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palavras-chave

Resumo

aldrin, solos, extraccdo assistida por ultra-sons, tensioactivos

Nas ultimas décadas, o uso abundante de pesticidas tem sido uma das
alternativas mais viaveis e eficazes no combate a pragas. No entanto, estes
compostos representam um problema para a salde publica e meio ambiente,
devido aos seus efeitos tdxicos que se reflectem na bioacumulagdo ao longo
da cadeia alimentar. Com este trabalho pretendeu-se estudar a extraccdo do
aldrin, um insecticida organoclorado, de solos. Foram realizados estudos,
mediante extraccdo assistida por ultra-sons, com solucBes de diferentes
tensioactivos e solventes organicos como extractantes, tendo sido
seleccionados a mistura de tensioactivos POLE:Brij76 7:3, a 5% (m/v), e o
acetato de etilo. As determinag8es do pesticida foram feitas por HPLC-UV. De
um modo geral as recuperacdes obtidas com o acetato de etilo foram mais
elevadas que do que as obtidas com os tensioactivos. No entanto, os
solventes organicos apresentam inimeras desvantagens, entre as quais
elevado custo, toxicidade e maior variabilidade dos resultados. Foram ainda
testadas outras metodologias de extraccao do aldrin de solos, nomeadamente
a utilizacéo do ponto de turvacéo dos tensioactivos.






keywords

abstract

aldrin, soils, ultrasound-assisted extraction, surfactants

In recent decades, the abundant use of pesticides has been one of the most
viable and effective alternatives in combating pests. However, these
compounds pose a problem for public health and environment due to its toxic
effects as reflected in bioaccumulation along the food chain. In this work it was
studied extraction of aldrin, an organochlorine insecticide, from soil. Studies
were conducted, by ultrasound-assisted extraction, with solutions of different
surfactants and organic solvents, as extracting agents, and it were selected the
mixture of surfactants POLE: Brij76 7:3, 5% (w/v) and ethyl acetate.
Determinations of pesticide were made by HPLC-UV. In general, recoveries
obtained from ethyl acetate were higher than those obtained with surfactants.
However, organic solvents have many disadvantages, including high cost,
toxicity and greater variability of results. It was also tested other methods for
extracting aldrin from soils, including the use of cloud point of surfactants.
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CAPIiTULO 1

INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o aumento significativo da utilizacdo de pesticidas, originou
melhorias na qualidade dos alimentos, € na manutengdo das culturas [1]. Conseguiu-se
assim, aumentar a produtividade e consequentemente baixar os custos de producdo dos
produtos alimentares, o que contribuiu para o desenvolvimento economico dos paises. Em
contrapartida, o uso abusivo e a venda indiscriminada dos pesticidas aumentou a
preocupacdo da comunidade cientifica, e da populacao em geral, acerca dos seus potenciais
efeitos adversos. Neste sentido tém-se feito esfor¢os para diminuir a sua utilizagdo, através
do uso de pesticidas biodegradaveis, ou outros produtos naturais para esse efeito. Apesar
da diminuicdo do uso destes poluentes, as quantidades de pesticidas presentes no meio
ambiente ainda sao significativas, podendo afectar a populacdo humana, uma vez que esta
se encontra no topo da cadeia alimentar. Desta maneira, ¢ importante estudar modos de
extraccdo de pesticidas (para posterior determinacdo), ndo s6 para verificar os niveis
presentes em cada compartimento ambiental (atmosfera, solo, dguas), mas também em
alimentos, animais, etc., de modo a avaliar o nivel de contaminagdo e o potencial efeito

adverso.



Introdugéo

Os estudos relativos a esta area tém vindo a ser referenciados ao longo das décadas,
verificando-se gradualmente uma melhoria nas técnicas utilizadas. Os solventes organicos,
muito utilizados neste campo, também representam um problema para o ambiente e para
quem os manuseia. Neste sentido, houve um desenvolvimento das técnicas de maneira a
diminuir (ou anular) o uso de solventes organicos, como foi possivel verificar com o
aparecimento da extrac¢do em fase solida (solid phase extraction — SPE), extrac¢do com
fluido supercritico (supercritical fluid extraction — SFE), microextrac¢do em fase solida
(solid phase microextraction - SPME) ou extracgao assistida por microondas (microwave-
assisted extraction — MAE). O custo dos equipamentos também ¢é um dos pontos
importantes a analisar para o processo de extraccdo. Temos como exemplo, a SFE, que
apesar de ser a técnica mais “amiga” do ambiente, ndo ¢ das mais utilizadas devido ao seu
elevado custo. A substitui¢do dos solventes organicos por tensioactivos ¢ uma alternativa
barata, segura e viavel, que pode levar ao abandono gradual do uso de solventes. O uso de
tensioactivos associado a equipamentos como o microondas € os ultra-sons, ou através do
ponto de turvagdo (cloud point — CP), tem sido bastante estudado dada as suas grandes

potencialidades [2, 3].

1.1. Pesticidas

Pesticida ¢ qualquer substancia, ou mistura de substancias, com intengdo de
prevenir, destruir, repelir ou atenuar, qualquer tipo de pestes ou infestantes [4]. Os
pesticidas podem ser classificados de acordo com o seu alvo (insecticidas, fungicidas,
herbicidas, etc.), modo de ac¢do (ingestdo, microbiano, etc.) ou a sua composi¢ao quimica

(organoclorados, carbamatos, etc.).

Foi estimado que apenas cerca de 0,1% da quantidade total de pesticida aplicada ¢
realmente utilizada no controlo de pragas. Os outros 99,9% entram directamente no meio
ambiente, contaminando os solos, a dgua ¢ o ar, onde ficam a “disposi¢do” de outros
organismos [3, 5]. Além disso, muitos pesticidas podem persistir por longos periodos de
tempo nos ecossistemas, como por exemplo os pesticidas organoclorados que, 20 anos

apos ter sido proibida a sua utilizacdo, continuam a ser detectados no meio ambiente [6, 7].
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Uma vez na cadeia alimentar, um pesticida deste tipo pode sofrer biomagnificacao, ou seja,

o aumento da sua quantidade nos tecidos dos organismos, a cada nivel da cadeia alimentar.

1.1.1. Pesticidas no Meio Ambiente

4

A utilizagdo de pesticidas nas actividades agricolas ¢ a principal causa da sua
introducdo no meio ambiente. Apos a libertagdo no ambiente, os pesticidas podem ter
destinos diferentes: a) quando pulverizados podem mover-se através do ar, e podem
eventualmente, terminar no solo ou na agua; b) quando aplicados directamente no solo
podem ser lixiviados e arrastados pelas aguas superficiais ou podem deslocar-se para
camadas inferiores do solo e posteriormente para os lengois de dgua subterraneos; c)

quando injectados no solo também podem estar sujeitos a estes dois ultimos destinos.

A aplicacdo de pesticidas directamente na dgua, ou indirectamente (proveniente dos
solos) pode implicar ndo s6 a acumulacio destes na agua, como também pode contribuir
para o aumento dos niveis presentes no ar, através da evaporagdo. Isto para exemplificar
que o movimento de pesticidas no meio ambiente ¢ bastante complexo, ndo s pelas varias
possibilidades de entrada do mesmo no meio ambiente, mas também como resultado das
transferéncias que ocorrem continuamente entre os diferentes compartimentos ambientais.
Em alguns casos, essas transferéncias ocorrem entre as areas que sdo proximas umas das

outras mas também pode envolver transporte de pesticidas a longas distancias [8-10].

Quando o pesticida ¢ libertado no ambiente pode ocorrer a sua degradacio, pela
accdo da luz solar, da agua, de outros produtos quimicos ou de bactérias, que leva a
obtengdo de metabolitos, geralmente, menos nocivos. A Figura 1 resume alguns dos
possiveis destinos de um pesticida apds a sua aplicacdo; Se o tempo de permanéncia no
ambiente for reduzido, implica uma diminui¢do das possibilidades de movimentacdo do
pesticida e consequentemente a uma menor probabilidade deste constituir efeitos adversos
para o Homem ou para o biota. O mesmo nao se passa com os pesticidas persistentes, que
podem mover-se por longas distancias e acumular-se no ambiente conduzindo, a uma

maior probabilidade de causar efeitos nocivos [11].



Introdugéo

{Ln " Aphcq(;go do
Volatiizagio pesticida

"lavagem" TR I I Pulverizacio
das plantas Foto-

: remogio de
Abs'i'mﬁ':' g i culfuras
pe as q o Fi - o R % - o

plantas

decomposigio

—_ » Aguas superficias

l Absorgdo Adzorgio pela
Degradag dio pelas matéria orginica ou DngEfdaﬁao
quitmica lavagem TS por compostos argilosos  mmicrobiolégica
Lengois de
agua

Figura 1 — Possiveis destinos dos pesticidas apds a sua entrada no meio ambiente.
(adaptado de Ref. [12])

1.1.2. Propriedades dos Pesticidas [13-15]

As propriedades dos pesticidas tém uma grande influéncia no seu comportamento e
destino, apds a sua libertagdo no meio ambiente. Estas propriedades englobam a

volatilidade, degradagdo, adsor¢do e solubilidade.

A evaporacgdo dos pesticidas esta directamente dependente da sua volatilidade. Os
pesticidas mais volateis tendem a ser evaporados com mais facilidade, o que leva a
diminui¢do destes nos solos ou nas dguas e consequentemente diminui a contaminagao das

aguas subterraneas.

A persisténcia estd inversamente relacionada com a degradacao, ou seja, quanto
mais persistente for um pesticida, menor ¢ a sua taxa de degradacdo, e mais tempo
permanecerd no ambiente. Pode ocorrer degradacdo dos pesticidas devido a foto-
degradacdo ou a ac¢do de microrganismos € a processos fisico-quimicos. A persisténcia

dos pesticidas no meio ambiente resulta na circulagdo dos mesmos pelos diferentes
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compartimentos ambientais. Este fenomeno pode decorrer durante longos periodos de

tempo.

A capacidade de adsor¢do de um pesticida a um solo resulta num maior tempo de
permanéncia deste no ambiente. Esta propriedade ndo depende so6 das caracteristicas do
pesticida, mas também da composi¢do do solo. Uma forte adsor¢cdo diminui o risco de

contaminagdo de dguas, quer superficiais quer subterraneas.

A solubilidade encontra-se, em parte, relacionada com a adsor¢do. Muitos dos
pesticidas organoclorados sdo altamente persistentes no solo, mas a sua presenga em aguas
subterraneas ¢ nula, devido a sua baixa solubilidade e adsor¢do extremamente forte as
particulas do solo. Pesticidas soliiveis presentes nos solos podem ser escoados para as

aguas superficiais ou podem ser difundidos pelo solo até as dguas subterraneas.

1.1.3 Pesticidas Organoclorados

Os pesticidas organoclorados sdo eficazes contra uma grande variedade de insectos.
Como exemplo, temos o diclorodifeniltricloroetano (DDT), que foi de uso muito
generalizado pela populagdo em geral e, por exemplo, pelos militares contra os mosquitos

portadores de doencas [16].

Estes compostos quimicos comecaram a ser usados em 1940, embora hoje em dia
sejam muito pouco utilizados em todo o mundo [17]. Os paises desenvolvidos ja
substituiram os pesticidas organoclorados por formula¢des modernas que possuam
caracteristicas biodegraddveis e menos nocivas. No entanto, o0s paises em
desenvolvimento, continuam a preferir a utilizacdo de pesticidas organoclorados, dado o
baixo custo de producdo e a elevada eficiéncia no controlo de pragas, que estes pesticidas
continuam a apresentar. Por esta razdo, o dilema da rela¢do custo/eficacia versus impacto
ecoldgico e as novas formulagdes de pesticidas sdo questdes que geram muita controvérsia

a nivel mundial [16, 18, 19].

A agéncia de proteccdo ambiental dos Estados Unidos (EPA) proibiu o uso de
muitos destes pesticidas no periodo 1970-1980, mas mesmo assim, ainda € possivel
encontrar estes pesticidas com concentragdes elevadas, em diferentes regides, devido a sua

elevada persisténcia no meio ambiente [16].
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Os pesticidas organoclorados pertencem ao grupo de poluentes organicos
persistentes (POPs) sdo caracterizados pela elevada estabilidade, persisténcia,
hidrofobicidade e afinidade para determinadas substidncias [20]. A maioria destes
pesticidas sdo muito persistentes no meio ambiente, mas sdo insoliveis em agua nao
havendo por isso tendéncia para se moverem para os lengoéis freaticos. Podem, no entanto,
ser um grave problema, uma vez que permanecem na superficie por um longo periodo de
tempo, em que ficam sujeitos a processos de evaporacdo, podendo ser transportados pela

atmosfera e acumulados em areas remotas [18, 21].

Os pesticidas organoclorados apresentam um especial interesse pelo facto do seu
uso generalizado ter sido seguido por variados estudos, os quais relataram além da sua
persisténcia, em diferentes meios ambientais, a sua capacidade de bioacumulagdo e
biomagnificacdo em cadeias alimentares. Isto porque, estes compostos apresentam elevada
resisténcia a degradacdo quimica e microbioldgica e alta solubilidade em lipidos. Os
residuos de pesticidas organoclorados ja foram detectados em tecidos humanos, um pouco

por todo o mundo [17, 22, 23].

