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INTRODUGAO

A crescente utilizagao dos biocdidas naturais ou sintéticos no con
trole das pragas tem provocado uma ampla contaminagéo ambiental pe
los seus residuos. Dentre @& varios pesticidas sintéticos utiliza
dos, os organoclorados, devido a sua persisténcia e facilidade de
bioacumulagao, tém demandado extensSos estudos para o conhecimento
de seus reais efeitos ‘Sebre @spséres humanos. A bioacumulagao em or
ganismos aquaticos, através da cadeia alimentar, conduz a. fatores
de concentragéo da_ordem dejcem mil vezes o valor originalmente pre
sente na égua. QRuando absorvidos pelo corpo humano, nao sendo rapi
damente metaboliZzados, acumulam-se nos tecidos gordurosos. Apesar
de serem utilizados/ha degadas, seus efeitos sobre o homem, em bai
xas concentraCoes,/nao s@o perfeitamente conhecidos, acreditando-se
entretanto que exergam agéo cancerigena. '

0 metodo méis comumente empregado para a determinagao de pesticidas
organocloerados glo da cromatografia gasosa, com detector e processo

de separagéo apropriados.

1 OBJETIVO

1.1 A presente Norma prescreve o método de determinagao de = resi
duos de pesticidas organoclorados em sedimentos, por cromatografia

gasosa, empregando-se detector de captura de eletrons.
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1.2 Este metodo se aplica a faixas de concentragéo variaveis para

cada pesticida, sendo que a faixa ideal de trabalho ¢ da ordem de

ng/kg.

2 NORMA COMPLEMENTAR

Na aplicagao desta Norma e necessario consultar:

- CETESB L5.144 - Agua - Determinacao de residuoshde pesticidas

organoclorados.

3 DEFINICOES

Para os efeitos desta Norma e adotada a segudnte definigéo:

Grau Pesticida

Expresséo da pureza de um reagente que apresenta 10_9% de residuo

. -8 z .
expresso como aldrin e 10 % de residuo expresso ¢omo paration.

4  APARELHAGEM

4,1 Consultar os itens 3.1, 3.2, 3.3, 3.4en3.5 da Norma CETESB
15.144,

4,2 Frascos de coleta, capacidade denl kg4 vidro ambar, com boca
larga e tampa de vidro esmerilhada,jou de teflon; Alternativamente,
pode-se utilizar papel de aluminio entre a boca do frasco e a tam

pa, quando esta nao for de vidro ou teflon.
4.3 Funis com diametro dé 110 mhpyedé haste longa.

4.4 Funis de separagéo, de 500 e 250 mL de vidro borossilicato,com

tampa e torneira de tefilon.

4.5 Mufla.

4.6 Dessecador.

4.7 Cadinho de poreeiana.

4.8 Agitador @mni Sorvall com camara de 400 mL.

4.9 Micro-segringasjide 5 ou 10 uL.

4,10 Provetas“de 100, 250 e 1 000 mL, de vidro borossilicato.

5 EXECUGAO DO ENSAIO

5.1 Principios gerais
Consultar o item 4.1 da Norma CETESB 1L5.144.
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5.2 Principio do metodo

Amostra de sedimento é parcialmente seca e extraida por eluigéo em
coluna com uma mistura de acetona/hexano (1:1). O extrato e lavado
com agua para remover a acetona. O extrato & desidratado, concentra
do a um volume adequado, fracionado em coluna de Florisil, e feito
se necessério, eliminagéo de enxofre e finalmente analisado por cro

matografia gasosa.

