physical and chemical characteristics - pH, chloride, nitrate, nitrite
and ammonia; and microbiological characteristics with qualitative check total
coliforms and fecal coliforms. From these analyzes it was found that at certain
periods the Parque da Raposa waters showed a pollution tax, with a concentration of
14.672 ppm nitrate to sample collected in March 2014 and total coliform analysis
conducted in December in 2013 the value obtained was 240 UFC per 100 ml. In
addition to concern for the environment this work brings agility and efficiency
microextraction methods for identification and quantification of pesticides of interest.
For preparation of water samples were used to Dispersive Liquid-Liquid
Microextraction (DLLME) and a Single Drop Microextraction (SDME). After submitting
the samples to pesticide analysis with DLLME and SDME the identification and
guantification were done by gas chromatography/mass spectrometry. The results of
the analysis of samples prepared by SDME method showed that 10 of the 11
samples showed Aldrin concentrations greater than 1,923 ug L™. After a comparison
was made of the SDME technical efficiency with DLLME.

Keywords: DLLME. SDME. Organochlorine Pesticides. Chromatography.
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1 INTRODUCAO

Algo que tem chamado a atencédo de diversos pesquisadores é a busca por
meétodos analiticos mais rapidos e eficientes, atrelados ao conceito de quimica
verde.

A quimica verde engloba principios que estdo pautados na necessidade de
se desenvolver tecnologias e processos que causem 0 minimo de impacto no meio
ambiente. Observa-se a preocupacédo da aplicacdo de tais principios por meio dos
controles e monitoramentos realizados para se aplicar os tratamentos necessarios.
Nota-se que além dos beneficios de cunho ambiental esta conscientizagdo gera
também um impacto na vertente econdmica gracas a diminuicdo de gastos com o
armazenamento e tratamento de residuos, a descontaminacdo e o pagamento de
indenizacdes (PRADO, 2003; FERREIRA; ROCHA,; SILVA, 2014).

Mesmo havendo o conhecimento quanto a taxa de toxicidade que os
agrotoxicos geralmente possuem e a possibilidade de causarem problemas de
poluicdo ambiental e de saulde, utiliza-se ainda na agricultura uma grande
guantidade destes, no intuito de aumentarem a produtividade e causarem melhora
na qualidade dos produtos. Dentre as mais variadas classes de compostos utilizados
como agrotoxicos destaca-se o uso dos organofosforados e organoclorados, que
trazem em sua composicdo uma vasta diversidade de substancias quimicas com
distintos grupos funcionais e, consecutivamente, com diferentes modos de acdo,
biotransformacéao e eliminacdo (CALDAS et al., 2011; MORALES et al., 2014).

Os pesticidas organoclorados possuem estruturas quimicas semelhantes, e
consequentemente possuem caracteristicas fisico-quimicas semelhantes. Algumas
de suas similaridades sdo observadas quanto a sua persisténcia, toxicidade,
bioacumulacao e potencial de transporte a longo alcance. Podendo ser classificados
como poluentes organicos persistentes. Considerando as recentes pesquisas que
detectaram a presenca do mesmo em aguas superficiais e subterrdneas, nos
sedimentos, solo, ar e nas calotas polares, além do armazenamento em alimentos,
animais e vegetais, e no préprio ser humano, mesmo depois de terem sido proibidos
na agricultura em 1985 (ROSA; SARCINELLI, 2008).

Por estarem localizadas, na maioria das vezes, perto de plantagdes

agricolas, as aguas, estdo propensas a serem contaminadas apés a aplicacdo de
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pesticidas. A sedimentacdo e até mesmo a aplicacao direta em superficies aquaticas
faz com que a agua seja considerada uma das principais aliadas da propagacéo dos
agrotoxicos no meio ambiente (ALVES, 2010).

A andlise de residuos de agrotoxicos em aguas € relativamente complexa,
visto que esses compostos possuem diferentes propriedades fisico-quimicas e
ocorrem em concentracfes extremamente baixas, além de compor uma matriz
complexa, com inumeros interferentes. Para que a determinacao de agrotoxicos em
agua seja eficiente a amostra deve receber previamente um tratamento, pois a
identificacdo e a quantificacdo poderéo ser afetadas caso os interferentes ndo sejam
removidos. Este tratamento prévio inclui o isolamento e a pré-concentracdo dos
analitos (CALDAS et al., 2011).

S&o apresentadas na literatura diversas formas de extracdo de compostos,
entre elas encontramos a Extracdo Liquido-Liquido (LLE, do inglés Liquid-Liquid
Extraction), a extracdo em fase sélida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction), a
Microextrac@o Liquido-Liquido Dispersiva (DLLME, do inglés Dispersive Liquid-
Liquid Microextraction), a Microextragdo em Gota Unica (SDME, do inglés Single
Drop Microextraction), entre outras (ROSA; SARCINELLI, 2008).

A LLE é um procedimento classico de extragdo para preparacdo de amostra,
entretanto devido as suas desvantagens, como o uso de grandes quantidades de
solventes, geralmente de alta toxicidade, este método tem sido modificado para
novas configuracdes. Entre as novas configuracoes estdo a DLLME (MARTINS et
al., 2012) e a SDME. O principio destes métodos é similar ao da extracdo liquido-
liquido convencional, contudo apresentam vantagens como a minimizacdo nha
guantidade de solvente utilizado, simplicidade de operacéo, baixo custo e consumo
de tempo (CALDAS et al., 2011).

