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ULTRASOUND VORTEX ASSISTED DISPERSIVE LIQUID-LIQUID MICROEXTRACTION (USVADLLME) APPLIED
TO THE DETERMINATION OF THE TRIAZOLE FLUTRIAFOL AND TRIAZINES AND TRIAZINONES PESTICIDES IN
WATER. This study aimed at developing and validating a method for the simultaneous determination of triazines (ametryne, atrazine,
prometryne and terbuthylazine), triazinones (metribuzin and hexazinone) and a triazole (flutriafol) in water by ultrasound vortex
assisted dispersive liquid-liquid microextraction (USVADLLME) and GC-MS. The experimental conditions that provided the best
results were: 5.00 mL of sample, 100 puL of extractor solvent (toluene), vortex agitation for 30 s and sonication for 1 min. at 240
W and 40 °C. The USVADLLME provided recoveries ranging from 77.2% to 109%, with a repetitivity and intermediate precision
varying from 1.4 to 9.0% and 2.9 to 15%, respectively. The method detection limits ranged between 0.10 and 2.71 pg L'. The method
was applied to different surface water samples and a matrix effect was not observed. Once validated, the proposed method was
applied to ten water samples of an important agricultural region of Mato Grosso State/Brazil, but none of the studied analytes were
detected. The USVADLLME is proposed as an efficient, fast, simple and non-expensive alternative technique for the simultaneous
determination of multiclass pesticides in water.
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INTRODUCAO

As triazinas e as triazinonas estdo dentre as classes de herbicidas
mais utilizadas no mundo, principalmente no controle seletivo de er-
vas daninhas de folha larga e gramineas em lavouras de milho, sojae
algoddo. A preocupagdo com a persisténcia, mobilidade e a toxicidade
destes agrotéxicos tem sido crescente, devido a detec¢do dos mesmos
em dguas subterrineas e em diferentes compartimentos ambientais. '
O triazol flutriafol possui uma ampla atividade fungicida e também
€ muito utilizado em culturas de cereais. Embora seja considerado
de baixa toxicidade, o flutriafol € extremamente persistente no solo
com um elevado potencial de mobilidade e, portanto, um potencial
contaminante de dguas subterrdaneas.’ A contaminagio de recursos
hidricos por agrotéxicos tem sido objeto de grande preocupacio
mundial e motivado o desenvolvimento de diversos métodos analiticos
para a determinacéo destes compostos em dgua.*®

A diversidade de principios ativos bem como as diferentes carac-
teristicas fisico-quimicas do material a ser analisado séo alguns dos
fatores que podem limitar a aplicabilidade de muitos destes métodos.
Além disso, para determinadas finalidades sdo necessdrios métodos
com baixos limites de detec¢do, da ordem de ng L', o que pode
requerer etapas de extragdo e pré-concentracdo dos analitos. Estas
etapas estio dentre as mais criticas do processo, pois delas dependem
a exatiddo, a precisdo e o limite de detec¢do do método.

A extracdo liquido-liquido (LLE - Liquid-Liquid Extraction) e
extracdo em fase sélida (SPE - Solid Phase Extraction) sao os métodos
de preparo de amostra tradicionalmente utilizados na determinagao de
agrotéxicos em dgua.” Apesar de proporcionarem resultados exatos
e precisos, em geral, estes métodos sdo morosos, utilizam grandes
quantidades de solventes organicos e possuem custos relativamente
elevados.® A microextragiio liquido-liquido dispersiva (DLLME -
Dispersive Liquid-Liquid Microextraction) tem sido proposta como
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uma alternativa a estes métodos devido a sua simplicidade, baixo
custo, baixos limites de detecco e curto tempo de extragdo.” Mais
recentemente, também tem sido destacada a eficdcia da microextra-
¢do liquido-liquido com dispersdo assistida por agitagdo em vortex
e ultrassom (USVADLLME - ultrasound vortex assisted dispersive
liquid-liquid microextraction) na determinagdo de diversos analitos
em matrizes aquosas, como refrigerantes e bebidas alcodlicas por
cromatografia em fase gasosa.!®!' A agitacdo em vortex e a radia-
¢do ultrassOnica intensificam o processo de dispersdo do solvente
extrator e contribuem para aumentar a superficie de contato entre a
fase organica (solvente extrator) e a fase aquosa, o que favorece a
parti¢do dos compostos de interesse entre as duas fases imisciveis.!*!?
Com isso, a USVADLLME pode suprimir a utilizagdo do solvente
dispersor e resolver um problema cldssico da DLLME, que € a solu-
bilizac@o do solvente extrator na amostra devido a este solvente.'® A
USVADLLME € uma técnica relativamente nova, com 0s primeiros
trabalhos publicados em 2013,'° e sua aplicacdo na determinagao
de agrot6xicos em amostras ambientais ainda requer investigagdes.

