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RESUMO

Os agrotoxicos, mesmo favorecendo a producao e conservacao de alimentos,
sdo nocivos e a deteccdo de seus residuos tem requerido rigorosos métodos de
controle. O avango de tecnologias analiticas sensiveis e seletivas tem permitido a
deteccdo destas substancias em niveis de traco. Este trabalho descreve a utilizacao
das técnicas de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC/MS) e a espectrometria de massas com ionizagéo electrospray (ESI/MS), para
estudos relacionados a contaminacdo ambiental por agrotoxicos.

O primeiro estudo descreve a aplicacdo de um método de microextracdo em
fase sélida (SPME) com cromatografia gasosa e detector de espectrometria de
massas (GC/MS), para a andlise de residuos de agrotéxicos em amostras de aguas
da Bacia do Rio S&o Francisco. Foram estudados agrotéxicos organoclorados,
organofosforados e piretrdides. Apenas algumas amostras de sedimento mostraram
a presenca de residuos de agrotdxicos organoclorados endosulfan sulfato e op”-
metoxicloro.

O segundo estudo investigou a influéncia da concentracdao de hipoclorito de
sédio, pH e tempo de exposicdo a luz UV, fatores usualmente importantes em uma
estacdo convencional de tratamento de agua, na degradacdo de alguns agrotéxicos
da classe dos organofosforados, organoclorados e piretroides. As determinacdes
foram feitas por SPME-GC/MS. Para determinar os efeitos desses fatores
predominantes, assim como as possiveis interacdes entre eles, foi construido um
planejamento fatorial 2° e superficies de resposta (através da abordagem Doehlert)
visando avaliar se as condi¢cdes otimizadas propiciavam a taxa maxima de
degradacdo dos agrotoxicos. Posteriormente, foram determinados os tempos de
exposicao a radiacdo UV que produziam completa degradacao do dissulfoton e do
endosulfan sulfato (agrotoxicos organofosforado e organoclorado, respectivamente).

Finalmente, utilizou-se a técnica de ESI/MS para o monitoramento do
processo de degradacdo fotocatalitica do agrotdxico organofosforado, diazinon em
meio aquoso, induzida por hipoclorito de sédio e 0zénio. Com os resultados deste
estudo foi possivel propor uma rota de degradacdo para este composto exposto as
condi¢cbes usuais de estacbes de tratamento de aguas, foi avaliada a toxicidade dos

seus produtos de degradacéo através de testes com artemia salina.
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Abstract

Pesticides, even encouraging the production and preservation of foods, are
harmful waste and its detection has required strict control methods. The
advancement of analytical technologies have allowed sensitive and selective
detection of these substances at trace levels. This paper describes the use of the
techniques of gas chromatography-mass spectrometry (GC/MS) and mass
spectrometry with electrospray ionization (ESI/MS) for studies related to
environmental contamination by pesticides.

The first study describes the application of a method of solid phase
microextraction (SPME) with gas chromatography and mass spectrometry detector
(GC/MS) for residue analysis of pesticides in water samples from the S&o Francisco
River Basin. We studied organochlorine pesticides, organophosphates and
pyrethroids. Only a few sediment samples showed the presence of residues of
organochlorine pesticide endosulfan sulfate and op '-methoxychlor.

The second study investigated the influence of concentration of sodium
hypochlorite solution, pH and time of exposure to UV light, usually important factors
on a conventional water treatment on degradation of some class of pesticides
organophosphorus, organochlorine and pyrethroids. Measurements were made by
SPME-GC/MS. A factorial design2® was built to determine the effects of these
predominant factors, as well as the possible interactions between them. In addition,
were also constructed response surfaces (through Doehlert surfaces) to assess
whether the optimized conditions provide the maximum rate of degradation of each
pesticide. Later, were determinate the exposition time to UV radiation that produced
complete degradation of dissulfoton and endosulfan sulfate (organophosphorus and
organochlorine pesticides, respectively).

Finally, the ESI/MS technique was used for monitoring the photocatalytic
degradation process of the pesticide organophosphate diazinon in aqueous medium,
induced by sodium hypochlorite and ozone. With the results of this study was
possible to propose a route for this pesticide degradation under such conditions. In
addition to check the degradation of diazinon exposed to usual conditions of water
treatment stations, the toxicity of the their products of degradation was evaluated by

tests with Artemia salina.
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1.1 — RELEVANCIA E OBJETIVOS

A contaminacdo ambiental por agrotoxicos aumentou drasticamente a partir
da década de 1990, especialmente em aguas superficiais e subterraneas, e, por
isso, tornou-se um assunto de grande preocupacdo em nivel regional, nacional e
mundial [1-3]. Tal crescimento foi decorrente da alteracéo das praticas da agricultura
intensiva e do crescimento populacional e industrial, fatores estes que tem causado
um aumento preocupante nos niveis de residuos em varias matrizes ambientais.

O crescimento populacional e industrial fez com que alternativas mais rapidas
e eficientes para as praticas agricolas, como a modernizagdo e o desenvolvimento
de novos produtos quimicos, fossem desenvolvidas. Para isso, investiu-se no
desenvolvimento de novos agrotoxicos que, de um lado, favorecem a producéo e
conservacdao de alimentos de origem vegetal e animal, atendendo a demanda
mundial, mas, por outro lado, causam efeitos nocivos a populacéo [1].

Segundo dados da Secretaria de Politica Agricola do Ministério da Agricultura
e Abastecimento [4], o Brasil, em 1997, estava entre 0s cinco maiores consumidores
de agrotéxicos do mundo [5], com um total comercializado de U$ 1.600.000.000 (um
bilhdo e seiscentos milhdes de dolares), representando 7 % do consumo mundial.
Recentemente, a Organizagdo Pan-Americana da Saude (OPAS) divulgou que os
precos dos agrotoxicos tiveram uma reducdo de 49,9 %, em funcdo da
desvalorizacdo do dolar, no periodo de 2003 a 2010 [6,7]. Como consequéncia,
dados da Secretaria de Comércio Exterior tem mostrado um aumento continuo no
consumo de agrotoxicos no pais. Por exemplo, nos anos de 2008 e 2009 o pais
importou, respectivamente, 1,84 e 2,37 mil toneladas destes insumos [8], 0os quais
foram empregados, principalmente, nas culturas de soja (48 %), milho (11 %), cana
de acucar (8 %), algodao (7 %), café (4 %) e citros (3 %) [9].

Outro problema foi constatado pelo Sistema Nacional de Informacédo Toxico-
Farmacoldgicas da Fundacdo Oswaldo Cruz (SINITOX), segundo o qual “estamos
consumindo o lixo que outras nagdes rejeitam” [10]. Por exemplo, o metamidofés,
agrotoxico de uso proibido pela Unido Européia, China, india e Paraguai, continua
sendo comercializado no Brasil. Com a redugcdo do mercado internacional, os
produtores intensificaram a pressao para aumentar as vendas no Brasil. Diversas

taticas foram utilizadas, acarretando, com isso, “um preco invisivel, que é o aumento
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do custo na area de saude”, sendo este um outro fator que tém colocado o Brasil
como um dos principais paises consumidores de agrotoxicos. [11,12].

Embora o impacto do uso de agrotdoxicos sobre a saude humana também
tenha crescido nos ultimos anos, os estudos existentes sdo insuficientes para
conhecer a extenséo da exposi¢cao ocupacional e ambiental e a dimensao dos danos
a saude. A contaminacdo por agrotoxicos pode ocorrer durante a producdo, o
preparo da formulacdo, o transporte, a aplicacdo, o manejo das culturas, a
estocagem a colheita dos produtos agricolas e o consumo de alimentos
contaminados. A ingestdo, a inalacdo e o contato dérmico constituem as principais
rotas de intoxicacdo por esses compostos [12]. Nos paises em desenvolvimento, a
caréncia de equipamentos e roupas adequadas para agricultores que manipulam os
agrotoxicos € a principal causa de exposicdo, sendo as condicdes de
armazenamento a segunda causa, e a utilizacdo de agrotéxicos j4 banidos, a
terceira. Técnicas deficientes de aplicacdo de agrotoxicos e desrespeito aos
periodos de caréncia sdo também causas de sérios problemas de ordem ambiental
e de seguranca alimentar, acarretando a contaminacdo do solo, da agua e dos
alimentos [13].

De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 80 mil
substancias quimicas sintéticas foram desenvolvidas no mundo, desde 1950, sendo
gue 15 mil sdo utilizadas anualmente para produzir cerca de 500 toneladas de
agrotoxicos por ano [14]. Consequentemente, sdo registrados no mundo 25 milhdes
de casos e cerca de 20 mil mortes involuntarias decorrentes de envenenamento por
agrotoxicos a cada ano [15]. Somente nos paises em desenvolvimento, ocorrem dois
milhdes e cem mil casos agudos de envenenamento, com 14 mil 6bitos. Outro dado
relevante da OMS é que, aproximadamente, trés milhdes de pessoas sao
intoxicadas por ano em decorréncia da utilizacdo de agrotéxicos. Dessas, 220 mil
morrem e 750 mil adquirem doencas cronicas [16]. Estes dados ndo levam em conta
0s provaveis problemas cronicos de saude humana, ocasionados pelos residuos de
agrotoxicos encontrados no meio ambiente e nos alimentos [17-21], os quais formam
a mais abrangente fonte de intoxicacao.

A acdo das substancias quimicas no organismo humano pode ser lenta e
demorar anos para se manifestar. O uso prolongado tem causado diversas vitimas

fatais, além de varios casos de suicidios. Ha relatos de ocorréncia de abortos, fetos
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com ma-formacgéo, canceres e dermatoses, entre outras doencas. Segundo a OMS,
ha 20.000 oObitos/ano em conseqiéncia da manipulacdo, inalacdo e consumo
indireto de agrotéxicos nos paises em desenvolvimento, como o Brasil [22, 23].

Em 2004, a Companhia de Tecnologia e Saneamento Ambiental de Sé&o
Paulo (Cetesb) organizou uma Conferéncia sobre “A exposicdo da crianca a
contaminacdo ambiental”. Segundo especialistas, a utilizacdo de substancias
quimicas com efeitos toxicolégicos pouco conhecidos torna a crianca alvo de
exposicdes prolongadas a diversos agentes prejudiciais a sua saude, principalmente
nos paises subdesenvolvidos. Assim, 0s niveis de exposicdo que n&o causariam
efeito em um adulto, ou lhe produziriam um efeito nocivo de curta duragéo, podem
ter consequéncias graves ao longo da vida de uma crianca e/ou adolescente, com
possiveis efeitos neurotoxicos. Os alvos, em geral, desta contaminacdo sdo 0s
sistemas respiratorio, cardiovascular, nervoso, enddcrino, reprodutivo e de controle e
protecdo ao DNA, principalmente, nos primeiros seis meses de desenvolvimento da
crianca. E, como consequéncias, acarretam infec¢cdes respiratérias agudas,
enfermidades diarréicas e intoxicagbes cronicas e agudas. Contudo, os mais
preocupantes sdo 0s possiveis efeitos neuro-comportamentais, que afetam a
capacidade intelectual das criancas [24].

No cenario atual, € indiscutivel que o uso de agrotoxicos nas plantacdes
aumentou a produtividade agricola, principalmente por propiciar maior tempo de
estocagem dos alimentos e garantir a alimentacdo da populacdo que cresce
constantemente. Outro fato indiscutivel é que a sociedade tem sido beneficiada pelo
uso destes compostos, 0s quais ajudam a salvar milhdes de pessoas atraves do
combate a vetores que causam doencas, tais como malaria, dengue, febre amarela,
peste bulbdnica e doencas do sono. Entretanto, a utilizacdo dos agrotéxicos deve
ser criteriosa e exige planejamento e cuidados para que sua aplicagdo nao atinja
areas nado desejadas e evite causar sérios danos ao meio ambiente. Isto porque
alguns agrotoxicos volateis podem ser carreados pelo vento atingindo aves,
mamiferos e diversos outros microorganismos. Quando retidos nas areas de
aplicacOes, eles podem ser lixiviados, ou percolados atingindo as superficies das
aguas e aguas subterraneas, desencadeando o desequilibrio ecoldgico. Neste
trajeto, podem eliminar diversos seres vivos necessarios para a cadeia ecologica.

Podem, além disso, sofrer processos de degradacdo e originar compostos mais
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toxicos [25]. Considerando os diversos problemas e consequéncias supracitados
sobre a contaminacdo ambiental por agrotéxicos, € extremamente importante que
estes insumos sejam monitorados constantemente.

Com base nestas informacbes, este trabalho visou atingir os seguintes
objetivos:

1) Estudar as possiveis contaminacfes ambientais geradas pelos agrotoxicos,
organoclorados, organofosforados e piretroides pela determinacédo de seus residuos
em amostras de dguas e sedimentos coletadas na Bacia do Rio S&o Francisco e
amostras de agua da sub-bacia do Rio das Velhas;

2) Investigar a influéncia de alguns fatores, tais como concentracdo de hipoclorito de
sédio, pH da solucédo e tempo de exposicdo a luz UV, usualmente importantes em
uma estacdo convencional de tratamento de agua, na degradacdo agrotoxicos da
classe dos organofosforados, organoclorados e piretréides. A radiacdo UV,
simulando uma parte da radiacao solar;

3) Estudar a degradacédo do Diazinon em solucdo aquosa por hipoclorito de sédio,
0zO6nio e radiacao ultravioleta.

Para os estudos 1 e 2 desenvolveu-se um método de microextracdo em fase
sélida (SPME), associados a técnica de cromatografia a gas com detector de
espectrometria de massas (GC/MS), e para o estudo 3 foi realizado um
monitoramento direto pela técnica de espectrometria de massas com ionizacao
electrospray (ESI/MS).
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2.1 — TECNICAS DE ANALISES

Os agrotéxicos podem ser encontrados em diferentes compartimentos
ambientais, desde aguas até solos [1,2]. O avanco das tecnologias analiticas, as
quais possuem sensibilidade e precisdo apropriadas, tem permitido a deteccédo de
tais agrotoxicos a niveis de trago. Dentre as técnicas mais utilizadas estdo a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS) e a
espectrometria de massas com ionizagao electrospray (ESI/MS).

A técnica GC/MS tem sido muito utilizada por nosso grupo em pesquisas
envolvendo matrizes ambientais. Por exemplo, Silva e colaboradores [3]
desenvolveram um método para a analise de agrotoxicos organofosforados e
organoclorados em aguas e alimentos utilizando GC/MS e extracdo SPME. O
método mostrou-se sensivel, linear e com boa precisdo. Ele foi também utilizado por
Capobiango e colaboradores [4] para a determinacdo de residuos de agrotéxicos em
aguas na regido de Patos de Minas, MG.

Em um trabalho similar, Gennaro e colaboradores [5] investigaram 0 processo
de degradacdo do carbofuram usando métodos fotocataliticos. O progresso da
degradacdo deste agrotoxico foi monitorado utilizando as técnicas HPLC e GC,
ambas acopladas a detectores de espectrometria de massas (MS). Os produtos de
degradacédo do carbofuran somente puderam ser identificados por GC/MS, porque
esta técnica apresentou maior seletividade, especificidade e capacidade de
identificagéo.

Sasano e colaboradores [6] propuseram a analise de praguicidas em
amostras de aguas, utilizando a técnica GC/MS. Para a injecéo, 0s autores usaram
um sistema automatizado que introduzia a amostra diretamente no injetor, com uma
rapida vaporizacdo do solvente. Foram determinados 29 praguicidas e herbicidas. O
sistema empregado apresentou um indice de recuperacdo acima de 75 % e desvio
padrao relativo (n=6) de 10 %. Sabik e colaboradores [7] descreveram a
determinacao de triazinas e seus produtos de degradacdo em amostras de aguas
utiizando GC/MS, HPLC/UV e HPLC/MS. A técnica permitiu a obtencdo de
informacgdes que possibilitaram a sugestéo de rotas de degradacao para a atrazina.

Nélieu e colaboradores [8] analisaram os produtos de degradagdo das

atrazinas por HPLC/UV e HPLC/MS. Os resultados indicaram que o espectrémetro



Capitulo 2 10

de massas € um detector mais eficiente, pois alguns dos produtos de degradacéo s6
foram identificados por HPLC/MS ou HPLC/MS/MS. Sandra e colaboradores [9]
investigaram a degradacédo do praguicida organofosforado metil pirimifés em meio
aquoso por luz artificial. A analise de seus produtos de degradacao foi feita por
GC/MS, HPLC/UV e HPLC/MS enquanto que o grau de mineralizagcdo foi
determinado por andlises de carbono organico total (TOC). Os melhores resultados
foram obtidos por GC/MS, sendo possivel a identificacdo de todos os produtos de
degradacdo do agrotéxico. Prevot e colaboradores e Ravelo-Pérez e colaboradores
[10,11] investigaram a degradacdo fotocatalitica do &cido 2,3,6-triclorobenzdico
(2,3,6-TBA) em meio aquoso utilizando TiO,. Varios intermediarios aromaticos foram
detectados por GC/MS, com extracdo HS/SPME. Estes intermediarios revelaram a
presenca de reacdes de hidroxilacdo, desclorinagéo, descarboxilagcdo e oxidac&o-
reducdo. Pereira e colaboradores [12] determinaram uma série de praguicidas,
incluindo atrazinas, alacloro, metoxicloro e seus produtos de degradacao, em aguas
superficiais usando GC/MS. O método permitiu determinacdes em torno de 1,0 ngL’
! com limites de detecc&o de até 60,0 pgL™.

Faria e colaboradores [13] propuseram um método de analise de seis
praguicidas por GC/MS e HPLC/MS. O método consistiu em imobilizar os
praguicidas em um suporte de silica imerso em agua. Os resultados indicaram que o
sistema proposto apresentou bom potencial de extracdo e concentracdo dos
praguicidas de amostras aquosas, com a vantagem de ser um método de extracao
de baixo custo.

Faria e colaboradores e Sandra e colaboradores [9, 13] desenvolveram um
método de GC/MS para a analise de dois metabdlitos do herbicida clorotriazina,
além de onze outros agrotoxicos, em amostras de agua. O indice de recuperacdo
para todos os analitos estudados foi de 105 — 116 %, para concentragdes na faixa
de 0,5-1,0 ng mL™, e com limites de deteccéo de 0,05 ngmL™.

Em outro trabalho, Carreter e colaboradores [14] determinaram cinco
praguicidas em amostras de agua por GC/MS com um espectrdmetro de massas
sequencial (com analisadores do tipo ion trap). Dois modos de ionizacdo foram
aplicados: impacto de elétrons (El) e ionizacdo quimica positiva (PCI). Neste estudo,

os limites de deteccéo para ambos modos de ionizagéo foram de 0,2 a 5,0 ngL™.
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Magnuson e colaboradores [15] determinaram os produtos de degradagcdo das
triazinas, também por GC/MS, mas observaram o problema de coeluicdo de dois
produtos principais: dietilatrazina (DEA) e diisopropilatrazina (DIA). A estratégia para
evitar a coeluicdo foi gerar derivados dos dois produtos por reagdo com dois
diferentes reagentes, octadecil e amelida. Uygun e colaboradores [16] investigaram
a degradacdo do agrotoxico clorvenvifos com as técnicas GC/MS, HPLC/UV e
cromatografia por permeacdo em gel (GPC). O principal produto de degradacéo
encontrado foi a tricloroacetofenona, sendo que a técnica GC/MS foi a Unica que
conseguiu identificar este composto, pois se mostrou mais sensivel. Os resultados
também indicaram que a degradacao do agrotéxico é significantemente menor em
temperaturas abaixo de 5 °C.

Penuela & Barcel6 [17] estudaram a degradacdo do praguicida alacloro em
amostras de aguas, por GC/ECD e GC/MS e trés produtos foram identificados, 2-
hidroxi-2,6- dietil-N-metilacetanilida, 8-etil-1-metoximetil-4-metil-2-oxo-1,2,3,4
tetraquinolina e hidroxialacloro. O agrotéxico apresentou alta estabilidade quando
exposto a irradiacdo por luz natural por um periodo de 120 horas mas, na presenca
de 15,0 mgL™ do catalisador FeCls, 0 composto foi rapidamente destruido.

Em outro estudo, Jeannot e colaboradores [18], determinaram os niveis de
varios agrotoxicos em amostras de agua por HPLC/MS/MS utilizando APCI
(ionizagdo quimica a pressdo atmosférica) como técnica de ionizagdo. O método
apresentou boa linearidade, de 0,05 a 10,0 ngL™, coeficientes de correlacéo, entre
0,9993 a 1,0, e limites de detecc¢éo, de 0,02 a 0,1 pgL™.

Chiron e colaboradores [19] fizeram uma revisdo sobre as formas de
determinacdo de praguicidas e seus produtos de degradacdo em amostras
ambientais por diferentes tipos de detectores. O método mais usado nas analises foi
GC com detectores de captura de elétrons (ECD), nitrogénio e fésforo (NPD) e
espectrometria de massas (MS) e pela técnica de cromatografia liquida com
detectores de UV e MS. O melhor detector dentre os trabalhos comentados foi o de

espectrometria de massas, por apresentar melhor sensibilidade.
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2.2 — ANALISES AMBIENTAIS DE AGROTOXICOS E SEUS SUB -PRODUTOS

O intenso uso de praguicidas e a conseqlente contaminacdo de aguas
superficiais e subterraneas, solos, flora e fauna por seus residuos, incluindo
produtos e sub-produtos de degradacado, requer o uso de métodos de deteccao
sensiveis e confiaveis. Varias metodologias analiticas foram desenvolvidas para
identificacdo e quantificacdo de agrotoxicos e seus produtos de degradacdo no meio
ambiente. Essas metodologias geralmente requerem procedimentos de preparo de
amostras que possibilitem maior seletividade, sensibilidade e capacidade de

identificacdo e quantificacao [7-9, 12-14, 20 e 21].

2.2.1 — METODO DE EXTRACAO

A qualidade de um método analitico é determinada, como representado na
Figura 2.1, pela qualidade de suas etapas, com seus erros experimentais. Por um
lado, esta qualidade depende da técnica de amostragem, com a qual se seleciona
uma fracdo presumivelmente representativa da amostra primaria. Nesta fracao
devem-se identificar e quantificar analitos, que sdo os componentes quimicos que,
também a definem. Ndo € comum analisar matrizes na forma bruta devido a
interferéncias e incompatibilidade com o aparelho. Para contornar tais problemas
sdo empregados procedimentos de preparo da amostra que ndo comprometa a sua
analise quimica.

-‘—r""-i == & l|lll l"l, f———— o A 1

C o | ey | Fincanes| identificagdo
Amos. —b matiiz| = | Prepaoda | = o0 = | quantificagéo
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— VN L—= | ¥ =
A 4
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matriz 4 o

= e

r processos gue envolvem avaliagies estatiticas sobre todas as etapas W

Figura 2.1 - Etapas num processo analitico visando a andlise quimica por GC [22].
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Com relacéo a técnica SPME, Chiron e colaboradores [19] realgaram que esta
técnica de extracdo, além de dispensar o uso de solventes é simples, rapida e
eficiente. Tem sido empregada para essas operacdes que criam o elo entre a matriz
quimica e o instrumental analitico, sendo particularmente interessante para a
Cromatografia Gasosa. Portanto, a viabilizacdo da andlise por GC depende de uma
técnica adequada de preparo da amostra. A SPME tem alto poder de concentragcao
(adequando-se a sensibilidade dos detectores de GC), é aplicavel a muitos tipos de
analitos e facilita o transporte do material extraido para o cromatografo [23]. E uma
técnica cujo fundamento é a retencdo dos analitos de interesse sobre uma fase
estacionaria, que se encontra ligada ou depositada em uma microfibra capilar de

silica fundida, dispositivo representado na Figura 2.2.