Neste trabalho foi realizado a comparacao das técnicas DLLME e SDME, por
meio do monitoramento das aguas superficiais do Parque da Raposa do municipio

de Apucarana, PR.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Comparacdo dos métodos DLLME com o SDME, na extracdo de pesticidas

organoclorados de 4guas superficiais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Realizar andlises fisico-quimicas e microbiolégicas da agua para o

monitoramento.

o Avaliar a técnica de SDME na extracao de pesticidas organoclorados.
o Comparar a eficiéncia da técnica SDME com a DLLME.
o Utilizar as técnicas SDME e DLLME para a determinacdo de pesticidas

organoclorados em amostras de aguas.

o Fazer o monitoramento da contaminacdo por pesticidas organoclorados,
neste caso a-BHC; B-BHC; y-BHC; 4,4°'DDT, Aldrin e Dieldrin, e em caso positivo,
quantificar essa contaminag¢do, da agua do Parque da Raposa da cidade de

Apucarana, Pr.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 MICROEXTRACAO

As técnicas de microextracdo sdo amplamente utilizadas para a preparacao
de amostras, visto que, mesmo com 0S progressos instrumentais ocorridos nas
Ultimas décadas, a determinacédo dos analitos diretamente na amostra original ainda
apresenta muitos inconvenientes. Tais técnicas vém sendo ajustadas para a
realizacdo de procedimentos que utilizem quantidades minimas de solventes
organicos, que ocasionem a diminuicdo das etapas de preparacdo das amostras e,
vinculado a estes dois requisitos, gerem resultados confiaveis (OLIVEIRA et al.,
2008).

Diferentes métodos de microextracdo tem sido propostos a fim de otimizar e
propor a aquisicdo de dados com precisdo e detectabilidade no preparo das
amostras (MARTINS et al., 2012).

Sao encontradas na literatura diversas técnicas de microextracdo, entre as
principais destacam-se a Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva (DLLME, do
inglés Dispersive Liquid-Liquid Microextraction), a Microextracdo em Gota Unica
(SDME, do inglés Single Drop Microextraction), a Microextracdo em Fase Solida
(SPME, do inglés Solid Phase Microextraction), a Microextracdo em Fase Liquida
(LPME, do inglés Liquid Phase Microextraction) e por fim a Microextragdo por
Emulsificagdo Assistida por Ultrassom (USAEME, do inglés Ultrasound-Assisted
Emulsification-Microextraction) (MARTINS et al., 2012).

Uma das aplicacbes dos métodos de microextracdo que vem sendo utilizada
€ a preparacdo de amostras de aguas contaminadas com agrotoxicos, pois caso as
interferéncias ndo sejam removidas poderéo afetar a identificagdo e a quantificagéo
dos contaminantes (CALDAS et al., 2011). Para este tipo de analise podemos utilizar
0s métodos de DLLME e o SDME.
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3.2 MICROEXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA

A DLLME foi desenvolvida com o intuito de realizar uma miniaturizagéo da
LLE. Rezaee et al. (2006), com auxilio de seus colaboradores, desenvolveram esta
técnica como sendo um avanco das técnicas de microextracao em fase liquida.

A realizacdo desta técnica é divida em duas etapas. A primeira € iniciada
com a injecao de uma mistura adequada dos solventes, extrator e dispersor, na
amostra aquosa contendo os analitos. Nesta etapa o solvente extrator é disperso na
fase aquosa em gotas extremamente finas extraindo os analitos. Por conta da
grande area superficial entre o solvente extrator e a amostra aquosa, o equilibrio é
atingido rapidamente e a extracdo € independente do tempo, sendo esta a principal
vantagem deste método. A segunda etapa é a centrifugacdo da solucdo turva e a
transferéncia da fase sedimentada para um frasco (microvial) que permitira a
determinacdo dos analitos (MARTINS et al., 2012). A caracterizacdo das etapas

envolvidas no processo pode ser observada na Figura 01.
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Figura 01: Diagrama simplificado demonstrando as etapas da DLLME.
Fonte: MARTINS et al., 2012
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O conceito fundamental desta técnica é a mistura de uma fase aguosa que
contém os analitos, com alguns microlitros do solvente de extracéo (apolar, imiscivel
com agua e tipicamente mais denso que a agua), e um pequeno volume do solvente
de dispersdo (um solvente organico miscivel com agua). Assim, existem duas fases
em equilibrio: uma fase constituida pelo solvente de extracdo apolar e que pode
conter pequenas quantidades do solvente de disperséo e outra fase aquosa na qual

esta dissolvido o solvente de dispersédo (ALVES, 2010).

3.3 MICROEXTRACAO EM GOTA UNICA

No ano de 1996 a SDME foi descrita por Jeannot e Cantwell. A técnica foi
desenvolvida partindo da utilizacdo de uma microgota de solvente organico imiscivel
em agua que fora acomodada na parte final de um dispositivo de politetrafluoretileno
(PTFE), sendo entdo imerso na solucdo contendo a amostra. Apds a extracao sob
agitacdo, o dispositivo era retirado da amostra e a fase organica injetada no
cromatdgrafo a gas (JEANNOT; CANTWELL, 1996).

A metodologia utilizada na SDME foi atualizada, o suporte de PTFE foi
substituido por uma microsseringa, que tem como funcao acoplar a fase organica
suspensa nha ponta da agulha e que, posteriormente, passara a ser imersa em uma
solugcdo amostra (CARLOS et al., 2013).

A SDME traz como principais modos de operacdo a extracdo direta e a
extracdo no headspace. A Figura 02 ilustra os dois modos de extragdo. No modo de
extracao direta, a microgota, que é a fase extratora, é inserida diretamente na matriz
da amostra e os analitos sdo transportados para a fase extratora (OLIVEIRA et al.,
2008). No modo headspace (HS), a gota € suspensa na regido sobre a amostra,
contida em um frasco de amostragem, onde os analitos sdo transportados atraves
da barreira de ar antes de atingirem a gota. Este modo de extracdo pode ser
aplicado para a extracdo de analitos que possam ser volatilizados (KE et al., 2014).
Em ambos os modos faz-se necessaria a utilizacdo de um agitador mecéanico que é
empregado para acelerar o transporte dos analitos do meio da solucdo para a gota
(OLIVEIRA et al., 2008).
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Figura 02: Desenho esquemético demonstrando os modos de extracdo em SDME: (a) extracao
direta, (b) extracdo no headspace.
Fonte: Autoria prépria.