Com isso em vista, o presente trabalho teve como objetivo de-
senvolver e validar um método para a determinagdo simultdnea de
agrotoxicos pertencentes a trés classes quimicas (triazinas, triazinonas
e triazol) em dgua por USVADLLME e cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Depois de validado
o método foi aplicado em amostras obtidas de corpos d’dgua da re-
gido de Campo Novo dos Parecis-MT, um importante polo agricola
brasileiro onde os referidos analitos sdo comumente utilizados em
culturas de milho, soja e algodao.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

Amostras
Na validagdo do método foram utilizadas amostras de dgua
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coletadas no rio Cuiabd no municipio de Rosdrio Oeste-MT
(14°50'9"S, 56 25'40"W) e no cérrego Mae Bonifdcia no munici-
pio de Cuiaba-MT (15°35'45"S, 56°5'49"W). Depois de validado,
o método foi aplicado a oito amostras em duplicata, coletadas na
profundidade de 30 cm, num ponto préximo as margens dos rios
Verde e Sucuruina, ambos localizados na cidade de Campo Novo dos
Parecis-MT (13°40'30"S, 57°53'31"W) e em dois pogos artesianos
localizados na zona urbana da referida cidade. As amostras foram
coletadas em garrafas de vidro ambar e acondicionadas a 4 + 2 °C
desde o momento da coleta até a realizacdo das andlises.

Solventes, padroes e reagentes

Os padrdes de atrazina (ATZ), ametrina (AME), prometrina
(PRO), terbutilazina (TER), metribuzina (MET), flutriafol (FLU) e
hexazinona (HEX) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Alemanha),
todos com pureza superior a 98,5%. Algumas propriedades fisico-
-quimicas destes compostos, relevantes ao trabalho, sdo apresentadas
na Tabela 1.

No preparo das solugdes padrdo estoque foram utilizados acetona
e tolueno Tedia grau pesticida. Na extragdo dos analitos foram utili-
zados tolueno Tedia (Estados Unidos), hexano Vetec e ciclohexano
Synth (Brasil), todos grau pesticida. Na limpeza de vidraria foram
utilizados acetona PA Cromoline (Brasil), com pureza superior a
99% e detergente Extran Alcalino MA-01 Merck (Brasil). Cloreto
de sédio Quemis (Brasil) com pureza superior a 99% foi utilizado
no ajuste da forca idnica das amostras. Como padrao interno (PI) foi
utilizado fenantreno deuterado (D,;) Sigma-Aldrich (Brasil) com
pureza superior a 98%.

A partir dos padrdes primdrios foram preparadas solug¢des estoque
em acetona a 100 pg mL™' de cada analito, que foram utilizadas no
preparo das solugdes intermedidrias mistas a 1,00 e 10,0 pg mL"!
dos analitos em acetona. Para a constru¢do das curvas analiticas,
pelo método da superposicdo de matriz, foram preparadas solucdes
padrdo aquosas, a partir das solugdes intermedidrias em acetona,
nos seguintes intervalos de trabalho: 1,00 a 25,00 ug L' para ATZ
e TER; 5,00 a 75,00 ug L' para AME e PRO; 15,00 a 150,00 pg L™
para MET, FLU e HEX. O PI foi utilizado a 1000 pg L' em tolueno.

Quim. Nova

Estes intervalos de trabalho foram selecionados com base no limite
de detec¢do instrumental (LDI) previamente determinado para cada
analito.