Suporte SPME Suporte SPME

. Lacre
Lacre Fibra exposta

T Fibra exposta
vapores do o imersa
Frasco de headspace analito Frasco de headspace
amostra
amostra liquida
solida ou liquida

(@) ()]
Figura 2.2 - Exposicdo da fibra por microextracdo em fase soélida (SPME), no modo

headspace (a) e no modo imerséo direta da fibra (b) [24].

Realizado o procedimento de extracdo a fibra é retirada da amostra e inserida
no injetor do cromatografo a gas. A operacdo completa para extracdo e dessorcao
para analise cromatografica € mostrado a seguir na Figura 2.3.
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<«—| Holder

Agulha contendo a
<+—— fibra e compostos
adsorvidos

<+— Injetor do GC

Figura 2.3 - Sistema de extracao inserido no injetor do cromatografo [24].

Neste sentido, Silva e colaboradores [25] desenvolveram um método para
determinacdo de agrotoxicos organofosforados em amostras ambientais de agua
utilizando SPME. A linearidade do método foi obtida na faixa de 0,20 a 20,0 ngL™ e
todos os coeficientes de correlacdo estavam acima de 0,999. A precisdo do método
foi de 5,70 a 10,20 %, para todos os agrotoxicos avaliados e baixos limites de
deteccdo entre 0,008 a 0,020 ngL™. O método desenvolvido foi adequado para
determinacdo de agrotoxicos, de acordo com os valores estabelecidos pelas normas
oficiais usadas no controle ambiental de agrotoxicos organofosforados.

Capobiango e colaboradores [4] propuseram um método de analise de
agrotoxicos organofosforados (coral, DDVP, di-siston, forato, fosdrin e malation) em
amostras de peixes de agua doce e aguas ambientais, aplicando também a técnica
de SPME. As curvas analiticas obtidas apresentaram bons coeficientes de
correlacdo entre 0,997 a 0,999 e desvio padrao relativo de 4,40 a 15,13 %. Os
limites de deteccéo variaram de 0,05 pgL™ a 8,37 pgL™ e os limites de quantificacdo
foram de 0,09 pgL™ a 8,70 pgL™. O método propiciou a identificacdo e quantificacéo
destes compostos em todas as matrizes estudadas, sendo uma alternativa para
analisar agrotoxicos organofosforados em diversos outros tipos de amostras,
apresentando a vantagem de ser um meétodo rapido, de baixo custo, eficiente e livre

de solventes se comparado a outras metodologias.
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Carvalho e colaboradores [26] determinaram praguicidas organoclorados em
sedimentos, usando SPME no modo headspace (HS-SPME), com a fibra de PDMS.
O método apresentou limites de deteccdo de 0,005 a 0,11 ngg’ de sedimentos e
uma boa linearidade na faixa de 6,0 a 1000,0 ngg’. Xiang e colaboradores [27]
investigaram SPME com uma nova fibra de politiofeno (PTh) para determinar
praguicidas organoclorados em agua no modo de imersédo direta e headspace. Os
resultados obtidos provaram a capacidade da nova fibra para extrair estes
compostos de amostras aquosas. O limite de deteccéo foi de 0,5 a 10,0 ngL™, e a
curva analitica apresentou linearidade adequada na faixa de 10,0 a 100,0 ngL™ (R? >
0,982). A técnica utilizando a fibra de PTh apresentou-se ser robusta, com longo
tempo de duracdo, quando comparada a fibra de PDMS utilizada para a analise de
sedimentos.

Também procurando inovar, Djozan e colaboradores [28], recobriram fibras
com acido metacrilico e etilenoglicol pelo processo de copolimerizacdo para analise
de atrazinas e triazinas em aguas por SPME. A nova fibra mostrou-se altamente
eficiente, inclusive para andlise de amostras de arroz e alho. No mesmo sentido,
Zeng e colaboradores [29] utilizaram um material de ceramica e carbono de alta
estabilidade térmica como suporte para fibras de SPME para anélises de praguicidas
organofosforados em amostras de agua. O méetodo apresentou LD de 5,2 a 34,6
ngL™ e boa linearidade entre 0,05 a 200,0 ngmL™.

Sabik e colaboradores [7] determinaram praguicidas em aguas superficiais e
subterraneas, utilizando SPME como método de extracdo e testando fibras de
polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS-DVB), carbowax/divinilbenzeno (CW-DVB)
e poliacrilato (PA). Para as atrazinas e seus produtos de degradacdo, o uso das
fiboras em solugbes salinas mostrou-se mais eficiente e adequado. Miége e
colaboradores [30] analisaram praguicidas usando SPME em amostras aquosas. A
fibora mais adequada foi a de polidimetilsiloxano de 100 um (PDMS), conseguindo
extrair praguicidas organoclorados e alguns organofosforados. A fibra de PA
mostrou-se ideal para a extracdo de praguicidas contendo nitrogénio e fésforo. Os
dados obtidos indicaram que os limites de quantificacéo foram de 5,0 a 100,0 ngL™.
Navalon e colaboradores [31] desenvolveram um método de determinacdo do

herbicida oxidiazon em amostras de aguas, solos, vinhos e urina humana, usando
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SPME no modo headspace (HS-SPME) e fibra de PDMS. As melhores respostas
obtidas foram com extracdo de 25 minutos, na temperatura de 100 °C.

Dentre as técnicas de extracdo citadas, SPME preserva todas as vantagens
da SPE, tais como simplificacdo, baixo custo e facil automacdo e elimina as
desvantagens, tais como o entupimento do cartucho e o uso de solventes. Todos 0s
estudos de andlise de praguicidas com SPME possibilitaram obtencdo de bons
resultados mostrando que esta metodologia é recomendavel para analise de tracos
de compostos organicos em amostras ambientais. As limitagées para SPME séo por
um lado quando danificadas, devido ao uso em amostras turvas ou mau uso, nao
podem ser reaproveitadas, pois sdo muito sensiveis, ou seja, apresentam fragilidade
de operacdo. A temperatura de extracao € outra limitacdo para a técnica assim como
0 tempo de extracdo, ambos devem ser exatos, durante 0os experimentos, pois caso
contrario ndo torna a técnica reprodutivel. Outros estudos [32,33] tém proposto
modificacbes no meétodo como alternativas para analises de outros compostos
indesejaveis ao ecossistema.

Os métodos de extracdo de praguicidas e clean-up de amostras ambientais
sdo de extrema importancia para detecta-los quantitativamente nas matrizes de
interesse. Dentre as técnicas de extracdo utilizadas para concentrar os analitos,
destacam-se a extracao liquido-liquido (LLE), a extracdo em fase sdlida (SPE) e a
microextracdo em fase solida (SPME). A técnica SPME é promissora, tendo a
vantagem de néo utilizar solvente para extragao.

A LLE baseia-se na particdo da amostra entre duas fases imisciveis (organica
e aquosa) e foi explorada na andlise de praguicidas em amostras de aguas e
alimentos [34-36]. Ela foi usada muitos anos como técnica oficial da agéncia de
protecdo ambiental americana (US-EPA) [37]. E uma técnica classica, baseada na
extracdo repetitiva de 1,0 ou 0,5 L de amostra com solvente, em um funil de
separacao. Sua principal vantagem é a capacidade de extrair uma ampla gama de
compostos .

A extracdo em fase solida (SPE), uma técnica comumente usada como
método de pré-tratamento de amostras contendo contaminantes ao nivel de tragos,
foi introduzida em meados de 1970 [38,39]. Foi primeiramente comercializada em
1978 como uma alternativa para LLE. Nesta técnica, os analitos contidos numa

matriz aquosa sdo extraidos juntamente com o0s compostos interferentes, apos
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passagem por um cartucho sorvente. Um solvente organico seletivo é geralmente
utilizado para extrair os analitos de interesse. A selecdo do método SPE depende
das caracteristicas fisico-quimicas do agrotéxico e suas concentracdes [40].
Trabalhos na literatura tem demonstrado a performance superior do método de
extracdo SPE. Por exemplo, Sasano e colaboradores [6] determinaram uma série de
agrotoxicos em amostras aquosas usando SPE. Os resultados mostraram a
eficiéncia do meétodo de extracdo, conseguindo identificar trinta compostos.
Utilizando o mesmo método de extracdo, Carreter e colaboradores [14] analisaram
praguicidas em amostras de agua do mar. Os resultados mostraram que a técnica foi
muito eficiente para fazer a extracdo dos analitos, ao nivel de ngL™, possibilitando
uma rapida preparacdo da amostra no proprio local de coleta. Em outro trabalho,
Penuela e colaboradores [41] utilizaram SPE para monitorar a cinética de
degradacdo do alacloro em &guas. O método foi eficiente para extracdo deste
praguicida e seus produtos de degradacao. Faria e colaboradores [13] propuseram
um novo método de extracdo para praguicidas. Para isso utilizaram um polimero
poly(metiltetradecilsiloxano) (PMTDS), suportado em silica como fase estacionaria
no cartucho de SPE. Os resultados mostraram que 0 novo sistema apresentou bom

potencial de extrac&o, ao nivel de ugL™.

2.3 — PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

E comum, especialmente em laboratérios e indistrias quimicas, aparecerem
problemas em que se precisam estudar varias propriedades ao mesmo tempo e
essas, por sua vez, sao afetadas por um grande numero de fatores experimentais.
Para investigar os efeitos de todos esses fatores sobre todas as propriedades,
minimizando o trabalho necessario e o custo dos experimentos, € preciso recorrer a
métodos mais praticos e precisos. Assim, a obtencdo de informacdes a partir dos
resultados de um experimento e os problemas enfrentados nos laboratérios é
respondida, por um planejamento experimental, que avalia a interagcdo entre um
grande namero de variaveis, das quais um pequeno numero de experimentos pode

conter informacdes mais relevantes.
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A decisdo sobre quais variaveis sdo mais importantes nos métodos de
extracdo SPE e SPME é feita geralmente com base em dados da literatura, tentativa
e erro, intuicdo e ainda na experiéncia [3,4 e 42]. No entanto, McLaughlin e
colaboradores [43] utilizaram um planejamento fatorial 2° na otimizacéo da extracdo
de metabdlitos de herbicidas em amostras aquosas por SPE. Foram estudados o
volume de amostra e a quantidade de sorvente usada nas solucfes. As analises
foram feitas por GC/MS. O volume ideal de amostra foi de 200,0 mL para 1,0 g do
sorvente. Este método apresentou recuperacdes excelentes, com valores entre 105
e 116 %. Na otimizacdo de um método para determinar agrotoxicos organoclorados
em aguas por GC/MS, Aguilar e colaboradores [44] estudaram a extracdo SPME,
utilizando o planejamento fatorial tanto no modo headspace (HS) quanto por imersao
direta (com e sem a presenca de sal). Foi verificado que a técnica SPME foi mais
eficiente na auséncia de sal. O método apresentou boa linearidade, na faixa de
0,001 a 2,5 pgL™, com LD de 0,15 a 0,35 ngL™ e desvio padréo relativo de 7,6 a 26,5
%.

Blanco e colaboradores [45] desenvolveram métodos de extracdo, por SPE e
SPME, para determinar o teor de [J-endosulfan e B-endosulfan em amostras de
aguas. As andlises foram feitas por GC-ECD. Os efeitos investigados foram adicéo
de sal, temperatura de extracdo, tempo de extragdo, temperatura de dessorgéao e
tempo de dessorcdo. Os LD e LQ para SPME e SPE foram de 0,02 a 0,06 pgL™ e
0,03 a 0,13 pgL™, respectivamente, com niveis de quantificacdo de 0,1 a 5,0 pgL™.
Os resultados mostraram que a concentracdo de sal ndo teve influéncia enquanto
que as melhores condi¢des de andlise foram: temperatura de extracdo de 45 °C,
tempo de extracdo de 30 min., temperatura de dessorcao de 230 a 270 °C e tempo
de dessorcéo de 1 minuto.

Em outro trabalho, Gonzalez e colaboradores [46] otimizaram um método de
extracdo por SPME para diferentes classes de agrotoxicos, os quais foram
analisados por GC/MS. Os parametros estudados foram tempo de adsorcéo,
velocidade de agitacao, temperatura de extracdo, tipo de fibras e pH da solucéo. As
condi¢bes otimizadas foram as seguintes: 45 min., 500 rpm, 60 °C e pH baixo (meio
acido), respectivamente. O método estudado apresentou limites de deteccao de 4,0
a 17,0 ngL™,
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Yugui e colaboradores [47] utilizaram a metodologia de superficie de
respostas (RSM), através de um planejamento Dohelert, para verificar as melhores
condicbes de degradacdo do agrotoxico organofosforado dimetoato. As condicdes
otimizadas foram pH e temperatura. Na Figura 2.4 observa-se que a regido do
grafico que contém um ponto de maximo estd situada, aproximadamente, a
temperatura de 32,5 °C e pH de 6,21. Considerando esses valores, a degradacao

maxima do dimetoato foi de 76 %.
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Figura 2.4 - Superficie de resposta com efeito de interacdo entre a temperatura e o pH [47].

2.4 — ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas (MS) é uma ferramenta que vem sendo utilizada
h& muito tempo para a medida de is6topos e para determinar a estrutura de
moléculas organicas. E utilizada para o estudo das massas de atomos, moléculas ou
fragmentos de moléculas [48]. A espectrometria de massas € uma técnica branda de
ionizacdo e fragmentacdo de moléculas que sado, depois, separadas segundo sua
razao massa/carga dos seus fragmentos [49].

Um espectrometro de massas pode ser entendido, via de regra como um
instrumento contendo uma fonte de ions, um analisador de massas, um detector e
um registrador, Figura 2.5 [50]. Uma analise por espectrometria de massas envolve
as seguintes etapas: (1) atomizacao, (2) conversdo de uma fragdo substancial dos
atomos formados na etapa 1 em um feixe de ions, (3) separacdo dos ions formados
na etapa 2, com base na razao massa/carga (m/z), e (4) contagem do namero de

ions de cada tipo [51].
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O analisador de massas seleciona os ions de acordo com sua razao
massal/carga (m/z) que, chegando ao detector, geram um sinal elétrico interpretado
na forma de espectro de massas. A partir do valor de m/z, consegue-se estimar ou
obter o valor exato da massa molar da substancia. Quase todas as substancias
podem ser analisadas por MS, j& que existem diversos tipos de fontes de ionizacao,

analisadores de massas e detectores.

Ionizacao Separacdo dos ions Detecgdo dos ions
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Introducdo da amostra Dados

Figura 2.5 - Representagdo esqueméatica dos componentes do espectrometro de massas
[adaptado Skoog 51]

Na fonte de ions, os componentes de uma amostra sao convertidos em ions,
pela acdo de um agente ionizante. Os ions positivos ou negativos sao
imediatamente acelerados através de um campo elétrico em direcdo ao analisador
de massas. A funcédo do analisador de massa é separar tais ions de acordo com a
sua relacdo massa/carga (m/z). Os espectrometros de massas podem ser
classificados em varias categorias, dependendo da natureza do analisador de
massas. Finalmente um detector recebe os ions que foram separados pelo

analisador, transformando a corrente de ions em sinais elétricos que sé&o
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processados, armazenados na memoria de um computador e mostrados em uma
tela [52].

2.4.1- METODOS DE |IONIZACAO

Na fonte de ions, os analitos constituintes das amostras, sé@o ionizados para
posterior analise no espectrdmetro de massas. Algumas técnicas de ionizacdo sao
muito energéticas e causam fragmentacdes extensivas. As consideragdes mais
importantes sdo a energia interna transferida durante o processo de ionizagéo e as
propriedades fisico-quimicas do analito que pode ser ionizado. Outras técnicas sao
mais suaves e produzem somente espécies moleculares [52]. Atualmente, os
maiores avangos tecnoldgicos na éarea de espectrometria de massas tém ocorrido
nas fontes de ionizacgéo [53].

Dentre os métodos de ionizacdo, os mais conhecidos sdo: ionizacdo por
elétrons (EI), ionizacdo quimica (Cl) e ionizagéo electrospray (ESI). Enquanto que El
e Cl sédo técnicas adequadas para analisar moléculas volateis e termicamente

estaveis, ESI ndo apresenta tais limitagdes.

2.4.2 — IONIZACAO ELECTROSPRAY

Electrospray € uma técnica pela qual ions, presentes em uma solugdo, podem
ser transferidos para a fase gasosa [54]. A ionizacdo por electrospray surgiu como
uma alternativa para a geracao de ions a partir de espécies pouco volateis presentes
em fase liquida e envolve a formacdo de um spray eletrolitico de uma solugédo que
gera pequenas gotas carregadas, e destas sao liberados os ions. Embora seja
considerada como uma fonte de ionizagéo, o electrospray €, realmente, um processo
de transferéncia de ions pré-existentes em solucdo para a fase gasosa. A
implementacdo de uma fonte de electrospray € bastante simples se comparado com
outras fontes de ionizacdo. E necessaria uma fonte de alta tensdo (1,0 a 7,0 kV) que
esteja em contato com a solugdo contendo eletrdlitos. Esta solucdo € bombeada

através de um microcapilar (diametro interno 50 a 100 um) com uma velocidade de
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fluxo da ordem de 1,0 a 20,0 pLmin™ [55]. A voltagem aplicada & solucéo pode ser
positiva ou negativa, dependendo das caracteristicas da amostra. Um fino spray se
forma na presenca do campo elétrico e gotas com excesso de carga (positiva ou
negativa) sao formadas. De acordo com o aumento da densidade de carga na gota,
o campo elétrico formado entre o capilar e o contra eletrodo aumenta, provocando a
deformacédo da gota. A gota, entdo, forma um cone que € denominado de cone de
Taylor [56], mostrado na Figura 2.6. Essa gota na forma de cone permanece “presa”
ao capilar até o momento em que a densidade de carga na superficie da gota e o
aumento da repulsdo entre os ions vencam a tensdo superficial do liquido,
ocorrendo entdo a liberagcdo de pequenas gotas com alta densidade de carga. A
frequéncia desse processo depende da magnitude do campo elétrico, da tenséao
superficial do solvente e da condutividade da solucdo. Depois da liberagao das gotas
com alta densidade de carga do cone de Taylor, essas passam pela regido entre a
ponta do capilar e o contra eletrodo e vao sofrendo dessolvatacdo. A massa do
solvente é reduzida por evaporacédo, sendo que para auxiliar este processo ha um
fluxo de gas inerte secante, normalmente nitrogénio, e a temperatura da camara, de
30 °C a 100 °C. Conforme a gota perde solvente, a densidade de carga aumenta até
um ponto em que esta vence a tensdo superficial (limite de “Rayleigh”) e goticulas

sao liberadas. Este processo também é conhecido como explosées de Coulomb ou
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Figura 2.6 - Representacdo esquematica do mecanismo de formacéao de ions pela técnica
ESI [adaptado de Cole 57].
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Nos ultimos anos, a ionizacdo por electrospray tem sido extensivamente
empregada. Dados da literatura reportam a utilizacdo da técnica para diferentes
finalidades, podendo-se destacar a identificacdo de substancias em solucdes
aquosas, determinacdo de residuos de agrotoxicos em &gua e alimentos,
identificacdo de produtos de relevancia ambiental, mapeamento protednico,
screening de drogas, adulteracao de bebidas, entre outros [58].

Por exemplo, Ayala e colaboradores investigaram a degradacdo de dois
agrotoxicos (bromoxinil = 9,0 uM e trifluoralina = 4,5 uM), em solu¢do aquosa por
ozonizacao. As analises foram realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
e detector de espectrometria de massas com ionizagéo eletrospray (HPLC-ESI-MS).
Os autores observaram que as altas reatividades dos compostos ocorrem devido
aos radicais hidroxila gerados durante a ozonizagcdo. Com os resultados propuseram
uma rota de degradacdo para ambos 0s agrotoxicos: para o bromoxinil ocorrem
reacoes de hidroxilacdo e debrominacéo e para a oxidacdo da trifluoralina, reacées
de hidroxilacdo e dealquilacdo. Os resultados mostraram que o0 processo de
degradacdo por ozonizacéo foi eficiente para a degradacdo de ambos os agrotéxicos
em solucdo aquosa, devido a boa sensibilidade da técnica [59].

No entanto, poucos sdo os trabalhos descritos na literatura que fazem uso de
ESI-MS com infusdo direta para o estudo de degradacéo de agrotoxicos. Num dos
poucos trabalhos descritos, Lopes e colaboradores investigaram a degradacéo dos
inseticidas thiametoxam e imidacloprid por metais de valéncia zero (Fe, Zn e Sn), em
solucdo aquosa (pH 2). Os autores propuseram uma rota de degradacdo para
ambos 0s agrotoxicos e mostraram as vantagens de se usar a infusao direta no ESI-
MS para deteccéo e caracterizacao de produtos de degradacdo. Os autores também
argumentaram que tal metodologia pode ser aplicada para o monitoramento de
amostras ambientais [60].
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3.1 - INTRODUGCAO

A contaminagdo de mananciais de agua por agrotoxicos (herbicidas,
fungicidas, pesticidas) é decorrente da intensa expansdo do agronegdcio que fez
com que aumentasse a quantidade de agrotoxicos utilizada em terras brasileiras e
consequentemente a contaminagdo dos mananciais vizinhos as diferentes culturas
agricolas. Os agrotoxicos mais utilizados no Brasil sdo da classe dos
organofosforados, mas também sdo usados organoclorados em menor quantidade,
inclusive alguns que ja foram banidos da legislacdo brasileira como o aldrin e
dieldrin, por serem altamente cancerigenos. Ainda sdo encontrados residuos destes
compostos em amostras ambientais [1].

O Rio Sao Francisco foi descoberto em 4 de outubro de 1501, pelos viajantes
Ameérico Vespucio e André Gongalves e era chamado pelos indios que habitavam a
regido de Opara, rio-mar. Recebeu o nome de S&o Francisco em homenagem a Sao
Francisco de Assis, nascido na Itdlia 319 anos antes do seu descobrimento. Ele
nasce na serra da Canastra no municipio de Piime, sudoeste de Minas Gerais e
desemboca na Praia do Peba no estado de Alagoas. E conhecido também como Rio
dos Currais por ter servido de trilha para transporte e criacdo de gado na época
colonial, ligando a regido Nordeste as regides centro-Oeste e Sudeste [2]. E
considerado o terceiro maior rio do Brasil, possui 3.163 quildmetros quadrados de
extensdo e sua bacia possui 640.000 quildmetros quadrados de area. E fonte de
vida e de riqueza, pois possibilita o multiplo uso do seu potencial hidrico, para
abastecimento humano, agricultura irrigada, geracdo de energia, navegacao,
piscicultura, lazer e turismo. Varios problemas de natureza social e econémica vém
afetando o percurso natural do rio, entre eles a contaminacéo por agrotéxicos. Esta
contaminacdo devido as culturas que séo feitas as margens destes rios e que
obviamente utilizam agrotoxicos, e conseqientemente causam a contaminacao
ambiental, através do processo de lixiviagcao e pelas chuvas.

O Rio das Velhas nasce dentro da area de protecdo ambiental da Cachoeira
das Andorinhas em Ouro Preto e desagua no Rio S&o Francisco. E considerado o
maior afluente do Rio Sdo Francisco. Suas aguas sao utilizadas no abastecimento

publico, industrial, pecuéria, irrigacéo, atividades de lazer e recreagdo, assim como
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na manutenc¢ao e equilibrio natural do ecossistema aquatico brasileiro mostra a meta
do Estado de Minas Gerais para recuperacao da Bacia do Rio das Velhas.