5.3 Interferentes

5.3.1 Consultar itens 4.3.1, 4.3.2, 4.3.8, 4.3.4 da Norma CETESB
L5.144.

5.3.2 Interferencia de enxofre

Enxofre elementar e encontrado na maioria @&pamostras de sedimen
tos, algas marinhas e residuos industriaisé A solubilidade de enxo
fre em varios solventes € muito semelhante, aos pesticidas organoclo
rados; portanto, o enxofre seguel juntofleom ‘Os pesticidas durante a
extragao e '"clean-up". O enxofre intgrfere nas analises de pestici
das organoclorados por cromatografia gasosa com detectores de captu
ra de eletrons, fotométrico de chama operado no modo S ou P e detec
tor de condutividade eletndlitieapCoulson. Se o cromatografo a gas
e operado em condigoes normais para analise de pesticida, a interfe
rencia de enxofre pode mascarar completamente a regiao do pico do

solvente atée o aldrin.

5.4 Reagentes e materiails

5.4.1 n-hexano, CH3(CH2)4CH3, grau pesticida.

5.4.2 Acetona, CHSCOCHB,

5.4.3 Diclorometano, CHZClz, grau pesticida.

grau pesticida.

Nota: A cada novoi{lote Ou quando houver suspeita de contaminagao,
concefitrar 200 '@ 300 mL até quase secura emKuderna-Danish,ter
minar de/evapoprar em fluxo de nitrogenio, diluir com o solven
tellde trabalho e injetar no cromatégrafo, nas mesmas condi

goes dajamostra.

5.4.4 Eter etilico, (CH4CH,) ,0, grau pesticida.
Consultar nota do item 4.4.4 da Norma CETESB L5.144. -

5.4.5 Fases liquidas: 0V-210 5%, OV-17 (ou SP 2250) 1,5% mais QF-1
(ou SP 2401) 1,95%, QF-1 6% mais SE-30 4%, OV-1 3% e outras.
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5.4.6 Sulfato de sodio, Na,S0,, anidro, p.a.

Calcinar o sal em mufla (previamente aquecida a 1 OOOOC) a 500°¢C
durante 12 horas e;guafaézib em dessecador de silica. Verificar a
presenga de interferentés, passando cerca de 200 mL de solvente de
extragao atraves de 30 a 40 g do sal, concentrando o volume em rota
vapor e depois com fluxo de nitrogénio até o volume de 1 mL e inje

tar no cromatégrafo nas mesmas condigSes da amostral

5.4,7 1Iso-octano, (CHS)BCCHZCH(CH3)2, grau pesticida.
5.4.8 Acetato de etila, CHSCOOCHZCHS, grau pegticida.
5.4.9 Alcool etilico, CH30H2OH, grau pesticidda.

5.4.10 Solugao diclorometano/n—hexano, 15% V/v.

5.4.11 Solugao acetona/n-hexano (1:1).

5.4.12 Solucdo saturada de sulfato de sodib.

5.4.13 Nitrogénio ultra-puro, isento_.de oxigehio e de umidade.

5.4.14 La de vidro,pré extraida cof diclérometano em extrator Soxh
let.

5.4.15 Papel de filtro, tipo Whatman ng2 40, com diametro de 150 mm.
" Lavar o papel, deixando-o imergo em fi=hexano e, em seguida, em um
solvente polar; seca-lo no ddssecador. Consultar o item 5.4.6 para

verificar a presenga de intenferentes:

5.4,16 Florisil, 60/100 mesh. Cal@inar o Florisil a 67500 durante
12 horas e guardé—lo em fraseo, escuro, em estufa, a 1800C.Esfrié—lo
em dessecador de silica antes de, usar. Verificar a presenga de in

terferentes, conforme, descritono item 5.4.6.

'5,4,17 Consultar o8 itens 4.4.10, 4.4.11, 4.4.12 e 4.4.14 da Nor
ma CETESB 1L5.144,.

5.5 Lavagem preliminar

Toda a vidraria enmpregada na coleta de amostras e na analise deve

ser lavada e /ftratadaficonforme as instrugSes do Anexo A.