Instrumentacio

Todas as pesagens foram feitas em balanca analitica Bel (Brasil)
modelo Mark 210, com precisdo de + 0,0001 g. As medidas de
volumes foram feitas em baldes volumétricos Pyrex e micropipetas
Pipetman Gilson (Franca) com volumes ajustdveis no intervalo de
100 - 1000 pL e de 20 - 200 uL e precisdo de + 0,60 uL e + 0,20 L,
respectivamente. Nos ensaios com USVADLLME foi utilizado um
agitador tipo vortex Labnet International (Estados Unidos), uma
centrifuga Heittech Zentrifugan (Alemanha) modelo Universal 320 R,
banho ultrassdnico Thorton Inpec Eletronica (Estados Unidos), com
frequéncia de 25 kHz e poténcia de 240 W, tubos de ensaio de vidro
Pyrex (15x100 mm) com tampa de polipropileno, microseringa
Hamilton (Estados Unidos) de 25 pL, vials de 1500 uL e inserts de
100 pL Agilent (Estados Unidos). Agua ultrapurificada (< 2 pS cnr
1 foi obtida por um sistema Millipore (Franga) Simplicity 185. As
amostras de dgua coletadas em campo foram filtradas em membrana
de fibra de vidro Sartorius (Alemanha) em um sistema de filtrag@o a
vacuo Merck Millipore (Franga).

A quantificagdo dos analitos foi feita num sistema cromato-
grifico Agilent (Estados Unidos) modelo 6890 acoplado a um
espectrometro de massas modelo 5973. As separacdes foram feitas
em coluna capilar HP-5MS de 30 m de comprimento, 0,25 mm de
diametro e 0,25 um de espessura de fase, com hélio (99,9999%)
como gds de arraste. Aquisi¢c@o e processamento dos dados foram
feitos com software ChemStation®. Todas as amostras foram inje-
tadas no modo splitless, com injetor operando a 280 °C e a linha
de transferéncia do cromatdgrafo para o espectrometro de massas a
250 °C. A temperatura do forno foi inicialmente mantida a 100 °C
por 2 min e depois elevada a 175 °C a uma taxa de 25 °C min’,
na qual permaneceu por 14 minutos, sendo novamente elevada até
240 °C auma taxa de 25 °C min’!, na qual foi mantida por 6 minutos.
No espectrometro de massas a fonte de fons por impacto eletronico

Tabela 1. Formulas estruturais, classe, grupo quimico, coeficiente de parti¢io octanol/agua (log Kow), solubilidade em dgua (SA) em mg L' a 20 °C e cologa-

ritmo da constante de acidez (pKa) dos agrotoxicos estudados
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operou a 70 eV e temperatura de 250 °C, a temperatura do quadru-
polo foi ajustada a 150 °C. O método da padronizag@o interna foi
utilizado para a quantificacio em modo de monitoramento de {fon
selecionado (SIM).

As determinagdes de pH e condutividade elétrica (CE) das amos-
tras de dgua foram feitas com uma sonda HACK (Espanha) HQ4d
Multi. A determinagdo de carbono orgénico total (COT) foi feita em
um analisador de carbono Analytical Aurora (Estados Unidos) modelo
1030 equipado com um amostrador automdtico da A.l. Analytical
modelo 1088.

Método

Limpeza de vidrarias

Todas as vidrarias foram previamente enxaguadas com dgua de
torneira e pequenas porc¢des de acetona. Em seguida, foram mantidas
submersas por doze horas em solu¢do aquosa a 2% (v/v) de Extran
Alcalino MA-1. Apés esse periodo, foram enxaguadas, sucessiva-
mente, com dgua de torneira, dgua deionizada e deixadas por duas
horas em banho ultrassdnico. Apds esse processo, foram novamente
enxaguadas com dgua deionizada e pequenas por¢des de acetona para
aretirada de possiveis residuos ainda remanescentes. Por fim, foram
secas em estufa com circulagdo de ar a 150 = 5 °C por duas horas,
com excecao das vidrarias volumétricas e materiais de polipropileno,
cuja secagem se deu a temperatura ambiente (27 + 3 °C).

Extragdo e quantificagcdo dos analitos

O desenvolvimento do método consistiu basicamente na deter-
minacao do tipo e volume de solvente extrator (tolueno, cliclohexano
e n-hexano), temperatura e tempo de sonicagdo e forca idnica do
meio para extragdo dos analitos em dgua por USVADLLME. Para
isso, aliquotas de 5,00 mL da amostra foram colocadas separada-
mente em tubos de ensaio de vidro (15x100 mm) com diferentes
quantidades de NaCl (0, 10, 20, e 30 % (m/v) e volumes de solvente
extrator (100, 150 e 200 uL), que foram entdo fechados e submetidos
a agitaco vortex por 30 segundos. Imediatamente apds a agitagdo,
cada amostra foi levada a banho ultrassdnico por diferentes inter-
valos de tempo (1, 2, 5, 10, 15 e 20 min.) e temperatura (30, 35, 40,
45, 50, 55 e 60 °C). Apds a sonica¢do, as amostras foram centri-
fugadas por 5 min a 5000 rpm. Na sequéncia, com auxilio de uma
micropipeta, foram retirados 50 uL do sobrenadante e transferidos
para um redutor de volume (insert) de 100 uL contendo 25 pL de
solucdo de fenantreno-D10 1000 pg L' (PI), que foi colocado em
um frasco de amostragem (vial) de 2 mL. A solug@o foi homoge-
neizada e submetida a determinac@io dos compostos de interesse
por cromatografia. Estes experimentos foram feitos em triplicata
(n = 3) e acompanhados de um branco analitico. A quantificacdo
dos analitos foi feita pelo método da superposi¢do da matriz com
padronizagdo interna.'"