A bacia do Rio das Velhas, sub-bacia do Rio Sdo Francisco, esta situada na
regido central do estado de Minas Gerais, ocupando uma area de aproximadamente
68.000 Km? e tem uma grande importancia econémica e social, pois é a principal
fonte para o abastecimento de agua da regido metropolitana de Belo Horizonte e
Varios outros municipios que estdo nos limites do rio. Os agrotoxicos utilizados neste
estudo foram escolhidos de acordo com 0s tipos de agrotéxicos comercializados no
Brasil e de acordo com os tipos de plantagdes que sao feitas as margens destes
Rios, como hortalicas, frutas citricas, lavouras de milho, feijao, dentre outras que
provavelmente utilizam destes compostos.

O objetivo deste estudo foi a utilizacdo de um método de microextracdo em
fase solida com cromatografia a gas e espectrometria de massas (anteriormente

desenvolvido) [3,4] para a analise de residuo de agrotoxico em agua.

3.2 - PARTE EXPERIMENTAL

3.2.1 — REAGENTES

Os padrdes de agrotéxicos utilizados foram: endosulfan sulfato, endosulfan
alfa, endosulfan beta, alacloro, ametrina, bifentrina, forato, dissulfoton, pirimifés
metilico, metil paration, malation e diazinon obtidos da Sigma-Aldrich (Supelco,
Bellefonte, PA, USA). Foi utilizado etanol grau HPLC (Merk KGaA, Alemanha), agua
ultra-pura obtida de um sistema Milli-Q (Millipore,Sao Paulo. Brasil), acido fosférico
HsPO, , 85 % PA (Synth, Sdo Paulo, Brasil), cloreto de sédio, NaCl (Synth, Séo
Paulo, Brasil), sulfato de aluminio e potassio K,Al,SO, (Synth, S&o Paulo, Brasil),
hidroxido de sédio, NaOH, (Merck, Brasil), detergente neutro, EXTRAN MA 02
(Merck, Brasil) e hélio N-50 da Air Liquid (Alpha-gaz, Belo Horizonte, Brasil), com
99,999 % de pureza.
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3.2.2 — EQUIPAMENTOS

Foi utilizado uma balanc¢a analitica Sartorius, Modelo PB210D de preciséo S =
0,1 mg (RGT- Equipamentos de Precisdo Ltda, Sdo Paulo, Brasil); S= 0,019, e uma
balanca analitica Shimadizu modelo: AX200 (Brasil Comércio Ltda, S&o Paulo,
Brasil); de precisdo S=0,001 mg. Estufa para secagem de material
(Biomatic/Aparelhos Cientificos Ltda, S&o Paulo, Brasil), com regulador de
temperatura de 50 a 300 °C. Sistema de microextracdo em fase sélida, SPME, com
micro-fibras de PMS e PA (Supelco, Bellefonte, PA, USA), Figura 3.1.

RN

Figura 3.1 - Sistema SPME (A) vista interna do suporte com a fibra exposta (B) vista com a

fibra exposta e o émbolo travado pelo pino no centro da fenda em Z [5].

Uma centrifuga Excelsa Il Modelo 206 BL (Belo Horizonte, Brasil) para
preparo das amostras de sedimentos. Chapa aquecedora com controle de
temperatura e agitacdo magnética da IKA RH basic 1, e um termémetro. A Figura

3.2, ilustra um sistema de microextracao, contendo a etapa de extracao.

= =

Termémetro ——>

-Dispositivo SPME

~Frasco de Headspace
| -Fibra de PDMS de 100 um

=)

+~Amostra

P g

Chapa de Aguecimento com arra Magnética
agitag3oc magnética

Figura 3.2 — Sistema para extracao por SPME
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3.2.3 - INSTRUMENTACAO

Todas as analises foram realizadas em um sistema de cromatografia gasosa
Thermo-Finnigan modelo TraceGC ultra equipado com detector de espectrometria
de massas modelo Polaris Q e com um injetor com ou sem divisdao de fluxo

(split/splitless). Este sistema é mostrado na Figura 3.3.

Figura 3.3 — Sistema GC/MS (Thermo-Finnigan com detector de espectrometria de

massas).

O detector foi mantido no modo de varredura (full scan, de 50 a 650 m/z),
utilizando a técnica de ionizacéo por impacto de elétrons (El), com energia de 70 eV.
Coluna HP-5 MS (5 % fenil e 95 % metilpolisiloxano), contendo as seguintes
dimensdes: 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 ym de
espessura de filme (Agilent Techonolgies INC, Alemanha), especifica para analise
por espectrometria de massas. O gas de arraste utilizado foi o hélio com fluxo de 1,2

mL/min.
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3.2.4 — METODO DE ANALISE

Foi utilizado um método anteriormente desenvolvido no grupo de pesquisa
[3,4] cujas condi¢cbes 6timas sao: volume de amostra de 15,0 mL, fibra de PDMS
com extracdo por imersdo direta na amostra, tempo de extracdo de 30 min,
temperatura de extracdo de 40 °C e dessorcdo a 250 °C por 5 minutos. A
temperatura do forno foi 60 °C permanecendo por 2 min, aguecimento até 160 °C
com taxa de 15 °C/min, permanecendo por 10 minutos, seguido de aquecimento até
280 °C, com uma taxa 20 °C/min e aquecimento final até 300 °C com a taxa de 10

°C/min, e patamar final de 2 minutos. O tempo total da corrida foi de 34 minutos.

3.2.5 - PREPARO DAS SOLUGOES

As solucbes estoques de agrotoxicos de 200,0 mgL™ foram preparadas em
etanol a partir de solucbes padrdo dos agrotoxicos descritos na secdo 3.2.1.
Solucbes de trabalho foram produzida por diluicdo da solugdo estoque com agua
ultra pura (Milli-Q). As solugdes de trabalho tiveram as concentragfes variando de
0,10 a 25,0 pgL™, para os ensaios de otimizacdes e preparo das curvas analiticas.

3.3 - AMOSTRAGEM

3.3.1 - PREPARAGCAO DOS FRASCOS DE COLETA DE AMOSTRAS

A selecdo e preparacdo dos frascos, para coleta das amostras seguiu 0
procedimento estabelecido pelo manual de coleta e preservacdo de amostras de
agua da CETESB [6]. Foram utilizados frascos ambar de 500,0 mL com tampas de
teflon recobertas com papel aluminio. Os frascos foram, previamente lavados com
detergente neutro, e enxaguados com bastante agua de torneira. Em seguida eles
foram sucessivamente ambientados com alcool, agua deionizada e agua Milli-Q, e

secos na estufa a 100 C.
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3.3.2 — AMOSTRAS DE AGUA

As coletas das amostras de aguas de superficies foram feitas manualmente
seguindo o procedimento estabelecido pela norma NBR 9897 de Planejamento de
amostragem de Efluentes Liquidos e Corpos Receptores da Agéncia Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT) [7]. As amostras foram coletadas na profundidade de 20 a
30 cm da superficie. Os frascos eram colocados com a boca voltada contra a
correnteza. Os frascos com as amostras, eram colocados em recipientes com gelo,
para serem transportados até o local de andlises. No laboratério estas amostras
eram mantidas resfriadas (4-6 C) até o momento de extracdo e analisadas dentro
de no maximo 10 dias. Para estas analises 15,0 mL destas amostras de agua
coletadas eram transferidas para frascos de headspace de 22,0 e feito a extragao
no modo imerséo direta, durante 30 minutos a 45 T e em seguida levadas para o
injetor do cromatogréafo.

As amostras de aguas analisadas foram coletadas na Bacia do Rio Sao
Francisco e sub Bacia do Rio das Velhas. As coletas da amostras do Rio S&o
Francisco foram efetuadas por técnicos do Centro de Tecnologia (CETEC). Na
maioria dos pontos de amostragem foram também coletados amostras de
sedimentos. Os pontos de coletas do S&o Francisco estdo descritos na Tabela 3.1.
Estes pontos foram escolhidos com o auxilio do Instituto Mineiro de Gestdo das
Aguas (IGAM) considerando-se a proximidade de culturas agricolas com provavel
uso de agrotéxicos. Figura 3.4, mostra os pontos de coleta da Bacia do Sao

Francisco.
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Tabela 3.1: Descri¢cdo das estagdes de monitoramento

Codigo  pontos Descricdo das Estacdes

PET013" Ribeirdo Escurinho apds a confluencia com o rib. Jambreiro
PTEO15* Rio Escuro proximo a sua confluéncia com o rio Paracatu.
PTEO27* Rio Preto a montante do municipio de Unai.

SF7 PTOO7* Rio Preto a jusante do municipio de Unai
PTEO029* Rib.S&o0 Pedro a jusante do ribeirdo Santa Rita.
PTEO31* Ribeirdo Entre Ribeiros préximo a sua foz no rio Paracatu.
PTE033* Rio Paracatu a montante do ribeirdo Entre Ribeiros.
SF19* Rio S&o Francisco a montante da confluéncia com o Rio das Velhas.

SF10 VGO005* Rio Verde Grande a jusante da cidade de Jaiba.
SF033* Rio S&o Francisco a jusante da cidade de Manga.

SE9 SF027* Rio S&o Francisco a jusante da cidade de S&o Francisco.
BV149* Rio das Velhas a montante da sua foz no rio S. Francisco

* Pontos onde foram coletados sedimentos para analise de agrotéxicos.

14T24°0" S

1RTAENS

1E 4B S

R



Capitulo 3 38

Foram coletadas amostras de agua da sub-bacia do Rio das Velhas nas
regides mais criticas segundo dados do Conselho de Politica Ambiental de Minas
Gerais (COPAM) [9]. As coletas foram realizadas por membros da equipe de
participagcdo do Projeto Manuelzdo, sob coordenagdo do Professor Dr. Tarcisio
Marcio Magalhdes Pinheiro, responsavel pela avaliacdo da contaminagdo da
populacao ribeirinha por agrotoxicos. Os pontos de coleta, mostrados na Tabela 3.2,
foram escolhidos com o auxilio da Dra. Zenilde das Gracas Guimaraes Viola do

Instituto Mineiro de Gestdo das de Aguas (IGAM).

Tabela 3.2: Pontos de Monitoramento da Bacia do Rio Das Velhas.

Cadigo Descricdo das Estacdes

Bv141 Rio das Velhas na cidade de Santana do Pirapama

BVvV142 Rio das Velhas a jusante do ribeirdo Santo Ant6nio

BV146 Rio das Velhas a jusante do rio Pardo Grande

BVv147 Rio Bicudo préximo de sua foz no Rio das Velhas

BVv148 Rio das Velhas na cidade de Varzea da Palma

BV149 Rio das Velhas a montante da sua foz no rio S. Francisco em Guaicui
BV150 Rio das Velhas a jusante do rio Parauna, na localidade de S. da Gléria
BV151 Rio das Velhas a jusante do cérrego do Vinho em Lassance
BV152 Rio das Velhas entre os Rios Paralna e Pardo Grande

As amostras foram levadas para o laboratério e condicionadas em
refrigerador até 10 dias antes da analise.

3.3.3 — AMOSTRAS DE SEDIMENTOS

Foram analisadas amostras de sedimentos coletadas em todos pontos da
Bacia do Rio Séao Francisco. Os sedimentos naturais sdo misturas complexas de
minerais inorganicos e matéria organica natural. Estes sedimentos favorecem a
contaminagao ambiental porque eles se associam a microorganismos ou poluentes
através de processos de adsorcdo ou de absorcdo. Para avaliar se havia residuos
de agrotéxicos nos sedimentos que poderiam migrar para a agua, 10,0 g de cada

amostra foi misturada com 20,0 mL de &gua ultra pura (Milli-Q) e a mistura foi
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colocada sob agitacdo magnética, durante 30 minutos, seguido de 30 minutos de
repouso.

Entdo, a parte superior da amostra, contendo jA menor quantidade de
particulas solidas, era transferida para um tubo de plastico onde era adicionado
100,0 pL de uma solucéo de KALLSO, (0,05 molL™), sendo este tubo centrifugado
durante 20 minutos a 3000 rpm. Em seguida, 15,0 mL do sobrenadante eram
retirados para frascos de 22,0 mL, extraidos por SPME e analisados por GC/MS,

conforme procedimento descrito no item 3.2.4, para analise de agua.

3.5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 3.5 e a Tabela 3.3 mostram o cromatograma e identificacdo dos

agrotoxicos estudados neste trabalho.
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Figura 3.5 - Cromatograma de GC/MS (modo positivo, full scan), obtido por SPME, solugéo

de 3,0 pgL™. CondicBes cromatograficas, descritas nos itens 3.2.3 e 3.2.4.
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Tabela 3.3: Principais fragmentos dos agrotoxicos que constituem a mistura padrao.

Picos Tempo de Compostos lons caracteristicos (m/z)
Retencéao

1 16.10 Forato 65(25) 75(100) 97(25) 121(30) 231(10) 260(20)

2 19,40 Diazinon 29(50) 137(100) 152(75) 179(100)

3 20,06 Dissulfoton 60(100) 65(25) 88(70) 97(40) 93(10) 97(30) 125(15)

125(10) 142(15) 186 (10) 274(10)
4 21,06 Metil paration 63(30) 79(45) 93(10) 109(40) 125(80) 263(100)
21,33 Alacloro 160(40) 188(100)

6 22,12 Pirimifos metil 79(25) 93(30) 109(25) 125(50) 151(10) 163(10)

180(40) 233(50) 244(10) 262(30) 276(75) 290(100)
305(75)
7 22,30 Malation 93(95) 125(75) 158(45) 173(100)
8 22,80 Ametrina 58(50) 68(30) 98(30) 155(10) 170(25) 170(25)
185(25) 212(60) 227(100)

9 23,57 Endosulfan alfa 75(40) 120(30) 159(55) 170(65) 195(85) 207(65)

229(50) 241(100) 265(60) 277(50) 307(25) 339(50)
406(10)
10 24,36 Endosulfan beta 159(60) 170(65) 195(100) 229(50) 241(95) 265(65)
339(75) 406(5)
11 24,88 Endosulfan sulfato ~ 170(25) 206(15) 237(50) 263(15) 272(100) 289(10)
357(10) 387(40) 422(40)
12 25,62 Bifentrina 165(25) 181(100)

3.5.1 — ESCOLHA DO SOLVENTE DE DILUICAO DOS PADROES DE AGROT OXICOS

A maioria dos padrbes de agrotoxicos estudados sdo sollveis apenas, em

solventes organicos, como acetato de etila, isooctano, metanol e etanol. Para

determinar os residuos de agrotoxicos em amostras de agua, estes padrdoes também

deveriam ser diluidos em agua. Deste modo foram testados dois solventes misciveis

com a &gua, o etanol e o metanol. Foram feitas solu¢gfes intermediarias dos padrbes

nestes solventes, as quais foram diluidas em agua e colocadas em banho de ultra-

som por 10 minutos. A Figura 3.6, mostra os resultados obtidos. O etanol foi

escolhido, pois solubilizou melhor todos os compostos, exceto o dissulfoton e a

bifentrina.
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Figura 3.6 — Extracéo de uma solucdo padréo de agrotéxicos 1,0 mgL™ em etanol e metanol

diluidos em &gua.

3.5.2 — ESTUDO DA LINEARIDADE

A Figura 3.7 mostra as curvas analiticas dos agrotdxicos investigados nesta
parte do trabalho.
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3.5.3 — ANALISE DE AMOSTRAS DE AGUA E SEDIMENTOS DA BACIA DO R 10 S. FRANCISCO

Foram analisadas 30 amostras da Bacia do S&o Francisco e 20 amostras da
sub-bacia do Rio das Velhas, nas quais ndo se detectou nenhum residuo de
agrotoxicos nas andlises de &gua. Deve-se ressaltar que ocorreram alguns
problemas que podem ter afetado estas analises. Algumas amostras tiveram de ser
armazenadas por mais de dez dias sob refrigeracdo antes da analise, pois o sistema
GC/MS estava em reparos técnicos e pode ter ocorrido total degradacdo dos
agrotoxicos, se presentes. Algumas amostras foram coletadas em periodos distantes
das primeiras chuvas e o ideal € que a coleta seja feita imediatamente apos a
primeira chuva.

Para os sedimentos, das doze amostras analisadas, em duas amostras
detectaram-se residuos dos agrotéxicos organoclorados endosulfan sulfato e op”-
metoxicloro. N&o havia curva de calibracdo para se fazer as determinacdes do op’-
metoxicloro. Houve migracdo para a agua de 0,63 e 0,85 pgL™ de endosulfan
sulfato. Estes valores séo elevados de acordo com a Unido Européia que estipula
em 0,1ugL™ a concentracdo maxima permitida para residuos de agrotdxicos em
aguas destinadas para o consumo humano independente de sua toxicidade [10]. O
USEPA (United States Environmental Protection Agency) e a OMS (organizagao
mundial da saude) estabeleceram niveis maximos individualizados por agrotoxicos
baseados em estudos toxicoldgicos e epidemioldgicos [11]. No Brasil, a legislagédo
estabeleceu limites maximos dos contaminantes em aguas dependendo do seu
destino [1,12]. Para, a classe 1 aguas para o consumo humano, o limite € de 0,056
ugL™ para o endosulfan sulfato.

Este resultado indica portanto que pode haver contaminagdo do manancial
em niveis acima do permitido, através da migracdo do endosulfan sulfato do

sedimento para a agua.

3.6 — CONCLUSOES

A nédo determinacdo de residuos de agrotdxicos, nas amostras analisadas

mostram a grande dificuldade deste tipo de analise, em que as coletas tem de ser
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feitas no momento apropriado, ou seja dentro de sete dias no maximo, o que
infelizmente ndo foi possivel. Este estudo ndo pode avaliar o impacto da

contaminacgao por agrotoxicos da Bacia do Rio Sao Francisco.
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4.1 - INTRODUCAO

O uso descontrolado de agrotoxicos, muitos dos quais sdo proibidos em
varios paises, tem gerado uma preocupacdo crescente em todo o mundo como
resultado dos danos irreparaveis que essas substancias podem causar ao meio
ambiente [1]. E desconcertante que os processos de tratamento tradicionais ndo s&o
suficientemente eficientes na completa remocéao destes agrotoxicos do sistema de
abastecimento da agua que é distribuida e consumida pela populacao [2].

Estudos tém mostrado que a radiagdo ultravioleta € capaz de degradar muitos
contaminantes orgéanicos, incluindo agrotéxicos [3,4]. A radiagcdo UV pode iniciar
reacoes quimicas diversas, principalmente hidrolise, fotdlise e oxidacdo [5].
Alternativamente, pode ser absorvida por outras moléculas (normalmente agua) para
a producdo de espécies altamente reativas, como radicais hidroxila (OH ), 0s
elétrons solvatados e oxigénio molecular, que prontamente atacam e destroem 0s
contaminantes alvo [6,7]. Muitos agrotoxicos tém sido degradados por exposi¢do a
radiacdo UV que geram produtos com baixa toxicidade e com menor capacidade de
causar danos ambientais notaveis do que o precursor primario [8-10]. Geralmente,
as reacOes de degradacdo sdo favorecidas pela radiagdo UV em solucdes &cidas
em meio aquoso [11,12].

Agrotéxicos organofosforados (OP) tém caracteristicamente ligacées P= O ou
P=S em suas estruturas, e estes grupos reagem rapidamente ou sédo facilmente
degradados em meio aquoso, sob condigdes normais. Por exemplo, Gratzel e Doong
[13,14], observaram que alguns agrotoxicos organofosforados foram completamente
mineralizados em uma solucdo aquosa acida (pH 4,5) apos duas horas de exposicao
a luz UV, a temperatura ambiente. Em um estudo analogo, Saien e colaboradores
[15] verificaram que uma solugcéo aquosa (pH 6,73) do fungicida organofosforado
carbezini, teve mineralizacdo completa de apds 75 minutos de exposi¢do a radiacdo
UV. Além disso, o agrotdoxico organofosforado dimetoato foi completamente
degradado por uma série de microorganismos também em meio aquoso originando
produtos ambientalmente in6cuos [16,17].

Os agrotdxicos organoclorados (OC) contém anéis aromaticos altamente
condensados, com liga¢cdes cloro-carbono, e/ou atomos de carbono quaternario em

suas estruturas quimicas. Eles geralmente apresentam baixa solubilidade em agua,
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bem como maior estabilidade e resisténcia a degradagcdo em relacdo aos
agrotoxicos organofosforados [18]. Além disso, os agrotoxicos organoclorados e
seus metabdlitos geralmente possuem toxicidade extremamente elevada, pois
podem inibir uma série de processos enzimaticos vitais [19]. Alguns estudos tém
esclarecido os efeitos da radiacdo UV e pH sobre a degradacdo dessa classe de
agrotoxicos. Por exemplo, foi descrito Malato, Zeng e Duirk [20-22] que o0s
agrotoxicos organoclorados, a-BHC, B-BHC, 8-BHC, y-BHC, cipermetrina e dicofol
foram totalmente convertidos em CO, e HClI em meio aquoso a temperatura
ambiente apds 60 minutos de exposi¢ao a luz ultravioleta. Os autores sugeriram que
0 processo de degradacao ocorreu através do ataque das hidroxila reativas (OHe) e
hidroperoxil (OOH®). Estes radicais foram gerados in situ devido a interacdo dos
compostos-alvo com a luz UV, com a agua e com O, atmosférico.

Em outro trabalho Zeng e Yu [23] também constataram que os radicais
gerados in situ (incluindo *O,, *CO3’, e *HCO3 entre muitos outros), podem promover
a rapida mineralizacdo de numerosos agrotoxicos organoclorados em meio aquoso.
A relevancia deste assunto é verificada por outros exemplos [24-26], que descrevem
o papel da luz UV e pH da solucdo sobre o esgotamento de agrotoxicos
organoclorados em meio aquoso.

Este capitulo descreve o estudo de degradacdo de agrotoxicos protétipos
organofosforados, organoclorados e piretroides, (estruturas apresentadas na Figura
4.1). O objetivo foi avaliar o efeito sobre a degradacdo dos agrotéxicos, de fatores
importantes utilizados em uma estacdo convencional de tratamento de agua: 1)
concentracdo de cloreto (hipoclorito de sodio), 2) pH da solugdo e 3) tempo de
exposicao a luz UV, de 0 a 6 horas, simulando uma parte da radiacdo solar, mas
normalmente nas estacdes de tratamento de 4guas os tanques ficam expostos ao
sol aproximadamente 5 a 6 horas por dia [27]. As determina¢des foram feitas por
cromatografia gasosa com detector de espectrometria de massas (GC/MS) e o
método de extracdo utilizado foi a microextracdo em fase solida (SPME), por
imersdo direta. Para determinar os efeitos desses fatores predominantes, assim
como as possiveis interacdes entre eles, foi construido um planejamento fatorial 2°
(dois niveis para cada um dos trés fatores), com um ponto central. Aléem disso, 0s
dados experimentais foram também usados para construir superficies de resposta

(através da abordagem Doehlert) visando avaliar se as condi¢bes otimizadas
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propiciavam a taxa maxima de degradacdo de cada pesticida. Finalmente, foram
determinados os tempos de exposicdo a radiacdo UV que produziam completa
degradacéo do dissulfoton e do endosulfan sulfato (agrotoxicos organofosforados e
organoclorados, respectivamente) em meio aquoso, nas condicdes normais

empregadas em estacdes de tratamento de agua.

Bifentrin
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Figura 4.1 - Estrutura quimica dos agrotoxicos estudados (*Compostos avaliados para
acompanhar a degradacéo por UV).