5.6 Coleta da“amostra

Amostras de sedimentos de fundo e lodos sao coletadas com equipamen
to espééial, como por exemplo, draga de Ekmann (Figura 1), draga de
Petersen (Figura 2), amostrador de Surber (Figura 3) e transferidas
para frascos de boca larga com tampa de teflon. Alternativamente u

tilizar frascos de boca larga com tampa esmerilhada ou em casos de

tampa de pléstico utilizar folha de aluminio entre a boca do frasco
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e a tampa.

5.7 Procedimento

5.7.1 Consultar os itens 4.7.1, 4.7.2, 4.7.4, 4.7.5, 4.7.6 e 4.7.7
da Norma CETESB L1L5.144.

5.7.2 Preparagao da amostra e extragao

5.7.2.1 Decantar e descartar a fase aquosa do sedimento." " Misturar
o sedimento para obter uma amostra tao homogénea quanto possivel e
transferir para uma travessa para secar parciabmente ao ar por 3

dias a temperatura ambiente.

Nota: O tempo de secagem varia consideravelmente de acordo com o ti
po de solo e condigoes de secagem. Paralsecld arenoso e sufi
ciente secagem por um dia, enquanto _a lama requer peldo menos
tres dias. O lodo e sedimento estao suficientemente secos quan

do a superficie comegar a rachar.

5.7.2.2 Pesar 50 g de amostra parcialmente 'seca na camara de 400 mL
do agitador Omni. Adicionar 50 /g de Na2804 e misturar bem com uma
espétula. Deixar em repouso agiftando esporadicamente por aproximada:

mente uma hora.,

Nota: Como os calculos finéis saeolfeitos na base seca, e necessario

neste ponto fazer um teste de \porcentagem de solidos totais
na amostra que esta\sendo exgraida para a determinagao de pes
ticidas. Imediatamente apés pesar 50g de amostra para a extra
gao, pesar 5 g de sedimento parcialmente seco num cadinho,pre
viamente tarado. Detepminar a porcentagem dos sélidos, secan
do-se por uma noite ém estufa a 103°C. Deixar esfriar num des

secador por meia hora antes de pesar.

5.7.2.3 Colocar a gamaraflde 400 mL a um agitador Omni ou Sorvall e
ligar por cerca del 20 sdgundos. A amostra devera estar fluindo 1i

vremente negteponto.

5.7.2.4 TransferdwrPay amostra para uma coluna cromatografica. Lavar
a camara‘‘com pequenas porgoes de hexano e adicionando o solvente de

lavagem na coluna.

5.7.2.5 Eluir a coluna com 250 mL de acetona/n-hexano (1:1) a um

fluxo de 3 - 5 mL/min num beéquer de 400 nL.

5.7.2.6 Concentrar o extrato da amostra para cerca de 100 mL com

fluxo de No gasoso, a temperatura nao maior do qQue 55°C. Transferir
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a um funil de separagao contendo 300 mL de égua destilada e 25 mL

de solugao saturada de Na2S0,, .

5.7.2.7 Agitar o funil de separagéo por 2 minutos. Drenar a fase
aquosa para um béquer limpo e a fase organica para um funil de sepa

ragao de 250 mL limpo.

5.7.2.8 Transferir a fase aquosa de volta ao funil de Separacao de
500 mL e reextrair com 20 mL de diclorometano a 15% em ncfhexano agi

tando-se o funil por 2 minutos. Deixar separar as fases.

5.7.2.9 Descartar a fase aquosa e combinar o8 extratos organicos

dos itens 5.7.2.7 e 5.7.2.8 no funil de sepafracao de 250 mL.

5.7.2.10 Lavar o extrato combinado do solvente“agitando com 100 mL
de égua destilada por 30 segundos. Descartar a égua de lavagem e
relavar o extrato com mais 100 mL de égua destilada, descartando es

ta fase.

5.7.2.11 Em um funil de haste ldnga, eontendohum pouco de la de vi

dro, colocar cerca de 1,3 cm de Na2304 ativado.

5.7.2.12 Passar o extrato organicehatraves/do funil com Na,S0, e
coletar em um frasco K-D conectado a“umagampola de 10 mL, lavar com

3 porgoes de 5 mL cada de n-héxano eicoletar no mesmo frasco.