Validagdo do método

A validacdo do método foi feita em termos de seletividade, linea-
ridade, exatid@o, preciséo e limites de detecgdo e quantificagdo.'”'® A
seletividade foi avaliada por meio da comparagdo de cromatogramas
de fons totais de extratos de amostras isentas e a 20,00 ug L' dos
analitos. Também foram feitas comparagdes com cromatogramas
de um padrio 667 pug L' dos analitos em tolueno. A linearidade foi
avaliada por meio do coeficiente de correlagdo linear (r?) e inspecao
visual de curvas analiticas construidas em triplicata pelo método da
superposi¢dao de matriz com cinco padrdes com concentragdo no
intervalo de 1,00 a 150,00 pug L. A exatiddo foi avaliada por meio
de teste de adicdo e recuperacdo. Nestes ensaios as amostras de dgua
fortificadas permaneceram em repouso por 24 horas antes de serem
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submetidas ao método proposto. A precisdo foi avaliada em termos
de repetitividade e precisdo intermedidria, e expressa pelo coeficiente
de variagdo (CV) da resposta instrumental para extratos obtidos em
testes de adicdo e recuperacdo. Na avaliacdo da repetitividade, o
método foi aplicado a amostras de dgua fortificadas em trés niveis de
concentracdo para cada analito: 1,00; 10,00 e 25,00 ug L' para ATZ,
TER, 5,00; 25,00; e 50,00 pg L' para AME e PRO e 15,00; 50,00 e
150,00 pug L' para MET, FLU e HEX. Nesta avaliagdo foram feitas
extragdes em nonoplicata em cada nivel num unico dia. A precisio
intermedidria foi obtida de maneira semelhante, porém com extracdes
em nonoplicatas feitas em trés dias consecutivos.

Os limites de detec¢do (LDM) e quantificagdo (LQM) do mé-
todo foram determinados com base na relacdo sinal/ruido (S/N) da
linha de base obtida pela injecdo de extratos de amostras de dgua
fortificadas. Foi considerado como LDM e LQM a relagdo S/N de
3:1 e 10:1, respectivamente.'”" Nos ensaios para avalia¢do de efeito
de matriz, o método foi aplicado a amostras de dgua de rio e cérrego
fortificadas em trés niveis de concentragdo para cada analito: 1,00;
10,00 e 25,00 ug L' para ATZ e TER, 5,00; 25,00; e 50,00 ug L
para AME e PRO e 15,00; 50,00 e 150,00 pg L' para MET, FLU e
HEX, feitos em quintuplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Avaliacio dos parametros de extracio

Solvente extrator

Dentre os principais requisitos para selecdo de um solvente
extrator para a DLLME destaca-se a baixa miscibilidade em 4gua,
alta capacidade em solubilizar os analitos de interesse e bom com-
portamento cromatografico.'> Com isso em vista, foram selecionados
para estudo: tolueno, ciclohexano e hexano. Dentre estes solventes,
o tolueno apresentou os melhores resultados no teste de recuperacéo
para todos os analitos avaliados (Figura 1).
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Figura 1. Recuperacdo dos analitos com diferentes solventes extratores.
Condigées de extragdo: 5,00 mL de dgua fortificada a 0,20 ug mL"' de cada
agrotoxico; 100 uL de solvente extrator; 30 s de agita¢do em vortex; 10
minutos de sonica¢do a 40 =2 °C e 240 W (n = 3)

Dos solventes extratores avaliados o tolueno € o mais polar, o
que pode justificar a maior eficiéncia de extracdo com este solvente.
Alguns autores também tém destacado a contribui¢do da estrutura
aromdtica do tolueno na extracdo de analitos insaturados.>* Também
foi observado que os analitos com os menores valores de Kow
(Tabela 1), ou seja, os mais soliveis em dgua, foram menos extraidos.
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Volume de solvente extrator