Na literatura sdo encontrados trabalhos que relatam a vasta utilizacdo do
modo de extracdo direta na determinacdo de andlises tracos de contaminantes em
agua (CARLOS et al., 2013; MALTEZ, 2007).

O modo de extracdo direta é realizado em dois passos, no primeiro passo, a
seringa, com uma quantidade pré-estabelecida de solvente organico, € transferida
para a matriz da amostra onde os analitos serdo extraidos por via da microgota
formada na ponta da agulha. Em um segundo passo, 0s analitos extraidos pela gota
sdo injetados no instrumento para a deteccdo dos analitos, tais instrumentos tem a
finalidade de identificar e quantificar estes analitos. Uma ilustracdo de ambos os
passos pode ser observada na Figura 03.

A SDME, assim como em outras técnicas, traz consigo fatores experimentais
que afetam a eficiéncia de extracdo e devem ser otimizados, entre 0s principais
fatores, encontram-se: instabilidade da gota e a sua alta sensibilidade (CARLOS et
al., 2013).
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Figura 03: Desenho esquematico demonstrando as etapas de amostragem em SDME no modo
de extracdo direta. (1) agulha perfura o septo do frasco contendo a amostra, (2) a gota é
exposta diretamente na matriz da amostra e 0s analitos sdo sorvidos, (3) a gota € retraida para
dentro da seringa e o extrato € injetado no instrumento de detecc¢éo.

Fonte: Autoria prépria.

INSTRUMENTO
DE DETECCAO

3.4 CROMATOGRAFIA GASOSA

O termo cromatografia foi primeiramente utilizado pelo botanico russo
Michael Tswett no ano de 1903. Michael apresentou um trabalho a Sociedade de
Ciéncia de Varsévia, no qual descreveu os resultados preliminares de suas
pesquisas com extratos de folhas, utilizando uma coluna de vidro recheado com
carbonato de célcio, separando os constituintes do extrato da passagem de éter
dietilico. Ap6s a primeira utilizacdo da cromatografia muitos modos de realizar esta
técnica foram estudados, modos estes que vao desde a cromatografia gasosa a
cromatografia liquida (COLLINS, 2006).
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Atualmente a cromatografia gasosa (GC, do inglés gas chromatography) &
grandemente utilizada em analises quimicas modernas no que diz respeito a
separacao, identificacdo e quantificacdo de espécies quimicas. A popularidade da
GC é baseada em sua favoravel combinacao de alta seletividade e resolucéo, boa
precisdo, ampla faixa de concentracdo analisavel e alta sensibilidade (SANTOS;
GALCERAN, 2002; WU et al., 2015)

A GC é uma técnica muito eficiente com alta resolucdo e é largamente
utiizado para a determinacdo de residuos de pesticidas, especialmente com
deteccdo por espectrometria de massa (MS, do inglés mass spectrometry) e de
deteccdo por captura de elétrons (ECD, inglés Electron Capture Detection). Esta
técnica € amplamente utilizada por conta de sua alta seletividade (FIGUEIREDO;
CHIAVELLI; COSTA, 2013; KE et al., 2014; ROSA; SARCINELLI, 2008).

A combinagdo da cromatografia gasosa com a espectrometria de massas
(GC/MS, do inglés gas chromatography/mass spectrometry) é relativamente simples,
uma vez que as caracteristicas de funcionamento do cromatografo a gas sao
suficientemente compativeis com a necessidade de alto vacuo do espectrémetro de
massas (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

Dois métodos de operacdo sdo apontados na GC-MS, o monitoramento
seletivo de ions (SIM, do inglés Selected-lon Monitoring) e o espectrometro de
massas total em determinada faixa de massas (SCAN, cuja traducdo do inglés é
varredura). O modo SCAN apresenta uma coleta de dados em uma extensa faixa,
fornecendo assim resultados quantitativos insatisfatorios. Neste modo a aquisicdo de
dados € obtida em um espaco de tempo muito grande. Ja o modo SIM, por sua vez,
traz como caracteristica principal a coleta de dados em valores especificos, com a
opcdo de trabalhar em faixas especificas, trazendo ao pesquisador melhores
resultados qualitativos, além de contar com mais agilidade (ALVES et al., 2012).

Diversos trabalhos sdo encontrados da literatura trazendo como resultados a
eficiéncia de tal técnica tanto para identificacdo quanto para quantificacdo de
substéancias de interesse (ALVES et al., 2012; CALDAS et al., 2011; CARLOS et al.,
2013; CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; KE et al., 2014; WU et al., 2015).



18

3.5 PESTICIDAS ORGANOCLORADOS

Nas décadas de 50 e 60 os pesticidas organoclorados foram amplamente
utilizados na agricultura, e no controle de epidemioldgicos de doencas endémicas. A
partir da década de 70 os organoclorados comecaram a ser banidos na maioria dos
paises desenvolvidos ou ter seu uso restrito a campanhas de saude publica, como é
o caso da India até os dias de hoje. No Brasil, foram proibidos na agricultura em
1985, e utilizados para o combate a epidemiolégicos até a década de 90 (ROSA;
SARCINELLI, 2008; WU et al., 2015).

Dentre os pesticidas organoclorados mais encontrados em andlises
realizadas em diversas localidades destacam-se o0s pesticidas BHC
(Hexaclorociclohexano), DDT (Diclorodifeniltricloroetano), Aldrin e o Dieldrin

(CETESB, 2012), cujas estruturas estao representadas na Figura 04.

o
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Cl Cl
a BHC g BHC y BHC
Cl Cl Cl
Cl Cl
Cl Cl i
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Cl Cl Cl Cl
4,4 DDT Aldrin Dieldrin

Figura 04: Estrutura dos Organoclorados de Interesse.