Os pesticidas organoclorados constituem um grupo unico de pesticidas, devido a
sua estrutura ciclica, ao numero de atomos de cloro e a sua baixa volatilidade. Podem

subdividir-se em quatro grupos [16]:
- diclorodifeniletanos (ex. DDT)
- ciclodienos (ex. Aldrin, Dieldrin)
- clorobenzenos (ex. Hexaclorobenzeno, HCB)
- ciclohexanos (ex. Hexaclorociclohexano, HCH)

O pesticida alvo de estudo neste trabalho sera o aldrin, que foi um dos pesticidas
mais utilizados no combate a pragas. Este pesticida pertence a “dirty dozen” da EPA, na

qual listam as 12 substancias prioritarias desta agéncia [24].
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1.1.3.1. Aldrin

O Aldrin, Ci;HgClg (Figura 2), pertence a classe dos pesticidas organoclorados,
apresenta-se como um so6lido incolor cristalino, no seu estado puro. Quando sob a forma
comercial (90% de pureza), este pesticida apresenta uma coloracdo acastanhada. A sua
solubilidade ¢ 27ug/L, a 27°C, o que significa que é praticamente insoluvel [25]. A pressdo
de vapor a 20°C ¢ 10,0x10Pa e o coeficiente de particio octanol-agua, ¢ de 7,4, o que
demonstra o seu elevado potencial de bioacumulacdo. No solo, o aldrin é convertido por
epoxidacdo em dieldrin. Este Gltimo ¢ mais estdvel e altamente persistente no ambiente,
apesar de ambos serem fortemente sorvidos no solo, em especial pela matéria organica.
Contudo, sdo resistentes a lixiviagao, o que leva a um baixo potencial na contaminagao de

lencgois freaticos [26].

Cl Cl

Cl

/ /

Cl Cl

Cl

Figura 2 — Estrutura Quimica do Aldrin.

E classificado como insecticida, sendo utilizado no controlo de pragas
nomeadamente, térmitas, gafanhotos, baratas, entre outros e foi bastante utilizado na
agricultura intensiva, em dosagens entre 2,0-10,0kg/ha [25]. Dada a sua persisténcia no
ambiente, a susceptivel biomagnificacio e toxicidade em animais ¢ humanos, este pesticida
organoclorado foi banido dos paises tecnologicamente desenvolvidos [18, 27]. No entanto,
continua a ser detectado no ar e nas precipitacdes pluviométricas [21]. Os seres humanos
como, parte da cadeia alimentar, estdo constantemente expostos a este tipo de
contaminagoes, através do consumo de carne peixe e vegetais. Estima-se que cerca de 90%

da exposicdo seja feita através da ingestao de alimentos [28].
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O aldrin e o dieldrin destacam-se, como agentes de intoxicacgoes, devido a elevada
toxicidade, aguda e a longo prazo, que possuem. Apos a ingestdo, estes insecticidas sdao
rapida e quase completamente absorvidos pelo tracto gastrointestinal e transportados para o
figado e dai para a corrente sistémica e diversos tecidos. A pele também constitui uma
excelente porta de entrada dos ciclodienos para o organismo humano [29]. Uma vez no
organismo, estes pesticidas podem causar danos em vdarios sistemas, entre 0s quais no
sistema imunitario, no sistema hepatico, no sistema reprodutivo ou no sistema nervoso,

para além de que estes pesticidas sdo disruptores endocrinos [30].

1.2. Tensioactivos

1.2.1. Caracteristicas Gerais

Os tensioactivos sdo moléculas anfifilicas, ou seja, apresentam uma zona apolar
(hidrofobica) constituida por uma cadeia hidrocarbonada, com um nimero de atomos de
carbono compreendidos, geralmente, entre oito e dezoito e uma zona polar (hidrofilica) que
pode ser i6nica ou ndo idnica, o que permite a classificagao dos tensioactivos em quatro
grupos: anionicos, catidnicos, zwitterionicos ou nao idnicos. A natureza anfifilica dos
tensioactivos confere-lhes propriedades Unicas de onde se destaca a formacao de micelas.
O termo micela designa uma entidade de dimensdes coloidais, em equilibrio dindmico com

o0 mondmero que da origem a sua formacao (Figura 3)

"
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Figura 3 — Formagao de agregado micelar [31].
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Os tensioactivos, quando presentes em solugdo, a baixas concentragdes existem sob
a forma de monomeros. O aumento da concentragdo acima de um determinado valor,
denominado concentragdo micelar critica (CMC), provoca a associagdo espontdnea dos
monomeros e, desta forma, ocorre a formagao de agregados (micelas). Esta associacao das
moléculas de tensioactivo ajuda a diminuir a area de contacto entre a parte hidrofébica do
tensioactivo e a agua. A agua tem uma estrutura densa devido as ligacdes de hidrogénio
tridimensionais, que permite a existéncia de “clusters” de tamanho especifico que

permitem a acomodacdo das cadeias hidrocarbonadas do tensioactivo.

Cada micela é composta por um determinado nimero de moléculas de tensioactivo,
denominado nimero de agregagdo (N), que rege, normalmente, o tamanho e a geometria

do sistema micelar [32].

A CMC dos tensioactivos varia com a estrutura do tensioactivo, a temperatura da
solugdo, a presenca de um electrolito e de compostos organicos. O tamanho da parte
hidrofobica do tensioactivo, também influéncia a CMC, em geral, esta diminui com o

aumento da cadeia hidrofébica [33].

As micelas formadas por tensioactivos ndo idnicos geralmente apresentam
concentragdes micelares criticas menores e nimeros de agregacdo mais altos que aquelas
formadas a partir de tensioactivos i16nicos, devido a auséncia de repulsdes electrostaticas

entre as cabecas dos mondmeros nao i6nicos.

Uma propriedade importante das micelas ¢ a capacidade de solubilizar diferentes
compostos, o que permite a extrac¢do de analitos e/ou complexos pouco soliveis em agua.
Existe uma variedade de metodologias possiveis para a extracgdo com tensioactivos,
dependendo da natureza dos analitos e do tensioactivo utilizado, sendo que, a utilizagao

dos tensioactivos pode ser feita, geralmente, de dois modos:

- quando presentes em solventes organicos, os tensioactivos formam micelas
inversas, ¢ sao utilizado na extrac¢ao de enzimas extracelulares, proteinas, metais, etc.;

[34]

- em solugdo aquosa, os tensioactivos sdo utilizados no isolamento e purificacao de
compostos bioquimicos [35-37] e componentes de membranas [38] ¢ em processos de

extraccao [36, 39].
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1.2.2. Tensioactivos ndo idnicos

Os tensioactivos ndo i6nicos do tipo éteres alquil poli(6xido de etileno), também
denominados de 4lcoois etoxilados (AE), foram sintetizados pela primeira vez, no inicio da
década de 30 e, desde entdo, devido a sua detergéncia, as suas propriedades humectantes e
esponjosas, tém sido utilizados amplamente na industria e em produtos domésticos,

nomeadamente em produtos de lavandaria [40, 41].

Na Figura 4 estdo representadas as estruturas dos tensioactivos ndo idnicos
utilizados no presente trabalho. A sua féormula geral ¢ C,H,;(OCH,CH,),OH.
Geralmente sdo denominados de C.E,,, onde n indica o nimero de carbonos na cadeia
alquilo e m representa o numero de unidades de 6xido de etileno na parte hidrofilica.
Comercialmente, estdo disponiveis sob a forma de mistura de varios C,E.,, com diferentes
valores de m, mas também existem na forma pura. O elevado grau de pureza que estes
compostos comecam a apresentar, possibilita a determinagdo de parametros fisico-
quimicos tais como: CMC, densidade, temperatura de ponto de turvagdo, balanco

hidrofilico-lipofilico HLB, entre outros.

a)

GG G G
CH2 O_CH2 CH2 OH

10
b)

H,C

CH24<O—CH2—CH2>7OH
10

Figura 4 — Estrutura dos tensioactivos: a) POLE e b) Brij76.

Os tensioactivos ndo i0nicos do tipo polietdxido, constituidos por uma cadeia de
poli(6xido de etileno) como porcdo hidrofilica, formam uma grande familia de

tensioactivos. De acordo com a constitui¢do quimica da por¢do hidrofobica, ddo origem a

10
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séries de compostos com diferentes nomes comerciais, sendo as mais conhecidas as séries
Brij (alcool), Triton X (p-t-octilfenol), Triton N (nonilfenol), Span (ésteres de acidos
gordos) e Tween (ésteres de sorbitol) [42].

O tensioactivo éter estiril poli(6xido de etileno) (Brij76), de massa molecular
711,02g/mol, é constituido por uma cadeia alquilica de 18 carbonos, responsavel pelo seu
caracter hidrofobico, e uma cadeia de polioxietileno com um nimero médio de 10 unidades
de o6xido de etileno, de natureza hidrofilica. Este tensioactivo tem um HLB de 12,4 ¢ a

densidade ¢ 0,964g/mL a 25°C [43].

O tensioactivo éter lauril poli(6xido de etileno) (POLE), M= 626,86g/mol, ¢
constituido na parte hidrofébica por uma cadeia hidrocarbonada de 12 carbonos e na parte
hidrofilica por uma cadeia de polioxietileno com um nimero médio de 10 unidades de
oxido de etileno. Como principais caracteristicas apresenta: temperatura de ponto de

turvagdo de 77°C, o HLB ¢ 14,1 e a CMC ¢ de 0,00009M [40, 44].

1.2.3. Areas de Aplicagdo dos Tensioactivos

Existem numerosas aplicagdes dos meios micelares, destacando-se a sua utilizag@o
conjunta com métodos electroquimicos, espectroscopicos e de separagdo. Nestes ultimos,
os tensioactivos tém maior aplicabilidade nos processos de extrac¢do, sendo também

utilizados em processos cromatograficos e electroforéticos.

Nas separagdes cromatograficas a presenca de tensioactivos, em concentragdes
superiores a CMC, na fase movel, gerou um novo tipo de cromatografia, denominada
cromatografia liquida micelar. A capacidade que os sistemas micelares possuem de
interagir com uma grande quantidade de substancias, tanto hidrofobicas como idnicas,
oferece grandes possibilidades na separacdo dos analitos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (high performance liquid chromatography — HPLC). As separagdes sdo

conseguidas por distribuicao dos analitos entre a fase estacionaria a micelar e a aquosa.

E frequente a utilizagio de meios micelares na electroforese capilar (EC). O
primeiro uso de tensioactivos neste campo deve-se a Terabe, em 1984, que denominou esta
técnica por cromatografia micelar electrocinética (micellar electrokinetic chromatography

- MEKC). A MEKC combina a electroforese capilar com a cromatografia de parti¢do e ¢

11
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bastante utilizada na separacdo de espécies neutras [45]. A MEKC combina a alta

eficiéncia, a rapidez, a sensibilidade e uma boa selectividade.

Os tensioactivos também podem ser aplicados em metodologias de separagdo por
ultra-filtracdo e em membranas liquidas de tensioactivo. A utilizagdo de tensioactivos na
separagdo por ultra-filtracdo baseia-se na associagdo de solutos com as micelas e posterior
separacao das mesmas, através da passagem da solucdo por uma membrana de ultra-
filtracdo. A membrana deve possuir um poro com tamanho suficientemente pequeno, para
reter os agregados micelares, mas grande o suficiente para que o fluxo seja aceitavel.
Normalmente esta técnica ¢ aplicada na determinacdo de ides metalicos, mediante a
utilizacao de ligandos hidrofobicos, previamente incorporados nas micelas, o que pode

conferir aplicagdes industriais a esta técnica [46].

Uma area importante de utilizagdo dos tensioactivos ¢ a da extrac¢do de compostos
de matrizes complexas, como por exemplo as ambientais. O presente trabalho esta

integrado neste ambito.

1.2.4. Tensioactivos e Meio Ambiente

A vasta utilizacdo dos tensioactivos em produtos domésticos e/ou industriais
conduz 4 sua presenca no meio ambiente [33]. Apesar da legislagdo determinar a sua
biodegradabilidade, muitas vezes os tensioactivos sdo apenas parcialmente degradados, o
que se traduz na sua presenga, bem como dos seus produtos, no meio ambiente, e que pode

resultar em:
problemas ambientais provocados pelos tensioactivos;

problemas ambientais provocados pela mobilizagdo de poluentes organicos

e inorganicos ligados ao solo, pelos tensioactivos [47].

Mas, se por um lado os tensioactivos podem ser prejudicais ao ambiente por outro,
podem ajudar na remocgao de pesticidas dos solos, por lavagem. Este processo ¢ um dos
pertencentes a remediacdo de solos contaminados e tem sido estudado por diversos autores,
devido aos baixos pregos e toxicidade em relagdo a outros sistemas de descontaminacdo. A
capacidade que os tensioactivos t€ém de solubilizar compostos relativamente insoluveis €

um facto conhecido e que tem vindo a ser explorado por muitas industrias [33].

12
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O uso de tensioactivos ndo i16nicos nos processos de extrac¢ao oferece vantagens
em relacdo a toxicidade. Os tensioactivos ndo ionicos utilizados nos processos de
extrac¢cdo, sdo em grande maioria, classificados como ndo toxicos e inofensivos para o
Homem. Os tensioactivos nao ionicos da classe dos polioxietilenados sdo parcialmente
biodegradaveis, pois as bactérias do género Pseudomonas de origem marinha conseguem

degradar 4 ou 5 grupos etoxilo da cadeia polioxietilenada [48].

1.2.5. Tensioactivos vs Solventes Organicos

A utilizagdo de tensioactivos apresenta algumas vantagens face aos solventes
organicos comummente utilizados na extraccdo de pesticidas e outros poluentes

ambientais. Sdo elas:

o aumento de selectividade, para a qual contribuem os tensioactivos, ja que os
meios micelares podem ser mais selectivos relativamente aos analitos, uma vez

que os retém no seu interior.

maior seguranga € menor custo. O volume de tensioactivo necessario ¢ muito
menor face a quantidade de solventes organicos. Por outro lado, a toxicidade
dos tensioactivos ¢ menor. Pode incluir-se a utilizagcdo dos tensioactivos nos

processos de extracgao como fazendo parte de uma area da Quimica Verde.
compatibilidade com fases moveis micelares, organicas ou aquosas.

+ evaporagdo do solvente pode levar a perdas do analito, no caso da extrac¢do

liquido-liquido.

o tensioactivo elimina ou reduz a quantidade de analito sorvido num tubo,
quando armazenado. E importante, pois a adsor¢do dos analitos aos recipientes

contribui, por vezes, para as baixas recuperagdes dos mesmos.