4.2 — METODOLOGIA
4.2.1 — REAGENTES

Para esta investigacdo foram utilizados os reagentes: Etanol grau
cromatografico (Merck KGaA , Alemanha), com grau de pureza de 99.99 %, agua
ultra-pura obtida do Milli-Q (Millipore, S&o Paulo. Brasil), solucdo de hipoclorito de
sédio (NaClO), utilizou-se o produto comercial “Agua Sanitaria” da marca Santa
Clara, com cloro ativo entre 2,0-2,5 % p/p, que além do baixo custo € também muito
utilizada,, solugdo de acido fosforico HsPO,, 85 % PA (Synth, Sdo Paulo, Brasil),
cloreto de sédio, NaCl (Synth, Sdo Paulo, Brasil), Solucdo de NaOH, 0,05 molL™
(Merck, Brasil). Os agrotoxicos, bifentrina, ametrina, endosulfan sulfato, endosulfan
alfa, dissulfoton, pirimifés metilico e forato, foram adquiridos da Supelco (Sigma
Aldrich: Bellefonte, EUA).
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4.2.2 - REACOES

As solucbes estoque foram preparadas com agua ultra pura Milli-Q (Milford,
S&o Paulo. Brasil) na concentracdo de 20,0 mgL™. Foram transferidos transferidos
50,0 mL destas solucdes para béqueres de vidro. Para ajuste de pH foi utilizado
adicdo de acido fosférico, 85 %, ou hidréxido de sédio, 0,1 molL™ . Quantidades
especificas de hipoclorito de sodio, foram adicionados a estas solugbes para
alcancar as concentracdes de 0 a 2,0 mgL™, conforme o planejamento fatorial (veja
a seqguir neste capitulo). Para o preparo das solucdes de hipoclorito de sddio foi
considerado o teor de 2,5 % de cloro ativo. As solucbes resultantes foram entéo
transferidas para uma camara, Figura 4.2, com uma lampada UV (254 nm, 15 W, a
Philips TUV G5T8) instalada. Sob agitacdo constante, as solucbes foram
posteriormente expostas a radiacdo UV por periodos especificados.

Figura 4.2 - Camara de radiacdo UV contendo placas de agitacdo e lampada UV.
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4.2.3 — MONITORAMENTO DA DEGRADACAO

Para a andlise por SPME a cada 30 minutos de reacédo no UV foram retiradas
trés aliquotas de 15,0 mL de uma solu¢cdo contendo todos os agrotoxicos (mix),
foram colocadas em frascos de vidro de 20,0 mL, especificos para SPME, que foram
imediatamente fechados com septo de silicone e lacres de aluminio para a extracao
por imersao direta durante 30 minutos a 40 °C, sob agitacdo. Depois de realizada a
extracao, a fibra foi inserida diretamente no injetor do cromatdgrafo a 250 °C para
promover a dessor¢cdo dos analitos (os agrotdxicos e provavelmente seus produtos
de degradacéo) durante 5 min.

Uma fibra de 100 um de polidimetilsiloxano (PDMS) da Supelco, Bellefonte,
PA, EUA, foi selecionada para o presente estudo, de acordo com os resultados
obtidos a partir de trabalhos anteriores realizados em nosso laboratério [28-31].

4.2.4 —INSTRUMENTACAO

Todas as analises foram realizadas em um sistema CG/MS (Ultra Trace e
Polaris-Q fon Trap, respectivamente), da Thermo Finnigan, S&o José. O
espectrobmetro de massas foi ajustado para operar com ionizagdo de elétrons (El),
no modo positivo ESI-(+)-MS, com 70 eV, com intervalo de varredura m/z 50-650. As
temperaturas da linha de transferéncia e fonte foram ajustados para 275 C e
200 <C, respectivamente. O fluxo de hélio foi de 1, 2 mL/min. Uma coluna capilar HP-
5 MS (Agilent, Alemanha), com dimensdes de 30 m (comprimento) x 0,25 mm
(diametro interno) x 0,25 um (espessura) foi utilizada. O programa de temperatura foi
0 seguinte: temperatura inicial de 60 T com patamar de 2 minutos, aguecimento de
15 T/min até 160 T (patamar de 10 min), aquecimen to de 20 T/min até 280 C
(patamar de 10 min), aquecimento de 10 T/min até 300 °C, com patamar final de 2

minutos. O tempo total da corrida foi de 34 minutos.
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4.2.5 - PLANEJAMENTO FATORIAL

Para determinar os efeitos das trés variaveis mais significativas, ou seja, a
concentracdo de hipoclorito de sodio (Cnacio), pH da solucdo e tempo de exposicao
a radiagdo UV (UViempo), Na degradacdo dos agrotoxicos, representados na Figura
4.1, no meio aquoso, foi construido um Planejamento Fatorial Completo 23. Este
fatorial constou de 11 experimentos que compunham de combinacdes das variaveis
em seus niveis maximo (+1), minimo (-1), e o ponto central (0) (Tabela 4.1). A
Tabela 4.2 mostra os experimentos e resultados obtidos para o agrotoxico, forato.
Para Cnacio (concentracdo de hipoclorito de sodio), os trés niveis avaliados foram: 0
(-1), 2,0 (1) e 1.0 (0) mgL™. Os valores de pH de 4 (-1), 10 (+1) e 7 (0) foram
escolhidos como minimo, maximo e ponto central, respectivamente. Os tempos de
exposic¢ao a radiacdo UV (UViempo) avaliados foram: 30 (-1), 120 (+1), e 75 min (0).
As taxas de degradacao (respostas) foram calculadas através da reducdo da area
do pico GC/MS em relagcdo a area da solucdo inicial de cada agrotoxico. Para
estimar o erro experimental, os experimentos do ponto central foram realizados em

triplicata.

Tabela 4.1: Planejamento Fatorial 2° com as varidveis e os respectivos niveis

estudados.
) Nivel
Variavel
Minimo (-) Ponto médio Maximo (+)
Tempo de exposicdo UV (min) 30 75 120
pH da solucao 4 7 10

Concentracdo de NaCIO (mgL'l) 0 1,0 2,0
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Tabela 4.2: Planejamento fatorial completo (2%) mostrando as respostas (area do

pico cromatografico) para o agrotéxico forato degradado sob condicbes variadas.

Ndmero pH? Cnacio UViempo Area

(mgL™)’ (min)© (mV)
1 4 (-1) 0 (-1) 30 (-1) 1335783
2 10 (+1) 0(-1) 30 (-1) 1239905

3 4(-1) 2 (+1) 30 (-1) 7646
4 10 (+1) 2 (+1) 30 (-1) 762802
5 4 (-1) 0 (-1) 120 (+1) 763055
6 10 (+1) 0 (-1) 120 (+1) 1040700
7 4(-1) 2 (+1) 120 (+1) 1064813
8 10 (+1) 2 (+1) 120 (+1) 777701
9 7 (0) 1 (0) 75 (0) 759528
10 7 (0) 1 (0) 75 (0) 762019
11 7 (0) 1 (0) 75 (0) 760774

Os sinais referem-se ao valores codificados do variaveis em seu minimo (-1), maximo (+1), e central
pontos (0)? pH = solugdo
® Cracio: concentragdo de hipoclorito de sédio

¢ UViempo: tempo de exposigio a radiag&o ultravioleta (UV)

4.2.6 — PLANEJAMENTO DOHELERT

Com base nos resultados dos planejamentos fatoriais, foram construidas
matrizes Doehlert para obter as superficies de respostas (area do pico
cromatografico em func¢éo do pH e UViempo) para todos os agrotoxicos, usando 0s
niveis mostrados na Tabela 4.3. A Tabela 4.4 mostra, como exemplo, os dados
referentes ao agrotdxico forato. Em todos os experimentos, a concentracdo de

Cnacio foi mantida constante no nivel mais elevado, 2,0 mgL™.
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Tabela 4.3: Niveis de codificacdo para os parametros investigados das superficies

de resposta

Nivel codificado

Variavel
(-1,0) (-0,5) 0) (0,5) (+1,0)
Tempo de exposicdo UV (min) 60 90 120 150 180
pH da solucao 4,5 2,0 4,5 7,0 4,5

Tabela 4.4: Matriz Dohelert mostrando as variaveis reais e codificadas (entre
parénteses) (UViempo € pH) com as respectivas respostas (area do pico

cromatografico), para o agrotoxico forato.

N UViime (min)? pH® Area (mV)
1 90 (-0.5) 7 (+0.866) 104821
2 150 (+0.5) 7 (+0.866) 50833
3 60 (-1) 4.5 (0) 553296
4 180 (+1) 4.5 (0) 175624
5 90 (-0.5) 2 (-0.866) 197715
6 150 (+0.5) 2 (-0.866) 190506
7 120 (0) 4.5 (0) 74639
8 120 (0) 4.5 (0) 51603
9 120 (0) 4.5 (0) 32786

? UViempo = tempo de exposicao a radiagdo UV; b pH = pH solucao

Os experimentos, (como os mostrados nas Tabelas 4.2 e 4.4), foram
realizados em ordem aleatdria e um por vez. Um intervalo de confianca de 95 % foi
utiizado para determinar os efeitos mais significativos. Os célculos, incluindo
graficos de Pareto e superficies de resposta, foram realizados pelo software

Estatistica, versao 6.0.
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4.3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Planejamentos fatoriais completos (2% foram construidos para estimar
diretamente a influéncia dos parametros mais importantes (variaveis), ou seja, a
concentracdo de hipoclorito de sodio (Cnacio), 0 pH da solucdo, e o tempo de
exposicao a radiacdo UV (UViempo), SObre a degradacdo de agrotoxicos modelos:
ametrina e bifentrina (piretroides); endosulfan sulfato e endosulfan (organoclorados),
dissulfoton, pirimifés metilico e forato (organofosforados), em meio aquoso.

Um planejamento fatorial completo tipico (2%) e as respostas correspondentes
(areas dos picos cromatograficos) estdo apresentados na Tabela 4.2, da secéo
4.2.5, para o pesticida, forato. Planejamentos fatoriais Idénticos foram construidos
também para os demais agrotoxicos estudados. Os valores para as trés variaveis
foram escolhidos visando simular uma estacéo de tratamento de agua, concentragédo
de hipoclorito de sédio 2,0 mgL?, pH de 5 a 8 e UV simulando a radiagdo solar ou
mesmo para simular as condi¢des encontradas em um ambiente natural .

A partir dos dados do planejamento fatorial, foram obtidos gréficos de Pareto
para cada agrotoxico. Os graficos de Pareto indicam a magnitude e a importancia
dos efeitos de cada variavel individual, assim como as maiores interacdes e, contém
uma linha de referéncia, sendo assim, qualquer efeito que vai além desta linha é
potencialmente importante (um nivel de confianca de 95 % foi utilizado aqui). Os
resultados mostram (Figura 4.3) que cada agrotoxico analisado tem um

comportamento especifico.
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Figura 4.3 - Gréficos de Pareto relacionados com a degradagdo de agrotoxicos em meios

aquosos.
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Estes gréficos foram construidos com base nos resultados obtidos do
planejamento fatorial de cada agrotoxico (ver, por exemplo, Tabela 4.2, da secao
4.2.5, que mostra a matriz de dados para o forato). O composto bifentrina (piretroide)
as Unicas variaveis significativas foram Cyacio € a interagcdo pHxUV, para a
concnetracdo do hipoclorito apresentou um efeito negativo indicando que maiores
valores de Cyacio renderam menores taxas de degradacdo (maiores areas de pico
cromatografico). E a interacdo do pHxUV tendem a valores positivos, indicando
menores areas de degradacdo. Para o dissulfoton (OP), ndo teve nenhuma variavel
significativa. Para o pirimifés metilico (OP), um efeito positivo sobre a resposta do
pH (mais uma vez a Unica variavel significativa) indica que menor rendimento de
degradacéo (areas de maior pico cromatogréafico) foi obtido em maiores valores de
pH (meio bésico). Por outro lado, a degradacdo do endosulfan (OC) foi
significativamente afetada pelo pH (maiores valores de pH, meio basico, permitem
maiores taxas de degradagéo), pela interagdo secundaria UViempo X Cnacio, €
também pela interagao terciaria UV X Cnacio X pH. Um efeito negativo foi observado
para UViempo para forato (OP), o que significa que maiores taxas de degradacao
(menores areas dos picos cromatograficos) sdo obtidos através do aumento do
tempo de exposicdo a radiacdo UV. Os outros compostos estudados (ametrina e
endosulfan sulfato) ndo apresentaram degradacao significativamente afetada por
nenhuma das variaveis, pelo menos neste dominio experimental.

Como os resultados dos graficos de Pareto para variagées de pH, UViempo €
Cnacio foram diferentes para cada substancia estudada, um outro tratamento
estatistico foi testado. Foram construidas matrizes Doehlert e, portanto, superficies
de respostas (taxa de degradacdo em fungdo do pH e UViempo) foram elaboradas
para determinar os valores de ambos os parametros que possibilitavam maximizar a
taxa de degradacdo para cada agrotoxico no ambito experimental investigado.
Nesses experimentos, a concentracdo de hipoclorito de sédio foi fixada em 2,0mgL™,
a mesma concentracdo comumente usada em estacfes de tratamento de agua.
Além disso, os intervalos experimentais escolhidos para as variaveis pH, na faixa de
pH 2,0 (acido) a 8,0 (neutro), abrangendo o pH comumente encontrados nas aguas
e exposicdo a radiacdo UV de 90 a 150 min, refletem as condicbes comumente
encontradas em recursos hidricos em um pais tropical como o Brasil. A Tabela 4.4

da secdo 4.2.6, mostra uma matriz Doehlert com as correspondentes respostas



Capitulo 4 58

(area do pico cromatografico) para a degradacdo do agrotoxico, forato modelos
idénticos, foram também construidos para os outros agrotoxicos.

Observa-se, pela Figura 4.4, que foi encontrado um ponto de minimo
(correspondente a um maximo de degradacao) na superficie de resposta do forato,
com as seguintes coordenadas: pH = 4 e UViempo = 140 min. Este resultado é
consistente com os resultados descritos em um estudo anterior (Acero e Benitez
2008) [32], que relata que os inseticidas organofosforados (incluindo forato) foram
mais facilmente degradados em meio &cido, quando expostos a luz UV.
Contrariamente ao resultado obtido para o forato, as superficies de resposta para
alguns dos outros agrotoxicos, ndo apresentaram nenhum apices.

No entanto, como uma tendéncia geral, as superficies de resposta, mostradas
na Figura 4.4 indicam que a degradacdo de todos os agrotoxicos foi favorecida por
maiores tempos de exposicao a radiagdo UV. Além disso, essas superficies também
revelaram que a degradacdo dos piretrides (ametrina e bifentrina) tendem a
maiores degradacéo em pH acido para a bifentrina e pH basico para a ametrina. Os
organofosforados (pirimifds metil e dissulfoton), tendem a ser maiores em condi¢fes
bésicas. Por outro lado, a degradac¢éo do organoclorado (endosulfan sulfato) tende a
ser maior em valores de pH mais baixos (meio acido). Finalmente, a realizacdo de
superficies com pontos de maximo (respostas verdadeiramente otimizados) para os
agrotoxicos iria exigir a execucdo de ensaios adicionais com um escopo

experimental expandido. Estes ensaios extras nao foram realizados.
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4.3.1 —- DEGRADACAO COMPLETA DE AGROTOXICOS ORGANOCL ORADOS E
ORGANOFOSFORADOS  PROTOTIPOS NAS CONDICOES  TIPICAS
EMPREGADAS EM ESTACOES DE TRATAMENTO DE AGUA.

Experimentos com condigfes tipicas empregadas em sistemas de tratamento
de 4gua (pH = 6, Cnacio = 2,0 mgL™ e radiacéo solar de 6 horas) foram conduzidos
para determinar qual tempo de exposicdo a radiacdo UV que produziria completa
degradacdo de agrotoxicos protétipos em solucdo aquosa. Os compostos
selecionados para este estudo foram: endosulfan sulfato e dissulfoton
(organoclorados e organofosforados, respectivamente). As solu¢cdes aguosas destes
compostos foram preparadas com uma concentracdo de hipoclorito de sodio a
2,0 mgL™ e os valores de pH foram ajustados em 2,0, 4,5, e 7,0 antes da irradiacdo
com luz UV. As éareas dos picos destes agrotoxicos foram monitoradas
continuamente durante 60 h (via SPME-GC/MS, conforme abordagem descrita na
secao experimental 4.2.3) e os resultados sdo mostrados na Figura 4.5.

Os resultados indicaram que a degradacdo completa de cada agrotoxico foi
obtida mais ou menos ao mesmo tempo, independentemente do pH da solucao.
Além disso, a degradacdo completa do dissulfoton foi alcangada em um tempo de
exposicao pequeno (aproximadamente 10 h) e a de endosulfan sulfato em um tempo
maior (aproximadamente 40 h). Resultados semelhantes foram relatados por Bali e
Catalkaya [30], que também verificaram que, sob idénticas condi¢cdes experimentais
(em meio acido) agrotoxicos organofosforados tendem a ser muito mais suscetivel a
degradacdo do que os organoclorados. A explicacdo para esse comportamento
incomum esta provavelmente relacionada ao pH que facilita a interacdo das
espécies reativas com as ligacdes P=0O e funcionalidades P=S, presente na
estrutura quimica dos agrotéxicos OP, que podem ser facilmente atacados, como
por exemplo, radicais hidroxila, provavelmente formados nessas condi¢cdes de
reacao (Acero e Benitez, 2008) [33].

No entanto, Acero e Benitez (2008) [32], aparentemente obtiveram um
resultado distinto durante a investigacdo da degradacdo de trés agrotoxicos
organofosforados (clorpirifés, clorfenvinfés e diazinon) por cloro gasoso (Cls) em
solucdo aquosa, em condicdes ligeiramente acidas e basicas e em uma faixa de

temperatura de 11 a 30°C. Eles observaram que apds 4 horas de exposicdo a
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radiagdo UV, os agrotoxicos foram completamente destruidos. Os autores
concluiram que a espécie HOCI (acido hipocloroso), formada pela reacao entre Cl, e
H.O sob condi¢bes brandas, desempenhou um papel importante no processo por
eles estudado. A discrepancia notavel em relagcdo aos resultados obtidos neste
trabalho esta, certamente, associada as condi¢des distintas empregadas nos dois

experimentos.
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Figura 4.5 — Degradacdo de agrotoxicos, dissulfoton (a), e endosulfan sulfato (b), em
solugdo aquosa (em pH 2,0; 4,5 e 7,0) monitorados em funcdo do tempo de exposicdo a
radiagdo UV e concentracédo de 1,0 mgL'l. O hipoclorito de sodio foi usado na concentragéo

de 2,0 mgL™.

4.4 — CONCLUSOES

Este trabalho avaliou o efeito da degradacdo de agrotoxicos a partir de
parametros majoritarios que sdo essenciais na obtencdo de 4gua pura em estacdes
de tratamento. Foram estudados a influéncia dos parametros, concentracédo de 2,0
mgL™ de hipoclorito de sédio, pH da solucdo, e tempo de exposicdo a luz UV, na
degradacdo dos agrotoxicos: bifentrina e ametrina (piretroides); endosulfan sulfato e
endosulfan  (organoclorados);  pirimifdés  metilico, dissulfoton, e forato

(organofosforados).
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O consumo dos agrotoxicos foi determinado pelo método SPME-GC/MS, que
provou ser um meétodo sensivel e reprodutivel, que foi desenvolvido na primeira
parte deste trabalho. Os experimentos foram racionalmente planejados aplicando um
planejamento fatorial 2° para avaliar a influéncia de cada variavel: pH, radiacdo UV
e a concentragdo de NaClO. Superficies de resposta (taxa de degradacdo em
funcéo do pH e UViempo) também foram elaborados para a constru¢do de matrizes
Dohelert. Como uma tendéncia geral, estes dados indicaram que a degradacéo dos
praguicidas foi favorecida pelo maior tempo de exposicdo a radiagdo UV.

A degradacdo total de dois agrotoxicos prototipos organoclorados e
organofosforados (endosulfan sulfato e dissulfoton, respectivamente), nas condicbes
normalmente empregadas nas estacbfes de tratamento de agua também foi
realizada. N&o foram determinados os produtos de degradacao, pois 0 objetivo foi
verificar a degradacao destes compostos e ndo produtos que foram transformados.
Os resultados revelaram que o agrotoxico organoclorado, foi mais persistente do que
o agrotéxico organofosforado. O presente estudo também demonstrou que a
degradacdo de alguns dos agrotdxicos em aguas naturais, especialmente quando
submetidos a reducdo de pH e expostos a radiacdo solar, pode ser fortemente

reforcada.
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CAPITULO 5

“M ONITORAMENTO DA DEGRADACAO DO
AGROTOXICO ORGANOFOSFORADO
DIAZINON POR ESPECTROMETRIA DE

MASSAS COM IONIZACAO

ELECTROSPRAY”
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5.1 — INTRODUCAO

511 - MONITORAMENTO DE PROCESSOS DE DEGRADACAO:
ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM IONIZACAO ELECTROSPRAY (ESI-MS)

Atualmente, a populacéo estad exposta a uma série de agrotoxicos, 0s quais
estdo presentes, principalmente, em aguas e alimentos. Por isso € importante se
determinar a concentragdo de tais substancias e seus metabdlitos em amostras
ambientais, por métodos analiticos viaveis [1]. Estes métodos incluem,
frequentemente, cromatografia gasosa e cromatografia liquida com detectores de
captura de elétrons (ECD), nitrogénio e fésforo (NPD), ultravioleta (UV) e
espectrometria de massas (MS).

Como uma alternativa a estas técnicas tradicionais, a espectrometria de
massas com ionizacdo electrospray (ESI-MS) tem mostrado ser uma técnica
suficientemente rapida e eficiente no acompanhamento direto de processos
ambientais relevantes [2-13]. Nestas investigacdes, as informacfes sobre a razao
massa carga (m/z) de espécies ibnicas e 0s respectivos padroes de fragmentacao
sdo cuidadosamente avaliados com o objetivo de se propor estruturas quimicas para
as substancias presentes na fase condensada [14-16]. Assim sendo, varios estudos
tém sido realizados visando identificar os produtos formados durante 0s processos

de degradacao de praguicidas. [17-20].

5.1.2 - OZONIZACAO

A ozonizacdo da 4gua para tratamento, com ou sem radiacdo UV, tem sido
extensivamente relatada na literatura [21]. O o0z6nio, a forma triatbmica do oxigénio,
é um gas incolor de odor pungente. Além disso, € um agente oxidante poderoso (E°
= 2,08 v) quando comparado a outros agentes oxidantes conhecidos, como por
exemplo, H,0, (E° = 1,78 V), permitindo que esta espécie reaja com uma numerosa
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classe de compostos [22]. Em fase aquosa, 0 0zonio se decompde rapidamente a
oxigénio e espécies radicalares. Dessa forma, quando um composto tratado com
ozo6nio é lancado no meio ambiente, ndo havera residuos de oxidante que possa ser
danoso a biota aquatica.

A oxidacdo de poluentes por ozonio pode ocorrer de maneira direta ou
indireta [22]. Na oxidacao direta, a molécula de ozdnio pode reagir diretamente com
outras moléculas organicas ou inorganicas via adicao eletrofilica [23]. O ataque
eletrofilico do 0z6nio pode acontecer sobre a&tomos com uma densidade de carga
negativa (N, P, O ou carbonos nucleofilicos) ou a ligac6es duplas e triplas do tipo
carbono-carbono, carbono-nitrogénio e nitrogénio-nitrogénio.

Indiretamente, o 0zénio pode reagir por reacéo radicalar, principalmente pelo
radical hidroxila, que é gerado pela sua decomposicéo [23]. O radical hidroxila € um
oxidante poderoso e ndo seletivo, que pode reagir através de trés mecanismos
distintos: 1) abstracdo de hidrogénio, Il) transferéncia de elétrons ou Ill) adicédo
radicalar [22]. Os radicais formados durante estas reacdes podem novamente reagir

com 0 0z0nio ou outros compostos.