5.7.2.13 Conectar a coluna Snyder no frasco K-D e por o sistema num
banho-maria concentrando ¢ exXxtrato a @aproximadamente 5 mL. Acabar
de concentrar o extrato compfluxe ' de nitrogenio gasoso,até quase a

secura e depols completar o velume a 1 mL com iso-octano.

5.7.3 Eliminagao de dnfemferentes com coluna de florisil

Seguir o mesmo procegdimento do item 4.7.5 da Norma CETESB L5.144.

5.7.4 Eliminagao/de enXofre

Se houver indicad@dpdd presénca de enxofre atraves das injegoes no
CG do extrato final, fazer a sua remogao seguindo o procedimento in

dicado abaixo4

5.7.4.1 Concentrar o extrato no tubo concentrador ate exatamente

1,0 mL com fluxgo de N2 £aso0so a temperatura ambiente.

Nota 1: Se a concentracgao de enxofre for tal que ocorra cristaliza
950, transferir cuidadosamente 500 ulL do extrato sobrenadan
te (ou um volume menor que o depésito de enxofre for muito
alto) num tubo de vidro conico de contrifuga de 12 mL gra

duado. Adicionar 500 pL de iso-octano.
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Nota 2: Se o enxofre cristalizar apos concentracgao dos eluatos de
6% e 15% da coluna de florisil sera@o necessarios também, um

tratamento com cobre.

5.7.4.2 Adicionar pequenos pedagos de cobre eletrolitico, fechar

e misturar vigorosamente um minuto num agitador Vortex.

’

Nota: Se for necessario tratar o cobre eletroliticoe para remover O
xidos superficiais, deixar em contato com HNO3 por 30 segun
dos. Decantar o acido, lavar varias vezes comjagua destilada

e finalmente com acetona. Secar sob fiuXo de N2 gasoso.

5.7.4.3 Transferir cuidadosamente 500 plf{ do sobrenadante do extra
to tratado para um tubo concentrador de 100mL. Uma injegao no CG nes
te ponto dara informagao a respeito da diluigaepésterior do extra

to para quantificagao.

Notal: Certos pesticidas serao também degradados por esta técnica co
mo o clorobenzilato e o heptacloro.| €ontudo, estes pesticidas
nao sao frequentemente endontradds, em amostras de sedimentos
rotineiros, pois facilmente sofrem degradacao noambienteaqué

tico.

Nota2: A eliminagao de enxofregpede ser tambem feita com mercﬁrio,pg
rém, em virtude da maior toxicidade do mercurio e devido aos
valores encontrados de efeit@ de exposigao dos pesticidas or
ganoclorados (Tabela 2) ao mercurio e cobre optou-se pelo uso

do cobre.

6 RESULTADOS

6.1 Fator de diduigao

Se o extrato organico for:
a) concefitradg parafl mL, o fator de diluigao D, sera igual a
1;
b) cofAcentrado para valores menores que 1 mL, o fator de dilui
gao seragumalfragao decimal;
c) ‘didruido para valores maiores que 1 mL, o fator de diluigao

D, sera,um numero maior do que 1.

6.2 Calculo

6.2.1 Determinar a porcentagem de solidos na base seca:

% sol. base seca =,100 x grama de amostra seca

grama de amostra
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onde:

grama de amostra seca = é o peso da amostra seca em estufa a 103°C,
por uma noite

grama da amostra =€ o peso da amostra seca parcialmente ao ar

por 3 dias a temperatura ambiente

6.2.2 Determinar as concentragdes de pesticidas por comparagao di

reta com o padrao quando o volume de injegao e a regposta estiverem

dentro de 10% daguela da amostra de interesse.
6.2.2.1 Calcular a concentragao do pesticida pél@ formuda:

A.B.C.D.
E.F.Gs

ng/kg de pesticida =

onde:

= massa do padrao de pesticida, em ng

= altura do pico da amostra, em mm, ou areay em mm’
= volume do extrato, em pL

= fator de diluigao

= altura do pico do padrao, em mm, ou Areaj em mm’

£ I < B w B @ B w o B 4
]

= volume do extrato injetado, em wL

G = massa da amostra extraida, em mgpycorrigida conforme item 6.2.1.

