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DETERMINATION OF ORGANOPHOSPHORUS PESTICIDES IN WATER USING SPME-GC-MS.
Solid-phase microextraction (SPME) has been applied to direct extraction of 11 organophosphorus
pesticides in water using a 100 pm fiber polydimethylsiloxane. The method was evaluated with re-
spect time of exposure, detection limits (LODs), linearity and precision. The detection limits (S/N =
3) depend of each pesticide and varie about ng/L levels. The linearity was satisfactory with coeffi-
cients of correlation usually greater than 0.993. The precision of the method was determined by
extraction from 4.0 pg/L aqueous standard with coefficients of variation between 5.7 to 17.2%.
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INTRODUCAO

Os pesticidas organofosforados constituem uma classe im-
portante de inseticidas usados atualmente no combate a diver-
sos tipos de pragas na agricultura. A aplicagdo indiscriminada
no campo tem originado graves problemas ao meio ambiente.
Entre eles, ressalta-se a contaminagdo dos mananciais usados
no abastecimento de agua potdvel das cidades. Embora estes
pesticidas se degradem rapidamente em 4gua, existe sempre a
possibilidade de permanecerem residuos e subprodutos, em
niveis relativamente nocivos para o consumo humano. Eles
apresentam uma alta toxicidade com os valores DLsg variando
entre 10-50 mg/Kg e a sua agdo t6xica no organismo se pro-
cessa pela inibi¢do da enzima colinesterase com consequente
acimulo de acetilcolina nas fibras nervosas, o que impede a
transmissdo de novos impulsos gerando uma série de efeitos
no organismo tais como convulsdes, paradas respiratérias e
comal. A Organizagdo Mundial de Satide (OMS) recomenda
como valor miximo permitido em dgua 0,1 u2g/L para cada
pesticida e 0,5 pg/L para o total de pesticidas “.

Em geral, os métodos usados na andlise de residuos de pes-
ticidas em 4gua exigem que se efetue previamente a extragfo e
pré-concentragdo destes compostos. Os métodos oficiais utili-
zam técnicas analiticas de extracdo liquido-liquido (ELL) e
extragdo por fase sélida (EFS). A ELL envolve grandes quan-
tidades de solventes caros e téxicos e elevados tempos de ané-
lise; j4 a EFS, embora apresente uma série de vantagens em
relagdo a ELL, tem como desvantagens entupimento, falta de
reprodutibilidade e a ndo reutilizagio dos cartuchos’.

Uma nova técnica de extragio e pré-concentragdo, denomi-
nada microextragdo em fase sdlida (MEFS) foi desenvolvida
pelo grupo de Pawliszyn® a partir de 1989 e aplicada na extra-
¢do de diversos grupos de analitos voléteis e semivoldteis em
matrizes, tais como dgua, ar e solo. Esta técnica de extragio
apresenta uma série de vantagens com relagdo a simplicidade
da amostragem, baixo custo, a ndo utilizagdo de solventes,
maior precisdo, menor limite de detecc@o, reutilizagio da fibra
e facil automagdo®®. Basicamente, este processo ocorre em duas
etapas: na primeira etapa, uma fibra de silica fundida coberta
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com uma fase estaciondria e adaptada em uma seringa é colo-
cada em contato direto com amostra ou em “headspace” para
efetuar a extragdo dos analitos. Em seguida a fibra € introdu-
zida diretamente no injetor de um cromatégrafo a gis, onde os
compostos sdo liberados termicamente e analisados. Pawliszyn
e colaboradores em recentes publicagdes mostram a aplicagio
da MEFS no desenvolvimento de metodologias para anilise de
pesticidas organofosforados, herbicidas nitrogenados em dguas
e solos™ %,

A proposta deste trabalho foi a de desenvolver e avaliar um
método para anélise de vérios pesticidas organofosforados em
niveis de ppt em 4gua, utilizando como técnica de extragio e
pré-concentra¢do a microextragio em fase sélida, seguida de
andlise por cromatografia gasosa de alta resolu¢do usando um
detector seletivo de massas.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes

Utilizou-se uma mistura padrio EPA 8270 (Supelco,
Bellefonte, USA) constituida pelos pesticidas O,0,0-Trietil fos-
forotioato, Tionazin, Sulfotepp, Forate, Dimetoato, Disulfoton,
Paration Metilico, Paration Etilico, Famphur e mais os pestici-
das Etion e Diazinon (POLYSCIENCE, Niles, USA). A mistu-
ra padrdo foi preparada em metanol grau HPLC (Carlo Erba,
Roma, Itilia) para uma concentragdo de 200,0 mg/L e as dilui-
¢Oes feitas em dgua pura proveniente do sistema MILLI-Q
(Millipore, Sio Paulo, Brasil).