5.1.3 - DEGRADACAO DE AGROTOXICOS PROMOVIDA POR RAD IACAO UV E
HIPOCLORITO

A degradacéo fotoquimica de agrotéxicos usualmente requer uma fonte de luz
artificial [24] (geralmente lampada de mercurio de alta pressdo ou lampada de
xenonio de arco) ou a luz solar natural [25]. A maioria destes métodos requer longos
periodos de tratamento e raramente promove uma completa degradacdo da
molécula alvo. As reagbes mais comuns observadas quando um contaminante é
irradiado com radiacdo UV sdo decloracdo, onde ocorre a substituicdo de atomos de
cloro por grupos hidroxila, e formacéo de espécies radicalares [26]. Por outro lado, o
hipoclorito reage principalmente com sistemas aromaticos ativados, aminas neutras
e duplas ligacdes, levando a formagdo de compostos organicos halogenados
(especialmente trialometanos), alguns dos quais com uma atividade potencialmente

cancerigena. Deve-se ressaltar que poucos estudos tem focado a degradacao de
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agrotoxicos organofosforados por hipoclorito. Dentre estes, destaca-se os estudo
conduzidos com o pesticida clorpirifés [27-29], os quais relataram que clorpirifos
oxigenado é o subproduto da degradacdo. Da mesma forma foi verificado que o
agrotoxicos diazinon é oxidado pelo hipoclorito gerando oxon diazinon [30]. A
influéncia do pH também foi investigada; para tanto, o tratamento do clorpirifos e
diazinon com hipoclorito foi realizado em valores de pH neutro ou basico [31,32], e
em ambos os meios foram encontrados o produto de degradacéo do diazinon (oxon

diazinon).

5.2 — OBJETIVOS DO CAPITULO

Neste capitulo, a espectrometria de massas com ionizacdo electrospray (ESI-
MS) foi usada para monitorar a degradacdo do Diazinon (Figura 5.1) em solucéo
aguosa por hipoclorito de sédio, 0z6nio e radiacdo ultravioleta. A ozonizacao foi
investigada simulando uma degradacéo natural nos pH 5,0; 7,0 e 8,0, procurando
observar o comportamento do diazinon em pH &cido e basico. Por outro lado, o
hipoclorito, o reagente mais comumente empregado para desinfeccao foi utilizado
como agente oxidante, para simular as condicfes utilizadas nas estacfes de

tratamento de agua [33,34].

CH, "

/ \ Il
N OP(OCH,CH,),
=N
(CH,),CH

Figura 5.1 — Estrutura do diazinon (MM = 304 g/moL).
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5.3 - PARTE EXPERIMENTAL

5.3.1 - REAGENTES

O padrdo diazinon (grau de pureza: 98,1 %) foi adquirido da Supelco
(Bellefonte, EUA). Uma solucédo estoque de 200,0 mgL™ foi preparada em etanol
grau cromatogréfico (99,9 % de pureza, Merck, Alemanha). Solu¢des trabalho de
10,0 mgL™ foram preparadas por diluicdo da solucdo estoque com agua ultra pura
Milli-Q (Milford, S&o Paulo. Brasil). As solucfes trabalho tiveram os respectivos pH
ajustados com é&cido sulfarico 1,0 molL! ou hidréxido de s6dio 0,5 molL™ (ambos da
Synth, Sdo Paulo, Brasil). Como fonte de hipoclorito de sddio (NaClO), utilizou-se o
produto comercial “Agua Sanitaria” da marca Santa Clara, com cloro ativo entre 2,0

e 2,5 % p/p. Para as reac¢des de ozonizacao foi utilizado um gerador de oz6nio.

5.3.2 - PROCEDIMENTO DE DEGRADACAO: RADIACAO UV E H IPOCLORITO

A camara de UV foi construida utilizando uma caixa de madeira de dimensodes
60 cm x 50 cm x 45 cm, a qual foi forrada com papel aluminio. Fixou-se uma
lampada (Philips TUV G5T8, com um Ap.x de 254 nm e 15 W de poténcia) na parte
superior interna da caixa. Num experimento tipico, 100,0 puL de hipoclorito de sddio
(500,0 pugL™) foram transferidos para um becker contendo 50,0 mL de uma solugéo
de diazinon 10,0 mgL™. O pH da solucéo foi ajustado para 5, 7 e 8, e os recipientes
levados para a camara de UV. Aliguotas de 500,0 puL foram coletadas apés
intervalos de tempo de 0, 30 minutos até 6 horas de exposi¢cdo a radiacdo UV e
transferidas para recipientes eppendorf de plastico, os quais foram levados para o
congelador até o momento da analise. No momento exato da analise, adicionou-se
500,0 pyL de etanol, para facilitar o processo de ionizagdo e dessolvatacdo do
composto e agitou-se em vértex por 30 segundos. A solucdo resultante foi inserida
diretamente na fonte do espectrometro de massas por meio de uma microseringa

(veja mais detalhes logo a seguir).
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5.3.3 — PROCEDIMENTO DE DEGRADACAO: OZONIZACAO

Para a reac8o com oz6nio foram preparadas solucdes de diazinon 10,0 mgL™
em agua ultra pura (Milli-Q), as quais foram colocadas em bequer de 80,0 mL
etiveram seus valores de pH ajustados para 5, 7 ou 8. Havia uma amostra controle
sem a presenca do hipoclorito e com pH ajustado e outra amostra contendo o
hipoclorito (500 pgL™), com pH ajustado. Cada bequer foi borbulhado ao fluxo de
0zo6nio de 1,73 x 10® molmin™ sob agitacdo constante. A producdo de oz6nio foi
realizada por um fluxo continuo de ar sintético (pureza 99,999 %) pelo ozonizador
(Eletrozon). O experimento foi realizado a temperatura ambiente (25 + 10 ).
Aliguotas de 500,0 pL foram coletadas (em recipientes eppendorf) apos 0, 30
minutos até 6 horas de reacdo com 0 ozonizador. Os recipientes contendo as
aliquotas foram levados a um freezer e congelados até o momento da analise. No
momento exato da analise, adicionou-se 500,0 uL de etanol e agitou-se em vortex
por 30 segundos. A solucdo resultante foi inserida diretamente na fonte do
espectrometro de massas por meio de uma seringa Hemilton de 10 mL.

5.3.4 — ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM IONIZACAO ELEC TROSPRAY

Os estudos foram conduzidos num espectrdmetro de massas contendo uma
fonte de ionizagcdo electrospray e analisador do tipo ion trap (LCQFleet,
ThermoElectron, San Jose, CA). As aliquotas de 500,0 uL de amostra mais 500,0 puL
de etanol foram diretamente infundidas na fonte do ESI com uma microseringa em
um fluxo de 10,0 pLmin™®. As condicdes da fonte ESI foram as seguintes:
temperatura do capilar 275 C; vazéo de gas (N ,) 8 L/min; voltagem do capilar 36 V,
voltagem do cone 5 kV. Todos os espectros de massas (MS) foram adquiridos no
modo positivo e utilizando varredura completa numa faixa de 50-500 m/z. Nos
experimentos MS/MS, os ions foram isolados e fragmentados por dissociacéo
induzida por colisdo (CID) com o gas hélio. A energia de colisdo (relativa) foi
otimizada para cada ion, variando de 15 a 50 eV. Os dados gerados foram
analisados usando o software X-calibur, presente no proprio equipamento.
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5.3.5 - ENSAIOS DE ECOTOXICIDADE

Para avaliar a toxicidade do diazinon e de seus produtos de degradacéo,
foram realizados testes de ecotoxicidade com Artemia salina. Sao pequenos
crustaceos, com tamanhos e colorac¢des variadas dependendo do tipo de alimento
consumido. Vivem em regifes de agua salgada concentrada (salinas), no qual
poucas espécies desenvolvem-se, de forma que ha poucos predadores. Sao
espécies ricas em proteinas, vitaminas (principalmente A e caroteno) e sais
minerais, constituindo um dos melhores alimentos vivos que se pode fornecer aos
peixes. Atingem a fase adulta por volta dos 20 dias de vida. Sdo muito utilizados em
experimentos de toxicidade devido ao facil manuseio e baixo custo. A montagem dos
testes seguiu o procedimento descrito por McLaughlin, Saizarbitoria-Colman e
Anderson [34].

Preparou-se um meio de cultura para os ovos da Artemia salina, dissolvendo-
se 38 gramas de sal marinho em um litro de agua. Esta solucdo foi filtrada e
colocada em um pequeno tanque semi-aberto (utilizou-se uma tigela de vidro, meio
coberta). Os ovos dos crustaceos foram adicionados no lado do tanque coberto e um
feixe de luz (de uma lampada incandescente com filamento de tungsténio, poténcia
de 100 W) foi mantido sobre o lado oposto durante 24 horas para permitir a ecloséo
dos ovos (o ciclo de vida da Artemia salina é representado na Figura 5.2). Apés a

ecloséo dos ovos as Artemias migravam em direcao a luz.

Adultos

Restante
estagio

Figura 5.2 - Ciclo de vida das Artemias salinas [34].
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Foram realizados testes de toxicidade em solu¢des com concentragdes de 1,0
mgL™ do diazinon, ap6s a exposicdo a radiacdo UV. Para este teste de toxicidade
cinco becker distintos foram separados, aos quais foram adicionados (100,0 mL em
cada bequer) de: (1) &gua, (2) solucéo salina, (3) solucdo de hipoclorito de sédio,
(4), solucdo de diazinon; (5) solugdo de diazinon com hipoclorito de sédio, para
verificar se os produtos de degradacédo tanto do diazinon, quanto do hipoclorito ou
dos dois juntos seriam tOxicos a esta espécies. O pH em cada bequer foi ajustado
para 5, pelo gotejamento de H,SO, 1,0 molL?. Os recipientes foram expostos
simultaneamente a radiacdo UV por até 24 horas. Foram coletadas aliquotas (5,0
mL), apos 0, 3, 6, 12, 18 e 24 horas de exposicéo a radiacdo UV da camara descrita
no item 4.2.2, do capitulo anterior, e transferidas para frascos transparentes, 0s
quais foram colocados num freezer até 0 momento do ensaio do teste de toxicidade.
Finalmente, no momento de acrescentar as espécies, os frascos foram
descongelados e em cada um deles foram colocadas dez Artemias salinas. Uma vez
montado os experimentos, os frascos incubados com as Artemias foram deixados
em repouso sob a luminosidade da lampada durante todo o periodo de contagem. O
namero de Artemias sobreviventes foi determinado ap0s os seguintes tempos de
permanéncia: 0, 6, 12, 18, 24 e 48 horas. Todos o0s ensaios foram realizados em

duplicata.

5.4 — RESULTADOS E DISCUSSOES

5.4.1- MONITORAMENTO POR ESI(+)-MS: INFLUENCIA DA R ADIACAO UV

O uso da radiagédo ultravioleta para a degradacdo de substratos organicos
teve inicio entre as décadas de 1960 e 1970. Essa metodologia tem sido
eficientemente aplicada, com grande frequéncia, na descontaminacdo de aguas
naturais. No presente trabalho fez-se uso da técnica ESI-MS para monitorar a
degradagcédo do diazinon em meio aquoso (nos valores de pH 5,0; 7,0; e 8,0)

promovida por hipoclorito de sodio, na presenca de radiagdao UV.
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Deste modo, obteve-se 0s espectros de massas com ionizacao electrospray
no modo positivo, ESI(+)-MS, da solucéo inicial de diazinon (sem adicdo de NaCIO e
em pH = 5) e de aliquotas retiradas de 0 minutos a 6 horas de exposi¢cao a radiacéo
UV. Os resultados sdo mostrados na Figura 5.3. O ESI(+)-MS da solugéo inicial
(Figura 5.3a) mostra a presenca predominante de um ion de m/z 305, referente ao
diazinon na sua forma protonada. Apés 30 minutos de exposicdo houve o
aparecimento dos ions de m/z 153, 289 e 351, indicando a formagéo de possiveis
produtos de degradag&o (cujas estruturas serdo propostas na secdo 5.5.3), como
mostrado na Figura 5.3 (b). E presenca de alguns outros ions é possiveis produtos
de degradacédo que ndo foram propostas suas estruturas. Apés 6 horas de reacéo,
tais ions (de m/z 305, 153, 289 e 351) praticamente desapareceram, indicando o
consumo tanto do diazinon quanto dos produtos de degradacdo. Neste ultimo
espectro de massas (Figura 5.3c) todos os ions estdo presentes em intensidades

absolutas muito baixas e se confundem com o ruido da linha base.
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Figura 5.3 - ESI(+)-MS da solu¢cdo aquosa de diazinon em pH = 5 (a) e de aliquotas
retiradas ap6s 30 minutos (b) e 6 horas (c) de exposi¢éo a radiagéo UV.
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Estudos similares foram conduzidos ajustando-se o pH da solugéo para 7 e 8.
Os ESI(+)-MS obtidos (ndo mostrados) indicaram o consumo ininterrupto do diazinon
apos tempos sucessivos de exposicao a radiacdo UV e o concomitante surgimento
de outros ions, os mesmos observados em pH = 5.

Para melhor comparar tais resultados, foi construido um grafico mostrando a
variacdo da intensidade absoluta do ion de m/z 305 (diazinon na sua forma
protonada) em funcdo do pH da solucdo (5, 7 e 8) e do tempo de exposicdo a
radiacdo UV (0, 3 e 6 horas),Figura 5.4.
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= 100000 -
o EpH=7
A4
o 80000 - pH=8
Q
=]
S 60000 -
7
[ o
2 40000 -
k=
20000 -
TV
0 T i i
0 3 6
Tempo (h)

Figura 5.4 - Grafico mostrando a variagdo da intensidade absoluta do ion de m/z 305
(diazinon na sua forma protonada) em funcédo do pH da solucdo (5, 7 e 8) e do tempo de

exposicao a radiacdo UV (0, 3 e 6 horas).

Observando-se o grafico pode-se concluir que a radiacdo UV foi eficiente em
promover a degradacdo do diazinon. Note que ap6s 6 horas de exposicédo, a
totalidade do diazinon havia sido consumida nos trés valores de pH avaliados. Num
estudo similar descrito na literatura [35], Shankar e colaboradores verificaram a
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influéncia do pH na degradacdo de agrotoxicos organofosforados em solugbes
aguosas expostas a radiacdo UV. Os melhores resultados, com taxas de
degradacédo proximas a 100 %, foram obtidos para valores de pH préximos a 7,0.
Embora tenha estudado os outros tempos de 1, 2, 3 4 e 5 horas, foi mostrado os
resultados apenas de 0, 3 e 6 horas para facilitar a visualizagdo e interpretacdo dos

dados.

5.4.2- MONITORAMENTO POR ESI(+)-MS: DEGRADACAO DO D IAZINON EM
MEIO AQUOSO PROMOVIDA POR OZONIO E HIPOCLORITO DE SODIO

Dando sequéncia ao trabalho, estudos foram conduzidos para se verificar a
eficiéncia da degradacdo do diazinon em meio aquoso induzida por dois sistemas
distintos: 1) NaClO; II) Oz, procedimentos descritos nos itens 5.3.2 e 5.3.3,
respectivamente. O consumo de diazinon foi verificado pela abundancia absoluta do
ion de m/z 305 (diazinon na sua forma protonada) nos respectivos ESI(+)-MS (néo
mostrados). Os ensaios foram conduzidos nos mesmos valores de pH avaliados
anteriormente: 5, 7 e 8. Foi verificado que, em todos os valores de pH, os dois
sistemas avaliados, NaCIlO e Og, tiveram performances insatisfatorias ja que, apds 6
horas de reacdo, a intensidade do ion de m/z 305 havia sido reduzida numa
pequena extensdo, aproximadamente 30 %. Somente o estudo com a radiacdo UV
conseguiu reduzir a intensidade do ion m/z 305.

5.4.3 - PROPOSTA PARA ROTA DE DEGRADACAO

Com base nos resultados dos ESI(+)-MS (Figura 5.4), e dos perfis de
fragmentacao dos ions de m/z 351, 289 e 153 (a ser discutido na sec¢éo 5.5.4), uma
rota para a degradacéo do diazinon em meio aquoso, induzida pela radiagédo UV, foi
proposta, como mostrado no Esquema 1. Por esta rota foi sugerido que o diazinon
(1) sofreu hidrélise, com a quebra da ligagdo P-O, originando um produto (2) com

massa nominal de 152 Da, o qual foi detectado na sua forma protonada como o ion
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de m/z 153. Num caminho alternativo, foi sugerido que a molécula de diazinon (1)
poderia ser oxidada, pela conversédo do grupo CHz a COOH e insercdo de um atomo
de oxigénio no anel piridinico, gerando um produto (3) com massa nominal de 350
Da, detectado como [3 + H]" de m/z 351. Finalmente, a conversdo do grupo P=S em
P=0 na molécula de diazinon, a partir de uma rea¢do com agua, foi utilizada para
explicar a formacéo do produto 4 com massa nominal de 288 Da e detectado como
[4 + H]" de m/z 289.

T HOOC OH

HWCH NWD\ O—CHzCH3
P

o -

(CHA)L,HG (GH;LHC 5" O_CH,GH,
2 (152 Da) —
Pirimidinol /’ f0.La)
Nﬂﬂis&
oxdag 3o
HaG

YN
M QO O—CH;GH;
P

>:"
A
{CH3LHC 5" O—CHCH5

1 {azinon, 304 Da)

l ——

H3C

S
N 0 O-CGH,CH,
P

S—N
M
(CH3LHG 0’ O—_CH.CH;

4 (283 Da)
Diazoxon

Esquema 1- Rota proposta para a degradacdo do diazinon em meio aquoso induzida por
radiacdo UV.
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Num experimento controle realizado, foi preparado uma solugdo aquosa de
diazinon com hipoclorito de s6dio em pH = 5, a qual néo foi exposta a radiacdo UV,
observou-se que a concentracdo do diazinon, mesmo com pH e hipoclorito de sodio
permaneceu inalterada. Este resultado confirma, portanto, que a radiacdo UV é
essencial para o processo de degradacdo. As estruturas propostas para os produtos
de degradacdo confirmam a tendéncia do diazinon em sofrer hidrolise
(principalmente no grupo fosfato) e oxidacdo. De fato, trabalhos similares na
literatura tém descrito a obtengdo de produtos de degradacdo de agrotoxicos
organofosforados, via hidrdlise [36-40] ou oxidagdo [41-44]. Deve-se ainda ressaltar
que os produtos 2 (pirimidinol) e 4 (diazoxon) foram identificados (por analises de
HPLC/MS) como dois dos principais produtos provenientes da degradacéo fotolitica
do diazinon [45].

5.4.4 - PERFIL DE FRAGMENTACAO DOS PRINCIPAIS IONS

As estruturas dos produtos de degradacdo também foram propostas com
base nos perfis de fragmentacéo dos ions precursores [1 + H]", [2 + H]*, [3 + H]" e [4
+ H]" e os resultados destas fragmentacGes estdo apresentados na Tabela 1. Mais
importante, note que as fragmentagbes observadas, normalmente por perda de
moléculas como CH3;CH,OH, CO,, H,O, sao totalmente consistentes com as

estruturas propostas para os produtos de degradacéao.
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Tabela 5.1: lons produtos formados a partir da fragmentac@o dos ions precursores
[1+H], [2+H], [3+H] e[4+H].

fon precursor ( m/z) fons produto ( m/z, abundancia relativa)

[1+ H[" (305) [1 - CHsCH,OH + H]* (259; 10 %)
[1 - 2 CH,CH, - O=P(=0)OH + H]"* (169; 100 %),
[1 - 2 CH,CH, - S=P(=0)OH + HJ* (153; 65 %)

[2 + H]" (153) [2 - H,C=CH-CHs + H]" (111: 100 %)
[3 + H]' (351) [3 - H,C=CH-CHs; — CO, + H]* (265; 100 %),

[3 - 2 CH,CH; - S=P(=0)OH — H,0 + H]* (181; 50 %)
[4 + H]" (289) [4 - CHsCH,OH + H]* (243; 20 %)

[4 - 2 CH,CH, - O=P(=0)OH + HJ* (153; 100 %)

5.5.— TESTES DE TOXICIDADE COM ARTEMIAS SALINAS

Para se avaliar a toxicidade do diazinon e seus produtos de degradacéao, bio-
ensaios com artemia salina foram realizados. Nestes experimentos foram
preparadas cinco solucdes (agua, solucdo salina, hipoclorito de sédio, diazinon e
diazinon mais hipoclorito de sédio) e o pH de cada uma delas ajustado para 5,
conforme descrito no item 5.3.5. Cada uma destas solucées foi exposta a radiacdo
UV por no maximo 24 horas. Aliquotas de cada uma destas solucbes foram
recolhidas apés tempos de exposicao a radiacdo UV de 0, 3, 6, 12, 18 e 24 horas.
As artemias foram adicionadas a cada uma destas aliguotas e uma contagem foi
realizada, visando determinar a porcentagem de individuos sobreviventes, apés
tempos de permanéncia de 0, 3, 6, 12, 24 e 48 horas. Os resultados estdo descritos
na Figura 5.5.
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Como esperado, a taxa de sobrevivéncia das artemias em agua e solucao
salina Figuras 5.5 (a) e 5.5 (b), respectivamente, foi proxima a 100 %, mesmo apos
um tempo de permanéncia de 48 horas. A solucdo contendo apenas hipoclorito de
sédio e ndo exposta a radiacdo UV, Figura 5.5 (c), apresentou elevada toxicidade as
artemias; assim, apos 48 horas de permanéncia, a taxa de artemias sobreviventes
havia sido reduzida a aproximadamente 10 %. No entanto, tal solucdo, quando
exposta a radiacdo UV por varios tempos (3, 6, 12, 18 e 24 horas), ndo mais
apresentou toxicidade as artemias. Isto sugere, portanto, que a radiacdo UV
promove a destruicdo do NaClO gerando, provavelmente, produtos com menor
toxicidade.

A solucdo que continha apenas o diazinon (ndo exposta a radiacdo UV)
apresentou elevada toxicidade as artemias; apds 6 horas de permanéncia, 100 %
dos individuos haviam sido eliminados, Figura 5.5 (d). No entanto, para as aliquotas
expostas a radiacdo UV (por 3, 6, 12, 18 e 24 horas), houve uma reducao drastica
na toxicidade. Este € um resultado muito importante, pois demonstra que a radiacao
UV, além de promover a degradacdo do diazinon, leva a formac¢éo de produtos com
baixa toxicidade, e, provavelmente, com menores riscos ambientais.

Finalmente, a Uultima série de ensaios foi conduzida com uma solucao
contendo diazinon e hipoclorito de sédio, Figura 5.5 (e). Este experimento foi
realizado numa tentativa de se mimetizar as condi¢bes usualmente encontradas nas
estacOes de tratamento de aguas. Esta solucdo, quando ndo exposta a radiacao UV,
também mostrou elevada toxicidade as artemias, com uma taxa de mortalidade de
100 % apds 24 horas de permanéncia. Sob influéncia da radiacdo UV, no entanto, a
toxicidade das aliquotas diminuiu drasticamente. Assim como no caso anterior, 0
presente resultado é relevante, pois demonstra que a radiacdo UV pode ser capaz
de eliminar os efeitos deletérios causados ao meio ambiente pelo hipoclorito de

sédio e diazinon (e, talvez, por outros agrotéxicos organofosforados).
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5.6 - CONCLUSOES

A técnica ESI-MS foi eficiente no monitoramento do processo de degradacéao
fotocatalitica do diazinon em meio aquoso. Além disso, os resultados mostraram que
tanto o hipoclorito de sodio quanto o o0zbnio apresentaram baixas eficiéncias na
degradacéao deste pesticida. Com base nos dados de ESI-MS (e MS/MS) foi possivel
propor uma rota de degradacdo para o diazinon induzida pela radiacdo UV. Os
testes de toxicidade frente as artemias salinas mostraram que a radiacdo UV foi
capaz de diminuir drasticamente os efeitos deletérios tanto do hipoclorito de sédio
quanto do diazinon. Este resultado sugere, portanto, que tal metodologia tem

potencial para ser aplicada nas estacdes de tratamento de aguas.
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6.1 — CONCLUSAO GERAL

Nesta tese, os seguintes estudos foram realizados: (i) aplicacdo de um
método SPME-GC/MS, para analise de residuos de agrotoxicos em amostras de
agua coletadas nas Bacias do Rio Sdo Francisco e Rio das Velhas; (ii) utilizagdo da
técnica SPME-GC/MS para se monitorar a degradacdo de alguns agrotoxicos,
organoclorados, organofosforados e piretroides, submetidos as condicfes usuais
utilizadas em estacdes de tratamento de agua; e (iii) monitoramento da degradacao
do pesticida diazinon em meio aquoso utilizando a técnica de espectrometria de
massas com ionizacao electrospray (ESI/MS).