6.2.2.2 Expressar os resulta@os em micrograma por quilograma (ug/

/kg), da amostra em base seca.

6.2.2.3 A area do pico € dadapor:

A=hxd
onde:
A = area do pico. em ‘mm®
B = altura do pico,/em mm
d = largura do pico (medida na metade da altura), em mm.

/FIGURAS
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FIGURA 1

FIGURA 2 - Draga de Petersen
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- Amostrador de Surber
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TABELA 1 - Efeito de exposicao de pesticidas a mercUrio e cobre

Compostos

% de recuperagao baseada na média de

testes em duplicata

Mercurio

BHC

Lindane

Heptachlor

Aldrin .
‘Heptachlor Hepdxido
p,p'-DDE

Dieldrin

Endrin

DDT

Chlorobenzilate
Arochlor 1254
Malathion, Diazinon,
Parathion, Ethion,

Trithion

81,2
75,7
39,8

104,3

/TABELA 2
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TABELA 2 - Retencgao relativa a aldrin devéfiespesticidas organoclo

rados
) 1,5% OV-17 5% 3% 6% QF-1
Fase liquida* + +
1,95% QF-1 ov-210 ov-1 14% SE-30
Temper?ggga da coluna 200 180 180 : 200
Flugo do gio deamraste | o Oy | 60
Pesticida : RR RR RR RR
a-BHC 0,54 0,64 0,35 0,49
PCNB 0,68 0,85 0,49 0,63
lindane 0,69 0,81 0,44 0,60
dicloran . 0,77 1429 0,49 0,70
heptacloro 0,82 0,87 0,78 0,83
aldrin 1,00 1,00 1,00 1,00
heptacloro epoxido 1 /54 1,93 1,28 1,43
endossulfan I 1,95 2,48 1,62 1,79
p,p'-DDE 2,23 2,10 2,00 1,82
dieldrin 772,40 3,00 1,93 2,12
captan 2,59 4,09 1,22 1,94
endrin 2,93 3,56 2,18 2,42
o,p'-DDT ’ 3,16 2,70 2,69 2,39
p,p'-DDD 3,48 3,75 2,61 2,55
endossulfan II 3,59 4,59 2,25 2,72
p,p'-DDT » 4,18 4,07 3,50 3,12
mirex 6,1 3,78 6,6 4,79
metoxicloro 7,6 6,5 5,7 4,60
Aldrin (min) 3,5 : 2.6 4,0 5,6

* Colunasfde vidro, 180 cm x 4 mm D.I., suporte solido Gas-Chrom Q,
100/200 mesh.

/ANEXO A
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ANEXO A - LIMPEZA E TRATAMENTO DE MATERIAIS

A-1 Vidraria

As etapas comumente empregadas na limpeza de vidraria sa0:

A-1.1 Lavar, inicialmente, com solvente organico (acetona) para re
mogao grosseira de residuos, quando as vidrarias_tiverem sido utili

zadas ccm amostras sabidamente contaminadas.

A-1.2 Imergir em detergente ou equivalénte. O mais Comumente empre

gado é o Extran MA-O, alcalino da Merck, emb@ra@ipossalser utilizado
gualquer outro detergente, desde que nao dontenha cempostos orgéni
cos que interfiram na analise cromatografiea. Opcionalmente, pode-

se usar uma solugao aquosa alcalina 2,5%.
A-1.3 Lavar bem com agua de torneiral eldeixar escorrer bem.

A-1.4 Imergir em mistura sulfocromica pord 80 minutos. Tomar precau

goes rigorosas no manuseio desta solucgao.