Aparelhagem

As andlises foram efetuadas usando um cromatGgrafo a gis
modelo Hewlett Packard 5890 serie II, equipado com um injetor
com ¢ sem divisdo de fluxo (split/splitless) e um detector sele-
tivo de massas HP modelo 5971 A com o multiplicador de
elétrons a 2300 volts e operado no modo de monitoragido de
fons selecionados (SIM). A temperatura da linha de transferén-
cia e o tempo de ndo ionizagdo (delay time) foram respectiva-
mente 280°C ¢ 5 min. O injetor sem divisdo de fluxo (splitless)
foi mantido a 240°C e a purga do divisor fechada por 5 min.
Utilizou-se uma coluna capilar HP-5 de 30 m x 0,2 mm d. i. e
0,33 pm de espessura do filme com a pressio na cabega da

197



coluna de 15 psi e a seguinte programagio de temperatura no
forno: 50°C por 5 min, 20°C/ min de 50 a 195°C, 5°C/min de
195 a 220°C, 10°C/min de 220 a 280°C mantendo por 2 min a
280°C. As amostras foram coletadas em frascos de 1L de cor
dmbar com tampa de teflon, resfriadas entre 2-5°C e analisadas
em 24 horas.

Procedimento para a microextra¢io em fase sélida (MEFS)

Efetuou-se a microextragio em fase sélida com uma seringa
manual e fibras com a fase de polidimetilsiloxano com 100 um de
espessura (SUPEL.CO). Um agitador magnético Cimarec (Ther-
molyne) e barras magnéticas de teflon foram usados na agitagao
das amostras aquosas durante o processo de microextragao.

A extragdo e pré-concentragdo dos pesticidas organofosfo-
rados foi feita usando o procedimento padrido de extragao dire-
ta (Figura 1), onde a fibra é imersa na amostra aquosa por um
determinado tempo. Em seguida os compostos extraidos sio
dessorvidos termicamente dentro do injetor de um CG. As fi-
bras novas foram condicionadas a 250°C por 3-4 horas no
injetor do cromat6grafo antes da sua utilizagdo. No processo
de microextragd@o utilizou-se um volume constante de 16,00 mL
dos padrdes e amostras em frascos tipo espago confinado
(headspace) de 20 mL com septos de borracha butilica faceados
com teflon e sob agitagdo magnética. O tamanho da agulha foi
de 2 cm, o tempo de extragdo foi de 25 minutos e o tempo de
dessorgdo térmica foi de 5 minutos para evitar efeito memdria.

CONCENTRACAO DESSORCAO

L Injetor CG

Figura 1. llustracdo do processo de concentragdo e dessor¢do na
microextragdo em fase sélida (MEFS).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Processo de Concentragio

Durante a microextragdo, a particio dos pesticidas organo-
fosforados entre a fase aquosa e a fase polimérica de polidime-
tilsiloxano se processa até que o equilibrio seja obtido. A cons-
tante de equilibrio de cada pesticida depende da maior ou menor
solubilidade dos pesticidas na fibra. A Figura 2 mostra o estudo
da otimizagdo do tempo de extragdo usando um padrdo de
1,60 ng/mL, onde se pode observar que para a maioria dos com-
postos o equilibrio € alcangado apdés 60 min de extragdo. Como
em MEFS nio hd a necessidade de se usar o tempo de equilibrio
desde que seja mantido o tempo de extragdo constante, 0 tempo
determinado experimentalmente foi de 25 min, pois apresentou
uma boa rela¢@o entre as 4reas dos picos e um tempo de anélise
aceitdvel. O tempo de dessorgdo e a profundidade da agulha tam-
bém foram determinados experimentalmente verificando as inten-
sidades das dreas dos picos com a mudanga destes pardmetros.
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Figura 2. Grdficos referentes ao estudo do tempo de extragdo dos
pesticidas organofosforados utilizando uma solugdo de 1,60 ng/mL.