A aplicacdo do método SPME-GC/MS para a analise das amostras coletadas,
das Bacias dos Rios S&o Francisco e das Velhas, nao levou a deteccéo de residuos
de nenhum dos agrotoxicos avaliados. Possiveis explicacbes para tal resultado
devem-se, provavelmente, a problemas relacionados a coleta e armazenamento
inadequados das amostras. Deste modo, ndo foi possivel averiguar se a presenca
de tais substancias nos corpos d"agua destas duas bacias poderia estar vinculada a
possiveis problemas ambientais ou estar causando impactos indesejaveis a saude
das populacgdes ribeirinhas.

No segundo estudo, investigou-se a influéncia de alguns fatores
(concentracdo de hipoclorito de sédio, pH da solucéo, e tempo de exposicédo a luz
UV), os quais foram selecionados visando simular as condicfes usuais utilizadas
nas estacdes de tratamento de agua, na degradacdo de alguns agrotoxicos, das
classes dos organoclorados, organofosforados e piretréides. Visando-se maximizar
as taxas de degradacédo, fez-se uso de planejamentos fatoriais e superficies de
resposta. Observou-se que, dentre os trés parametros investigados, o tempo de
exposicdo a radiacdo UV foi o que apresentou a maior influéncia. Além disso,
verificou-se que os agrotoxicos organoclorados foram os menos afetados indicando
gue os compostos desta classe sdo muito resistentes as condi¢cdes empregadas nas
estacdes de tratamento de agua.

Finalmente, o monitoramento por ESI-MS da reacdo do diazinon com
hipoclorito de sédio e 0zénio em meio aquoso permitiu a elaboragcdo de uma rota de

degradacéao inédita para esta substancia. Um resultado igualmente importante foi
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verificado a partir de ensaios com artemias salinas: os produtos de degradacdo sé&o
menos toéxicos que o agrotoxico original.

Em suma, o conhecimento gerado pelos estudos aqui descritos pode, além de
fornecer dados relevantes para as ciéncias ambientais, de aguas destinadas ao
consumo humano. Deve-se ressaltar, também, a importancia de se utilizar técnicas
analiticas versateis, sensiveis e seletivas, como SPME-GC/MS e ESI-MS, para a

obtencéo de resultados confiaveis.
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Abstract: This article presents an overview of the different analytical methods available for performing pesticide degra-
dation studies in water and environmental samples by different processes. How long the pesticide remains in the environ-
ment depends on how strongly it is bounded by other components and how readily it is degraded. It is also depends on the
environmental conditions at the time of application. pH. temperature. soil and water content. The degree of mineralization
achieved under advanced oxidation processes (AOP), photo-Fenton reactions [FR]. and ozonation processes. and the iden-
tity of by-products of a large number of compounds belonging to the major pesticide families pirethroides, organochlo-
rides and organophosphorus compounds are presented. Critical comments are aimed at emphasizing the lack of suitable
analytical methods adequate to determine the kinetics of both the formation and disappearance of by-products and to iden-
tify their chemical structures. More specifically. the crucial role of gas chromatography and liquid chromatography in
combination with mass spectrometry is described. In the following manuscript. an overview of the pesticide degradation
phenomena is given, and an attempt is made to predict how factors and conditions influence the phenomena. SPME and
GC/MS are sufficiently accurate methods to support the identification of pesticides in different degradation processes.

Keywords: Degradation process of pesticides, Methods of extraction, Water analysis, Environmental analysis.

1. INTRODUCTION

Pesticides are groups of artificially synthesized sub-
stances, toxic and non-biodegradable in the environment,
that persists after application and are subject to some chemi-
cal processes of degradation, hydrolysis, oxidation, and pho-
tolysis by the ecosystem [1. 2]. According to Law 7802 of 11
July 1989, pesticides and similar substances are defined as
those products and agents of physical. chemical or biological
processes mtended for use m the production. storage and
processing of agricultural products, in pastures, i the protec-
tion of native or implanted forests and other ecosystems. and
also 1n urban. aqueous and industrial environments. whose
purpose 15 to change the composition of the flora or fauna, to
preserve them from the harmful action of living organisms
considered to be harmful [3]. This group of substances can
be classified according to the purpose for which they are
mtended, the mode or period of action, or the chemical fune-
tion such as: msecticide (insects). fungicide (fungi), rodenti-
cide (rodents), moluscicide (snails), defoliant (leaf harvest-
mg), dissectmg (foliage). They are extensively used as insec-
ticides. herbicides and nematicides, and they are included in
the classes of organochlorides, organophosphates, and pyre-
throids [4]. More than 500 different formulations of pesn-
cides have been used in the environment, largely mn agricul-
tural activities, for many decades [5]. Pesticides are widely
studied as environmental contaminants because of their ex-
tensive use i the control of pests affecting agricultural
crops, homes, and gardens. Because of thewr chemical char-

*Address comespondence to this author at the Chemistry Department. ICEx,
Federal University of Minas Gerais, Avenida Antonio Carlos 6627, 31270-
901 Belo Honizonte, MG, Brazil; Tel: 55-3134005725;
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acteristics, they represent a type of pollutant that shows vari-
able persistence and biochemical and photochemical degra-
dation [4].

Some studies show that, of the total quantity of pesticides
used i agriculture, less than 1% reaches its target. The re-
mainder contammates soil and other environmental com-
partments. awr, and surface and groundwater. The fact that
they are not biodegradable, together with their contmued use,
makes them a significant problem and a eritical 1ssue, with
potentially damaging and unforeseen consequences for the
future [5-7]. In 1995. US $1.6 nullion in actual pesticides
were sold i Brazil. That amount increased to $2.5 million in
2007 [9]. The use of pesticides mn the world has increased
five fold in the last 30 years [10]. According to the World
Health Organization (WHO), approximately three mullion
people are intoxicated each year as a result of the use of pes-
ticides. In addition to the toxicity to human health, the pres-
ence of these products i the environment poses a risk to
water quality and the ecosystem [8]. When applied to the
soil, they can reach other levels as a result of mobility. sorp-
tion, volatilization, erosion. and leaching. thereby contami-
nating various environments [9-10], as 1s shown in Fig_ (1).

Other important aspects to be considered are the products
of pesticide transformation (TP). There is great mterest in
studies on the formation of pesticide sub products in the en-
vironment, since they can present a greater risk to the eco-
system than the original pesticides [10-13]. On the other
hand, some pesticide TP may present lower toxicity than the
original substances from which they are formed [14]. Thus,
the results of pesticide use have not been completely eluci-
dated because most studies are focused prncipally on the
primary residues and not on ther transformation products

[15].
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Fig. (1). Pesticide contaminants in the environment (adapted) [15. 16].

Some pesticides are considered to be persistent organic
pollutants (POP) in the environment [16]. These POP pos-
sess long half-lives and can accumulate in the environment
and m organisms, bemg transferred throughout the food
cham until they reach human beings [17]. On the other hand,
many pesticides can be degraded. The degradation processes
generate a large number of sub products m low concentra-
tions that are considered to be beneficial for the systems for
treatment and dismfection of crops, soils and groundwater.
but hinder chemical analysis. Even m low concentrations,
these residues can be prejudicial to human health and the
environment because of the accumulative effect [5. 6]. Pesti-
cides are degradable by mucrobiological or chemical proc-
esses. Chemical degradation occurs by photolysis, oxidation-
reduction reactions [18]. while biological degradation occurs
through the action of environmental microorganisms [10, 18,
19]. The microorganisms are usually distributed m the first
few centimeters of the earth's surface, where the largest
quantity of the organic compounds that serve as food. includ-
ing the pesticides. exist [20-22].

The extensive presence of pesticides in the water and soil
has stimulated mterest in finding solutions for the treatment
and/or removal of residues from the environment. Many
techniques, such as adsorption. filters. biological treatment.
and degradation by advanced oxidation systems. (AOP) that
utilize Ti0,/UV as a catalyst. photo-Fenton reagents (FR)
[23]. and ozonation processes with Oz, O3/UV, and O3;/H,0,
[24], are presently being studied for removal of pesticides.

Several analytical methods have been developed for the
identification and quantification of pesticide residues and
their by-products. Among the most widely used techniques
are gas chromatography (GC) and liquid chromatography
(LC), both in combination with mass spectrometry (MS)
detectors [25]. In conventional GC/MS methods for the de-
termination of pesticides m environmental waters. solid
phase extraction (SPE) and liquid-hquid extraction (LLE) are
used as sample preparation methods. However. these meth-
ods require large volumes of organic solvents [26-28]
Therefore. several other extraction methods have been pro-
posed, among them the technique of solid phase microextrac-
tion (SPME) [29-31]. which will be emphasized mn this
study. This review describes the current studies on degrada-
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tion of pesticides and the aspects involved in the analysis of
pesticides and their sub products. sample preparation. meth-
ods of determination. and analytical techniques.

2. ENVIRONMENTAL RISK AND THE USE OF
PESTICIDES

Environmental pollution by pesticides depends on several
variables, mchiding the type and quantity of the products
employed. The factors that influence the transport of these
compounds to surface waters are their physical-chemical and
biological properties and their capacity for degradation.
These factors include solubility, vapor pressure, the partition
coefficient of organic carbon with water (Koc). and the oc-
thanol-water partition coefficient (Kow). Compounds with a
high solubility and low adsorption have resulted in major
contamination of surface and groundwater. In addition. the
pH and soil temperature. climatic conditions, landscape
characteristics, including topography and the presence of
dramnage. and appropriate practices. also mfluence the pesti-
cide content of water. Pesticides with a high solubility in
water can easily contaminate surface and ground water. The
increase of organic matter m the soil mcreases the capacity
for adsorption of pesticides by reducing leaching. For exam-
ple, cationic pesticides are strongly adsorbed by electrostatic
interactions with negative charges in the soil surface. The
weak bases with pKa values close to the soil pH are strongly
adsorbed. The acid pesticides are ionized. forming negative
charges. and are not adsorbed by minerals m the soil because
the negative charges cause repulsion in the interactions with
soil organic matter [32. 33].

The process of pesticide degradation plays an important
role in the removal of their residues from the aquatic envi-
ronment to mitigate the problem of pollution. This process 1s
govemned by biotic and abiotic factors (ncluding enzymatic
catalysis by microorgamisms) that can cause very complex
reactions involving a varety of mteractions of pesticides
with microorganisms that are soil constituents [33]. The ad-
sorption also plays a key role in the dynamics of transmis-
sion, persistence, transformation, and bioaccumulation of
pesticides [34, 35]. It depends on the charactenistics of these
compounds and the organic matter in the soil [36-38]. The
pesticides that bind covalently to humic soil matter have
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functions similar to the components of humus. and the proc-
esses of interaction with organic matter are generally gov-
emed by oxidative reactions. Microorganisms have always
been reported as mediators in both the interaction of pesti-
cides with the soil and their degradation [39. 40]. The ad-
sorption of weakly acid organic pesticides m the soil depends
on the composition of the soil and 1ts pH [41-43]. and may
sometimes favor the leaching by surface and groundwater.

Some studies have shown major interactions between the
adsorption and degradation of pesticides [33. 39]. since the
chemical adsorption reduces the access of microorganisms,
thereby limiting the degradation and transport of these com-
pounds [44-46]. In studies assessing the rates of microbial
degradation of these substances, the authors concluded that,
under certain conditions of temperature and pH. the pesti-
cides may deteriorate even before being adsorbed by the soil
[47-51]. In a study that involved the evaluation of the degra-
dation of 2.4-D in ten tyvpes of natural soils. a high degree of
adsorption was observed to be associated with high micro-
bial activity [48]. The penetration of pesticides wto the soil
and groundwater can be realized by galleries and by infiltra-
tion [52]. Infiltration is more common and represents a po-
tent source of environmental pollution of groundwater. Some
of the properties that favor the environmental contamination
by adapted pesticides are presented in Table 1 [15].

Tablel. Pesticide Properties. Indicating their High Potenrial
for Groundwater Contamination
Parameter Value
Water solubility =30mg/L
B =5, usually = 1
Kow =300
3 : Negatively, fully or partially
Specition charged at ambient pH
Hydrolysis half-life =25 weeks
Photolysis half-life =1 week
Field dissipation half-life =3 weeks

#E_ = orgamie carbon content’ water partifion coefficient
*Ew= octanol-water partition coefficient

3. DEGRADATION PROCESSES

The degradation processes described in the literature
demonstrate a great efficiency in the decontamination of
systems contaminated by pesticides. Several factors influ-
ence the rate of degradation. such as the chemical structure
of the pollutants. pH. tron concentration, hydrogen peroxide
and the organic load. Because of the great potential of con-
tamination by pesticide residues and the vanation in the time
necessary for natural degradation, it 1s necessary to discover
those processes that accelerate the decontamunation of the
affected environment. Thus, several degradation processes
such as photocatalytic degradation, advanced oxidative proc-
esses. phytoremediation. bioremediation. ozonation and
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photo-Fenton reactions have been proposed. All these sys-
tems are considered to be efficient for pesticide degradation.

Microorganisms are considered to be the principal agents
for the degradation of pesticides in bioremediation processes.
Considering that the earth i the home for an uncountable
number of microorganism species. the pesticides applied to
these soils probably suffer an accelerated degradation by
these organisms [52]. Bhalero et al. [53]. were able to re-
move the pesticide endosulfan from the environment. They
isolated 16 microorganismos from the soil for this purpose.
Aspergilus of the funghn kingdom totally removed endosul-
fan after incubating the mushroom for 12 days with the pes-
ticide. The levels evaluated were between 35.0 and 350.0
mg L. The results demonstrated that Aspergilus s a potent
and easily acquired bioremediating agent that could be used
to remove other pollutants from water and even soils.

Wyss et al [54]. 1solated and characterized the bacterium
Pseudomonas sp for the hydrolysis of atrazme. This micro-
organism used atrazine as a nitrogen. citrate and carbon
source. and for the production of electron donor molecules
under aerobic conditions. The degradation of approximately
100.0 mg L of atrazine occurred. The Pseudomonas sp was
first cultivated in flasks under aerobic conditions previous to
the experiments. The authors observed that concentrations of
atrazine above 100.0 mg L™~ were toxic to Pseudomonas sp.
Giacomazzi and Cochet [55]. studied the transformation of
the herbicide diuron in water by microorganisms present in
the soil. The reaction was catalyzed by OH and H™ with or-
ganic and morganic matter from soil dissolved in the aque-
ous phase. The proposed system presented good results for
the chemical degradation of diuron. The authors suggest that
microorganisms could be used to promote the biclogical
treatment of polluted sewage water.

Phytoremediation 15 a degradation process that uses
plants to degrade or assimilate contanmunants through natural
processes. The success of this process 1s largely the result of
the photosynthetic activity and growth rate of plants. Olette
et al. [56] mvestigated the potential of the phytoremediation
process to remove pesticades i water bodies. The ability of
three aquatic plants - Lemnos minor, Elodea canadensis and
Cabomba aquatic, to degrade pesticides by exposmg the
plants to five concentrations varying from 0 to 1.0 mg.L™. L.
minor was observed to be the most efficient for the capture
of pesticides. followed by E. canadensis and fmally C.
aquatic. The percentage removal of pesticides ranged from
2.5% to 50% during four days of mcubation and reached
100% after seven days of mcubation.

In another study. Bouldin et al. [57] mvestigated the re-
moval of atrazine and lambda-cyhalothnn from water and
sediment by hydroponics. They used Juncus effusus and Lu-
wigia peploides. In this study. 98% depradation 1n just 48
hours of exposure of the pesticide to plants was observed.
The results obtained by Bouldin and Olleta demonstrate the
potential of efficient phytoremediation processes for removal
of pesticide residues from the environment. Xia and Xiang-
juan [58] investigated the disappearance of the persistent
pesticide ethion from water by the process of phytoremedia-
tion. They used the plant Eichlornia crassips, which was
able to degrade 98% of the ethion. The authors concluded
that this plant could be used as an efficient. economical. and
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ecological alternative to hasten the removal and degradation
of ethion in groundwater. industrial waste and other systems.
together with other types of pesticides. Amaya-Chavez et al.
[72] studied the efficiency of removal of methyl parathion
from water and sediments by the plant Typhya latifolia. This
plant was able to reduce the content of pesticides in the con-
centration range of 0 to 200.0 mg L. reaching 100% degra-
dation during 10 days of exposure. Thus. Tiphya latifolia
may be a good candidate for phytoremediation of systems
contaminated with methyl parathion.

Photocatalytic oxidation 15 a very advanced process used
to remove and degrade pesticide residues from various envi-
ronments such as soil. water and food. In recent vears. sev-
eral studies and reviews on advanced oxidative processes
(AOP) [60-62], which use UV Lght and a titanmm dioxide
semiconductor 15 used extensively i most of these studies. It
15 one of the most extensively used processes among those
mentioned because it 15 a readily available reagent. chemi-
cally robust and durable [23. 63-68]. Moctezuma et al. [69]
studied the photocatalytic degradation of methyl parathion
pesticides, usmng Ti0; m aqueous suspension. The final
products were phosphoric acid and COQ;. Furthermore, Maha-
lakshmi et al. [4] demonstrated that the combination of T10:
and ZnO, were very effective in the photocatalytic minerali-
zation reactions of carbofuran in water samples under solar
radiation. They also assessed the total quantity of organic
carbon (TOC) to confirm the extent and effectiveness of the
muneralization process used m this study. Four mtermediate
products of the carbofuran pesticide were formed after only
six hours of reaction. Various pathways for degradation of
this compound were proposed.

Shemer and Linden et al [70] studied the degradation
and the degradation products of diazinon using photocata-
lyzed reactions with the application of UV light and catalyst
UWV/H,0,. The addition of H.0, was very effective m this
process, increasing the rate of removal of diazinon from
aqueous samples. Upon photolysis, the hyvdrogen peroxide
leads to the formation of strongly oxidant species such as the
hydroxyl radical, which accelerates the degradation process.
Chiron er al. [43] used AQP to remove diazinon from aquatic
environments. Similar to other studies, the hydrogen perox-
ide was very effective and efficient in reducing the burden of
diazinon 1n the environment.

Barceld et al [71] studied the degradation of endosulfan
i water samples using photocatalyzed reactions with
(FeC1;/H,0;) and (Ti0;/H,0;). The degradation was studied
with a concentration of 35.0 gL', and the results showed
that both catalysts were effective for the removal of pesti-
cides and can be applied to other situations and environ-
mental compartments. Arbeli and Fuentes [72] mvestigated
the process of complete mineralization in the accelerated
degradation of methyl parathion. parathion. diazimon and
cypermethrin pesticides using ozonation reactions. The com-
plete mmeralization was assessed by mtermediate products
and the formation of CO.. Ozonation has become a safe and
promising process for the removal of pesticides from water
samples. plant surfaces, and domestic waste

3.1. Kinetic Study of Degradation

The tume for degradation of pesticides 1s important to
assess whether pollutants are persistent m the environment.
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The disappearance of these compounds 1s related to several
factors such as pH. temperature, light, oxygen, and quantity
of organic matter. which alter the kinetics of degradation.
The kmetic studies to assess degradation of organic pollut-
ants can be performed and assessed by the rate of mineraliza-
tion [49]. The rate of mineralization is determined by moni-
toring of morganic compounds such as CO1. CI. S047. NOy
and PO, The most common method of analysis to assess
mineralization 1s the determination of total organic carbon
(TOC). It 1s a rapid measurement of high reliability and sen-
sitivity to the level of pg. L.

Several authors have dedicated to the study of the degra-
dation kinetics to evaluate the persistence of the pesticides in
the environmental. Penuela and Barcelo [73] described the
use of TOC to monitor the products of catalytic degradation
of tnazophos with T10; catalyst. The results showed that the
triazophos absorbs light in the presence of Ti0; and is de-
graded i 4.5 hours. The rate of carbon dioxide formation 1s
an mdication of the disappearance of the pesticide. Prevot
and Pramauro [74]. also observed the complete disappear-
ance of 2.3.6-trichlorobenzoic acid after 60 nunutes of irra-
diation the presence of Ti0,. The degradation of this sub-
stance increased considerably at pH = 3, while the rates were
lower at other pH values. Blanco ef al. [75] studied the deg-
radation kinetics of pesticides i water samples by ultraviolet
light. They observed that the degradation became effective
after wrradiation for a period longer than five hours. In an-
other study, Konstantinou ef al. [76] mvestigated the photo-
chemical degradation of herbicides (atrazine, prometryn and
propazine) in different types of natural waters (niver, sea and
lake) and soil. The monitoring showed that the compounds
exhibited degradation kinetics with very different periods of
wradiation, being greater than 10 hours for the three types of
matrices. Hermam et al. [77] mvestigated the degradation
kmetics of methyl pirimiphos m water with different photo-
catalytic wradiation tumes. The results showed that over 98%
of the pesticide disappeared with 10 minutes of irradiation
with 1.5x10"" photons per second. Complete (100%) degra-
dation of the pesticide occurred upon irradiation with
1.4x10"® photons per second over a longer period of irradia-
tion (30 nunutes). Shankar er al. [78] studied the influence of
pH on the degradation kinetics of pesticides in agueous solu-
tions. The results mdicated that the degradation was rapid
solutions at pH between 2 and 7. reaching 100% degradation.
At pH above 7. the degradation rates were below 60%. A
similar study was conducted by Kuo et al. [79]. who mvesti-
gated the kinetics of degradation of the carbofuran pesticide
between pH 4 and 7. using T10; as the catalyst. The results
showed that the degradation was slow at pH above 7. Uygun
et al. [80]. studied the rate of degradation of pesticides in
stored carrots. The studies were performed under sunlight
and ultraviolet light of 280-300 nm. The degradation of pes-
ticides occurred after 3 to 5 hours of solar irradiation. while
the degradation by UV radiation required 10 hours. Rafgah
et al. [81] mvestigated the rate of degradation of sulfuron
methyl by a photocatalytic process in the presence of two
different titantum dioxides, Degussa Po: and Millennmm
PCsgo. The times necessary for the disappearance of the pes-
ticide in the presence of Degussa Pi; and Millennium PCisgg
were 20 and 80 minutes, respectively. the efficiency of Ti0,
(P2s) being the greater. Wang and Lemley [82]. studied the
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rate of degradation of the pesticide 2 4-D m natural water by
treatment with Fenton, combmed with the photocatalytic
degradation of pesticaides with Ti0,. Rapid degradation by
the Fenton reaction occurred in the presence of hydrogen
peroxide; otherwise, the process was very slow.

4. ENVIRONMENTAL ANALYSES OF THE PESTI-
CIDES AND THEIR SUB-PRODUCTS

The mntensive use of pesticides and the consequent con-
tamination of surface water. soil flora, fauna and groundwa-
ter by their residues, mcluding the products and degradation
by-products, require the use of reliable, sensitive methods for
the analysis of contamination by these pesticides. Several
analytical methods were developed for identification and
quantification of pesticides and their degradation products 1n
the environment. Among the main analytical techniques used
are high performance liquid chromatography (HPLC) and
gas chromatography (GC), since they possess the selectivity.
sensitivity and high capacity necessary for identification and
quantification of pesticides and their degradation by-
products [13, 82-89].