O organoclorado BHC (hexacloreto de benzeno) foi sintetizado pela primeira

vez em 1825 e foi muito utilizado entre as décadas de 1940 e 1980. Tal pesticida
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corresponde a uma mistura de isbmeros, os principais sdo a, f e y. O a-BHC é
moderadamente persistente no solo e na agua, principalmente em regides frias. O B-
BHC é suscetivel a biodegradagao e possui baixo potencial de lixiviagdo. O y-BHC
ou lindano é facilmente bioacumulado na cadeia alimentar devido a sua alta
solubilidade em lipidios (CETESB, 2014).

Diclorodifeniltricloroetano (DDT) € o nome comum del,1,1-tricloro-2 ,2-di-(4-
clorofenil)etano. Compreendendo uma mistura de até 14 compostos, com
ingrediente ativo p,p'-DDT. Os outros compostos incluem o,p’-DDT, p,p'-DDD e 0,0'-
DDT. Este se degrada facilmente em dichlorodiphenyldichloroethane (DDD) e
dichlorodiphenyldichloroethylene (DDE), que sao mais persistentes do que o
composto progenitor (KANG; CHANG, 2011).

O pesticida Aldrin foi sintetizado pela primeira vez em 1948 e usado nas
décadas de 50 e 70 nas culturas de algodao e milho. Este pesticida se degrada
facilmente para Dieldrin. Na maioria dos paises, eles séo proibidos no uso agricola e
severamente restrito em aplicacées ndo-agricolas. (CETESB, 2012; KANG; CHANG,
2011).

Os subprodutos desses pesticidas de interesse podem permanecer em
niveis relativamente nocivos para o consumo humano, apresentando alta toxicidade
com valores DL50 variando entre 10-50 mg kg™ (CETESB, 2012).

3.5.1 POLUICAO DE AGUAS URBANAS

Com o intuito de combaterem pragas agricolas que alastravam plantacées,
agricultores, das mais diversas localidades, iniciaram o uso de produtos quimicos em
suas propriedades, sem conhecimento dos possiveis maleficios que tais produtos
poderiam gerar. Esses produtos, conhecidos como pesticidas, trouxeram além da
reducdo das pragas agricolas um consideravel indice de doencas para homens e
animais. No Brasil, década de 90, visando a diminuicdo de tais problemas, foi
realizada uma proibicdo quanto ao uso dos pesticidas. Porém, mesmo havendo um
controle quanto ao seu uso ainda sédo encontrados vestigios em alguns locais, tal

fato é observado por conta de dois importantes motivos, 0 primeiro € caracterizado
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pela permanéncia ativa dos agrotdéxicos no meio ambiente por longo periodo de
tempo e o segundo por ainda existir o uso clandestino destes (FLORES et al. 2004).

Ao aplicarem compostos para fins agricolas uma quantidade importante
destes atinge rios, lagos, aquiferos e oceanos das mais variadas formas. As
principais fontes de contaminacdo aquatica sdo dadas pela aplicacdo direta a
superficie aquatica e sobre as superficies inclinadas, carreamento de particulas de
solos tratados com agrotoxicos pelas aguas das chuvas e ainda pela pratica de lavar
equipamentos de aplicacdo e embalagens, jogando restos de agrotoxicos nas
aguas, um modo de contaminacdo direta do meio ambiente e que atinge a
populacdo em geral. Na vertente poluicdo ambiental a agua trabalha como
transportadora eficiente de agrotoxicos de um lugar para o outro, sendo ela capaz de
levar a contaminagéo para locais muito distantes (ALVES, 2010).

Nas cidades onde a economia estd voltada pra agricultura existe uma
grande necessidade de se realizar monitoramentos quanto a taxa de agrotoxicos
encontrados nas aguas da regido. Este quadro é observado na cidade de Apucarana
por ser uma das cidades do Parana onde a economia local estd concentrada na
agricultura, com cerca de 20.763 ha de lavoura temporaria e 12.425 ha de lavoura
permanente, com base principal nas culturas de soja, milho, trigo, café e cana-de-
acucar. A cidade de Apucarana possui area territorial de 555,395 kmz, localizada na
regido centro-norte do estado do Parana (microrregido Norte Central do estado, a
362,7km da capital). Situada a uma altitude de 820 m acima do nivel do mar, latitude
23°33'03” sul e longitude 51°27°39” oeste. Na cidade sdo encontrados cérregos,
lagos e rios (IPARDES, 2013).

O Parque da Raposa, pertencente ao municipio de Apucarana, € uma area
de conservagcdo e preservacdo ambiental, sendo integrado por um lago que
recuperou os rios Sado Carlos, Ouro Fino e Raposa e as areas de florestas que
completam 290 ha, na Gleba Trés Bocas e parte na Gleba Fazenda Gaucha. O
parque esta localizado na Gleba do Schimidt, regido Norte da cidade a uma
distancia de aproximadamente 8 km do centro da cidade (APUCARANA, 2012).

Todos os corpos hidricos da bacia do Tibagi, no qual se encontra o lago do
Parque da Raposa, séo enquadrados na classe 2 da Resolugdo CONAMA n° 357 de
acordo com o Comité de Bacias Hidrograficas (CBH — PARANAPANEMA, 2012;
CONAMA, 2015).
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4 METODOLOGIA

4.1 PADRAO E REAGENTES

Os reagentes utilizados durante a realizacdo de todas as analises foram de
grau HPLC. O padrao dos pesticidas organoclorados utilizado foi o Mix EPA 8080,
da Sigma-Aldrich, contendo a-BHC, 3-BHC, y-BHC, 6-BHC, Heptacloro, Heptacloro
epoxido, Aldrin, Dieldrin, Endrin, Endosulfan |, Endosulfan Il, 4,4°'DDE, 4,4'DDD,
4,4’DDT, Endrin aldeido, Endosulsan sulfato, nas concentracées de 250 (ug mL™); e
metoxicloro, na concentracdo de 1000 (ug mL™). Foram preparados dois tipos de
solugdes, as solugbes estoque, contendo os pesticidas organoclorados em acetona,
e a partir destas as solugbes de trabalho, que foram preparadas também em
acetona, em ambas as solucfes a acetona utilizada foi a de grau HPLC da Sigma-

Aldrich. As solucdes foram armazenados sob refrigeracdo a - 10 °C.