A-1.5 Lavar muito bem com égua de torneiba ‘e depois com égua desti

lada deionizada.

A-1.6 Lavar novamente com solventéporgénico quando a vidraria ti

ver sido utilizada com amostfras sabidamente contaminadas. Utilizar

acetona ou outro qualquer/de grau pesticids.

'A—1.7 Secar em estufa.

A-2 Micro-seringas

Deixar seus componentes imersos em solventes orgénicos de diferen

tes polaridades, empregando ultra-som.

/ANEXO B






CETESB/L5.023 19

ANEXO B - PADRONIZAGAO DA COLUNA DE FLORISIL POR AJUSTE DE MASSA BA
SEADO NA ADSORCAO DE ACIDO LAURICO

Um método rapido para determinar a capacidade de adsorgao de  magné
sio/silica-gel é baseado na adsorgao de acido laurico de solugao de
hexano. Usa-se um excesso de acido laurico e a quantidade nao adsor
vida é medida por titulagao com alcali. A massalde a@i@ogleurico ad
sorvido € usado para calcular, por simples proporgéo, as quantida
‘des equivalentes de gel para lotes com diferentes capacidades adsor

tivas.

. B-1 Reagentes

B-1.1 Alcool etilico, USP ou absoluto, neutralizZado com fenolfta

B-1.2 Hexano, destilado em aparglhagem teda de vidro.

B-1.3 Solugao de acido laurico:gfransferin 10,000 g de acido 1éuri

co para um balao volumétrico de/ 500 mL, dissolver em hexano e dai
luir para 500 mL (1,00 mL = 20 mg).

B-1.4 Indicador fenolftaleina: dissélver 1 g em alcool e diluir pa
ra 100 mL.

‘B-1.5 Hidroxido de s6dio|0,05 N: diluir 25 mL NaOH 1 N para 500 mL

com égua destilada. Padronizar como segue:

o ~ pesar de 100 a 200 mg de acido laurico dentro de um erlen
meyer de 125 mL, adiéionar 50 mL de.élcool etilico neutra
lizado e 3Wgotas _de Xfenolftaleina indicador, titular ate o
ponto final permanente e calcular os mg de acido latrico

por mL NaOH Acerca de 10 mg/mL).

B-2 Procedimento

B-2.1 Trangferir 2,000 g de magnésio/silica—gel para um erlenmeyer

de 25 mL ¢com tampa de vidro.

B-2.2 Cobrirlcom uma folha de aluminio e aquecer por uma noite, a
130°C.. Fechar, esfriar a temperatura ambiente e adicionar 20 mL de
solugao de acido laurico (400 mg), fechar e agitar ocasionalmente du

rante 15 minutos.

B-2.3. Decantar o adsorvente e pipetar 10 mL do sobrenadante paré

um erlenmeyer de 125 mL.
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B-2.4 Adicionar 50 mL de solugao alcoolica neutra e 3 gotas de so

lugao indicador fenolftaleina; titular com NaOH 0,05 N até ponto fi

nal permanente.

B-3 Calculo do acido laurico e ajuste da massa na coluna

B-3.1 Calcular a quantidade de Acido laurico adsoryido no gel como
segue:
- valor de acido laurico = mg acido laurico/g gelf= 200 - (mL

necessarios para titulagdo x mg acido laweico/mLINaOH O,05N).

B-3.2 Para obter a quantidade equivalente dej/qualquerilote de gel,

dividir 110 pelo valor de acido laurico e muitiplicar por 20 g. Ve

rificar a eluicao dos pesticidas pelo procedimentejjabaixo.

B-4 Teste para modo de eluigao e recuperagao dé pesticidas

Preparar uma mistura contendo, aldrin, heptacl¥oro epéxido, p'p'-DDE,
dieldrin, paration e malatioﬁ. Dieldrdn"e paration devem eluir no
eluido de 15%, tragos de malation ng eluido @& 50% e outros no elui
do de 6%.

/ANEXO C
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