4.1. Sample Preparation

The methods for extraction of pesticides and clean-up of
environmental samples are extremely important for their
quantitative determination in the matrices of interest. The
extraction techniques used to concentrate the analytes in-
clude hiquid-liquid extraction (LLE). solid phase extraction
(SPE) and solid phase microextraction (SPME). The SPME
technique 1s promusing and has the advantage of not using a
solvent for extraction.

The LLE extraction is based on the partition of the sam-
ple between two immiscible phases (organic and aqueous)
and was used in the analysis of pesticides in water and food
samples [83]. It was used for many vears as an official tech-
nical of the U.S. Environmental Protection Agency (U.S.
EPA) [90]. It 1s a classical technique based on repeated ex-
traction of 1.0 or 0.5 L of sample with organic solvents using
a separation funnel Tts main advantage is the ability to ex-
tract a wide range of compounds with a wide range of polari-
ties.

Solid phase extraction (SPE) 1s a technique commonly
used as a method for pretreatment of samples in trace analy-
sis of micro-contammants in aqueous samples. It was mtro-
duced 1n nud 1970 [91]. and 1t was marketed m 1978 as an
alternative to LLE. The analytes contained in an aqueous
matrix are extracted together with the mterfermg compounds
after passage through a sorbent cartridge. A selective organic
solvent 15 commonly vsed to extract the analytes of interest.
The selection of the SPE method depends on the physico-
chemical properties of the pesticides and their concentra-
tions, so as to process the ideal volume of solvent [92]. Sasan
et al. [84], determuned the pesticides and herbicides m aque-
ous samples using SPE. The efficiency of the exiraction
method for the identification of 30 compounds was demon-
strated. Using the same extraction method Chariots et al.
[89] analyzed pesticides m samples of sea water using SPE.
The technique was very efficient for the extraction of ana-
Iytes at ng. L™ concentrations, allowing rapid preparation of
the sample at the local of collection with good performance.
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Other studies have focused on the triazines and their degra-
dation products extracted by this technique [93, 94]. Penuela
et al. [95] performed the analysis of endosulfan 1n water
samples using SPE with C18 cartridges. which pernutted the
study of its 1somers at low concentrations. In another study,
Penuela et al. [73] used SPE to monitor the kinetics of deg-
radation of Alachlor in water. The method was efficient for
the extraction of pesticides. including for various degrada-
tion products. The pre-concentration with SPE mn studies of
photodegradation 1s a good technology. makmng it possible to
measure the organic pollutants and 1dentify the degradation
products m low concentrations. Fania ef al. [87] proposed a
new method for extraction of pesticides. To do so, they asso-
ciated the SPE with a polymer supported on silica. The new
system presented a high potential for extraction at g L™ con-
centrations. However. alternative methods reduce or elimm-
nate the use of solvents in the preparation of samples for
chromatographic analysis [96]. This 1s being one of the lim-
tations of this technique compared to more traditional meth-
ods.

Sabik er al. [85] used SPE and SPME to analyze triazines
m water samples. They discussed the advantage of SPME
over SPE, smce 1t dispenses the use of solvent. However. a
large number of pesticides, mcluding triazines and their deg-
radation products. are easily determmed and monitored effi-
ciently at trace concentrations (ng. L) in water samples with
SPE.

Chiron ef al. [97] highlighted SPME. a widely used ex-
traction method. because it does not require the use of sol-
vents and 1s simple, fast and efficient. Jigu ef al. [82] ana-
Iyzed residues of some pesticides m plant samples using
SPME with a PDMS fiber. The results showed that it 15 a
techmique capable of extracting traces of pesticides from
aqueous solutions and from the surface of plants under do-
mestic conditions. Sabik ef al. [85] measured pesticides in
surface water and groundwater using SPME as the extraction
method: PDMS-DVB, CW-DVB and PA fibers were tested.
The CW-BVB fiber in saline solutions was more efficient for
atrazine and its degradation products and was suitable for
extraction of more polar compounds.

There 1s a discussion about the difficulty of the quantita-
tive analysis usmg SPME. conversely, the studies shown
below presented good results with SPME quantitative deter-
mimations. Miege and Dugay [98] analyzed pesticides mn
aqueous samples using SPME. The most adequate fiber was
PDMS (100 mm). which was able to extract organochlorine
pesticides of low solubility and some organophosphates. The
PA fiber was shown to be ideal for the extraction of pesti-
cides containing nitrogen and phosphorus. The data mdicated
that the measurable limits were from 5.0 to 100.0 ngL™.
Navalon er al. [99] developed a method for determination of
the herbicide oxidiazon in water. soil. wine and human urine
samples, usmg the HS-SPME and PDMS fiber. The best
responses were obtamned by extraction for 25 nunutes at a
temperature of 100 'C.

Carvalho et al. [100] determined organochlorine pesti-
cides m sediments and studied their strong mnteraction with
organic matter using SPME 1n headspace mode (HS-SPME)
with a PDMS fiber. The method presented detection limits of
0.005 to 0.11 ng.g” of sediment and a good linearity in the
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range 6.0 to 1000.0 ng.g”. Xiang ef al. [101] investigated
SPME usmg a new plythiophene (PTH) fiber to determine
organochlorine pesticides in water. The results proved the
ability of the new fiber to extract these compounds from
aqueous samples. The detection limit was 0.5 to 10.0 ng L™,
and the calibration curve was linear in the appropriate range,
10.0 to 100.0 ngL? (R? = 0.982). The method had the ad-
vantage that the fiber is robust. with a long durability com-
pared to the PDMS fiber used by Carvalho [100].

Gupta ef al. [102] proposed an improved SPME method
using a DVB/CAR/PDMS fiber with a PTFE tube for the
analysis organophosphate pesticides. The proposed combina-
tion presented good linearity in the range from 0:03 to 150.0
ng L. with 78% recovery and detection limits between 6.1
to 21.8 ng L. The method is efficient. but requires a longer
fime to process the samples than the conventional SPME
method. Also lookmg for mnovation, Djozan and Ebrahimm
[103] covered the fiber with methacrylic acid and ethylene
glycol by means of copolymerization for the analysis of
atrazine and triazines in water by SPME. The new fiber was
highly efficient, even for the analysis of rice and garlic.
Smmilarly, Zeng ef al. [104] used ceramic material and car-
bon of high thermal stability as a support for SPME fibers
for the analysis of organophosphorus pesticides in water
samples. The method presented an LOD of 5.2 to 34.6 ng. L™
and a good linearity between 0.05 to 200.0 ng.mL™.

Silva et al. [105] developed a method for the determina-
tion of organophosphorus pesticides m water samples using
SPME. A good linearity of the method was obtained in the
0.20 to 20.0 ng L™ range, with correlation coefficients above
0.999. The accuracy of the method was 5.7 to 10.2% for all
the pesticides evaluated, resulting mn lower limits of detec-
tion. from 0008 to 0020 ng L. Capobianco and Cardeal
[106]. proposed a method for the analysis of organophospho-
rus pesticides (co-ral. DDVP, Di-syston. phorate, phosdrin
and malathion) m freshwater fish, water and food samples by
applying the SPME technique. The correlation coefficients
for the curve obtamned were between 0.997 and 0999, with a
relatrve standard deviation of 4.40 to 15.13%. The detection
limits ranged from 0.05 ug. L™ to 837 pg L™, and the meas-
urable limits were 0.09 pg I  to 8.70 ng. L™

Among the techniques mentioned, SPME extraction pre-
serves all the advantages of SPE. such as simplicity, low
cost, and easy automation. and elimmates the disadvantages
such as clogging of the cartnidge and use of solvents. All the
studies for the analysis of pesticides by SPME furmshed
good results. This fact indicates that this approach 1s recom-
mended for the analysis of trace organic compounds in envi-
ronmental samples. Other studies [107] have proposed
changes in methods and alternatives for the analysis of other
undesirable compounds in ecosystems.

Basher et al. [108] compared the efficiency of extraction
of organophosphorus pesticides from groundwater by SPME
and by liquid phase microextraction (LPME). The SPME
method was more effective at higher concentrations (LOD
between 3.1-120.5 ng.LY), while the LPME method was
more effective at low concentrations (LOD between 0.3-11.4
ng LY. Lambropoulou et al. [109] has developed success-
fully a LPME method to determine traces of some msecticide
(dichlorvos, mevinphos, etheprophos. carbofuran. chlorpyri-

Souzn et al

fos methyl, phenthoate, methidathion and carbofenothion) in
samples water. There methodology exhibited good linearity.
The detection limits were in the range of 0.001 to 0.072
pg. L with relative recoveries from 80 to 104%. In other
work. also using LPME Xiong and Hun [110] analyzed or-
ganosulfur pesticides (malation, chlorpyrifos, buprofezin,
triazophos, carbofsulfan and pynidaben) in environmental
samples of water. The method showed good linearity (0.80 to
850 pgL™) and coefficient comelation 0.9901 to 0.9988.
with limits of detection of the 0.21 to 3.05 pgL" Thus,
LPME is a pronusing techmque for environmental analysis
at trace levels.

4.2. Analytical Techniques

The analytical techniques for determination of the pesti-
cides in environmental samples request appropriate sensibil-
ity and precision. Among the more used are gaseous croma-
tography coupled to the espectrometry of masses This ana-
Iytical tool has been allowing the quantification of pesticides
and yours sub products in the ppt level.

Gennaro et al. [83] mvestigated the process of degrada-
tion of the pesticide carbofuran using photocatalyzed reac-
tions. The progress of the degradation of the pesticide was
monitored using the techniques of HPLC and GC both being
coupled to mass spectrometer (MS) detectors. The interme-
diate products from carbofuran could only be identified by
the GC/MS method because it presented greater selectivity.
specificity, and capacity for identification.

Sasano ef al. [84]. proposed the analysis of pesticides in
water samples using the GC/MS technique. The authors used
an automated system that consisted of pneumatic valves that
mtroduced the sample directly into the sample mjector. with
rapid evaporation of the solvent. They determmed 29 pesti-
cides and herbicides. The system achieved a recovery of over
75% and a relative standard deviation (n = 6) of 10%. Xiang
et al_ [101] described the determination of herbicides of tri-
azines group and their degradation products in water samples
using the GC/MS. LC-UV and LC/MS techniques. The tech-
nique was relevant because 1t made it possible to propose
reaction pathways for the degradation of atrazine.

Nélieu ef al [111] analyzed the atrazine degradation
products by LC and HPLC using UV and MS detectors. The
results mdicated that mass spectrometry 1s a more efficient
detector. Some of the degradation products were not identi-
fied by LC/MS or HPLC/MS/MS. Sandra ef al. [88] investi-
gated the degradation of the organophosphate methyl pirimi-
phos in water by artificial light. The analysis of the interme-
diate degradation preducts was achieved by GC/MS, HPLC-
UV, LC/MS analysis and total organic carbon (TOC) tech-
niques. The best results were obtamed by GC/MS, and 1t was
possible to identify all the degradation products of methyl
pirimiphos. The formation of morganic ions was verified
through TOC. Prevot et al. and Ravelo-Perez er al. [112.
113], mvestigated the photocatalytic degradation of acid so-
luttons of 2.3.6-trichlorobenzoic acid (2.3.6-TBA) m the
presence of T10,. Several aromatic intermediates were de-
tected by GC/MS with HS-SPME extraction. These interme-
diates have indicated the occurrence of hydroxylation,
dechlorination. decarboxylation and oxidation-reduction
reactions. Pereira er al. [86] identified a number of pesticides
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mcluding atrazme, alachlor. and metoxichlor and their deg-
radation products m surface water usmg gas chromatography
and mass spectrometry with an ion trap analyzer. The
method resulted m the determination of approxmmately 1.0
ng L}, with detection limits of up to 60.0 pg L.

Faria ef al. [87]. proposed a method of analysis for six
pesticides  (imazethapyr, mazaquin, metsulfuron-methyl,
bentazone, chlorimuron-ethyl and tebuconazole). by GC and
HPLC with mass spectrometer detectors. The method m-
volved the mmmobilization of the pesticides on a silica sup-
port immersed m water. The proposed system presented a
good potential for extraction and concentration of pesticides
in aqueous samples. It had the advantage of being a low-cost
extraction method.

Farna et /. and Sandra ef al. [87. 88] developed a GC/MS
method for the analysis of two metabolites of the herbicide
chlorotriazine and 11 pesticides i water samples. The re-
covery index for all the analytes studied was 105-116% for
concentrations i the range of 0.5 -1.0 ng_ml.'l, with detec-
tion himits of 0.05 ngmL™.

In another study. Charreteur e al. [89]. deternuned pesti-
cides in water samples using sequential GC/MS with Ion trap
analyzers. m electron mmpact (EI) and chemical ionization
(CT) modes. In this study, the detection limits for both types
of ionization were 0.2 to 5.0 ng. L. The selectivity increased
significantly with the use of E'MS/MS. compared to PCL
Steen ef al. [114], analyzed triazines using the working con-
ditions of Charreter. Magnuson ef al_ [115]. also determined
the degradation products of triazines by GC/MS. but noted a
problem of co-elution of the two main products. deethyla-
trazme (DEA) and deisopropylatrazine (DIA). The trategy to
avoid co-elution was to combine the products with two dif-
ferent compounds. octadecyl and ammelide. so as to mcrease
the polarity of the molecule.

Uygun ef al. [80] mvestigated the degradation of chlor-
venvifos by GCMS. HPLC/UV and gel permeation chroma-
tography (GPC) techmiques. The mam degradation product in
all the samples was trichloroacetophenone, and the GC/MS
technique was the only one able to identify this compound.
The results also mdicated that the degradation of chlorven-
vifés 1s significantly lower at temperatures below 5 °C.

Penuela and Barcelo [73] studied the degradation of en-
dosulfan m water samples usmg the GC/MS and GC/ECD
techniques. The endosulfan sulfate was determmed in only a
few samples because the proposed method mdicated that the
degree of recovery was low (70-86%) and the linut of detec-
tion was high (0.5-540.0 ng L) for the levels under study.

Penuela and Barcelo [95]. studied the degradation of
Alachlor in water samples by GC/ECD and GC/MS. Three
products were identified (2-hydroxy-2.6'-diethyl-N-methyl-
acetanihide.  8-ethyl-l-methoxymethyl-4-methyl-2-oxo-1.2.3.
4-tetraquionoline and hydroxyalachlor). The pesticide was
highly stable when exposed to irradiation by natural light
dun'n% a period of 120 h. However. in the presence of 15.0
mg L™ of FeCl; catalyst. the method became very effective
for the destruction of Alachlor.

Bandala et al. [4]. studied the degradation of aldnn, and
its products were analyzed by GC/MS. Three degradation
products were identified: dieldrin. chlordane and 12-
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hydroxydieldrin. In the presence of H:0,. 93% degradation
of aldrin was achieved.

A review on methods for the determination of pesticides
and therr degradation products in environmental samples
using different types of detectors shows that the methods
most used in the analysis were GC with an electron capture
detector (ECD). nitrogen and phosphorus detector (NPD) or
mass spectrometry (MS) detector and the technique of liquid
chromatography with UV and MS detectors. The best detec-
tor among the studies discussed was the mass spectrometer.
A summary of some studies described m the literature re-
garding the pesticides exanuned. types of samples and tech-
niques used are presented in Table 2.

Kouloumbos et al. [116] mvestigated the products of
photocatalytic degradation of diazinon in suspensions aque-
ous usmng GC/MS/MS and LC/MS/MS. The photocalytic
degradation of diazinon catalysed by titanium dioxide was
observed to proceed essentially thought a hydroxylation
mechanism. The results show that the combiation of
GC/MS/MS with EL positive and negative ion CI. and
LC/MS/MS with electrospray ionization represent a power-
ful analytical approach for the confirmation of the structure
of photocatalytic intermediates.

Kowal ef al. [117] developed an ultra-performance liquid
chromatography-tandem spectrometry (UPLC/MS) method
for the analysis of metabolites of pesticide N N-dimethyl-
sulfamide (DMS) in aqueous matrices. More than 600 sam-
ples of drinking water. surface water. and groundwater have
been examined successfully with this method. The method
showed relative standard deviation of 15% (n=10) and limit
of detection of 10.0 ng L.

Hemsandez er al. [118] mvestigated the metabolites of
pesticides mn food and water by liquad chromatography with
time-of-flight mas spectrometry (LC/TOFMS). This tech-
nique has been successfully applied m multi-residue target
analysis. and has allowed the safe identification of metabo-
Iites m samples, as well as their quantification.

In other study, Jeannot and Sauvard [119] determined
pesticides 1 water samples using HPLC/MS/MS-APCI 1n
positive mode. The method showed good lLinearity from 0.05
to 10.0 ng L} correlation coefficients from 09993 to 1.0
and detection limits from 0.02 to 0.1 pg L. The study shows
analysis identification and quantification of pesticides and
their conversion products in dninking water.

Comprehensive two-dimensional gas chromatography
(GCxGC) 1s a relatively new technique, developed in the
nineties and has great power of separation for complex sam-
ples. such as multi residue analyses of pesticides. Banerjee af
al. [120], optimized method for multi-residue analysis of
pesticides in grapes using a comprehensive GCxGC/TOFMS
and GC/TOFMS. The method resolved the co-elution prob-
lems as observed m full scan one-dimensional analysis and
allowed chromatography separation of 51 pesticides within
24 min run ttme with mass-spectrometry confirmation. The
detection limits for GC-TOFMS from 2.0 to 19.0 ng.g” and
detection limits for GCxGC/TOFMS from 0.2 to 3.0 ng.g™
Multiresidue analysis by GCxGC/TOFMS gave distinct ad-
vantages over the GC/TOFMS analysis. The technique
shows promise and good separation of all co-eluted as well
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Table 2. Studies of the Determination of Pesticides and their Degradation Products in Environmental Samples.
Pesticides Degradation Products Analytical Technique Extraction References
Method
1 7 2w .
Aldrin Dieldrin, chlordane and 1,2-hydroxy GCMS e GC/ECD LLE Ormad, 1997 [1]
dieldrm
2 3-dicloro-2 2-dimetilbenzofuran-7- )
Carbofuram carbonato , carbofurafenol and benzofu- HPLC UV-vis and GC/MS I1E Mailg[lﬁk[sffu
Tan -
Phenylurea Aromatic isocyanathes and amine GOMS LLE Bandala.2002 [6]
aliphaticas
GC/ECD,GC/MS,
36 kinds of different pesticides studied Their respective degradation products GC/NPD. LC/MS and LSE/SPME WVeiga, 2006 [8]
LCUV
Propan. terbutiron, propiclor. Propham. propachlor, 3-3(3-hydroxy-4-
chlortoluron, thiran, acido fenoxiacético, dmethylphenyl)-1.1-dimethylurea, ) .
- N : GC/MS SPME Ghadiri, 2001 [19
2.4, 5-miclorofenoxido, uracil, 3 chloro-4-methylphenyl. urea, 3-3chloro- # (19
bromuracil and bromotimol 4-methylphenylamine e chlortoluron
Mechlorprop . dichlerprop, 2.4-D, 4-
chloro-2-methylphenol, 2.4- 4-chloro-2-methyl phenol CMP) and 2.4- . -
- GC/MS SFME Olette, 2008 [56
dichlorophenol, bentazon. bromoxynil, dichlorophenol, (DCP) . 1561
yonyxil, dicamba dinoseb and DNOC
m 2
29 kinds of pesticides and herbicides - GC/MS SPE Boul([iin:]_ﬂﬂﬁ
>
Chl thoxy , methylthiotriazines,
. prometiosy , meliylRUOWRIES, | ¢on g, LOMS, GOAMS, Herrmam, 1999
Tnazines Metnbuzin, metanutron, tnazimones and N SPME .
. L . LC-UV 7]
hexazinoneTriazinone and hexazinone
4 T - 19 o 1001 y 2 L
Pirimifos metil 4-hy d.ro_x} denv éte..phoaphorothmlc GOMS. GOMSMS L1E/SPME Shan.'kfr. 2004
acid. 0.0.5-trmetyllester [78]
Afrazine Deethilatrazine and deisopropyl atrazine GCMS/MS SPME Kue, 2002 [79]
Pinmiphos-methyl Phosphate, sulfate and nitrate amons GC, Hpaifi&cf\qés Toc SPE Uygun, 1997 [80]
Dichlorobenzene isomers, 1.2.3-
. ) trichlorobenzene, 2.3 5-trichlorophencl, . -
2.3.6-Trichlorob: GC/MS LLE Rafiqah, 2003 [81
feorobenzole 236 —richlorophenol. 2.3.6- o (81
trichlorohydroquinone2.3.6-
1-(2 A-dichlorophenyljethan-1-ol. 2 4-
Chlerfenviphos dichlorobenzoic acid and 2,2-dichlorol- GCMS 1IE Wang, 2001 [32]
(2.4-dichlorophenyl) vinyl aleohol
Endosulfan diol, endosulfan ether, endo- Gennaro. 2001
Endosulfan sulfan lactone, endosulfan hydroxyether GCMS SPE [8“-] -
and endosulfan dialdhyde i
2-hydroxy-2,6-diethyl-N-
methylacetamihde, 8-ethyl-1- , .
Alachl i ’ i GC/MS SPE Sabik, 2000 [85
achler methoxymethyl-4-methyl-2-ox0-1.2.3.4- 3 [53]
tetraquionoline and hydroxyalachlor
Atrazine amide, deethylatrazine, simaz-
Parathion, atrazine e alachloro ine amide, deisopropylatrazine, GCMS, LOMS LLE Pichon,1998 [91]

hidroxyatrazine amide, chlorodiamino-s-
triazine and deisopropylatrazine amide
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(Table ) contd....

Pesticides Degradation Products

Extraction References

Method

Analytical Technigue

Triazines, phenoxyacids and organo-
phosphorus compounds

amide

Atrazine amide, deethylatrazine. deiso-
propylatrazine amide delsopropylatrazine
simazine amide, chlorodiamino-s-
triazine, ammelie and hydroxyatrazine

GC/MS, LC/MS/MS LSEALE Chiron, 1993 [97]

Diazinen

fosfato (dizoxon)

2-isopropil-6-metil-pirimidin-4-ol (IMP)
and 2-isopropil-6-metilpirmidin-4-i

UV-vis, GCMS LSE/SPME [16.70. 116]

as closely eluted compounds high sensitivity analysis of pes-
ticides studied.

Khummueng et al. [121]. determined residues of nine
fungicides in vegetable samples using GCxGC/NPD. The
studied concentrations range from 1.0 to 1000.0 pg.L. Ex-
cellent linearity was observed for these standards. from
0.001 to 25.0 mg L. The limit of detection (LOD) and limit
of quantification were less than about 74 and 246 ng L™
Identified degradation of one fungicide (ioprodine) was read-
ily observed by the characteristic band response in the 2D
plot, between the parent and the decomposition product. The
study shows that GCxGC/NPD has a potential for the routine
analysis of fungicides i food and vegetables samples. pro-
viding a low LOD and LOQ and a good repeatability and
reproducibility of peak response. Dalluge ef al. [122] too
determimed 58 of pesticides in food extracts using
GCxGC/TOFMS. All pesticides of mterest could be identi-
fied using their full-scan mass spectra. This determination of
pesticides in vegetables extracts as an example. it was dem-
onstrated that GC-GC improves the separation dramatically
and very suitable for the analysis of complex food samples.
The authors discuss when using GCxGC, the analytes of
mterest can be better separated from each other but, what 1s
more mmportant, also from matrx compounds, which tend to
seriously interfere m 1D-GC/MS procedure. Consequently.
the quality of the TOF/MS mass spectra obtamed by GCxGC
1s much better than those obtained with 1D-GC. as was tllus-
trated in this study for serious pesticides. Zrostlikova er al.
[123], determined trace level residues 20 of pesticides in
complex food matrices, using GCxGC/TOFMS . The repeat-
ability of retention time as RS D. ranged from 0.28 to 0.56%
and 0.29 to 0.78% 1 the first and second dimensions. respec-
tively. Good linearity (R = 0.9982-0.9996) was achied in the
concentration range of 5-500ng. mL™" for standards in ethyl
acetate. In this study compared with Dalluge show again
GCxGC/TOFMS has been demonstrated as a powerful tool
for solving the problems with reliable confirmation of pesti-
cides residues at very low concentration levels as required
for the analysis of some types of samples such as baby food.