4.2 AMOSTRAGEM

As amostras foram coletadas mensalmente, durante o periodo de agosto do
ano de 2013 a outubro de 2014, no Parque da Raposa no municipio de Apucarana.
Durante as coletas foram utilizados dois tipos de frascos. Para as analises fisico-
quimicas e de pesticidas a agua coletada foi armazenada em fracos de polietileno de
1,0L e 0,5L (limpos conforme a NBR 9898,1987) e para as analises microbioldgicas
os frascos utilizados foram de borossilicato com capacidade para 250 mL que
previamente foram esterilizados em auto-clave. Com o intuito de conservar as
amostras as mesmas permaneceram armazenadas em geladeira a uma temperatura
de 4°C.

O ponto em que as coletas foram realizadas foi selecionado por se tratar de
uma area de lazer de contato secundario com a agua. O ponto de interesse é

ilustrado na Figura 05, e possui a seguinte localizacdo: S 23.53346° W 51.40932°.
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Figura 05: Ponto de coleta de amostras de aguas para monitoramento.
Fonte: GOOGLE EARTH, 2015.

4.3 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Foram realizadas andlises fisico-quimicas nas amostras coletadas no Parque
da Raposa com o intuito de verificar a eficiéncia das metodologias e também com o
interesse de analisar a qualidade da agua desta regiéo.

As analises fisico-quimicas selecionadas foram pH, cloreto, nitrito e amonia
que serdo realizadas de acordo com APHA (2012). E o teor de nitrato foi estimado
de acordo com EPA (1971). Todas foram realizadas em triplicata.
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4.4 ANALISES MICROBIOLOGICAS

A técnica utilizada foi a de Numero Mais Provavel (NMP), que consiste num
método que permite estimar a densidade de microrganismos viaveis presentes em
uma amostra sob analise. Esta técnica ndo permite a contagem de células viaveis ou
de unidades formadoras de colbnias (UFC), como acontece com a técnica de
contagem em placas.

A técnica de NMP foi realizada incluindo as seguintes etapas: teste
presuntivo (leitura dos resultados obtidos na série de tubos mudltiplos); teste
confirmatorio para coliformes totais e coliformes termotolerantes (subcultivo dos

tubos positivos do teste presuntivo em caldo de maior impediéncia) (APHA, 2012).

4.5 MICROEXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA (DLLME)

Foram utilizados solventes de extracdo e dispersao, indicados como de
melhor eficiéncia pela literatura, considerando o custo acessivel para a aplicacdo da
metodologia.

Em virtude da solubilidade dos solventes as amostras foram mantidas em
banho de gelo durante os processos que serdo descritos a seguir.

Inicialmente uma aliquota de 5 mL da amostra foi transferida para um tubo
de falcon, em seguida esta amostra aquosa contendo os analitos foi fortificada com
50 pL do padrdo de pesticida, com concentracdo de 1 pg mL™, posteriormente foi
adicionado 50 pL do solvente extrator, neste caso o cloroférmio, e logo em seguida
foi realizada uma injecdo rapida de 1 mL do solvente dispersor, acetona. Nesta
etapa o solvente extrator € disperso na fase aguosa em gotas muito finas extraindo
os analitos. Concluida a microextracdo os tubos contendo as solucfes turvadas
foram levados para uma centrifuga de tubos Quimis — Q222TM -16, em uma rotagcao
de 3.000 rpm, pelo periodo de 3 minutos com o intuito de sedimentar o solvente
extrator, que por sua vez € imiscivel em agua. Devido a grande area superficial entre

0 solvente extrator e a amostra, o equilibrio foi atingido rapidamente e a extracéo foi
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independente do tempo, sendo esta a principal vantagem deste método (MARTINS
et al., 2012).

4.6 MICROEXTRACAO EM GOTA UNICA (SDME)

O método de extracdo direto otimizado e validado por Soares et al. (2014)
constituiu em adicionar 18 mL da amostra coletada em um frasco de vidro com
capacidade de 22 mL com tampa de PTFE e septo de silicone. Esta amostra foi
fortificada com 50 pL do padrdo de pesticida. No frasco com 10 centimetros de altura
e 2 centimetros de diametro, a altura da coluna de agua foi de 6,5 centimetros. Uma
microsseringa com capacidade para 10 pL e com agulha de a¢o (701 RN, Hamilton,
USA) contendo hexano foi introduzida no frasco e a ponta da agulha mergulhada na
amostra aquosa em 4,0 centimetros de profundidade. O émbolo foi empurrado
lentamente expondo a microgota na solucdo. Uma microgota de 1,6 pL foi mantida
em contato com a amostra sob agitacdo de 155 rpm, num agitador magnético
Quimis - Q221M, durante 30 minutos a 17 °C. Apés a extracdo a gota foi recolhida e
1,0 yL foi injetado em um cromatdgrafo gasoso acoplado ao espectrdmetro de
massa (Shuimadzu GC-2010 Plus). Antes de cada extracdo a microsseringa foi
lavada com solvente extrator para garantir impeza completa e eliminagcédo de bolhas
de ar (SOARES et al., 2014).