Trabalhos que utilizam a microextracio associada a ultrassom
para determinagdo de agrotéxicos em dgua tém relatado a utilizagdo
de volumes de solvente extrator no intervalo de 14 a 225 uL.* A
utilizacao de volumes pequenos de solvente extrator (< 100 pL) con-
tribui para a diminui¢cdo do LDM, porém, dificulta a automatizacio
das inje¢Oes cromatograficas dos extratos. A utilizagdo de volumes
grandes do solvente extrator (> 150 UL) contribui para os processos de
transferéncia de massa do analito entre a matriz e o solvente extrator,
entretanto, colabora para a dilui¢do do extrato e consequentemente
para a elevacdo dos valores de LDM.

No presente estudo foi observado que o aumento do volume
do solvente extrator de 100 para 200 pL causou uma diminuicio
significativa (p = 0,05) na recuperacio da ATZ, MET, AME e PRO
(Figura 2). O aumento do volume de solvente extrator pode afetar a
eficiéncia de dispersdo e consequentemente a transferéncia de massa
do analito. Alguns autores também atribuem a menor recuperacao aos
efeitos de diluigdo dos extratos.?2¢

1201 w7 100 uL
B 150 uL
4 EEFEEFER 200 L
100 1
BN I,
Y
18 8 0 — g %Eﬁ’i‘i
< 5 o . %‘
B i . s 5
s 601 b nw mh
| il il sl Gl
2047 = iy il
= o R
R % % /:.:.:. /.‘..
0 -z s il 7%

Figura 2. Recuperagdo dos analitos em ensaios com diferentes volumes de
solvente extrator. Condig¢oes de extrag¢do: 5,00 mL de dgua fortificada a 0,20
ug mL' com os analitos; 30 s de agitagdao em vortex; 10 minutos de sonicagdo
a40+£2°Ce240W (n=3)

O volume do solvente extrator praticamente ndo teve efeito
sobre a recuperagdo da TER e HEX e causou um pequeno aumento
na recuperacdo do FLU. A utilizagdo de 100 pL de solvente extrator
proporcionou as maiores recuperagdes para a maioria dos analitos
avaliados e permitiu a inje¢do automadtica dos extratos. Com isso em
vista, optou-se pela utilizagdo deste volume de solvente extrator em
todos os ensaios subsequentes.

Avaliagdo da forga idonica do meio

O aumento da forca idnica do meio causou um aumento de 12, 17
e 86% narecuperacdo da MET, FLU e HEX, respectivamente (Figura
3). A adi¢do de NaCl pode ter diminuido a solubilidade destes analitos
em 4dgua e contribuido para suas transferéncias para a fase organica
(efeito salting out). Dentre os analitos avaliados, a HEX apresenta a
maior solubilidade em dgua (Tabela 1), o que pode justificar a maior
contribui¢do do efeito salting out para este pesticida.

Nao foram observadas diferencas significativas (p = 0,05) entre
as porcentagens de recuperacdo das triazinas com o aumento da forga
ionica do meio. Resultados semelhantes foram obtidos por Tolcha,
Merdassa e Mergessa,”! que também avaliaram o efeito da forca
iOnica na extracio desta classe de agrot6xicos em dgua por DLLME.

Tendo em vista o aumento de recuperacdo do MET, FLU e HEX,
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Figura 3. Recuperagdo dos analitos a partir de amostras com diferentes forcas
iénicas. Condi¢ées de extragdo: 5,00 mL de dgua fortificada a 0,20 ug mL"’
com os analitos; 100 uL de solvente extrator (tolueno); 30 s de agitagdo em
vortex; 1 minuto de sonicagdo a 40 + 2 °C e 240 W (n = 3)

bem como o aumento da for¢a idnica do meio, 0s experimentos
subsequentes foram feitos com as amostras a 30% (m/v) de NaCl.

Avaliacdo da temperatura e tempo de sonicag¢do

O tempo e temperatura de sonica¢do podem influenciar a dis-
persdo do solvente extrator e os processos de transferéncia de massa
e, consequentemente, a eficiéncia dos métodos de microextragéo.?’
No entanto, no presente trabalho estas varidveis ndo tiveram efeito
significativo (p = 0,05) na recuperagdo dos analitos.