CONCLUSION

The degradation methods have been extensively used and
proposed as an alternative for the complete destruction of
pesticide residues, or to obtam less harmful compounds
different environmental matrices and especially in water.
The main methods proposed mclude phototrradiation, ad-

vanced oxidative processes (AOP), phytoremediation and
bioremediation. AOP allied with Irradiation was efficient i
the elnunation of harmful pesticide residues and has also
been used to study the degradation products to determine the
kmetics of formation and disappearance of more toxic prod-
ucts and to establish the routes of degradation and their rela-
tive importance.

Chromatographic techmques such as gas chromatography
with mass spectrometer detectors are proposed for the de-
termination of pesticide residues and their degradation prod-
ucts because of the selectivity, sensitivity and relative speed
of analysis. However, liquid chromatography techniques
with mass spectrometer detectors are more suitable for the
analysis of more polar compounds, because the samples are
analyzed directly without the need for derrvatization.

Commonly used extraction processes involving analytical
methods such as LLE, SPE or SPME are associated with the
chromatographic techniques. Considering the use of solvents
and the formation of residues by LLE and SPE methods,
methods using SPME are considered more advantageous.
Moreover. several studies have shown that the SPME tech-
nique 1s selective, rapid and of low cost.
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Abstract The behavior of several pesticides in
aqueous solution, namely bifenthrin, amethrin (pyre-
throid insecticides). endosulfan and endosulfan sulfate
(organochlorine pesticides). disulfoton, methyl pyr-
imiphos, and phorate (organophosphorus pesticides),
submitted to the conditions typically employed in
walter treatment stations was investigated. Continuous
pesticide depletion was monitored by solid-phase
microextraction sampling followed by gas chroma-
tography—mass spectrometry analysis. The influence
of major parameters (sodium hypochloride concentra-
tion, solution pH. and exposure time to ultraviolet
(UV) light) was, thus, adequately established via two
complementary approaches: factonal (2%, three varia-
bles—two levels) and Doehlert designs. Hence, the
sodium hypochloride concentration and the solution
pH produced distinet effects depending on the

pesticide evaluated (for instance, acidic and basic
media caused increasing rates of degradation for the
organophosphorus/pyrethroid and organochlorine pes-
ticides, respectively). Conversely, higher rates of
degradation were achieved for all of the pesticides
investigated when increased exposure times to UV
radiation were employed. Finally, the exposure time
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to UV radiation that lead to complete degradation of
disulfoton and endosulfan sulfate (organophosphorus
and organochlorine pesticides, respectively) in aque-
ous media under ordinary conditions employed in
water treatment stations was established; disulfoton
and endosulfan sulfate were completely degraded
after 10 and 40 h, respectively.

Keywords Organochlorine - Organophosphorus -
Pyrethroid pesticides - Degradation - Sodium
hypochloride - pH - UV irradiation

1 Introduction

Uncontrolled use of agrochemicals, many of which
are banned mm numerous countries, has generated
increasing concern throughout the world as a result
of the irreparable damages to the environment these
substances may cause. It is disconcerting that the
traditional treatment processes are not adequately
efficient at removing these pesticides completely from
the water supplies; therefore, they are distributed and
consumed by the population (Miltner et al. 1989).
Studies have shown that ultraviolet (UV) radiation
(usually employed to mimic solar effects) is capable
of degrading many organic contaminants, including
pesticides (Lunak and Sedlak 1992: Rosenfeldt and
Linden 2007). UV radiation can initiate numerous
chemical reactions, primarily hydrolysis, photolysis,
and oxidation (Pelizzetti 1995). Alternatively, it can
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be absorbed by other molecules (usually water) to
produce highly reactive species, such as hydroxyl
radicals (OIe). solvated electrons. and molecular
oxygen, that promptly attack and destroy target
contaminants (Baxter and Carey 1983). Many pesti-
cides have been degraded upon exposure to UV
radiation yielding products with lower toxicity and
with lesser capability to cause remarkable environ-
mental injuries than the primary precursor (Legrini et
al. 1993: Chiron et al. 1997; Fernandez-Alvarez et al.
2008). Usually, these UV-stimulated degradation
reactions are favored in acidic aqueous solutions
(Liao and Gurol 1995; Ince and Gonenc 1997).
Organophosphorus pesticides (OP), which charac-
teristically bear the reactive P=0 or P=S function-
alities in their structures, are quickly and easily
degraded in aqueous media under ordinary conditions.
For instance, Gratzel et al. (1990) and Doong and
Chang (1997) observed that some organophosphorus
pesticides were completely mineralized in an aqueous
acidic solution (pH 4.5) after 2 h of exposure to UV
light at ambient temperature. In an analogous report,
Saten and Khezrianjoo (2008) verified that the
organophosphorus fungicide. carbezini, underwent
complete mineralization in an aqueous solution (pH
6.73) after 75 min of exposure from a UV lamp.
Additionally, the organophosphorus pesticide, dimeth-
oale, was completely degraded by a number of
microorganisms yielding environmentally harmless
products (Tago et al. 2006; Liu et al. 2004).
Organochlorine pesticides (OC), which contain
highly condensed aromatic rings, carbon—chlorine
bonds, and/or quaternary carbon atoms in their
chemical structures, usually exhibit lower solubility
in water as well as higher stability and resistance
toward degradation than organophosphorus agro-
chemicals (Kerzhentsev et al. 1996; Malato et al.
1999). Additionally, organochlorine pesticides and
their metabolites usually possess extremely high
toxicity as they may inhibit a number of vital
enzymatic processes. Recent studies have elucidated
the effects of UV radiation and pH on the degradation
of this class of pesticides (Duirk and Collete 2006).
For instance, Yu et al. (2007) verified that the
organochlorine pesticides, o-BHC, B-BHC, §-BHC,
y-BHC, cipermetrine, and dicophol, in aqueous media
were completely converted into CO, and HCI at
ambient temperature after 60 min of exposure to UV
light. The authors suggested that the process of

@ Springer

degradation proceeded via attack of the reactive
hydroxyl (OHe) and hydroperoxyl (OOH=) radicals,
generated in situ upon interaction of UV light with
H,0 and atmospheric O, on the target compounds. In
a related report, Oancea and Oncescu (2008) also
verified that in situ generated radicals (including O,e,
CO3+, and HCO;+ among many others) could
promote rapid mineralization of numerous organo-
chlorine pesticides in aqueous media. The relevance
of this subject is verified by other examples in recent
literature that describe the role of UV light and
solution pH on the depletion of organochlorine
pesticides in aqueous media. Studies include, for
example, the research by Masten and Davies (1994),
Zhang and Pehkonen (1999), Oancea and Oncescu
(2008), and Ballesteros Martin et al. (2008).

In the present paper, degradation of the prototype
organophosphorus, organochlorine, and pyrethroid
pesticides (the chemical structures of the pesticides
evaluated herein are shown in Scheme 1) in aqueous
solution induced by important factors employed in a
conventional water treatment station (sodium hypo-
chloride concentration, solution pll, and UV lLight
exposure time) is investigated. The reactions are
monitored by inserting a solid-phase microextraction
(SPME) fiber directly into the reaction vessel and
analyzing the extracted materials by gas chromatog-
raphy—mass spectrometry (GC-MS). To determine the
predominant effects of these factors, as well as
possible interactions between them. a 2° factorial
design (two levels for each of the three factors) with a
central point is constructed. In addition, the experi-
mental data is also used to build response surfaces (via
the Doehlert approach), which aim to estimate the
optimized conditions that furnish the maximum rate of
degradation for each pesticide. Finally, the exposure
time to UV radiation that yields complete degradation
of disulfoton and endosulfan sulfate (organophospho-
rus and organochlorine pesticides, respectively) in
aqueous media under the ordinary conditions
employed in water treatment stations is established.

2 Methodology
2.1 Chemicals

The pesticides, bifenthrin, amethrin, endosulfan,
endosulfan sulfate, disulfoton, methyl pyrimiphos,
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Scheme | Chemical
structures of the pesticides
studied in this paper

Cl

[of
endosulfan sulfate

and phorate, were purchased from Supelco (Belle-
fonte, USA) and were used as received. Stock
solutions of each pesticide were prepared at concen-
trations of 200 mg L' with chromatographic grade
ethanol (Merck, Germany).

2.2 Reactions

Stock solutions were diluted with ultrapure Milli-Q
(Milford, MA, USA) water to final concentrations of
20 mg L' Diluted solutions (50 mL) were then
transferred to glass beakers, and their pH was adjusted
by dropping phosphoric acid, 0.1 mol L™ (Synth, Sao
Paulo, Brazil), or sodium hydroxide, 0.1 mol L™
(Synth, Sao Paulo, Brazil). Specific amounts of pure
sodium hypochlonde (Synth, Sio Paulo, Brazil) were
added to these solutions to achieve the concentrations
as per the factorial designs (see following in this
paper). The resulting solutions were then transferred
to a fabricated chamber where a UV lamp (254 nm,
15 W, Philips TUV GS5T8) was installed. Under
constant stirring, the solutions were subsequently
exposed to UV radiation for specified times (see
following in this paper).

2.3 Sampling

A 100-um polydimethylsiloxane fiber (Supelco, Bel-
lefonte, PA, USA) was selected for the present study
as consistent results were obtained from our labora-
tory in previous works (Silva et al. 1999; Capobiango
and Cardeal 2005; Cardeal and Paes 2006). The fiber
was directly immersed into the aqueous solutions
(15 mL, placed in 20-mL flasks tightly closed with

endosuifan

methyl pirimiphos

Teflon stopeocks) for 30 min at 40°C under magnetic
stirring. To promote desorption of the analytes (the
pesticides and likely their degradation products), the
fiber was inserted into the chromatograph injector (set
at 250°C and running in splitless mode) for 5 min.

2.4 Instrumentation

The analyses were conducted on a GC-MS (Trace
Ultra and Polaris-Q lon Trap, respectively) (Thermo-
Electron, San Jose, CA). The mass spectrometer was
adjusted to operate in the electron ionization (positive)
mode (at 70 eV) with a scan range of m/z 50-650. The
source and transfer line temperatures were set to 2007
C and 275°C, respectively. The helium flow rate was
1.2 mL min '. A HP-5MS capillary column (Agilent,
Germany) with dimensions of 30 m (length) x
0.25 mm (internal diameter) * 0.25 pm (film
thickness) was used. The temperature program was
as follows: 60°C for 2 min, 15°C min ' up to 160°C
(hold time of 10 min), 20°C min"" up to 280°C (hold
! up to 300°C (hold time
of 2 min). The quantification was performed by a
calibration curve with standard solutions in a range of
0.1t020 ug L.

time of 10 min), 10°C min

2.5 Factorial Design

To establish the effects of the three most significant
variables, 1.¢., the sodium hypochloride concentration
(Crnacio)s solution pH, and exposure time to UV
radiation (UVype), on the degradation of the above-
mentioned pesticides (Scheme 1) in aqueous medium,
23 full factorial designs for all of the pesticides were
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constructed. These factorials consisted of 11 experi-
ments that comprised combinations of the variables at
their maximum (+1), minimum (—1), and central point
(0) levels (see, for instance, Table | that shows the
whole set of data regarding the pesticide, phorate).
For the Cnaeio (sodium hypochloride concentration),
the three levels evaluated were: 0 (—1), 2.0 (+1), and
1.0 (0)mg i pH values of 4 (—1), 10 (+1), and 7 (0)
were chosen as the minimum, maximum, and central
points, respectively. The exposure time to UV
radiation (UVme) evaluated were: 30 (=1), 120
(1), and 75 (0O)min. The degradation rates
(responses) were calculated as the reduction in the
GC-MS peak area in relation to that of the mitial
solution of the pesticides. To estimate experimental
error, experiments at the central points were per-
formed 1in triplicate.

Based on the results of the factorial designs,
Doehlert matrices were built to obtain surface
responses (chromatographic peak area as a function
of pH and UVy,,.) for all of the pesticides (Table 2
displays, for instance, the data regarding the pesticide,
phorate). In all of these experiments, Cnacio was
maintained constant at 2 mg L' (its highest level).

Table 1 Full factorial design (2°) showing the responses
(chromatographic peak area) for the pesticide phorate in
aqueous solution degraded under assorted conditions

Number ~ pH* Cracio UV ime Area
(mg I; 2 (min)® (mV)
1 4(-1) 0(-1) 30(-1) 1,335,783
2 10 (+1) 01 30 (-1) 1239905
3 4(-1) 2 (+1) 30(-1)  7.646
4 10 (+1) 2 (+1) 30 (-1) 762,802
5 4(-1) 0(-1) 120 (+1) 763,055
6 10 (+1) 0(-1) 120 (+1)  1.040,700
7 4(-1) 2 (+1) 120 (+1)  1.064.813
8 10 (+1) 2 (+1) 120 (+1) 777,701
9 7(0) 1(0) 75 (0) 759,528
10 7(0) 1 (0) 75 (0) 762,019
11 7 (0) 1 (0) 75 (0) 2.486

The experiments (such as the ones shown in
Tables 1 and 2) were performed in random order. A
confidence interval of 95% was used to determine the
most significant effects. The calculations, including
Pareto's plots and response surfaces, were carried out
by Statistica software, version 6.0.

3 Results and Discussion

Full factorial designs (2%) were built to directly
estimate the influence of the most significant param-
eters (variables), i.e., the sodium hypochloride con-
centration (Cnacio). solution pH (pH), and exposure
time to the UV radiation (UV ), on the degradation
of the pesticides, bifenthrin, amethrin (pyrethroids),
endosulfan sulfate, endosulfan (organochlorines), di-
sulfoton, pyrimiphos-methyl, and phorate (organo-
phosphorus), in aqueous media.

A typical full factorial design (2%) and the
corresponding responses (chromatographic peak
areas) for the pesticide, phorate, is shown in Table 1.
Identical factorial designs (not shown) were also built
for the other pesticides. The values for the three
variables were chosen aiming to simulate a water
treatment station or even to mimic the conditions
found in a natural environment.

From the data of such factonal designs, Pareto's
plots for each pesticide were obtained (see, for
mstance, Fig. 1 that shows Pareto's plots obtained
for the pesticides, endosulfan and phorate). Pareto's

Table 2 Doehlert matrix showing the real and coded (between
parenthesis) variables (UVyne and pH) with the respective
responses (chromatographic peak area) for the pesticide phorate

The values between parenthesis refer to the coded values of the
variables at their minimum (—1), maximum (+1), and central
points (0)

*Cuacio = sodium hypochlorite concentrate

5 pH = solution pH

“UVime = exposure time to the UV radiation

@ Springer

Number UViime (min)? pH® Area (mV)
1 90 (-0.5) 7 (+0.866) 104.821

2 150 (+0.5) 7(+0.866) 50833

3 60 (—1) 4.5 (0) 553,296

4 180 (+1) 4.5 (0) 175,624

5 90 (=0.5) 2(-0866) 197715

6 150 (+0.5) 2 (-0.866) 190,506

7 120 (0) 4.5 (0) 174,639

8 120 (0) 4.5 (0) 51,603

9 120 (0) 4.5 (0) 32,786

“UVime = exposure time to the UV radiation
"sH = solution pH
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Fig. 1 Pareto's graphs related to the degradation of the
following pesticides in aqueous media: (a) phorate and (b)
endosulfan. These plots were constructed based on the results

graph indicates the magnitude and significance of the
effects of each single variable, as well as higher
interactions, and contains a reference line so that any
effect that goes beyond this line is potentially
important (a confidence level of 95% was used
herein). The results show that each pesticide analyzed
has a unique behavior. Hence, for bifenthrin (pyre-
throid) and disulfoton (OP), a negative effect of
Cracio (the only significant variable) indicated that
higher values of Cyucio vielded lower degradation
rates (higher chromatographic peak areas). For methyl
pyrimiphos (OP), a positive effect of pH (again the
unique significant variable) on the response meant
that lower degradation yields (greater chromatograph-
ic peak areas) were achieved at higher pH values
(basic medium). On the other hand, the degradation of
endosulfan (OC) was significantly affected by pH
(higher values of pH, basic media, enable higher rates
of degradation), by the secondary interaction UV ;. *
Cracio. and also by the tertiary interaction UV x
Crnacio * pH. A negative effect was observed for
UVime for phorate (OP), which means that higher
degradation rates (lower chromatographic peak areas)
are obtained by increasing the exposure time to UV
radiation. The other pesticides evaluated (amethrin
and endosulfan sulfate) appeared not to be signifi-
cantly affected by any variables, at least in this
experimental domain.

As revealed by the results herein described. the
effects of pH, UV e, and Cnacro were not identical
for each pesticide. To gain new insight mto this

2by3
1423
(2)NaClo
1by2

p=.05
Effect Estimate (Absolute Value)

achieved from the factorial design of each pesticide (see, for
instance, Table 1 that shows the data matrix for the pesticide,
phorate)

matter, Doehlert matrices were, thus. constructed, and
surface responses (degradation rate as a function of
pH and UV;,.) were drawn to determine the values
of both parameters to maximize the rate of degrada-
tion for each pesticide within the experimental scope
mvestigated. In these experiments, a Cyyco 0f
2 mg L', the same concentration commonly used in
water treatment stations was employed. Furthermore,
the experimental ranges chosen (Table 2) for the pH
variables, from pH 2 (acidic) to 7 (neutral), and a high
amount of UVime ftom 90 to 150 min, reflect the
conditions commonly found in water resources in a
tropical country, such as Brazil. Table 2 comprises a
Doehlert matrix with the corresponding responses
(chromatographic peak area) for the degradation of
the pesticide, phorate. Identical designs (not shown)
were also built for the other pesticides. Based on these
data, response surfaces were then obtained for each
pesticide, and the result for phorate is shown in Fig. 2.

Note that, in Fig. 2, a point of minimum (corre-
sponding to a maximum of degradation) in the surface
response was observed with the following coordi-
nates: pH=4 and UVp,.=140 min. This finding is
consistent with the results described in a previous
study (Acero et al. 2008), which reported that
organophosphorus pesticides (including phorate) were
more easily degraded in acidic media when exposed
to more UV light. Contrary to the result obtained for
phorate. the response surfaces for the other pesticides
(not shown) displayed no apexes. However, as a
general trend, these surfaces indicated that the
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Fig. 2 Response surface (chromatographic peak area as a
function pH and UV ,,,.) for the pesticide phorate

degradation of all of the pesticides was favored by
longer UVie. Furthermore, these drawings also
revealed that the degradation of pyrethroid (amethrin
and bifenthrin) and organophosphorus (methyl pyr-
imiphos and disulfoton) pesticides tend to be im-
proved in acidic conditions. Conversely, the depletion
of the organochlorine pesticide (endosulfan sulfate)
seemed to be enhanced at a higher pH (slightly basic
medium). Finally, the attainment of surfaces with top
points (truly optimized responses) for all of the
pesticides would demand the execution of additional

assays with an expanded experimental scope. These
extra trials were not performed herein.

3.1 Complete Degradation of the Prototype
Organochlorine and Organophosphorus Pesticides
under the Typical Conditions Employed in Water
Treatment Stations

Experiments with typical conditions employed in
water treatment systems were conducted to determine
the exposure time to UV radiation that would produce
complete degradation of prototype pesticides in
aqueous solution. The following pesticides were
selected for this study: endosulfan sulfate and
disulfoton (organochlorine and organophosphorus,
respectively). Aqueous solutions of these pesticides
at pH 2, 4.5, and 7 and with a sodium hypochloride
concentration of 2 mg L' were prepared and were
irradiated with UV light. The depletion of these
pesticides was continuously monitored during 60 h
(via the SPME-GC/MS approach as described in the
Section 2), and the results are shown in Fig. 3.

The results indicated that complete degradation of
each pesticide was achieved roughly at the same time
regardless of the solution pH. In addition, complete
degradation of disulfoton was reached in a much
shorter exposure time (ca. 10 h) than endosulfan
sulfate (ca. 40 h). Similar results were reported by
other authors (Bali et al. 2003). who also verified that
under identical experimental conditions (in an acidic
media) organophosphorus pesticides tend to be much
more susceptible to degradation than organochlorine
varieties. The explanation for this unusual behavior is

a 120 b 120
-:.=-7'=‘j’f_"..:-—-—-: ——
100 Lk Y a 100 S
& : _,,q_—'.!—'":‘ ' ’""_‘_é‘__;g_:-..-ﬁ-"‘ L]
- - e
£ 80 {Am '._/‘ 2 a0 ._.-;".;V
€ "
5§ | X § |
S 6047 w 60 A
-] - - spH=2
3 we2 | G P, P
2 wib wpH=45 .5,;40 ‘A spH=45
g ApH=7 (=] ApH=T
20 {* 20
. 1l
0 20 40 60 0 20 40 60
Time UV (h) Time UV (h)

Fig. 3 Degradation of the pesticides, disulfoton (a) and endosulfan sulfate (b), in aqueous solution (at pH 2, 4.5, and 7) monitored as
a function of exposure time to the UV radiation. The sodium hypochloride concentration used in all of these assays was 2 mg L !
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probably related to the the P=0 and P=S function-
alities, present in the chemical structures of the former
pesticides, which can be easily attacked by a number
of reactive species, such as hydroxyl radicals,
probably formed under these reaction conditions
(Acero et al. 2008).

However, Acero et al. (2008) apparently obtained a
distinet result during the investigation of the degra-
dation of three organophosphorus pesticides (chlor-
pyriphos, chlorphenvinfos, and diazinon) by gaseous
chlorine in aqueous solution at slightly basic and
acidic conditions and in a temperature range from 11
to 30°C. After 4 h of exposure to an UV source, the
pesticides were completely destroyed. The authors
concluded that the species, HOCI (hypochlorous
acid), formed under these mild conditions upon the
reaction between Cl; and H>0, played a major role in
this process. This noticeable discrepancy relative to
the results obtained herein is certainly associated to
the distinct conditions employed in both experimental
designs.

4 Conclusions

The influence of major parameters (sodium hypo-
chloride concentration, solution pH. and exposure
time to UV light), which are proven to be essential in
attaining pure water in treatment stations, on the
degradation of the following prototype pesticides:
bifenthrin, amethrin (pyrethroid), endosulfan, endo-
sulfan sulfate, (organochlorine), disulfoton, methyl
pyrimiphos, and phorate (organophosphorus), was
evaluated. Depletion of the pesticides was conve-
niently monitored by SPME-GC/MS, which proved
to be a sensitive and reproducible approach. The
experiments were rationally planned by applying
factorial designs to evaluate the influence of each
variable. Response surfaces (degradation rate as a
function of pH and UVinye) were also drawn via the
construction of Doehlert matrices. As a general trend,
these data indicated that the degradation of the
pesticides was favored by longer exposure times to
UV radiation. Conversely, the degradation of the
pyrethroid/organophosphorus and organochlorine pes-
ticides appeared to be improved by acidic and basic
media, respectively. The total degradation of two
prototype organochlorine and organophosphorus pesti-
cides (endosulfan sulfate and disulfoton, respectively)

under the conditions usually emploved in water
treatment stations was also accomplished. The results
revealed that the organochlorine pesticide was much
more persistent than the organophosphorus agrochem-
ical. The present study, thus, demonstrated that the
degradation of the pesticides in natural waters, espe-
cially when submitted to lower pH and exposed to
solar radiation, can be strongly enhanced.
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