4.7 ANALISE CROMATOGRAFICA

As andlises foram realizadas utilizando um cromatégrafo a gas GC acoplado
a um espectrdmetro de massas, equipado com injetor modelo Split-splitless e
analisador de massas (Shimadzu GC-2010 Plus).

Para a separacdo cromatografica foi utilizada uma coluna capilar de silica
fundida, modelo Rtx-5MS (Restek), com fase estacionaria de polidimetilsiloxano com

5% de fenila com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro e 0,25 pum de
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espessura do filme. O gas de arraste utilizado foi o hélio com teor de pureza de
99,999% a um fluxo constante de 1,0 mL min™.

As condi¢des cromatograficas de otimizacdo foram: temperatura de injecéo
igual a 280 °C; temperatura da coluna de 80 °C por 1 minuto, com rampa de
aquecimento de 25 °C por minuto até 190 °C, 4 °C por minuto até 225 °C, 2 °C por
minuto até 240 °C, e 25 °C por minuto até atingir 280 °C, mantido por 1 minuto, e
temperatura do detector a 280 °C. O volume injetado foi de 1,0 pL para ambas as
microextracdes (DLLME e SDME) no modo splitless, com vazdo do gas de arraste
(hélio) de 1,32 (mL min™®). O modo de operacdo utilizado durante as analises
cromatograficas foi o modo SIM (do inglés, selected ion monitoring). O modo de
ionizacao corresponde a ionizacdo por impacto de elétron (IE), com voltagem em 70
eV e corrente de emissao de 60 YA, a temperatura de ionizagéo correspondeu a 200
°C e temperatura de interface de 280 °C.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Os dados obtidos atravées das andlises fisico-quimicas podem ser
observados nas Tabelas 1 e 2, nelas sao expostos os valores de amonia, nitrato,
nitrito, cloreto e pH.

Para o parametro de aménia (0,000 — 0,335 ppm), observa-se que essas
concentracbes estdo dentro dos valores permitidos pela Resolugdo n° 357 do
CONAMA para classe 2 de aguas doces, que permite concentracdes inferiores a 0,5
ppm.

As concentracdes de nitrito obtidas variaram de 0,0000 - 0,0076 ppm. Tais
resultados correspondem a valores aceitaveis de acordo com o limite previamente
definido pela Resolugéo n°® 357 que especifica que os valores de nitrato ndo podem
exceder o limite de 1 ppm (CONAMA, 2015; ENRICH-PRAST, 2006).

Esta mesma resolugcédo preconiza que o valor maximo permitido do produto
da oxidacao biolégica do nitrito, o nitrato, € de 10 ppm o que contraria o valor obtido
na analise da amostra coletada no dia 25 de marco de 2014 que traz como resultado
o valor de 14,672 ppm, demonstrando uma possivel contaminacdo na amostra.

E valido ressaltar que os compostos nitrogenados, tais como amdnia, nitrato
e nitrito em andlise de agua referem-se a poluicdo provocada pela acdo de esgoto
industrial e doméstico (CETESB, 2015).

Tabela 1 - Dados obtidos nas analises fisico-quimicas de compostos nitrogenados, sendo eles

amoOnia, nitrito e nitrato.

Amostra Amaonia (ppm) Nitrito (ppm) Nitrato (ppm)
13/08/2013 0,335 0,0017 1,486
28/10/2013 0,000 0,0000 3,060
26/11/2013 0,000 0,0015 2,545
09/12/2013 0,076 0,0052 2,733
29/01/2014 0,080 0,0029 0,000
17/02/2014 0,000 0,0076 2,726
25/03/2014 0,047 0,0006 14,672
17/04/2014 0,047 0,0013 1,343
28/06/2014 0,000 0,0014 4,352
30/08/2014 0,000 0,0022 0,000

12/10/2014 0,000 0,0001 1,745
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Os valores obtidos para as andlises de cloreto, representados na Tabela 2,
estdo entre os valores de 3,3762 a 8,088 mg L™, valores estes que correspondem ao
valor estipulado pela resolucdo n°® 357 do CONAMA que defini como aceitos os
valores inferiores a 250 mg L™.

Os valores de pH das amostras analisadas estado entre 6,7 a 8,9, estando
portando dentro da faixa ideal estabelecida pelo CONAMA, faixa esta que varia de
6,0 a 9,0 (CONAMA, 2015).

Tabela 2 - Dados obtidos nas analises fisico-quimicas de cloreto, e pH.

Amostra Cloreto (mg L™) pH
13/08/2013 8,0888 7,89
28/10/2013 4,1295 7,38
26/11/2013 4,2683 7,5
09/12/2013 7,3536 8,9
29/01/2014 6,8754 7,79
17/02/2014 5,9843 7,43
25/03/2014 4,6422 7,2
17/04/2014 6,7523 7,17
28/06/2014 5,1976 6,9
30/08/2014 5,9083 7,2
12/10/2014 3,3762 6,7

5.2 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Os resultados encontrados nas andlises microbioldgicas sdo representados
na Tabela 3. Tais valores possuem a funcdo de demostrarem o grau de
contaminacdo do ambiente. Segundo a Resolucdo n°® 357 do CONAMA os valores
de Coliformes ndo devem exceder o limite de 200 UFC por 100 mL em pelo menos 6
amostras coletadas durante o periodo de um ano (CONAMA, 2015).

Na amostra coletada no dia 09 de dezembro do ano de 2013 é possivel
observar que o nivel de coliforme excedeu o valor estabelecido, o valor obtido foi de
240 UFC por 100 mL, demostrando assim que no periodo em que a amostra foi

coletada as aguas do Parque da Raposa estavam contaminadas.
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Tabela 3 - Dados obtidos nas analises microbioldgicas.