A pré-agitacido em vortex possui um papel essencial na dispersao
inicial do solvente, que ocorre nos primeiros 20 a 30 segundos, e
potencializa a dispersdo do solvente extrator na etapa seguinte por
agitacdo em ultrassom.!'? Quando a mistura tolueno:dgua é subme-
tida ao ultrassom ocorre a formacio de micro goticulas de tolueno
que se dispersam rapidamente na dgua. Este fendmeno pode ser
percebido visualmente pela turva¢do da mistura formada durante os
experimentos. A eficiéncia da USVADLLME parece estar relacionada
com a eficiéncia desta dispersdo e com o tamanho das goticulas de
solvente dispersas. Quanto menor o tamanho das goticulas, maior a
area interfacial entre a 4gua e o solvente extrator e maior a eficiéncia
de extracdo. Ha evidéncias experimentais de que o tempo e a potén-
cia do ultrassom possuem grande influéncia neste processo. Com
poténcia da ordem de 240-300 W, a dispersdo do solvente organico
pode atingir um maximo em poucos minutos e permanecer constante
a partir de entdo.?® Formada a emulsdo solvente/dgua, a transferéncia
dos analitos para a fase orgénica tende a ocorrer muito rapidamente.”
No presente trabalho, foram obtidas recuperacdes superiores a 90%
para a maioria dos analitos, com apenas um minuto de sonicagio a 240
W. Em concordancia com estes resultados, Burdel e colaboradores™
relatam a microextracdo de 4cido picrico, em matriz aquosa, com
tolueno, no mesmo tempo e poténcia de ultrassom.

Ha evidéncias de que quando a eficiéncia de dispersdo do sol-
vente extrator € grande, a temperatura tem pouca influéncia sobre
a transferéncia do analito entre a fase aquosa e orgénica.”” Salehe
colaboradores'® avaliaram o efeito da temperatura na determinagao de
hidrocarbonetos policiclicos aromdticos em dgua por microextragcao
por emulsificagdo assistida por ultrassom e ndo observaram diferengas
significativas na recuperagao dos analitos em ensaios com temperatura
de amostras no intervalo de 25 a 50 °C.

Com base nestes resultados, experimentos subsequentes foram
feitos com 1 minuto de sonicagdo a 240 W em temperatura na média
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de 45 £ 3 °C, que € a temperatura de trabalho do banho de ultrassom
utilizado.

Validacido do método proposto

A comparagdo entre o cromatograma do branco analitico
(Figura 4 A) e do extrato de uma amostra de dgua ultrapura fortifi-
cada a 20,00 ug L' dos analitos (Figura 4 C) evidencia a auséncia de
interferentes nos tempos de reten¢io dos analitos avaliados.

A semelhanca entre os perfis cromatograficos de um padrdo dos
agrotéxicos a 667 ug L' em tolueno (Figura 4B) e de um extrato de
uma amostra de dgua ultrapura (Figura 4C) indica que o procedimento
de extragdo ndo influenciou as separacdes cromatograficas.

Nos ensaios de adi¢do e recuperagdo, com amostras de dgua ul-
trapura, as recuperacoes variaram entre 81e 109%, com repetitividade
entre 1,4 € 9,0% e precisdo intermedidria entre 2,9 a 15%. Os valores
de LDM e LQM variaram de 0,10 a 2,71 ug L' ¢ 0,70 a 8,22 pug L™!
para a terbutilazina e o flutriafol, respectivamente (Tabela 2). Nenhum
dos analitos foi detectado no branco analitico.
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Figura 4. Cromatograma (A) do branco analitico contendo PI a 333 ug
L', (B) de um padrdo em tolueno a 667 ug L' dos agrotoxicos e (C) de um
extrato de uma amostra fortificada a 20,00 ug L' com os analitos. Acima, a
direita, descrigdo e identificacdo dos picos e ions monitorados, com os ions
principais em negrito

Segundo Taverniers e colaboradores,'® para concentragdes entre
100 a 1000 pg L' sdo aceitas recuperagdes no intervalo de 80 a 110%,
enquanto que para concentracdes inferiores a 100 ug L' podem ser
aceitas recuperacgdes no intervalo de 60 a 115%. Para estes intervalos
sdo aceitos CV de até 21%.