O dimetoato apresentou problemas no processo de extragio,
provavelmente devido & sua alta solubilidade em 4gua, que é
em torno de 25 g/L'S. Foram feitas algumas tentativas com
solugdo saturada de NaCl para aumentar a recuperagido do
dimetoato através do aumento da forga idnica da solugdo. Os
resultados ndo mostraram grandes variagdes no indice de recu-
peragdo do dimetoato, entretanto, observou-se uma redugo no
nimero de reutilizagdes da fibra, o que se deve provavelmente
a alta concentragdo do sal.

Solugdes tampao!” de glicina 0,1 mol/L, NaCl 0,1 mol/L,
HCI 0,1 mol/L com pH 2 e 4cido citrico 0,1 mol/L e hidroge-
nofosfato dissédico 0,1 mol/L com pH 4 foram testadas no
preparo dos padrSes. Verificou-se que nio houve uma mudan-
¢a significativa no indice de recuperagio dos pesticidas orga-
nofosforados pela variagdo do pH.

Valida¢io do Método

A determinagfo qualitativa dos pesticidas organofosforados
foi realizada através da injecdo de uma mistura padrio de
5,00 mg/L com o detector seletivo de massas no modo varre-
dura (SCAN). Na anélise quantitativa utilizou-se o detector de
massas no modo monitoragdo de fons selecionados (SIM) para
a construg@o das curvas de calibragdo dos pesticidas da mistu-
ra padrdo. Na Tabela 1 encontram-se os tempos de retengéo e
os fons selecionados, sendo um deles como fon quantitativo e
os outros dois como fons qualitativos

A linearidade do método foi determinada usando padrdes
aquosos dos pesticidas organofosforados na faixa de concentra-
¢io de 0,20 a 20,00 ng/mL. Na construgdo das curvas de
calibragdo foram utilizados cinco pontos com as seguintes con-
centragdes: 0,20; 0,50; 0,80; 4,00 e 20,00 ng/mL. A mistura
padrdo aquosa foi extrafda e analisada por trés vezes e calculou-
se as equagdes de regressdo e os coeficientes de correlagio para
cada pesticida, que se encontram relacionados na Tabela 2. Pode-
se observar que a maioria dos coeficientes de correlagio estd
acima de 0,999, mostrando que as equagdes sdo lineares e que é
possivel quantificar estes pesticidas por padronizagio externa.
Fez-se através de um programa de Andlise de Variancia'®, a
validagdo dos modelos e a significancia estatistica das curvas de
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Tabela 1. Tempos de retengd@o e fons quantitativos e qualitativos dos pesticidas organofosforados usados na monitoragao de fons

selecionados (SIM).

Picos Tempo de Retengdo(min)* Compostos fons Quantitativos fons Qualitativos

1 6,90 Trietilfosforotioato 121 198

2 10,70 Tionazin 97 107, 248
3 11,40 Sulfotepp 322 97, 202
4 11,70 Forato 75 121, 260
5 12,10 Dimetoato 87 93, 125
6 12,70 Diazinon 137 152, 179
7 13,05 Disulfoton 88 89, 97

8 14,10 Paration Metilico 109 125, 263
9 15,30 Paration Etilico 291 97, 109
10 18,50 Etion 231 97, 153
11 19,00 Famphur 218 325

* Tempos de retengdo usado na monitoragdo dos fons selecionados

Tabela 2. Curvas de calibragio e coeficientes de correlagdo dos pesticidas organofosforados.