Coliformes Termotolerantes
(UFC 100 mL™)

Coliformes Totais

Data da coleta da amostra (UEC 100 mL-l)

13/08/2013 23 <30
28/10/2013 150 9,2
26/11/2013 43 43
09/12/2013 240 15
29/01/2014 75 7,4
17/02/2014 150 3,6
25/03/2014 75 43
17/04/2014 * *
28/06/2014 * *
30/08/2014 * *
12/10/2014 <30 <3,0

* As andlises ndo foram realizadas

5.3 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DOS PESTICIDAS PARA AS
MICROEXTRACOES REALIZADAS PELO METODO DE DLLME

Para realizacdo da identificacdo e quantificacdo dos pesticidas pelo método
de DLLME os parametros instrumentais do cromatografo a gas GC acoplado a um
espectrometro de massas foram otimizados, e partindo do modo SCAN ou TIC, foi
possivel estabelecer as principais razdes massa/carga (m/z) para cada composto
organoclorado presente no mix padrdo. O modo SIM foi aplicado a fim de garantir a
seletividade do método, garantindo que o pico de resposta correspondesse ao
composto de interesse, eliminando ao maximo a interferéncia de outros compostos
de propriedades similares, impurezas e produtos de degradacdo. Caso a
seletividade ndo fosse assegurada, a linearidade, a exatidao e precisdo da andlise
estariam comprometidas. A razdo m/z selecionadas para o modo SIM e os tempos
de retencdo para os compostos de interesse estao presentes na Tabela 4.

A quantificacdo dos pesticidas de interesse ocorreu por meio das curvas de
calibracdo (Anexo A), que apresentaram coeficiente de correlacéo linear na faixa de
0,9901 — 0,9961, estando de acordo com a recomendacdo da ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria), com os valores acima de 0,99 (Tabela 5) (ANVISA,
2015). Este parametro estima a qualidade da curva, logo, a linearidade do método
em fornecer resultados diretamente proporcionais a concentragéo do analito. A curva

de calibracdo também possibilitou definir a faixa de aplicacdo, correspondendo ao
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intervalo superior e inferior da substancia analisada, atendendo a garantia da
qualidade, neste caso a faixa de concentracdo do padrao utilizado foi o intervalo de
0—100 pug L™

Tabela 4 - Relagdo massa/carga e tempos de retencdo dos compostos organoclorados

Composto Relac&o m/z Tempo de retencéo (min.)

a-BHC 181; 217; 219 8,513
B-BHC 109; 181; 219 9,025
y-BHC 109; 181; 219 9,186
0-BHC 181; 217; 219 9,685
Heptacloro 65; 100; 272 10,911
Aldrin 65; 66; 263 11,895
Heptacloro epoxido 239; 351; 353 13,095
Endosulfan | 160; 195; 241 14,299
4,4°DDE 176; 247; 318 15,061
Dieldrin 79; 108; 263 15,227
Endrin 108; 195; 263 16,076
Endosulfan Il 160; 195; 241 16,427
4,4°DDD 165; 235; 237 16,728
Endrin aldeido 65; 247; 250 17,221
Endosulfan sulfato 239; 272; 387 18,270
4,4°DDT 165; 235; 239 18,395

Metoxicloro 195; 212; 227 21,351

Tabela 5 - Equacdes da reta e os coeficientes de correlacéo linear (R2 dos compostos de interesse
extraidos pelo método de DLLME

Composto Equacédo dareta R2
a BHC y = 1660,6 x + 33569 0,9961
B BHC y =1768,6 x + 27432 0,9901
y BHC y =1781,7 x + 7809.2 0,9935
4,4'DDT y =4619,1 x + 19096 0,9946
Aldrin y =3787,7 x + 16871 0,9918
Dieldrin y =4501,0 x +11841 0,9974

A padronizacdo do método DLLME foi realizada por meio da adicdo de
padrdo, ou fortificacdo, consistindo na adicdo de quantidade conhecida no padrao
nas amostras de interesse. Neste caso foram adicionadas as amostras do mix
padrdo (EPA 8080) na concentracéo de 10 pg L™, garantindo que todos os picos de
interesse estivessem adequadamente separados, conforme pode ser observado na

Figura 06, propiciando a identificagao e posterior quantificagao dos analitos.
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Figura 06: Cromatograma obtido da amostra branco, fortificada com 10 ug L™ do padrdo EPA
8080, por meio da DLLME

A partir do método da microextracdo liquido-liquido dispersiva, ndo se
observou nenhum dos pesticidas organoclarados de interesse nas amostras
coletadas durante o monitoramento realizado, além do adicionado durante a

fortificagéo.

5.4 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DOS PESTICIDAS PARA AS
MICROEXTRACOES REALIZADAS PELO METODO DE SDME

Para realizacdo da identificacdo e quantificacdo dos pesticidas pelo método
de SDME os parametros instrumentais utilizados foram os mesmos da DLLME e
consecutivamente as razdes massa/carga (m/z) representadas na Tabela 4 foram as
mesmas.

A quantificacdo dos pesticidas de interesse também ocorreu por meio das
curvas de calibracdo (Anexo B), que apresentaram coeficiente de correlacdo linear
na faixa de 0,9901 — 0,9946 (Tabela 6), também dentro dos padrdes estipulados
pela ANVISA (ANVISA, 2015). Da mesma forma citada na DLLME a faixa de

concentracéo do padréo utilizado foi o intervalo de 0 — 100 pg L™.