1.3. Extraccéo de Pesticidas

Nos ultimos anos desenvolveram-se muitos métodos de andlise de poluentes

organicos, nomeadamente pesticidas, em amostra de interesse ambiental. Mas, a

13
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complexidade das amostras, a necessidade de recuperagdes eficazes e quantitativas, assim
como a presenca de interferentes, obriga a realizagdo de um pré-tratamento, que reflecte
uma importante contribui¢do no tempo de andlise, assim como a introducdo de solventes
organicos com consideravel toxicidade e que podem provocar impactos importantes no
meio ambiente. Neste sentido, desenvolveram-se técnicas de maneira a reduzir, ou até
mesmo anular, o uso de solventes organicos, como foi possivel verificar com o

aparecimento da SFE, SPE, SPME ou MAE.

A SFE ¢, de todas as técnicas, a mais “amiga” do ambiente, pois os extractores
utilizados neste processo, normalmente sdo gases inertes, aplicados a baixas temperaturas e
a baixas pressoes. O fluido supercritico mais utilizado ¢ o dioxido de carbono devido aos
seus baixos pardmetros criticos, ndo ¢ toxico, inflamavel ou reactivo, e € possivel obté-lo
com elevado grau de pureza a baixos custos. A SFE pode ser aplicada a uma grande
quantidade de matrizes, na determinagdo de diversos analitos, mas as condi¢des que devem
ser usadas para tornar a extrac¢ao possivel, ou eficiente, ndo compensam face as vantagens
apresentadas [49-51]. E também importante ter em atengdo o custo dos equipamentos.
Lombas-Garcia et al. [52] realizaram um estudo comparativo da SFE com os ultra-sons
(U.S.) na extrac¢do de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHs) de um material de
referéncia e concluiram que a SFE ndo apresenta vantagens em relagdo aos U.S., dada a

complexidade e trabalho necessario face aos resultados obtidos.

Dadas as vantagens, ja referidas, dos tensioactivos em relagdo aos solventes
organicos, estes agentes apresentam-se como uma boa alternativa face a estes métodos. A
extraccdo de pesticidas e outros poluentes ambientais, utilizando meios micelares, em
substituicdo dos solventes, ja foi explorada por Santana Rodriguez e seus colaboradores,
com recurso as microondas [53]. Os meios micelares também foram utilizados por V Pino,
na extrac¢do de PAHs de sedimentos marinhos, com a utilizagdo das microondas e dos

ultra-sons [54].

1.3.1. Extraccao por Ultra-Sons

A extrac¢do por ultra-sons estd inserida nos métodos de extrac¢do convencionais,
mas existem varios estudos que demonstram que esta técnica ¢ bastante eficiente na

extrac¢do de analitos organicos de matrizes solidas (Tabela 1).
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Os ultra-sons apresentam vantagens ao nivel do custo do equipamento, tempo de
extraccdo e ao nivel de automacao [55], promovem um maior contacto entre a amostra

solida e o solvente, o que se traduz num aumento da recuperagdo obtida [56, 57].

Na Tabela 1 estdo resumidos alguns estudos de extrac¢do de poluentes organicos,
realizados com recurso aos ultra-sons, nos quais se obtiveram taxas de recuperacio

superiores a 80%.

Tor et al. [58] optimizaram o procedimento de extracgdo por ultra-sons de
pesticidas organoclorados e os seus metabolitos de amostras de solo. A optimizagdo teve
em vista o estudo do tipo e quantidade de solvente, ¢ a duragdo do tempo de extraccao.
Concluiram que os ultra-sons sd3o uma técnica eficiente na extraccdo de pesticidas
organoclorados de solos. Babi¢ et al. [57] estudaram a extrac¢do de pesticidas de solos
utilizando também os ultra-sons. Para além de concluirem acerca da eficiéncia na
extraccdo de pesticidas de amostras solidas, verificaram que de entre as técnicas

tradicionais de extrac¢do, esta ¢ a mais vantajosa, em termos de custos, solventes e tempo.

O uso de tensioactivos, como solucdo extractante, na metodologia por ultra-sons ja
foi estudado por V. Pino et al. na extraccdo de PAHs de sedimentos marinhos. Dada a boa
recuperagdo obtida concluiram que a utilizagdo de ultra-sons aliada aos tensioactivos ¢ uma
boa opg¢do na extracg¢ao destes poluentes organicos de amostras solidas. Isto porque, ¢ uma

técnica rapida e a utilizagdo de tensioactivos ¢ mais “limpa” e menos perigosa [59].

A extracgdo por ultra-sons, ndo tem sé aplicacdo ao nivel da extraccdo de analitos
organicos de matrizes solidas. Ashley et al. [60] aplicaram os U.S. na extracgdo de metais
de amostras de interesse ambiental e para a satude. I. Rezic [61] estudou a extrac¢do de 23
metais do algoddo. Sulman et al. [62] extrairam compostos biologicamente activos de

matéria-prima vegetal.
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Tabela 1 — Tabela resumo da pesquisa realizada sobre a extrac¢ao de analitos organicos de matrizes s6lidas, com recurso ao Ultra-Sons

Analito Amostra Solvente V (solvente) M Tempo Passos de  Recuperagdo  M¢étodo de  Referéncia
(mL) (matriz) (min) extracgao deteccdo
(2)
Pesticidas Solos Acetona 20 10 15 1 >80% TLC [57]
Pesticidas Sedimentos
Diclorometano 5 1 20 2 >90% GC/ECD [63]
Organoclorados  marinhos
Benzeno:agua
Pesticidas Mel 20 5 20 3 >90% TLC [64]
1:1 (v/v)
Residuos de ‘ .
Vegetais  Acetato de Etilo 40 5 35 1 >80% LC-MS-MS [56]
Pesticidas
Eter de
Pesticidas
Solos petréleo:acetona 25 10 20 2 >88% GC/ECD [58]
Organoclorados
1:1 (v/v)
Sedimentos ~ Tensioactivo
PAHs 10 0,8 30 1 >85% HPLC-UV [59]

marinhos (POLE) 0,1M
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1.3.1.1. Ultra-Sons - Teoria

Ultra-som ¢ o nome dado a qualquer onda de som, cuja frequéncia seja superior a
frequéncia mais alta que o ouvido humano ¢ capaz de captar, ou seja, superior a 16KHz,
que corresponde a 16000 ciclos por segundo. E possivel distinguir duas areas de ultra-sons,
a de alta frequéncia (de 1 a 10MHz) e baixa intensidade, usualmente utilizada para fins de
diagnostico em medicina e em engenharia; e a de baixa frequéncia (entre 20 e 100KHz) e

alta intensidade, aplicada em limpezas e reactividade quimica [39, 65, 66].

O facto do ultra-som ser uma onda de som, permite a sua transmissdo através de
qualquer soélido, liquido ou gés, uma vez que possuem propriedades elasticas. O
movimento de um corpo vibrante (a fonte sonora) ¢ comunicado as moléculas do meio,
sendo que cada uma delas transmite o seu movimento as particulas adjacentes antes de
voltar a sua posi¢do inicial. Por outras palavras, a onda de ultra-som, como todas as ondas
de som, consiste em ciclos de compressao e expansdo. Nos ciclos de compressdo exerce-se
uma pressao positiva no liquido, resultando numa aproximagdo entre as moléculas; por
outro lado, nos ciclos de expansao (também denominados, ciclos de rarefac¢ao), a pressao
exercida ¢ negativa, o que leva ao afastamento das moléculas. Nestes tltimos ciclos, se a

onda tiver intensidade suficiente, pode ocorrer a formacao de cavidades [39, 66].

1.3.1.1.1. Cavitacdo

A extracgdo por ultra-sons ¢ afectada pela cavitagdo acustica, fungdo mecanica e
pela funcdo térmica. A cavitagdo ¢ o factor mais importante. Sob a radiagcdo dos ultra-sons
sdo criadas micro-bolhas quando a pressdo negativa ¢ suficientemente elevada [56]. A
cavitagdao ¢ o fenomeno de formagdo, crescimento ¢ subsequente colapso de microbolhas
ou cavidades que ocorrem em intervalos de tempo muito reduzidos (milissegundos), sendo
libertadas elevadas quantidades de energia. Da alternancia dos dois ciclos (de compressao
e de expansdo), resultam varias fases da cavitacdo, como a formacao da bolha/cavidade, a

fase de crescimento e a fase de colapso, com a consequente libertacdo de energia [67].

A formacao da bolha ocorre na fase de expansdo, como consequéncia da pressao
negativa. Durante o ciclo de compressao o tamanho da bolha vai diminuindo. O seu
tamanho diminui e aumenta alternadamente de forma ciclica até atingir um tamanho critico

instavel, verificando-se o colapso das bolhas no seguimento do ciclo de compressdo. O
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crescimento da bolha e a posterior implosao num liquido irradiado com ultra-sons ¢ o

fenomeno fisico responsavel pela maioria dos fendmenos sonoquimicos.

Os fendmenos de cavitacdo ocorrem simultaneamente em pequenas regioes do
reactor. Deste modo, ¢ dificil quantificar o niimero de cavidades que ocorrem num

determinado intervalo de tempo.

Como exemplo de fenomenos de cavitagdo pode indicar-se a geracdo de “hot
spots”, a libertagcdo de radicais livres muito reactivos, o aumento de transferéncia de massa

ou a limpeza de superficies solidas. [68-70]

A sonificacdo aumenta os movimentos moleculares, que promovem a eficiéncia da
transferéncia de massa e a agita¢do. Estes fenomenos podem proporcionar o aumento do
rendimento das reac¢des quimicas, acelerando as mesmas e reduzindo o nimero de passos

intermédios.

A implosdo das cavidades concebe um ambiente pouco usual para as reacgdes
quimicas. O vapor e os gases dentro da bolha sdo extremamente comprimidos durante o
colapso cavitacional, o que leva ao aumento da temperatura e pressao. Ainda se pressupoe,
que o colapso cavitacional origina condigdes locais drasticas: dentro da bolha a
temperatura ¢ cerca de 5000K, com uma pressao de aproximadamente 1000atm; no liquido

circundante as temperaturas s3o da ordem dos 1900K.

Algumas condi¢des sdo limitadas a regides muito pequenas e o calor produzido

durante a cavitacao ¢ dissipado muito rapidamente [68].

A ruptura das bolhas de cavitagdo pode gerar elevadas pressoes e temperaturas em
micropontos do meio, dando lugar a ondas de choque que se dispersam no meio de
reac¢do. As equacdes seguintes permitem-nos calcular as temperaturas e pressdes maximas

nos micropontos, quando ocorre a ruptura das bolhas:

TaX:TOM pmax:pw

m P P

onde Ty corresponde a temperatura ambiente, P a pressao da bolha no tamanho
maximo, Py a pressdo em equilibrio no momento da ruptura e k ao indice politropico (

relacdo entre os calores especificos da mistura gas/vapor).
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1.3.1.2. Equipamento

Os equipamentos de ultra-sons mais comuns nos laboratorios de quimica sdo o
banho de limpeza e a sonda de ultra-sons. O banho apresenta vantagem por ser uma fonte
de irradiacdo economicamente mais acessivel, a0 mesmo tempo que assegura uma simples
distribui¢do da energia no reactor. A sonda destaca-se pela sua maior poténcia, para além

que esta pode ser variavel [39].

1.3.2. Extracgéo por Ponto de Turvagio

Quando uma solugdo de tensioactivos ndo i6nicos ¢ aquecida acima de uma
determinada temperatura, ha formagdo de duas fases. A temperatura a qual se observa a
formacdo dessas fases denomina-se temperatura de CP e depende essencialmente da
concentragdo de tensioactivo presente em solu¢do. Deste modo ¢ possivel representar
graficamente a temperatura a que ocorre a separa¢ao de fases em fungdo da concentragdo
de tensioactivos - diagrama de fases. Neste diagrama observa-se uma zona onde predomina
apenas uma fase, L, e outra onde predominam duas fases, 2L (Figura 5). O ponto minimo
ao qual ocorre separagdo das fases designa-se por ponto critico, sendo a temperatura critica
(T¢) e a concentragdo (Cc) critica as designagdes atribuidas a temperatura e concentracao,
neste ponto. O fendomeno ¢ reversivel, podendo-se obter novamente uma fase com

arrefecimento [36, 71, 72].
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Figura 5 — Representacdo esquematica de um diagrama de fases de um tensioactivo em

solucdo. L —uma fase e 2L — duas fases [36].

A temperatura de ponto de turvagdo de um tensioactivo pode ser modificada na
presenga de sais, bases, acidos, polimeros, ureia ou outros tensioactivos. Assim, ¢ possivel
obter uma determinada temperatura de CP, para uma aplicagdo analitica concreta, fazendo
uso desta metodologia de extrac¢ao/pré-concentragdo, mediante uma adequada selec¢dao do

tensioactivo ndo idnico ou zwitteridnico e dos aditivos apropriados.

O ponto de turvagdo ndo ¢ exclusivo dos tensioactivos ndo ionicos. Alguns
tensioactivos duplamente idnicos (zwitteridnicos) também sofrem este fenomeno. A
principal diferenca entre os diagramas de fase dos tensioactivos ndo idnicos e
zwitterionicos prende-se com o facto de nos segundos a separa¢do ocorrer quando a

temperatura diminui.

As primeiras aplicagdes da separacdo de fases aplicando este fendémeno referem-se
a extraccao de ides metalicos, formando complexos moderadamente soltiveis em agua. A
eficiéncia do processo depende da hidrofobicidade do ligando e do complexo formado, nas
constantes de equilibrio aparentes no meio micelar e na cinética de formagao do complexo

e na transferéncia entre as fases. Mais tarde foi utilizada no isolamento e purificacdo de
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compostos com interesse biologico, nomeadamente proteinas. A aplicagdo da extrac¢ao por
ponto do turvacdo (cloud point extraction — CPE) a outros compostos organicos, que nao

biomoléculas, é relativamente recente.