Compostos Equacgdo de regressdo Coeficiente de Correlagdo (1)
Trietil Fosforotioato C = 1,8034x10° A + 0,2564 0,9997
Tionazin C = 1,5220x10* A + 0,7930 0,9966
Sulfotepp C =2,4160x10° A + 0,1115 0.9999
Forato C = 1,5800x10% A + 0,2472 0,9999
Diazinon C = 3,6530x10% A + 0,1635 0,9999
Disulfoton C = 2,2380x10° A + 0,1200 0,9998
Paration Metilico C = 7,7310x10° A + 0,4633 0,9933
Paration Etilico C = 7,8000x10% A + 0,2681 0,9999
Etion C = 1,1000x10° A + 0,3030 0,9998

calibragdo de cada pesticida. Os resultados mostraram que nio
hé evidéncias de falta de ajuste das curvas, ou seja, as razdes
das médias quadraticas (MQp,/MQ,p) € bem menor que o valor
da distribui¢do F no nivel de confianca de 95% (Fvfaj,vep). Os
altos valores da razdo M., /MQ; com relacdo ao Fyep v € 05
erros relativamente pequenos indicam que as regressdes sdo es-
tatisticamente significativas. Os pesticidas dimetoato e o famphur
nfio foram relacionados na Tabela 2, pois apresentaram varia-
¢Oes significativas nas suas respostas impossibilitando a quanti-
ficacdo destes compostos. A precisdo do método foi determina-
da extraindo e injetando por sete vezes consecutivas a mistura
padrido aquosa de 4,00 ng/mL dos pesticidas organofosforados.
Os valores de desvio padrdo relativo (S%) calculados para os
pesticidas se encontram entre 5,70 a 10,20%, excecdo ao etion
que apresenta o0 S% de 17,20. Na Tabela 3, estdo relacionados
os limites de detecgfo calculados por compara¢io da relagio
sinal-ruido (S/R) determinados com um padrdo de 25,00 ng/L
usando uma relagdo S/R igual a trés (S/R=3).

Foram analisadas amostras de dguas coletadas nos rios
Paraopeba, Rio Serra Azul, Ribeirdo Serra Azul, Ribeirio,

Cérrego Barro Preto e Cérrego Laranjo, que abastecem a cida-
de de Belo Horizonte e municipios vizinhos, pois préximo a
estes rios encontram-se grandes planta¢des de hortalicas que
utilizam vdrios pesticidas da nossa mistura padrdo tais como
diazinon, etion e forato. Tentou-se, inicialmente, determinar
qualitativamente 0s compostos presentes nas amostras usando
o detector de massas no modo varredura (scan). Neste modo de
detecgdo a sensibilidade € limitada e ndo foi possivel identifi-
car 0s poucos compostos presentes nas amostras, visto que os
fons apresentavam abundéncias relativamente baixas. Em se-
guida foram feitas as andlises das amostras dos rios usando as
curvas de calibragdo construidas para cada pesticida da mistura
padrao com o detector de massas no modo monitoragio de fons
selecionados (SIM). Os resultados obtidos ndo evidenciaram a
presenga de residuos ou subprodutos dos pesticidas organofos-
forados usados na mistura padrio nas amostras de 4gua dos
rios. Existem duas possibilidades para este resultado negativo:
a primeira é que, devido ao controle da EMATER (BH) sobre
o0 uso de pesticidas nesta regido, os agricultores reduziram subs-
tancialmente a aplicagio dos mesmos. A segunda, pode estar

Tabela 3. Precis@o e limite de detecgdo dos pesticidas organofosforados apds andlise MEFS-CG-EM.

N2 Pico Tempo de Retengdo (min) Composto Precisdo (S%) Limite de detecg¢do (ng/mL)

1 7,00 Trietil Fosforotioato 6,70 0,018
2 10,87 Tionazin 10,00 0,020
3 11,64 Sulfotep 9,40 0,016
4 11,86 Phorate 11,20 0,015
5 12,32 Dimetoato - -
6 12,97 Diazinon 8,30 0,018
7 13,24 Disulfoton 9,40 0,019
8 14,36 Paration Metilico 10,20 0,020
9 15,54 Paration Etilico 5,70 0,020
10 18,75 Etion 17,20 0,008
11 19,24 Famphur - -
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relacionada a degradagio qufmica (hidrélise'®) destes pestici-
das em 4dgua. Nao foi constatado, também, efeitos significati-
vos da matriz conforme cromatogramas apresentados na Figura
3 a-b, da mistura padrao (a) e da amostra do rio Serra Azul (b)
contaminadas com 0,50 ng/mL.