Tabela 6 - Equacdes da reta e os coeficientes de correlacdo linear (R2) dos compostos extraidos

interesse pelo método de SDME
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Composto Equacédo dareta R?
a BHC y = 9527,5x + 35687 0,9903
B BHC y =7282,3x + 34324 0,9901
y BHC y = 7567,2Xx + 64648 0,9914
4,4' DDT y =1148,8x + 8721,3 0,9946
Aldrin y = 8310,3x — 19389 0,9902
Dieldrin y = 6560,7x + 7532,5 0,9926

A padronizacdo do método SDME foi realizada por meio da adicdo de
padrao, ou fortificacdo. Diferente da técnica citada anteriormente, a concentracdo do
mix padrdo (EPA 8080) utilizado neste método foi de 2,778 pg L™. Mesmo havendo
uma diminuicdo significativa na concentracado do padrao utilizada para a fortificacao
0S picos de interesse foram separados adequadamente, conforme pode ser

observado na cromatograma abaixo (Figura 07).
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Figura 07: Cromatograma obtido da amostra branco, fortificada com 2,778 pg L™ do padréo
EPA 8080, por meio da SDME

A partir do método SDME observou-se que houve a contaminacdo de
algumas amostras por dois pesticidas, o Aldrin e o Dieldrin. O pesticida Aldrin
apresentou concentracdes superiores as adicionadas na fortificacdo nos meses de
agosto, outubro e novembro de 2013 e em janeiro, fevereiro, marco, abril, junho,
agosto e outubro de 2014, o Dieldrin por sua vez no més de agosto de 2013 e em
marco, abril e agosto de 2014.

As concentracbes dos pesticidas organoclorado Aldrin e Dieltrin,
representadas nas Tabelas 7 e 8, demonstram gque tais valores encontram-se fora
dos pré-estabelecidos na Resolucdo n° 357, que preconiza que a concentracao da

soma dos pesticidas Aldrin e Dieldrin ndo pode exceder o limite de 0,005 pg L™.
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Tabela 7 — Concentracdes do pesticida organoclorado Aldrin quantificadas a partir método de SDME

Data da coleta da amostra

Concentracdo de Aldrin Quantificada (ug L™)

13/08/2013
28/10/2013
26/11/2013
09/12/2013
29/01/2014
17/02/2014
25/03/2014
17/04/2014
28/06/2014
30/08/2014
12/10/2014

2,801
3,242
2,902
N.D.
1,923
2,081
2,567
2,787
2,742
2,962
1,924

N.D.: Ndo detectado

Tabela 8 — Concentragdes do pesticida organoclorado Dieldrin quantificadas a partir método de

SDME

Data da coleta da amostra

Concentracdo de Dieldrin Quantificada (ug L)

13/08/2013
28/10/2013
26/11/2013
09/12/2013
29/01/2014
17/02/2014
25/03/2014
17/04/2014
28/06/2014
30/08/2014
12/10/2014

2,409
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.

2,600

1,978
N.D.

2,911
N.D.

N.D.: Ndo detectado

Para os demais compostos de interesse, a BHC, 8 BHC, y BHC e 4,4' DDT

nao foram encontrados nenhum indicio de pesticida além do que foi adicionado na

fortificacao.

5.5 COMPARACAO DAS TECNICAS DE DLLME E SDME
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A técnica da microextracdo liquido-liquido dispersiva permitiu que o solvente
extraisse 0s analitos sorvidos na amostra de maneira satisfatéria e a preparacéo
desta foi de facil realizacdo. No processo microextracdo em gota Unica o solvente
também se mostrou eficiente no quesito de extracdo dos analitos, porém em alguns
momentos gotas foram perdidas por conta de fatores como o deslocamento das
mesmas do orificio da agulha, bolhas formadas devido a agitacdo e a perda por
solubilidade do solvente, dificultando a realizac&o da técnica.

Uma das desvantagens demonstradas na DLLME refere-se a possivel
contaminagdo acumulada no material do tubo utilizado, que por sua vez se tratava
de polietileno com possiveis poros, pois foi possivel quantificar que quando a
microextracao era realizada num tubo que ja havia sido utilizado para esta mesma
finalidade o resultado quantificado se mostrava superior ao obtido numa
microextracdo com tubos novos. J& na realizagcdo da SDME o solvente em nenhum
momento manteve contato com o frasco, sendo esta uma das vantagens da técnica.

Em relacdo a busca pela utilizacdo de uma metodologia que faca uso de
guantidades minimas de solventes organicos, que sdo geralmente téxicos, ambas
atendem este quesito, mas a SDME se destaca por usar apenas 1,6 pL de solvente
enquanto a DLLME utiliza pouco mais de 1,0 mL.

Para uma melhor resolucdo dos picos de interesse a técnica de SDME se
mostrou mais eficiente por utilizar uma concentracdo menor do mix padrédo, sendo
esta uma das maiores vantagens da utilizacdo desta metodologia. E vélido ressaltar
que na SDME a concentracao utilizada foi de 2,778 pL enquanto na da DLLME 10

uL, como citado anteriormente.
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6 CONCLUSAO

Analisando os resultados divergentes obtidos pelas técnicas de preparagéo
de amostras abordadas neste trabalho, DLLME e SDME, conclui-se que a técnica
SDME mostrou-se mais minuciosa na extracdo dos pesticidas organoclorados das
amostras coletadas no Parque da Raposa, uma vez que, durante a quantificacao por
este método os pesticidas Aldrin e Dieldrin foram quantificados.

Avaliando a vertente ambiental, tais resultados expdem a necessidade de se
ter uma maior fiscalizacdo nesta area pelos responsaveis ambientais do municipio
de Apucarana - PR, ja que foram constatadas também ndo conformidades nas
andlises fisico-quimicas e microbiolégicas.

Em relac@o a busca por métodos de extracdo que se utilize de quantidades
minimas de solventes organicos, que sao geralmente toxicos, tanto a DLLME quanto
a SDME, demonstraram-se capazes de satisfazer tal necessidade, porém, para a as
analises propostas, 0 método da SDME mostrou-se mais eficiente por se utilizar de

quantidades ainda menores de solventes, comparadas a DLLME.
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ANEXO A - Curvas de calibracéo dos pesticidas de interesse extraidos pelo método

de DLLME.
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ANEXO B - Curvas de calibracdo dos pesticidas de interesse extraidos pelo método

de SDME.
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