Experimentalmente, a CPE ¢ bastante simples. Em primeiro lugar os tensioactivos
ndo id6nicos ou zwitterionicos sdo adicionados a solugdo aquosa contendo o analito. A
concentragdo final do tensioactivo deve ser superior a CMC para que haja micelas
presentes em solugdo. Uma vez que os valores da CMC dos tensioactivos neutros sao
muito baixos, ¢ necessario, apenas, a adicdo de uma pequena quantidade de tensioactivo
puro ou solucdo concentrada a amostra. Estabelece-se o equilibrio de parti¢do e as
moléculas de analito sdo incorporadas nos agregados micelares presentes na solug¢do. Para
que ocorra a separagdo de fases altera-se a temperatura. A separacdo total das fases ¢
conseguida utilizando centrifugacdo, ou simplesmente, por decantacdo e os analitos ficam
concentrados na fase rica em tensioactivo (Figura 6). Dependendo da densidade do
tensioactivo, este pode situar-se acima ou abaixo da fase aquosa. A adi¢do de sais pode
ajustar a densidade da fase aquosa. Em alguns casos ¢ mais facil e conveniente trabalhar
com a fase rica em tensioactivo na camada superior para evitar que haja contaminagao

cruzada com a fase aquosa.

Caso seja necessario, pode-se diluir ou fazer um “clean-up” a fase resultante,

previamente a analise [36].
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Figura 6 — Etapas da extracgdo por ponto de turvagdo [73].
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1.4. High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

A volatilidade dos compostos condiciona a sua separacdo por cromatografia de gés.
Neste contexto, a cromatografia liquida tem um papel importante na separacdo e
quantificagdo de intimeros compostos. O HPLC utiliza pressdes elevadas para forcar a
passagem do solvente através de colunas compactas, constituidas por particulas muito

finas, com o intuito de proporcionar separagdes muito eficientes [74].

Uma coluna de HPLC apresenta tamanho reduzido, devido ao empacotamento,
constituido por particulas muito pequenas, o que aumenta a area de interac¢do entre a fase
estacionaria e a amostra, permitindo separagdes mais eficientes. Existem numerosas fases
estaciondrias nas quais se baseiam varios tipos de cromatografia, dependendo do analito
em questdo: adsor¢do, permuta idnica, exclusdo molecular e particdo. Dentro desta tltima
podem considerar-se dois casos: HPLC de fase normal e HPLC de fase reversa,
dependendo da sua polaridade. Na coluna de fase reversa, a fase estacionaria ¢ apolar,
sendo mais utilizada, pois apresenta afinidade para uma maior gama de analitos de

polaridade varidvel.

O detector UV/Vis € o detector mais comum em HPLC. Isto deve-se ao facto deste
detector se apresentar como um dos mais baratos e disponiveis e também, pelo facto de
quase todos os compostos organicos sao cromoéforos [75]. A utilizagdo detector UV/Vis
apresenta algumas desvantagens na andlise de tensioactivos ndo i6nicos pela elevada
absorc¢do destes compostos na gama do UV, o que torna impossivel a deteccdo de analitos
em concentragdes vestigiais [76]. Uma alternativa possivel ¢ a utilizagdo do detector de
fluorescéncia, mas este detector estd limitado a analitos com fluordforos, tal como os

PAHs.

Por outro lado, existe alguma dificuldade em associar a utilizagdo de tensioactivos a
cromatografia de gas ou a electroforese capilar com alguns tipos de tensioactivos, dada a
necessidade de remocgao do tensioactivo da amostra previamente a injeccdo da mesma. Na
cromatografia de gés, a injeccdo directa da amostra, contendo o tensioactivo, pode
deteriorar a coluna e provocar o entupimento da mesma. Na electroforese capilar a injec¢ao
directa do material extraido pode provocar a adsor¢cdo do tensioactivo as paredes do

capilar, o que se traduz numa perda de reprodutibilidade e eficiéncia [36, 71, 77].
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1.5. Enquadramento do Trabalho Experimental

O aumento da quantidade de pesticidas utilizados fez crescer a preocupagdo acerca
dos efeitos nocivos que estes poderiam causar no meio ambiente e, em particular, no
Homem. O crescimento dos estudos nesta area provocou o desenvolvimento e
aperfeicoamento das técnicas analiticas, sendo uma preocupagcdo a diminui¢do ou

eliminacdo do uso de solventes organicos na preparagdo da amostra.

A utilizagdo de tensioactivos, associada a técnicas de extrac¢do ¢ ainda pouco
estudada. Deste modo no presente trabalho investigou-se a utilizacdo de tensioactivos na
extrac¢do de um pesticida organoclorado de solos, o aldrin, associada aos ultra-sons. Os
solos estudados sofreram diferentes processos de fertilizagcdo, o que levou a investigar se
estas teriam influéncia no processo de extrac¢do. A utilizacdo de outros métodos de

extrac¢do aplicando tensioactivos foi também alvo de estudo.
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CAPITULO 2

PARTE EXPERIMENTAL

A parte experimental deste trabalho consistiu na optimizagdo da extracgdo, assistida
por ultra-sons, do aldrin adsorvido a um solo, aplicando diferentes extractantes, para
seguidamente se estudar a influéncia das diferentes fertilizagdes organicas, a que o solo foi
sujeito, na extraccdo do referido pesticida. Numa abordagem posterior, foram estudadas

outras técnicas de extrac¢do, com recurso aos tensioactivos.

2.1. Reagentes

O pesticida utilizado, aldrin, de grau analitico, foi fornecido pela Pestanal (Sigma-

Aldrich).

Os tensioactivos utilizados foram: o éter lauril poli(6xido de etileno) (POLE)
fornecido pela Sigma (St. Louis, MO, USA) e o éter estiril poli(6xido de etileno) (Brij76)
fornecido pela Fluka (Buch, Suiga).

No enriquecimento dos solos utilizou-se éter etilico, de grau analitico, fornecido

pela LabScan.
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O sulfato de s6dio anidro (Na,SO,) foi obtido da Merck (Darmstad, Alemanha), o
cloreto de magnésio hexahidratado (MgCl,*6H,0), da Riefel-de Haén e o sulfato de cobre
pentahidratado (CuSO4°5H,0) da Panreac (Barcelona, Espanha).

Para a extrac¢do com solventes organicos foram utilizados o acetato de etilo de
qualidade gradiente para HPLC, da LabScan, o éter de petroleo 40-60°C PA-ISO, da

Panreac, a acetona e o acetonitrilo (ACN) de gradiente para HPLC, da Chromanorm.

Para a andlise por cromatografia liquida foram empregues como eluentes o

acetonitrilo de qualidade gradiente para HPLC, da Chromanorm e dgua ultra-pura.

2.2. Material

As amostras de solo foram cedidas pelo “Institute of Plant Nutrition” da
universidade de Bona (Alemanha), e resultaram de talhdes de um terreno sujeitos a

fertilizagdes controladas desde 1959.

O campo experimental situa-se em Meckenheim, a cerca de 15Km a sudoeste de
Bona, entre Meckenheim e Rheinbach, a 170m acima do nivel do mar. O solo é constituido
por 6,9% de areia, 77,1% de silte e 16,0% de argila. A fraccdo mineral argilosa consiste em

5% de esmectite, 16% de vermiculite, 69% de ilite ¢ 10% de caulinite.

O objectivo do estudo destes solos foi testar a utilizagdo de diferentes tipos de
fertilizacdo organica na agricultura. Os campos foram sujeitos a uma sequéncia de cultivo
tipica para a regido em causa. Os ensaios com estes solos iniciaram-se em 1959. As
quantidades de fertilizante aplicadas ndo foram sempre as mesmas, mas mantém-se desde

1999, com aplicagdes de 3 em 3 anos.

O terreno de cultivo, com 980m?, foi dividido em 40 talhdes numerados, seguido da
distribuicao aleatéria de cada fertilizagdo pelos mesmos. O campo foi tratado com
diferentes fertilizantes organicos, vulgarmente utilizados na agricultura, sendo eles: o
composto (COM), referente a produtos de compostagem de lixos domésticos, as lamas do
tratamento biologico de efluentes domésticos (SLU) e estrumes animais (FYM). Incluiu-se
também um controlo, correspondente aos talhdes sem adicao de fertilizantes organicos,

apenas com fertilizagdo mineral (MIN). Cada uma das fertilizagdes organicas foi aplicada
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em trés doses diferentes, 4 réplicas de cada, e a fertilizagdo mineral numa tunica dose,

igualmente com 4 réplicas, resultando num total de 40 parcelas, de 24,5m? cada.

Dos 40 talhdes, apenas 21 foram seleccionados: o controlo e os que possuiam a
menor e a maior dosagem de cada um dos fertilizantes organicos, resultando em 7
tratamentos. Das 4 réplicas apenas foram amostradas 3, originando um total de 7x3

amostras de solo.

As amostras foram recolhidas da superficie do solo (0-30cm). Foram secas ao ar e

peneiradas por crivos de 2mm. Cada amostra continha aproximadamente 1000g de solo.

Neste trabalho foram apenas estudado os solos 6 (SLU III), 19 (COM III), 27 (FYM
IIT) e 37 (MIN). Estes solos sao referentes as fertilizagdes mais elevadas (solos 6, 19, 27) e

ao controlo (solo 37).

D. Lima [78] determinou a matéria organica presente no solo, referente as
diferentes fertilizagdes utilizadas, para os talhdes em estudo, as quais se encontram na

Tabela 2.

Tabela 2 — Percentagem de matéria orgénica presente nos solos com diferentes fertilizagdes

Solo Fertilizacdo Matéria Organica (%)

6 SLU 6,09
19 COM 9,40
27 FYM 5,89
37 MIN 5,34
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2.3. Enriquecimento dos Solos com Aldrin

Com o intuito de enriquecer os solos com pesticida, foi pesada uma determinada
massa de solo (~2g), a qual se adicionaram 2mL de solugdo de pesticida em éter etilico,
dentro de um tubo de centrifuga. Os tubos foram agitados, para promover o contacto do

solo com o pesticida e posteriormente deixados ao ar, a fim de evaporar o solvente.

2.4. Método de Analise (HPLC)

O pesticida foi analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). O
cromatoégrafo utilizado, da Merck-Hitachi, ¢ composto por: uma bomba inteligente L-6200,
um detector L-4250 UV/Vis e um integrador D-2500 Chromato-Integrator. A coluna
utilizada foi LiChroCART® 250-4 LiChrospher® 100 RP-18 (5 um). O comprimento de

onda utilizado foi 214nm.

O volume injectado foi sempre de 20puL. Para a determinagdo do aldrin foi utilizada
como fase mével uma mistura de acetonitrilo:dgua na propor¢ao 85:15, com um fluxo de
0,5ml/min. Estas condigdes operacionais resultaram de uma série de experiéncias com o
intuito de obter o pico do aldrin bem separado dos constituintes da matriz, da solucao

injectada.

Figura 7 — Aparelho de HPLC utilizado.
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2.5. Preparacao da Solugéo Stock e dos Padroes

A solugdo stock de aldrin foi preparada em acetonitrilo, ¢ armazenada no frio, a
4°C. Os padrodes utilizados nas curvas de calibragdo foram preparados, a partir da solugdo
anterior, numa mistura de tensioactivos, POLE:Brij76, na propor¢do de 7:3, com a

concentragdo de 5%, ou num solvente organico, e posteriormente injectados no HPLC.

2.6. Métodos de Extraccéo de Aldrin Adsorvido a Solos

2.6.1. Extraccao Assistida por Ultra-Sons

Ao solo, previamente enriquecido com pesticida, adicionou-se um determinado
volume de solugdo extractora. A extrac¢do foi levada a cabo em tubos de polipropileno,
introduzidos num banho de ultra-sons, JP-Selecta (Barcelona, Espanha), com poténcia fixa
de 50W, durante um determinado tempo. Seguidamente as amostras foram centrifugadas a
5600rpm durante 10 minutos (20 minutos para os tensioactivos). Decantou-se a solugdo

para um novo tubo, filtrou-se por filtros 0,22um e injectou-se no cromatdgrafo.

Figura 8 — Banho de ultra-sons utilizado para a extrac¢ao.
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2.6.2. Extraccdo com Agitacao

Ao solo, previamente enriquecido com pesticida, adicionou-se um determinado
volume de solugdo extractora. A extrac¢do foi levada a cabo em tubos de polipropileno,
colocados num agitador end-over-end, da Heiolph, durante um determinado tempo a 106
rpm. Terminado o tempo, as amostras foram centrifugadas a 5600 rpm, durante 10 minutos
(20 minutos para tensioactivos). Decantou-se a solucdo extractora para um novo tubo e

filtrou-se por filtros 0,22 um. Injectou-se no HPLC.

Figura 9 — Agitador end-over-end

2.6.3. Extraccéo por Ponto de Turvacao

2.6.3.1. Estudos Relacionados com a Formacao do Ponto de Turvacéo

- Determinacéo da Temperatura de Ponto de Turvacgédo do Tensioactivo

Num tubo de ensaio foram introduzidos 3mL de solugdo de tensioactivos. O tubo
foi colocado em banho-maria com controlo de temperatura. A temperatura de ponto de
turvagdo verifica-se quando aparece turbidez persistente, ou seja, que ndo desaparece

quando se abana o tubo.
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- Diagrama de fase do tensioactivo

O diagrama de fases do tensioactivo construiu-se com base na medigdo de
temperaturas de ponto de turvacao com diferentes concentragdes de tensioactivo. Os

resultados apresentados referem-se a média de trés medigdes.

- Determinacéo da Razéo dos Volumes das Fases

Pretendeu-se determinar a relacao dos volumes das duas fases colocando 3mL de
solugdo de tensioactivos num tubo de ensaio e apds ter atingido o ponto de turvagdo
esperou-se para garantir a total separagdo das fases. Depois da separagdo tentou medir-se o
volume de cada uma das fases, contudo, dado o reduzido volume da fase rica em
tensioactivo e facto de solidificar logo que se tentava separar, ndo foi possivel medi-lo com

0 rigor necessario para uma analise quantitativa.