Abundsncd 1 ETE]

700 3
600 3
500 o 2
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300 n
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e.bo 4000

Figura 3. Cromatogramas dos 11 pesticidas organofosforados: (a)
mistura padrdo aquosa 0,5 ng/mL e (b) amostra do rio contaminada
com 0,5 ng/mL de pesticidas organofosforados.

CONCLUSOES

A anidlise de pesticidas organofosforados em matrizes aquo-
sas usando a técnica de extragdo de MEFS associada com CG-
EM no modo fons selecionados (SIM) apresenta grandes vanta-
gens em relagdo aos métodos tradicionais, tais como, a simpli-
cidade da técnica de pré-concentragio e extragdo, tempo de
anélise reduzido, facil automagédo e a ndo utilizagdo de solven-
tes. O processo de validagfio para esta metodologia apresentou
uma boa série de linearidade e precisdo. Os limites de detec¢do
em niveis de ppt sdo adequados aos valores estabelecidos pelas
normas oficiais usadas no controle ambiental de pesticidas or-
ganofosforados. Caso seja necessério, existe a possibilidade de
se aumentar a sensibilidade do método usando maiores quanti-
dades de amostra ou aumentando o tempo de extragdo. Efeitos
de matriz significativos ndo foram observados quando se efe-
tuou a contaminagdo da amostra de 4gua do rio Serra Azul
com a mistura padrdo dos pesticidas. Outra vantagem é que o
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processo de extragéo via MEFS pode ser totalmente automati-
zado através de um amostrador automético, resultando em uma
melhor precisdo, além do que a automagdo permite a anélise
de um grande nimero de amostras.

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem a FAPEMIG e CAPES pelo apoio
financeiro.

REFERENCIAS

1. Environmental Health Criteria 63; Organophosphorus
Insecticides: A General Intoduction; World Health
Organization; Geneva 1986; p 86.

. Hatrik, S.; Tekel, J.; J. Chromatogr. 1996, 733, 217.

. Arthur, C. L.; Potter, D. W.; Buchholz, K. D.; Motagh,
S.; Pawliszyn, J.; LC-GC 1991, 10, 656.

4. Pawliszyn, J.; Solid Phase Microextraction-Theory and

Practice; Wiley-VCH, Inc.; New York 1997.

5. Arthur, C. L.; Killam, L. M.; Motagh, S.; Lim, M.; Potter,
D. W.; Pawliszyn, J.; J. Environ. Sci. Technol. 1992, 26,
979.

6. Arthur, C. L.; Pratt, K. M.; Motagh, S.; Pawliszyn, J.; J.
High Res. Chromatogr. 1992, 15, 741.

7. Louch, D.; Motagh, S.; Pawliszyn, J.; Anal. Chem. 1992,

64, 1187.

. Pawliszyn, J.; Trends Anal. Chem. 1995, 14, 113.

. Eisert, R.; Levsen, K.; Fresenius J. Anal. Chem. 1995,
351, 555.

10. Boyd-Boland, A. A.; Pawliszyn, J.; J. Chromatogr. 1995,

704, 163.

11. Shirey, E. R.; J. High Resol. Chromatogr. 1995, 18, 495.

12. Boyd-Boland, A. A.; Jinno, K.; Pawliszyn, J.; J.
Chromatogr. 1996, 736, 219.

13. Young, R.; Lopez-Avila, V.; J. High. Resol. Chromatogr.
1996, 19, 247.

14. Boyd-Boland, A. A.; Magdic, S.; Pawliszyn, J.; Analyst
1996, 121, 929.

15. Gérecki, T.; Mindrup, R.; Pawliszyn, J.; Analyst 1996,
121, 1381.

16. Worthing, R. C.; D. Phil, M. A.; The Pesticide Manual :
A World Compendium; British Crop Protection Council;
London 1990; p 298-299. .

17. Perrin, D. D.; Armarego, W. L. F.; Perrin, D. R,;
Purification of Laboratory Chemicals, Pergamon Press,
1980; p 56.

18. Barros, N. B.; Scarminio, S. L; Bruns, E. R.; Planejamen-
to e Otimizagdo de Experimentos; Editora Unicamp; Cam-
pinas 1995. ]

19. Hong, F.; Pehkonem, S.; J. Agric. Food Chem. 1998,
46, 1192.

w N

\O 0o

QUIMICA NOVA, 22(2) (1999)