A exatiddo e precisdo dos resultados também evidenciam a efi-
cécia da utilizagdo do insert no frasco de amostragem para injecao
automatica dos extratos no sistema cromatografico. Este dispositivo
propiciou a injecéo automdtica de quantidades inferiores a 100 UL de
extrato e ajudou a contornar uma importante limitagdo das técnicas de
microextragdo: a injegdo manual de pequenos volumes de extratos.'2

A avaliagdo do efeito de matriz foi feita com amostras de dgua
de rio e de cdrrego, caracterizadas em termos de pH, CE e COT,
que, de acordo com a literatura, podem influenciar o comportamento
do analito na matriz e interferir no processo de extragdo dos mes-
mos.**** Nas amostras de dgua de rio e de corrego os valores de pH
foram 7,3 e 6,9 e as concentragdes de COT foram 2,7 e 20 mg L',
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respectivamente. Em dguas superficiais sdo comuns valores de pH
no intervalo de 6 a 9 e concentragdo de COT entre 1 a20 mg L''.3 A
CE inicial foi de 343 e 58 uS cm™! nas amostras de dgua de corrego e
de rio, respectivamente. Apés a adi¢do de NaCl (30 g L) houve um
nivelamento da CE nas amostras em 250 mS cm. As recuperacoes dos
analitos das amostras de dgua de rio e de corrego foram semelhantes
as obtidas de amostras de agua ultrapura (Tabela 2) e também estio
no intervalo aceito por protocolos de validagdo.'s!

A DLLME tem passado por intimeras adaptacdes que incluem
a simplificacdo de etapas, a utilizagdo de diferentes modos de
agitacdo e de solventes extratores com diferentes propriedades
fisico-quimicas, entre outros. Tolcha, Merdassa e Megersa,?! por
exemplo, utilizaram acetona como desemulsificante de extratos, o
que dispensou a etapa de centrifugacdo em extracdes de triazinas em
dgua com tolueno. Neste método foram obtidos valores de LDM de
1,2 2,2 ug L' para atrazina e prometrina, respectivamente. Chene
colaboradores?! avaliaram um sistema de agitagio vertical que favo-
rece a mistura do solvente extrator com a amostra na microextragao
de triazinas da 4gua com hexanol. Com este método foram obtidos
valores LDM de 0,02 ug L' para atrazina e prometrina. Nagaraju e
Huang® utilizaram a DLLME/CG-EM na determinagéo de triazinas
em dgua com cloroférmio como solvente extrator e obtiveram LDM
de 0,06 ug L' para atrazina.

Pode ser observado que os dois ultimos trabalhos supracitados
relatam valores de LDM menores que os apresentados na Tabela 2.
Isso provavelmente se deve ao menor volume de solvente extrator
(< 12 pL) utilizado nos mesmos que, como dito anteriormente,
proporciona extratos mais concentrados, no entanto, requer injecoes
cromatograficas manuais.

Destaca-se também que os valores de LQM apresentados na
Tabela 2 sdo compativeis com valores orientadores para agrotoxicos
em 4gua propostos por agéncias ambientais de diferentes partes do
mundo. A EPA, agéncia de protecdo ambiental norte-americana,
por exemplo, relata valores mdximos aceitdveis para dgua potdvel
de 3 pg L' para atrazina. No Canadd os valores de referéncia para
a qualidade da dgua potavel, baseados em critérios toxicoldgicos,
expressos em termos de concentragdes maximas aceitdveis para atra-
zina, metribuzina, ametrina e hexazinona, sdo 20, 50, 50 e 300 ug L,
respectivamente. Na Nova Zelandia os valores mdximos aceitdveis
para atrazina, terbutilazina, metribuzina e hexazinona em dgua potavel
sdo 2, 8, 70, 400 ug L', respectivamente.* No Brasil, a Portaria n°.
2914 de 2011, que dispde sobre os procedimentos de controle e de
vigilancia da qualidade da dgua para consumo humano e seu padrio
de potabilidade, dos analitos avaliados, contempla apenas a atrazina,
para a qual o limite maximo aceitédvel é de 2 pg L%

APLICACAO DO METODO PROPOSTO

Depois de validado, o método proposto foi aplicado a amostras de
dgua coletadas numa importante regido agricola de Mato Grosso, no
municipio de Campo Novo dos Parecis. Nestas amostras, nenhum dos
analitos estudados foi detectado. Apesar disso, € importante destacar
que estes resultados ndo atestam a auséncia de risco de contaminacio
por pesticida dos recursos hidricos na regido de coleta das amostras.
Para tanto, seria necessdria uma avalia¢do mais detalhada envolven-
do outros principios ativos utilizados na regido, coletas periddicas
de amostras e estudos de outras matrizes ambientais como solo e
sedimento.