2.6.3.2. Efeito dos Sais na Temperatura por Ponto de Turvacgao

A adicao de um sal inerte pode facilitar o processo de separacao de fases, uma vez
que aumenta a densidade da fase aquosa. Com aumento da concentrac¢do do sal, o tamanho
das micelas e o nimero de agregacdo (niimero médio de moléculas anfifilicas por micela)
aumentam, e a concentragdo micelar permanece constante. Consequentemente, diminui a
solubilidade dos analitos apolares na fase aquosa, levando a obteng@o de recuperagdes mais

elevadas [73, 79].

Foram estudados trés sais, 0 Na;SO4, 0 CuSO4:5H,0 e 0 MgCl,*6H,0. As solugdes
de sal foram preparadas a diferentes concentracdes, numa solug¢do de tensioactivo, a 1%.
Posteriormente procedeu-se a determinagdo da temperatura de ponto de turvacdo da

solugao.

2.7 Tratamento Estatistico dos Resultados

O tratamento estatistico dos resultados foi realizado com recurso as ferramentas do

Microsoft Excel 2003.
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CAPITULO 3

RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizagdo do Aldrin

O aldrin, o pesticida em estudo neste trabalho, apresenta como caracteristica
relevante, o facto de ser praticamente insoluvel em agua (0,027mg/L). Assim, para fase
moével 85:15 de acetonitrilo e agua, respectivamente, o tempo de retengdo do aldrin ¢
proximo de 21 minutos, nas condigdes cromatograficas utilizadas, como ¢ possivel

observar na Figura 10.
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W\\ P W

Figura 10 — Cromatograma tipico do aldrin, em solugio aquosa de tensioactivos.

Para a determinagdo quantitativa do aldrin foram efectuadas duas curvas de
calibragdo, uma para os estudos do pesticida realizados com tensioactivos, outra para as
experiéncias feitas com solventes organicos. Para a primeira as concentragdes variaram
entre 1,00 e 15,54mg/L, e para a segunda entre 1,55 e 6,21mg/L. Cada ponto das curvas de

calibracdo corresponde a média de trés medicdes.

A Tabela 3 apresenta as equacdes das curvas de calibragdo e os respectivos
coeficientes de correlagdo (R?), limites de detec¢io (LD) e limites de quantificacio (LQ).
Numa operagdo analitica o LD ¢ a menor quantidade de analito que pode ser detectada e o

LQ a menor quantidade que pode ser determinada.

Tabela 3 — Parametros referentes as duas curvas de calibragao.

LD LQ

Padroes em: Curva de calibragao R’
(mg/L) (mg/L)

Tensioactivo y =7307,3x - 980,86  0,9977 0,799 2,662

Solvente organico y =8090,9x - 678,75 0,9991 0,185 0,616
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Como se pode verificar na tabela, os valores dos limites de detecgdo e
quantifica¢do referentes a curva com os padrdes em acetato de etilo (solvente organico

utilizado) apresentam valores mais baixos e um coeficiente de correlagao mais elevado.

3.2. Extraccgdo Assistida por Ultra-Sons — Optimizacéo de Processos

Numa primeira etapa fez-se um estudo de alguns factores que poderiam influenciar
a extrac¢ao do aldrin de solos, de modo a seleccionar as melhores condi¢des de extraccao
do pesticida. Foram estudadas diferentes composi¢des de tensioactivos, bem como o tempo
de exposicdo aos ultra-sons. Factores como temperatura e poténcia ndo foram estudados

uma vez que o equipamento utilizado era de poténcia fixa e ndo era termostatizado.

3.2.1. Selecgéo do Tensioactivo

Foram realizados ensaios com as seguintes misturas de tensioactivos: POLE:Brij76
1:1 e POLE:Brij76 7:3 e ainda o tensioactivo POLE. A mistura POLE:Brij76 7:3 foi
utilizada por Santana Rodriguez e seus colaboradores [53], na extraccao de pesticidas,
entre os quais o aldrin, de solos, recorrendo a extrac¢do por microondas (micellar-assisted
microwave extraction - MAME). Também V. Pino et al. [59] utilizaram o tensioactivo
POLE, na extrac¢do de PAH’s de sedimentos marinhos, utilizando os ultra-sons como

técnica de extrac¢ao.

Todas as solucdes de tensioactivos foram preparadas com a concentragao final de
5% (m/v). A 2g de solo, previamente enriquecido com aldrin, foram adicionados 8 mL de

solugdo extractante e levado aos ultra-sons durante 15 minutos.

As percentagens de recuperacdo obtidas para o aldrin, apés a extrac¢do com o0s
diferentes tensioactivos, apresentam-se na Tabela 4, com respectivo desvio-padrao relativo

e intervalo de confianca.
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Tabela 4 — Resultados obtidos para a extracgdo assistida por ultra-sons (t=15min), com
diferentes tensioactivos e concentracdo de 5% (Vtensioactivo=8mL, m(solo)=2g). DPR — desvio

padrao relativo; I.C. — intervalo de confianca; n — nimero de extrac¢des

POLE:Brij76 POLE:Brij76
Tensioactivo POLE

7:3 1:1
%Recuperacao 40,35 58,80 31,25
DPR (%) 8,633 4,737 5,062
I.C. 8,648 4,429 7,484
n 3 4 4

Pode observar-se que as percentagens de recuperacdo obtidas para os diferentes
tensioactivos variam entre 31,25 e 58,80%, sendo os intervalos de confianca inferiores a
10%. Comparando as percentagens de recuperacdo obtidas com as misturas POLE: Brij76
verifica-se que o incremento da quantidade de Brij76 na mistura produz um decréscimo da
taxa de recuperagdo do aldrin adsorvido ao solo em estudo. Mas, por outro lado, a auséncia
de Brij76 também faz diminuir a percentagem de recuperagdao obtida. Contudo, nao foi
possivel chegar a uma justificagdo plausivel para este facto, pois na literatura disponivel

ndo foi encontrada informacao util para fundamentar os resultados obtidos.

Na extrac¢do de pesticidas organoclorados de solos, com tensioactivos, Santana
Rodriguez e seus colaboradores obtiveram, com a mistura de tensioactivos POLE:Brij76
7:3, uma taxa de recuperacdo de aldrin a variar entre 57,5 e 80% para diferentes solos. V.
Pino na aplicagdo de meios micelares (POLE) associados aos ultra-sons, para a extrac¢ao

de PAHs de sedimentos marinhos, obteve recuperagdes superiores a 90%.

O tamanho das particulas influéncia fortemente a adsorcao dos analitos & amostra
[73, 80]. Deste modo nao ¢ possivel comparar, na totalidade, os resultados obtidos com os
da literatura, uma vez que os solos apresentam diferentes constitui¢des, tanto a nivel da
granulometria, como ao nivel da composicdo. Mas, o facto de o solo ser essencialmente
constituido por argilas e silte (particulas <50um) pode justificar as baixas taxas de

recuperagao obtidas, para o pesticida em estudo, com os tensioactivos, uma vez que a
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percentagem de particulas de grido fino é consideravel, aumentando a éarea superficial

disponivel para adsor¢ao.

Na Figura 11 estdo representadas, graficamente, as taxas de recuperagdo e
respectivos intervalos de confianga, para um nivel de confianga de 95%, obtidas utilizando

como extractante os tensioactivos estudados.

70

60 |

50 A

40 -

30 A

Recuperagao (%)

20 A

10 -

POLE POLE:Brij76 7:3 POLE:Brj76 1:1

Figura 11 - Gréafico referente as extracgdes de aldrin utilizando diferentes

tensioactivos/mistura de tensioactivos e respectivo intervalo de confianga.

Pela observagdao do grafico verifica-se que a mistura de tensioactivos com a
propor¢do 7:3 apresenta o valor mais elevado de percentagem de recuperagdo e um

reduzido intervalo de confianga.

3.2.1.1. Tratamento Estatistico dos Resultados

Uma vez que as incertezas associadas aos resultados (intervalos de confianga) tém
valores de grandeza consideravel e de modo a justificar a escolha do tensioactivo
POLE:Brij76 7:3 para a extrac¢do do aldrin recorreu-se a um teste de significancia, a

ANOVA.

A ANOVA (analise da variancia) ¢ uma ferramenta estatistica utilizada para separar
e estimar diferentes causas de variagdo, tais como as que sao causadas pela mudanca de um

factor controlado ou a variagdo devido a erros aleatorios. Permite também testar, se a
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alteracdo de factores controlados produz diferencas significativas entre os valores médios

obtidos.

Num teste de significancia, como ¢ o caso da ANOVA, testa-se a veracidade de
uma hipdtese denominada hipotese do nulo (Hy). A utilizacdo do termo “nulo” implica que
ndo hé diferencas entre os valores observados e os conhecidos. Assumindo que a hipotese
do nulo ¢ verdadeira, a estatistica pode ser utilizada para mostrar que a probabilidade das
diferencas observadas entre a média de uma amostra X e do valor verdadeiro u resulta
unicamente de erros aleatorios. Em termos praticos a ANOVA divide a variabilidade em

variabilidade entre grupos e variabilidade dentro de grupos e compara-as por meio de um

teste F [81].

Assim, neste caso, se Hy ¢ verdadeira: “As recuperagdes ndo sdo significativamente
diferentes”. Na Tabela 5 esta representada a ANOVA, na qual sdo comparadas as
percentagens de recuperacdo do aldrin, adsorvido no solo, pelas diferentes solugdes de

tensioactivos, quando sujeitas a exposi¢do de ultra-sons.

Tabela 5 — Tabela ANOVA referente a comparacao das variancias da extrac¢do por ultra-
sons, das diferentes solugdes tensioactivos. (SQ — soma dos quadrados; gl — graus de liberdade;

MQ — Média dos quadrados; valor P — probabilidade (p<0.05))

ANOVA
Fonte de variacao SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 1566,097 2 783,049
Dentro de grupos 114,023 8 14,253 54,939 2,12E-05 4,459
Total 1680,120 10

Na Tabela 5 verifica-se que o F critico ¢ menor que o F calculado, o que significa
que as recuperagoes obtidas para as diferentes solugdes de tensioactivos estudados diferem
significativamente e, deste modo, rejeita-se a hipotese do nulo. Uma maneira simples para

identificar estas diferencas ¢ através do teste das minimas diferencas significativas [81].
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Neste teste colocam-se os valores das médias por ordem crescente e comparam-se as
diferengas entre uma média e a que lhe esta adjacente, com um valor denominado Minima

Diferenca Significativa (M.D.S.). Este valor ¢ dado por:

M.D.S.= s\E Xty
n

onde o S ¢ a estimativa do desvio padrdo “dentro de grupos”, o n € o niimero de réplicas e
h(n-1) corresponde aos graus de liberdade da estimativa. A estimativa do desvio padrio ¢

dada por:

2 2

R I

7 h(n
Colocando as taxas de recuperagdo obtidas por ordem crescente temos:

POLE:Brij76 1:1 POLE POLE:Brij76 7:3

31,25% 40,35% 58,80%

Para s= 4,95, t=3,306, a M.D.S ¢ 8,06 logo,

POLE:Brij76 1:1 < POLE < POLE:Brij76 7:3

ou seja, os resultados diferem todos entre eles sendo que o POLE:Brij76 1:1 ¢ o
tensioactivo com o qual se obtém a menor taxa de recuperagdo do aldrin e o POLE:Brij76
7:3 a maior. Assim, pode comprovar-se que o tensioactivo mais eficiente na extrac¢ao do

aldrin ¢ a mistura POLE:Brij76 na proporcdo de 7:3, utilizada nos ensaios posteriores.
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3.2.2. Estudo da Influéncia do Tempo de Extraccéo na Recuperagao

Analisando a Tabela 1, referente a extrac¢do de poluentes organicos de matrizes
solidas, verifica-se que alguns autores na extrac¢ao de pesticidas, por ultra-sons, utilizaram
tempos que variam entre 15 e 35 minutos. Assim, para estudar a influéncia do tempo de
extrac¢do na recuperagdo do aldrin foram seleccionados os tempos 15 ¢ 30 minutos. Foram
comparadas as taxas de recuperagdo obtidas ao fim dos tempos referidos, utilizando a
solugdo de tensioactivos POLE:Brij76 com a concentracdo de 5% na proporcdo 7:3. Na
Tabela 6 estdo representadas as recuperacdes, em percentagem, obtidas para cada um dos
tempos, bem como, o respectivo desvio padrdo relativo e o intervalo de confianca, com

nivel de confianga de 95%.

Tabela 6 — Resultados obtidos para a extrac¢do assistida por ultra-sons com diferentes
tempos, com a mistura POLE:Brij76, na propor¢do de 7:3, com concentragdo de 5%
(Vtensioactivo=8mL, m(solo)=2g). DPR — desvio padrao relativo; I.C. — intervalo de confianga; n —

ntmero de extracgoes

Tempo 15minutos 30minutos
%Recuperacao 58,80 52,70
DPR (%) 4,737 9,608
I.C. 4,429 8,051
N 4 4

A taxa de recuperacdo ao fim de 15 minutos parece ser superior a recuperagcao
obtida ao fim de 30 minutos. No entanto, verifica-se que a variabilidade existente entre os
resultados obtidos para o tempo mais longo ¢ maior, o que pode levar a concluir que ndo

existem diferengas significativas entre os dois resultados.
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3.2.2.1. Tratamento Estatistico dos Resultados

A fim de verificar a existéncia de diferengas significativas entre os dois tempos
estudados, aplicou-se um teste t para a comparacao das duas percentagens de recuperacao
obtidas. Para identificar o teste t a aplicar, ¢ necessario verificar se as varidncias sao
significativamente diferentes. Para isso faz-se um teste F, que consiste na comparagao das

variancias das duas recuperagdes obtidas para os tempos de 15 e 30 minutos.

SZ
F==1, s'>s]
SZ

Testa-se a veracidade da hipotese do nulo: “ As variancias sdo iguais”. O valor de F
calculado ¢ de 3,30 e o valor de F critico ¢ 15,44 logo, o F critico ¢ maior que o F
calculado. Deste modo nao se rejeita a hipdtese do nulo, o que significa que as variancias
sdo iguais. Assim sendo a comparacdo das médias € feita por meio de um teste t para

amostras com variancias iguais:

X, —X n, —Ds} +(n, —1)s;
t:(xl Xz) L+L,emque S=( 1 )51 +( 2 )52
S n n, n,+n,-2

, . ~ — , q- 2 . A .
onde n corresponde ao numero de determinagdes, X a média e s~ a variancia das

médias em estudo.

Mais uma vez ¢ necessario estabelecer a Hy: “As taxas de recuperagdo ndo sao
significativamente diferentes”. Na tabela seguinte estdo representados os resultados
referentes ao teste t, para comparagdo das percentagens de recuperagdo para os tempos em

estudo.
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Tabela 7 — Teste t referente a comparagao das médias dos dois tempos em estudo.

15minutos 30minutos

Média 58,80 52,70
Variancia 7,76 25,64
n° de extracgdes 4 4
Variancia agrupada 16,70
gl 6
t calculado 2,110
t critico 2,446

Pelos resultados apresentados na tabela verifica-se que o t critico ¢ maior que o t
tabelado, logo ndo se rejeita a hipdtese do nulo. Daqui, pode concluir-se que os resultados
obtidos na extraccdo do aldrin ao fim de 15 e 30 minutos ndo diferem entre si
significativamente. Deste modo, uma vez que ao fim de 15 minutos a quantidade de aldrin
extraida ¢ a mesma do que utilizando 30 minutos na extrac¢do, foi seleccionado o tempo

mais baixo com o intuito de rentabilizar o trabalho.

3.2.3. Estudo da Concentragao do Tensioactivo na Extraccdo do Aldrin
Adsorvido

A concentracdo de tensioactivo deverd sempre ser superior & sua concentraciao
micelar critica (CMC), de maneira a garantir a formacao de micelas. Uma vez que a CMC
dos tensioactivos ndo i6nicos & bastante baixa (10°-10*M) [82], a formacdo de micelas foi

garantida para todas as concentragdes testadas.

No seu trabalho Santana Rodriguez [53] optimizou as condigdes experimentais para
a extracc¢ao de pesticidas organoclorados de solos, com recurso as microondas, utilizando
como solugdo extractora a mistura de tensioactivos POLE:Brij76, na propor¢ao 7:3.
Constataram que a concentragao de tensioactivo € o factor que mais afecta as recuperagdes,

quando se opera com as microondas, para além de estar correlacionado com a poténcia.
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Como concentragdo dptima de tensioactivo obtiveram 5%. Dai que, nos ensaios anteriores
tenha sido utilizada esta concentragdo nas solugdes de tensioactivos preparadas. No entanto
também se pretende testar o efeito da variacdo da concentracdo da solugdo de tensioactivos
na desorc¢ao do pesticida em estudo. Para escolher a concentracdo mais adequada a utilizar
neste trabalho experimental, optou-se por estudar uma concentragdo inferior ¢ uma
concentragdo superior aos 5%. As concentragdes escolhidas foram 2 e 10%. Na Tabela 8
apresentam-se as taxas de recuperagdo obtidas para o aldrin com a mistura POLE:Brij76,
na propor¢ao de 7:3, a diferentes concentracdes, e os respectivos desvios padrdo relativo e

intervalos de confianga, com nivel de confianca de 95%.

Tabela 8 — Resultados obtidos para a extrac¢ao por ultra-sons (t=15min), com a mistura
POLE:Brij76, na propor¢do de 7:3, com diferentes concentragdes (Vtensioactivo=8mlL,
m(solo)=2g). DPR — desvio padrao relativo; I.C. — intervalo de confianga; n — numero de

extraccoes

[tensioactivo]
2 5 10
(%)
%Recuperagao 41,89 58,80 50,72
DPR (%) 10,25 4,737 19,07
I.C. 6,828 4,429 15,37
n 4 4 4

A Figura 12 mostra a representagdao grafica das percentagens de recuperacao da

Tabela 8 e respectivo intervalo de confianga das determinagdes analiticas.
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Figura 12 — Grafico referente as extrac¢des de aldrin de um solo utilizando diferentes

concentrac¢des de tensioactivo e respectivo intervalo de confianca das determinagdes analiticas.

Analisando a Tabela 8 e a Figura 12 verifica-se que a concentraciao de 5% ¢ aquela
com a qual a taxa de recuperagdo parece ser mais elevada. No entanto, uma vez que 0s
intervalos de confianga se sobrepdem nao se pode concluir definitivamente no que respeita

a concentracao mais adequada para realizar estas extracgoes.

3.2.3.1. Tratamento Estatistico dos Resultados

Com o objectivo de verificar se as recuperagdes obtidas sdo ou nao
significativamente diferentes utilizaram-se testes t (Tabela 9). A hipotese do nulo ¢

definida como: “As recuperagdes ndo sdo significativamente diferentes”.
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Tabela 9 — Testes t referentes as comparagdes das médias das percentagens de recuperagao

do aldrin, obtidas com as diferentes concentra¢des da mistura de tensioactivos estudada.

2% 5% 10%
Média 41,887 58,803 50,71
Variancia 18,441 7,760 93,52
n° de extracgdes 4 4 4
Comparacao das médias: 2e5% 5e10% 2¢e10%
Variancia agrupada 13,101 50,640 55,9811
gl 6 6 6
t calculado 6,609 1,6067 1,66
t critico 2,4469 2,446 2,442

Comparando o t calculado com o t critico para cada conjunto de concentragdes,
verifica-se que apenas as concentragdes de 2 e 5% diferem entre si. A variabilidade
apresentada pela concentracdo de 10% pode justificar o facto de esta concentragdo ndo
apresentar diferencas significativas em relacdo as outras concentracdes em estudo. Pelos

resultados apresentados, a concentracao de 5% foi a escolhida para os ensaios posteriores.

3.2.4 Extraccéo Sequencial

Por vezes, com o intuito de obter melhores taxas de recuperacdo, utiliza-se mais
que um passo de extrac¢do, como se pode observar na Tabela 1. O método da EPA 3550C
[83] descreve a extracg¢do por ultra-sons para a concentracdo de compostos organicos, de
matrizes sélidas. O método apresenta dois procedimentos baseados na concentragdo
esperada para o composto organico em estudo. Se a concentracdo esperada for inferior a
20mg/kg, deve ser empregue uma serie de 3 extrac¢des, numa grande quantidade de

amostra; se for superior a 20mg/kg, a quantidade de amostra ¢ menor e o composto
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organico ¢ extraido numa unica vez. Neste estudo, o enriquecimento foi de 20mg de
pesticida por kg de solo. Por conseguinte, optou-se por verificar se a utilizagdo de mais que
um passo de extraccao traria melhorias significativas nos resultados obtidos para o aldrin.
Na Figura 13, estdo representados os resultados obtidos para os dois passos, efectuados em
4 amostras, sendo o resultado apresentado, a média de 3 extrac¢des com POLE:Brij76 7:3,

a 5%.
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Figura 13 — Grafico referente a extrac¢do do aldrin por ultra-sons (t=15min), com a mistura

Recuperacao (%)

POLE:Brij76 7:3, a 5%. (Vtensioactivo=8mL, m(solo)=2g, passos de extraccao=2).

Pela analise do grafico verifica-se que a quantidade de pesticida extraida no
segundo passo ¢ relativamente baixa. Por outro lado os intervalos de confianga do primeiro
passo de extrac¢ao abrangem as recuperagdes referentes ao segundo passo de extracgdo dai

que, se optou por realizar apenas um passo de extracgao.

3.3. Extraccéo por Ultra-Sons com Solventes Organicos

A utilizacao de solventes organicos na extrac¢ao de pesticidas, por ultra-sons, ja foi
alvo de estudo como se pode observar na Tabela 1. Dos estudos apresentados na referida

tabela, apenas em dois foi investigada a extrac¢@o do aldrin. Ali Tor et al. [58] estudaram a
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extrac¢do de aldrin, entre outros pesticidas organoclorados, de solos, utilizando solventes e
ultra-sons no processo. Estudaram vérios solventes e obtiveram melhores resultados com a
mistura éter de petroleo:acetona 1:1. M.C. Vagi et al. [63] também extrairam pesticidas
organoclorados de sedimentos marinhos utilizando a extrac¢do assistida por ultra-sons. De
entre os solventes estudados, obtiveram melhores percentagens de recuperacdo com o

diclorometano. Em ambos o0s casos, utilizaram também a acetona e o acetato de etilo.

Partindo destes dados, foram escolhidos 4 solventes: a acetona, o acetato de etilo, o
acetonitrilo e a mistura acetona:éter de petréleo, na proporcao de 1:1. Na Tabela 10 estdo

apresentados os resultados obtidos apds a extrac¢do do aldrin com solventes.

Tabela 10 — Resultados obtidos para a extrac¢do por ultra-sons (t=15min), com diferentes
solventes (Vsolvente=8mL, m(solo)=2g). DPR — desvio padrio relativo; I.C. — intervalo de

confianga; n — nimero de extracgoes.

Acetato de Acetona/éter de
Solventes Acetona Acetonitrilo
etilo petrdleo (1:1)
%Recuperagdo 66,23 80,10 71,42 100,82
DPR (%) 10,13 6,23 8,95 5,43
1.C. 16,66 7,94 10,16 13,59
n 3 4 4 3

As recuperacdes obtidas com os solventes utilizados variam entre 66,23 e 100,82%,
com um intervalo de confianca inferior a 17%. A representagdo grafica das taxas de
recuperacado, e respectivos intervalos de confianga com nivel de confianga 95%, presentes

na Tabela 10 encontra-se na Figura 14.
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Figura 14 — Gréafico referente as recuperagdes de aldrin obtidas, ap6s extrac¢ao por ultra-sons, com

recurso a solventes orgénicos e respectivo intervalo de confianga.

Dos resultados obtidos na Tabela 10 e na Figura 14, retira-se que a acetona ¢ o
solvente menos eficiente na extraccdo de aldrin, recuperando-se apenas cerca 66% de
pesticida e o éter de petrdleo ¢ o solvente mais eficaz no processo de extraccao devido a

elevada taxa de recuperacdo obtida para o aldrin, cerca de 100%.

Um dos parametros que podem influenciar a eficiéncia da extrac¢do ¢ a natureza do
solvente. Na extrac¢do por ultra-sons foram utilizados solventes com diferentes

polaridades, as quais se encontram na Tabela 11.
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Tabela 11 — Indice de Polaridade dos solventes utilizados na extrac¢io do aldrin.

Solvente Polaridade

Eter de Petroleo <0,1

Eter de petroleo e acetona (1:1)  0,1<Polaridade <2,75

Acetato etilo 4.4
Acetona 5,4
Acetonitrilo 5,8

Comparando os resultados obtidos com as polaridades dos solventes verifica-se
uma relagdo directa entre a polaridade e as percentagens de recuperacdo. Contudo as
percentagens obtidas com acetona e acetonitrilo ndo revelaram diferencas significativas, o

que nao surpreende, dada a proximidade das suas polaridades.

Devido a baixa polaridade do aldrin seria de esperar uma maior afinidade para o
solvente mais apolar, o que foi verificado, uma vez que foi com a mistura acetona: éter de

petrdleo que se obteve a recuperacdo mais elevada.

3.3.1. Tratamento Estatistico dos Resultados

A fim de averiguar a existéncia de diferengas significativas nos resultados obtidos
para a extrac¢dao do aldrin com diferentes solventes, foi feito um teste ANOVA (Tabela
12). Definiu-se a hipdtese do nulo, Hp: “ As recuperagdes ndo sdo significativamente

diferentes.”
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Tabela 12 — Tabela ANOVA referente as variancias obtidas, utilizando a extrac¢do por Ultra-Sons,
com diferentes solventes. (SQ — soma dos quadrados; gl — graus de liberdade; MQ — Média dos

quadrados; valor P — probabilidade (p<0.05))

ANOVA
Fonte de variacéo SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 2151,99 3 717,33 20,647 0,000132 3,708

Dentro de grupos 347,419 10 34,7419

Total 2499,41 13

Através da comparagdo dos valores de F presentes na tabela, verifica-se que o valor
de F ¢ superior ao F critico, o que prova a existéncia de diferengas significativas entre os
resultados obtidos para os diferentes solventes. Assim sendo, rejeita-se a Hy. Para
identificar as diferencas, aplica-se o teste da M.D.S. Colocando as taxas de recuperagao

por ordem crescente obtém-se:

Eter de petroleo:

Acetona Acetonitrilo Acetato de etilo
Acetona (1:1)

66,23 71,42 80,10 100,82

Para s= 5,93, t10=2,23=,a M.D.S ¢ 9,99 logo,

Acetona ~ Acetonitrilo =~ Acetatodeetilo < Eter de petroleo:acetona(1:1)

Através do teste das minimas diferencas significativas, a acetona, o acetonitrilo e o

acetato de etilo, ndo apresentam diferencas nos resultados e diferem significativamente da
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mistura éter de petrdleo:acetona (1:1), que ¢ o solvente que apresenta maior percentagem
de recuperacdo. Deste modo, a mistura éter de petrdleo:acetona (1:1) foi o solvente

escolhido para ensaios posteriores.