Na aplicag@o do método foram feitas 40 extragdes e produzidos
cerca de 4,0 mL de residuo orgdnico (solvente extrator). A titulo de
comparacdo, estima-se que a utiliza¢do de um método cldssico, como
por extragdo em fase sdlida para este mesmo nimero de amostras,
produziria cerca de 1,0 L de residuos organicos.
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Tabela 2. Repetitividade (Rep), precisdo intermedidria (PIn), recuperagio (Rec %), LDM e LQM do método proposto

Agua ultra pura®

Agua de cérrego Agua de rio

n=>5 n=>5
Analitos Rep PIn Rec LDM LQM
NF n=9 n=9 n=3 n=3 n=3 Rec cv Rec cv
(ngLh % %
CV % (ng L
0 nd nd nd
1,00 1,39 2,36 109 97,2 4,90 98,7 7,10
ATZ 0,23 0,70
10,0 3,10 5,52 81,2 97,8 2,71 84,0 3,71
25,0 5,52 12,5 85,5 98,3 1,11 90,6 6,12
0 nd nd nd
1,00 2,77 4,50 90,1 90,7 6,40 90,1 5,51
TER 0,10 0,30
10,0 2,88 3,61 89,8 91,3 8,78 85,6 2,10
25,0 6,41 15,0 86,4 96,4 1,01 91,5 3,67
0 nd nd nd
5,00 9,00 12,0 108 82,3 1,76 84,0 6,08
AME 1,27 3,86
25,0 1,42 5,41 96,5 85,2 6,73 81,2 7,81
50,0 0,81 11,0 94,8 80,5 6,80 90,1 2,79
0 nd nd nd
5,00 3,30 13,0 104 89,1 5,00 82,2 6,81
PRO 0,58 1,77
25,0 3,27 9,39 97,9 90,5 6,42 82,6 2,00
50,0 6,60 13,0 96,2 82,1 5,92 90,7 4,01
0 nd nd nd
15,0 2,20 8,80 83,4 74,4 3,41 77,0 2,81
MET 2,31 7,11
50,0 1,41 7,71 81,2 82,4 491 72,9 7,79
150 3,02 11,0 86,4 89,1 2,20 84,4 5,12
0 nd nd nd
15,0 1,41 3,88 95,0 110 7,71 97,2 6,00
FLU 2,71 8,22
50,0 3,31 12,0 94,1 88,2 9,62 95,9 8,60
150 4,79 7,81 86,7 83,6 1,01 80,3 3,547
0 nd nd nd
15,0 4,36 7,00 77,2 74,0 4,30 76,9 1,81
HEX 2,65 8,04
50,0 6,03 15,0 88,0 97,8 9,88 78,1 4,00
150 1,00 4,71 81,6 76,7 1,00 81,0 5,52
nd - ndo detectado. “pH 6,3; COT de 0 mg L'; CE de 6,0 uS cm™.
CONCLUSAO AGRADECIMENTOS

O cardter aromadtico do tolueno e sua maior polaridade, quando
comparada aos demais solventes extratores avaliados, podem ter
contribuido para a maior eficiéncia na extra¢do dos analitos estuda-
dos. A for¢a idnica do meio teve efeito significativo na extragdo dos
compostos mais soliveis em dgua, principalmente da HEX, o que
provavelmente estd relacionado ao efeito salting out.

O tempo e temperatura de sonica¢@io ndo tiveram efeito sigini-
ficativo na extragio dos analitos avaliados. A dispersdo do solvente
extrator por vortex e ultrassom minimizou a geragdo de residuos, visto
que dispensa utiliza¢do de solvente dispersor. A utiliza¢do do insert
possibilitou a inje¢do automdtica dos extratos no sistema cromato-
gréfico. Ensaios de adicdo e recuperagdo com diferentes amostras de
dgua coletadas em campo sugerem que a composi¢ao da matriz nao
afetou a exatiddo e precisdo do método proposto.

Os testes de adi¢@o e recuperag@o, bem como as demais figuras
de mérito avaliadas, indicam que a USVADLLME possui exatiddo
e precisdo suficientes para a determinag@o dos referidos analitos em
dgua. Apesar de nenhum dos analitos ter sido detectado nas amostras
coletadas em campo, os resultados obtidos ndo atestam a auséncia de
risco de contaminagao por agrotoxicos nos corpos d’dgua menciona-
dos, o que depende de estudos ambientais mais detalhados.

Os autores agradecem a Coordenagdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo suporte financeiro.
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