3.3.2. Comparacdo dos Solventes Organicos com o0s Tensioactivos como

Extractantes

Comparando os resultados obtidos com os tensioactivos € com os solventes
verifica-se que na extrac¢do utilizando os solventes como extractante ¢ possivel obter taxas
de recuperacdo mais elevadas. Isto, pela maior afinidade que o pesticida tem em relagao
aos solventes, devido a elevada hidrofobicidade do pesticida. No entanto, a utilizagdo de
solventes organicos provocou alguns problemas, nomeadamente na determinagdo por

HPLC:

- no comprimento de onda utilizado (214nm) a absorc¢ao dos solventes organicos ¢

muito elevada, face aos tensioactivos.

- os solventes organicos extraem muito mais matéria organica dos solos em relacao

aos tensioactivos, o que dificultou por vezes, a separagao do pico do aldrin.

- dificuldade em obter uma boa linha de base, muitos picos sobrepostos

correspondentes a diferentes compostos extraidos pelos solventes;

- a variabilidade dos resultados é muito maior.

3.4. Extracgcdo com Agitacao

A realizagdo desta experiéncia teve como objectivo a comparagdo dos ultra-sons
com um outro método que permitisse o movimento das particulas, o qual promove a
possivel interac¢do entre as mesmas e o extractante. Para tal, utilizando as condigdes
optimizadas nos estudos de extrac¢do realizados com ultra-sons, submeteu-se o solo a um
procedimento de extrac¢ao com agitagdo mecanica. O tensioactivo utilizado foi a mistura

POLE:Brij76, na propor¢ao de 7:3, com concentragao de 5% (m/v).
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Na tabela seguinte estdo expressos os resultados referentes a extraccdo do aldrin,

com agitagdo, durante 15 minutos e apos 18 horas.

Tabela 13 — Resultados obtidos para a extracgdo com agitacdo a diferentes tempos, com a
mistura de tensioactivos POLE:Brij76 7:3, com concentracdo de 5% (Vsolvente=8mL,
m(solo)=2g). DPR — desvio padrio relativo; I1.C. — intervalo de confianga; n — numero de

extraccoes

Tempo 15minutos 18horas
%Recuperagao 66,83 66,35
DPR (%) 12,51 11,72
I.C. 13,28 12,36
n 4 4

Como ¢ possivel observar na Tabela 13, as taxas de recupera¢do sdo ambas da
ordem dos 66% com intervalos de confianca semelhantes. Daqui retira-se que ndo seriam
necessarios mais de 15 minutos para garantir a maxima eficiéncia no processo de extrac¢cao
Através das percentagens de recuperacdo verifica-se que a extraccdo com agitacao
apresenta melhores resultados face aos ultra-sons, apresentando, em contrapartida

intervalos de confianga mais elevados.

Ao contrario dos ultra-sons, que provocam um aumento de temperatura apos
funcionarem muito tempo seguido, na agitagdo foi possivel utilizar tempos de extraccao
mais elevados pois ndo havia risco de aquecimento, o qual se podia traduzir em alteragdes

dos resultados.

3.4.1. Comparacao da Extraccéo por Ultra-Sons e com Agitacao

A fim de verificar a existéncia de diferencas significativas, entre a extrac¢dao do
aldrin com a mistura POLE:Brij76, 7:3, com concentra¢dao de 5%, com os ultra-sons € com

a agitagdo fez-se um teste t.
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Uma vez que as variancias ndo diferem significativamente (verificado através de
um teste F) foi aplicado um teste t para variancias iguais, cujo resultado esta apresentado

na Tabela 14.

Tabela 14 — Comparagao das médias das percentagens de recuperagao do aldrin

obtidas com os ultra-sons e com a agitacao.

Ultra-sons Agitacao
Média 58,803 66,828
Variancia 7,760 69,846
n° de determinagdes 4 4
Variancia agrupada 38,803
gl 6
t calculado 1,8219
t critico 2,44691

Uma vez que o t calculado ¢ menor que o t critico as recuperagdes nao diferem
significativamente, o que significa que ndo se rejeita a Hy. Deste modo, pode concluir-se
que ndo existem diferengas significativas entre a extrac¢do do aldrin, com tensioactivos,

por ultra-sons e com agitacao.

3.5. Influéncia das fertilizagdes na extracgdo do aldrin

Uma vez optimizados os factores que poderiam influenciar a extrac¢ao do pesticida
do solo, aplicou-se a mistura de tensioactivos POLE:Brij76 7:3 e a mistura de solventes
éter de petroleo:acetona 1:1, na extrac¢do do aldrin de solos com diferentes fertilizagdes: o
solo fertilizado com composto (COM), o solo fertilizado com estrumes (FYM), o solo
fertilizado com lamas de esta¢des de tratamentos (SLU) e o solo com fertilizagdo mineral

(MIN).
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3.5.1. Extraccdo com POLE:Brij76 7:3

A extrac¢do do aldrin com o tensioactivo POLE:Brij76, 7:3, com concentragao de
5% (m/v) foi aplicada nos diferentes solos. Os resultados obtidos (Tabela 15) encontram-se
entre 53,65 ¢ 60,00%, nao tendo sido obtidos intervalos de confianga, com nivel de
confianga 95%, superiores a 5%. A recuperagdo mais elevada refere-se ao solo com a

fertilizagdo mineral e, a mais baixa, ao solo fertilizado com composto.

Tabela 15 — Resultados obtidos para a extrac¢do do aldrin, com a mistura de tensioactivos,
7:3, com concentragdo de 5%, das fertilizagcdes mais elevadas dos diferentes solos e do controlo
(Vsolvente=8mL, m(solo)=2g). DPR — desvio padrdo relativo; I.C. — intervalo de confianca; n —

numero de extracgoes

Solos Solo 27 Solo 37 Solo 19 Solo 6
(FYM III) (MINI) (COM 110) (SLU I1II)
%Recuperagao 60,00 61,98 53,65 55,80
DPR (%) 2,126 4,247 2,865 4,679
I.C. 2,0280 4,186 2,618 4,237
n 4 4 4 4

3.5.1.1. Tratamento Estatistico dos Resultados

Apesar da diferenca entre as taxas de recuperacdo obtidas para os diferentes solos,
com a mistura de tensioactivos, ser inferior a 10%, foi feito o teste ANOVA para verificar
a existéncia de diferencas significativas nos resultados, sendo a Hy: “As recuperagdes nao
sdo significativamente diferentes”. A Tabela 16 seguinte refere-se a analise das variancias

dos resultados obtidos.
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Tabela 16 — Tabela ANOVA referente as variancias dos diferentes solos estudados,
utilizando a extracgdo por Ultra-Sons, com a mistura de tensioactivos. (SQ — soma dos quadrados;

gl — graus de liberdade; MQ — Média dos quadrados; valor P — probabilidade (p<0.05))

ANOVA
Fonte de variagao SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 61,2919 3 20,4306 3,34 0,0562 3,49
Dentro de grupos 73,5121 12 6,12601
Total 134,804 15

Analisando os resultados verifica-se que o valor de F obtido é menor que o F
critico, ou seja, os resultados ndo sdo significativamente diferentes. Deste modo, ndo se
rejeita a hipotese do nulo. Pode admitir-se que as taxas de recuperagdo do aldrin sdo
sensivelmente as mesmas, ou seja, as diferentes fertilizacdes aplicadas no solo ndo t€m
influéncia na recuperagdo do pesticida com os tensioactivos, no processo de extrac¢do com

ultra-sons.

3.5.2. Extraccéo com Solventes Organicos

Apesar da mistura éter de petrdleo:acetona 1:1 apresentar melhores resultados,
ocorreram algumas dificuldades em trabalhar com esta mistura no HPLC, devido a
complexa composicao deste solvente e a maior quantidade de matéria organica que extrai,
pelo que se optou por utilizar o acetato de etilo como solvente extractor, dado que este foi

o segundo solvente a apresentar melhores recuperacdes.

Os resultados referentes a extrac¢do do aldrin, por ultra-sons, utilizando como

extractante o acetato de etilo apresentam-se na Tabela 17.
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Tabela 17 — Resultados obtidos para a extrac¢ao do aldrin, com solvente, acetato de etilo,
das fertilizagdes mais elevadas dos diferentes solos e do controlo ([aldrin]=5 mg/L,

Vsolvente=8mL). DPR — desvio padrdo relativo; 1.C. — intervalo de confianga; n — nimero de

extraccoes
Solo 27 Solo 37 Solo 19 Solo 6
Solos
(FYM III) (MIN 1) (COM 11I) (SLU III)
%Recuperagdo 79,09 68,43 93,24 82,46
DPR (%) 4,553 8,672 10,32 9,499
1.C. 4,477 7,377 11,95 9,74
n 5 5 5 5

Analisando os resultados da tabela verifica-se que os valores das percentagens de
recuperagdo variam entre 68,43%, referente ao solo mineral e 93,24% no caso do solo
fertilizados com composto. Ao contrario dos resultados obtidos na extrac¢do do pesticida
com tensioactivos, a recuperagdo mais elevada foi obtida a partir do solo fertilizado com

composto, e a mais baixa do solo com fertilizagdo mineral.

3.5.2.1 Tratamento Estatistico dos Resultados

Para verificar se existem diferengas entre os resultados das extracgdes com o
acetato de etilo obtidos para os solos com diferentes fertilizantes, foi feito o teste ANOVA,
apresentado na Tabela 18. Definiu-se como Hj, “As recuperacdes obtidas ndo sdo

significativamente diferentes”.
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Tabela 18 — Tabela ANOVA referente as variancias dos diferentes solos estudados,
utilizando a extracgdo por Ultra-Sons, com solvente orgénico. (SQ — soma dos quadrados; gl —

graus de liberdade; MQ — Média dos quadrados; valor P — probabilidade (p<0.05))

ANOVA
Fonte de variacao SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 1566,97 3 522,325 10,339 0,000501 3,239

Dentro de grupos 808,327 16 50,5204

Total 2375,302 19

Na Tabela 18 pode observar-se que o valor de F ¢ superior ao F critico e, deste
modo, rejeita-se a hipotese do nulo, ou seja, ha diferengas significativas nos resultados
obtidos para os diferentes solos. Através do teste das minimas diferencas significativas ¢
possivel distinguir quais os solos que diferem entre si. Colocando as taxas de recuperacao

obtidas com o acetato de etilo por ordem crescente, obtemos:

Solo37(MINI)  Solo27 (FYMIII)  Solo6(SLUII)  Solo 19 (COM III)

68,43 79,09 82,46 93,24

M.DS.= s\/gxth(nl), com s=7,11 e t;6=2,1199
n

M.D.S =9,53.

Ap0s o calculo das minimas diferencas significativas conclui-se que:

MIN < FYM ~ SLU < COM
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Ou seja, no solo com fertilizagdo mineral a quantidade de pesticida extraida ¢
menor, seguido das fertilizacdes com estrume e lamas, que ndo diferem uma da outra
significativamente, sendo o solo com a fertilizagdo composta, aquele do qual se extraiu

maior quantidade de pesticida.

3.5.3. Comparacao dos Extractantes nas Diferentes Fertilizacdes

Na Figura 15 estdo representadas as percentagens de recuperacdo do aldrin,
extraido dos solos com diferentes fertilizacdes, com acetato de etilo € com a mistura de
tensioactivos e respectivo intervalo de confianga, com nivel de confianca 95%. Mesmo
com erros relativamente elevados, as extracgcdes com acetato de etilo apresentam melhores
recuperagdes, em geral, como € possivel visualizar. Apenas no solo mineral € possivel
verificar uma aproximacao dos resultados obtidos com a mistura de tensioactivos € com o

solvente.

140
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m POLE:Brij76 7:3
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Solo 27 Solo 37 Solo 19 Solo 6
(FYM 111 (MIN 1) (COM 1) (SLU 1y

Figura 15 — Grafico comparativo da extrac¢cdo por U.S. com tensioactivos € com acetato de

etilo, e respectivos intervalos de confianca.

A textura do solo ¢ extremamente importante nos processos de sorcdo. As
particulas mais pequenas, apresentam maior area superficial, o que faz aumentar a
adsorcdo de compostos as mesmas, a qual também ¢ influenciada pela natureza do analito

[53].
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Dos trés principais constituintes do solo (areia, silte e argila), a argila ¢ o
constituinte com particulas de menores dimensdes (maior area superficial) e elevada carga
superficial pelo que se espera que apresente um grande poder adsorvente. Assim, em solos
com elevadas quantidades de argila as recuperagdes vao ser menores [53]. Uma possivel
justificagdo para os resultados obtidos na extraccdo do aldrin com a mistura de
tensioactivos de diferentes solos, mesmo sendo as diferencas pequenas, poderia envolver a
quantidade de matéria organica de cada solo. Os solos com elevada quantidade de matéria
organica tém boas recuperagdes pois o tensioactivo também consegue extrair substancias
humicas nas quais se encontra ligado o pesticida [27]. Este pressuposto ndo coincide com
os resultados obtidos para a extraccdo com tensioactivos, uma vez que as percentagens de
recuperagao obtidas para os diferentes solos ndo diferem significativamente, pelo que ¢
possivel concluir que, no caso dos solos estudados, o contetido de matéria organica do solo
ndo influencia as taxas de recuperacdo, para os tensioactivos. O mesmo nao se verifica, na
extrac¢do com solventes dado que, em solos com maior percentagem de matéria organica a

percentagem de recuperacao do pesticida foi maior, como se pode observar na Tabela 19.

Tabela 19 — Dados referentes a quantidade de matéria organica, em %, presente nos quatro

solos com a recuperagdo do aldrin, em %, para o POLEBTij76 7:3 e para o acetato de etilo.

Matéria Organica Recuperagdo do Aldrin (%)

ol (%) Tensioactivo Solvente Organico
Solo 6 (SLU) 6,09 55,80 82,46
Solo 19 (COM) 9,40 53,65 93,24
Solo 27 (FYM) 5,89 60,00 79,09
Solo 37 (MIN) 5,34 61,98 68,43

Com o intuito de perceber qual a influéncia do contetido de matéria organica do
solo procedeu-se a calcinagdo, numa mufla a 550°C, durante 6h, com o objectivo de
eliminar a matéria organica presente. Este estudo apenas foi realizado para o solo com

maior percentagem de matéria organica, ou seja, para o solo fertilizado com composto. A

59



Resultados e Discussado

Tabela 20 apresenta os resultados da extraccdo do aldrin por ultra-sons, para o solo 19

calcinado e ndo calcinado.

Tabela 20 — Resultados obtidos para a extracgdo do aldrin, com acetato de etilo, ¢ com a
mistura de tensioactivos, para o solo com a fertilizagio COM III (ndo calcinado e calcinado). DPR

— desvio padréo relativo; I.C. — intervalo de confianga; n — nimero de extracgdes

Acetato de etilo Tensioactivo
Solo ndo . Solo ndo .
. Solo calcinado . Solo calcinado
calcinado calcinado
Recuperagio (%) 93,24 81,36 53,65 48,16
DPR (%) 10,32 5,686 2,865 4,670
I.C. 11,96 7,356 2,618 3,577
n 4 4 4 4

Através da realizacdo de um teste t, para variancias iguais, foi possivel verificar a
existéncia de diferengas significativas entre o solo ndo calcinado e o solo calcinado, tanto
para o acetato de etilo como para a mistura dos tensioactivos, como se pode observar na

Tabela 21.
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Tabela 21 — Valores de testes t referentes as comparagdes das médias das percentagens de
recuperacgdo do aldrin, dos solos calcinados e nao calcinados, obtidas para o acetato de etilo e para

a mistura de tensioactivos.

Para o acetato  Para a mistura de

de etilo tensioactivos
ol 7 6
t calculado 2,246 6,679
t critico 2,364 2,447

As percentagens de recuperagdo obtidas para os solos calcinados sdo menores do
que para os solos ndo calcinados, o que vem provar que as substancias himicas também
sdo extraidas, incrementando a recuperagao do aldrin. Por outro lado, pode supor-se que o
acetato de etilo extrai mais matéria organica que o tensioactivo, dada a maior diferenca
entre os solos calcinados e ndo calcinados. Mais ainda, a matéria organica provoca uma
maior variabilidade dos resultados, no que diz respeito aos solventes organicos. O mesmo
nao ¢ verificado para a mistura dos tensioactivos, que apesar do 1.C. ser maior no solo nao

calcinado, a diferenca ¢ minima.

3.6. Extraccédo por Ponto de Turvacéao

3.6.1. Diagrama de Fases

A formacdo de ponto de turvacdo em funcdo da concentracdo do tensioactivo na
solucdo pode realizar-se mediante a construgdo de um diagrama de fases, o qual remete
para a influéncia que a temperatura pode exercer numa solu¢do micelar. A obten¢do do
diagrama de fases foi feita com base na variacdo da concentragdo da mistura de
tensioactivos utilizada, entre 0,05 e 10% (m/v), que foram posteriormente sujeitas a um
aumento de temperatura, a fim de se registar a temperatura de ponto de turvagdo, na qual se

formam duas fases distintas.
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A figura seguinte corresponde ao diagrama de fases efectuado para a mistura
POLE:Brij76, na propor¢ao de 7:3. Cada ponto da curva corresponde a uma média de 3

medigdes.

95

70 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

C (tensioactivo) (%)

Figura 16 — Diagrama de fases referente a mistura de tensioactivos, POLE:Brij76, 7:3.

Como ¢ possivel observar, a curva mostra um aumento da temperatura de turvagao
para concentracdes de tensioactivo, inferiores a 1% (m/v). As concentragdes de 3 e 5 %
correspondem aquelas que tém menor temperatura de CP, 83°C, sendo esta a temperatura
minima a qual ocorre a formacao de fases. Deste modo, € em concordancia com o trabalho
j& realizado, optou-se pela utilizagdo de concentragdo de 5%. Por outro lado, uma
concentragdo mais elevada permite obter quantidade suficiente de fase rica em

tensioactivo, para a posterior quantificacdo de aldrin por HPLC.

3.6.2. Influéncia da Forga I6nica do Meio no Ponto de Turvacao

A concentragdes inferiores a 0,01 M, a maioria dos electrolitos ndo apresenta efeitos
significativos no processo de extraccdo por CP. Para concentragdes superiores podem
produzir-se efeitos de aumento ou diminui¢ao da temperatura critica [84]. Foram propostos
mecanismos para explicar os efeitos dos electrolitos na T¢ das solugdes de tensioactivo.

Alguns electrélitos podem fazer com que diminua a temperatura critica por um processo de
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desidratacdo ao passo que outros t€ém o mesmo efeito por favorecerem a associagdo das

moléculas de agua [71].

Para determinar o efeito da adicdo de sais na temperatura de CP da mistura de
tensioactivos, com concentracio 1%, utilizaram-se trés electrolitos: o Na;SO4, o
CuS04:5H,0 e o MgCl,*6H,0, a diferentes concentracdes. Na presenca dos electrolitos a
temperatura critica diminui e verifica-se uma razdo quase linear da temperatura com o
aumento da concentragdo dos sais. A Figura 17 mostra o comportamento da adi¢do de
concentragdes crescentes de diferentes electrdlitos no CP. Pode observar-se a seguinte

ordem de grau de influéncia MgCl, <CuS0O4 <Na2S0O4.
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Figura 17 — Influéncia da variagdo da concentragdo de diferentes sais na temperatura de

CP, para a concentragdo 1% de POLE:Brij76 7:3.

Pela visualizagdao do grafico, verifica-se que o sulfato de sodio ¢ o sal que produz
efeitos mais significativos na diminuicao da temperatura de CP. Assim, foi nos ensaios
seguintes o sal utilizado foi 0 Na,SO4, com concentragdo de sal 0,4M. Nao foram utilizadas
concentragdes de sais superiores dada a dificuldade em dissolver as quantidades de sais

necessarias.
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3.6.3. Optimizacéo do processo de separacdo de fases na Extracc¢éo por Ponto

de Turvacao

O grau de distribui¢ao do analito entre a fase aquosa e a fase rica em tensioactivo,
no processo de extrac¢cdo por ponto de turvagdo pode ser descrito por um coeficiente de

distribuicao Kp:
K, = S
° ¢
ag
onde Cs € a concentracdo final de soluto na fase rica em tensioactivo e C,q corresponde a

sua concentragdo na fase aquosa.

Quando se utiliza a metodologia de ponto de turvagdo para extrair de forma
quantitativa os analitos presentes na solu¢do inicial, o factor a optimizar ¢ o factor de

extrac¢do (E), definido por:

aq

sendo ns o numero de moles do analito na fase rica em tensioactivo € n,q 0 nimero de

moles presente na fase aquosa.
Tendo em conta as equagdes anteriores, obtém-se a seguinte expressao:

Vs

E:KDV_
aq

onde Vs/V,q corresponde a razdo de volumes das fases.

Por outro lado, a frac¢@o de analito extraido, p, ¢ dada por:

Finalmente, o factor de pré-concentracdo (Cr) define-se como a relacdo entre a
concentragdo do analito na fase rica em tensioactivo em relagdo a amostra original, dado

por:

c. v,
Ce=c =Py
n S
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onde Cj, ¢ a concentracdo de analito na amostra inicialmente ¢ Vi, o volume da mesma

[39].

Como se pode verificar, o factor de pré-concentragdo depende, entre outros
factores, da relacdo do volume das fases, da constante de distribuicdo do analito e da

concentragdo de tensioactivo utilizada.

A relacdo entre as fases Vi,/Vs € a razdo entre o volume da solugdo aquosa a ser
concentrada ¢ o volume da fase rica em tensioactivo. Esta razdo aumenta com a diminui¢ao

da concentracao do tensioactivo.

Para analitos extremamente hidrofobicos, como no caso do Aldrin, que possuem
constantes de distribuicdo extremamente favoraveis entre a fase aquosa e micelar, o factor
de pré-concentracdo maximo, possivel de obter, coincide numericamente com a relagao

entre as fases [71].

Em geral, o volume da fase rica em tensioactivo, que se extrai apos a separacao de
fases, ¢ muito pequeno. Isto justifica os elevados factores de pré-concentragao obtidos a
partir desta técnica. O volume da fase rica em tensioactivo depende essencialmente da
quantidade de tensioactivo presente em solucdo, ou seja da sua concentracdo. Dado o
reduzido volume desta fase, ¢ necessaria a utilizacdo de um volume de solu¢do inicial
suficientemente elevado para que a sua manipulacdo ndo leve a introdugdo de erros na
reprodutibilidade dos resultados. Dai que, seja necessario a optimizacdo do volume da
solucao inicial, mantendo um factor de pré-concentracao aceitavel. Por outro lado, quando
se estabelece o factor de pré-concentragdo condiciona-se a quantidade de analito presente
na amostra inicial. Ou seja, o factor de pré-concentragdo depende da concentragdo do

analito na amostra inicial.

Neste trabalho ocorreram inimeras dificuldades na extraccao do pesticida, de entre
as quais, a remog¢do da fase rica em tensioactivo, a injeccdo da mesma no HPLC, dado o
diametro da seringa e o arrefecimento rdpido do mesmo, que provocou a sua solidificagao

no interior da seringa, provocando o entupimento da agulha.

Deste modo, nao foi possivel quantificar o pesticida apos a CPE, verificando-se
apenas a separagao das fases, a influéncia dos sais no abaixamento da temperatura e o
elevado factor de pré-concentracdo que ¢ possivel obter, pois a fase rica em tensioactivo

apresenta um volume muito baixo, face a fase aquosa.
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3.7. Extraccdo com Sais — Formagcao de Fases Liquidas

Na tentativa de conseguir utilizar a metodologia do ponto de turvag¢ao na extrac¢ao
do aldrin de solos, adicionou-se um pouco de acetonitrilo a fase rica em tensioactivo, de
modo a ser possivel a injeccdo da fase rica em tensioactivo no HPLC. Apods a adicdo deste
solvente observou-se a formagdo de uns flocos. Apos alguns testes, verificou-se que na
presenga de uma solucao salina (Na;SOy4) e de acetonitrilo ocorria a formagao de duas fases
nitidas: uma fase aquosa, constituida pela solucao salina e uma fase organica, constituida

pelo acetonitrilo, tensioactivo e possivelmente o pesticida.

A separacdo de fases permitiu a obten¢ado de analito num menor volume de solugdo,
ou seja, permitiu a concentracao do analito na fase orgénica. A presenga de sais saturou a
fase aquosa e provocou o aparecimento de duas fases, uma organica, contendo o aldrin, e
outra aquosa rica em sais. A fase organica foi posteriormente filtrada e injectada no HPLC.
Contudo, o ACN ¢ soluvel em 4gua, o que provocou uma diminui¢do da fase organica face

ao volume adicionado.

A fim de quantificar o pesticida foi necessario estabelecer uma medida rigorosa do
volume da fase orgénica, o qual ¢ variavel, de acordo com a relagdo entre o volume de
ACN e o volume de solugdo aquosa de tensioactivos e sais. Foi necessario estabelecer a
relacdo entre o volume de fase organica adicionada e o volume final da mesma. Numa
primeira etapa preparou-se um conjunto de solucdes de tensioactivos, a 5% com sulfato de
sodio 0,4M, as quais foram adicionados volumes variaveis de acetonitrilo de modo a obter
sempre 20mL de volume final. Apos agitacdo, durante 5 minutos, num agitador end-over-
end, a 23 rpm, transferiram-se as solu¢des para buretas de modo a permitir medir os

volumes das diferentes fases apds um repouso de 10 minutos.

A Figura 18 representa o volume da fase organica obtida em fun¢do do volume de
acetonitrilo adicionado. Na Figura 18 (a) esta representada a relagdo dos volumes obtidos a
partir de ensaios sem solos. Como se pode observar héd diferencas significativas entre os
volumes de acetonitrilo adicionados ¢ os volumes de fase organica obtidos. Contudo
obtém-se uma boa correlacdo entre esses volumes. No sentido de fazer o mesmo
tratamento a extractos aquosos de tensioactivos de amostras de solos utilizou-se 0 mesmo

procedimento e obteve-se a recta (b) da Figura 18. As diferencas observadas entre as duas
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experiéncias podem ser explicadas pelo facto de o solo ter contribuido para a modificagao

da concentragdo de electrélito na fase aquosa.

= =
N o
| |

V (fase organica final) mL
©

4 |
O T T T T T
2 4 6 8 10 12 14
-4
V (ACN adicionado) mL

¢ sem solos (a) ¢ com solos (b)

Figura 18 — Volume de fase orgénica obtido em fung¢do do volume de acetonitrilo

adicionado. (a) — na auséncia de solos; (b) — na presencga de solos.

A Tabela 22 apresenta as equagdes das rectas presentes no grafico anterior, bem

como os respectivos coeficientes de correlacao.

Tabela 22 — Equagdes das rectas acima obtidas e respectivo coeficiente de correlagdo.

Equacdo da recta  Coeficiente de correlacio

Comsolos y=2,0999x - 10,276 R*=0,9978

Semsolos y=1,9663x - 8,315 R’= 0,9948

Previamente a utilizacdo desta metodologia, foi realizado um ensaio nas mesmas
condicdes do ensaio da Figura 18 (a) tendo sido adicionado aldrin (5Smg/L) a solu¢do salina
de tensioactivos, a fim de verificar a recuperagdo do aldrin, tendo-se obtido uma taxa de
recuperacdo de = 80%, o que sugere que nem todo o pesticida passa para a fase orgéanica,

ficando uma parte retida na fase aquosa. Este resultado refere-se 4 média de quatro ensaios.
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Este sistema de separagdo de fases foi aplicado apds a realizagdo de ensaios de
extracc¢ao do aldrin de um solo, recorrendo a extrac¢dao nos ultra-sons, com uma solugado de

POLE:Brij76 7:3, a 5% + Na;SO4 0,4M. Os resultados apresentam-se na Tabela 23.

Tabela 23 — Percentagem de recuperacao do aldrin e respectivos desvio padrao relativo, e
intervalo de confianga. DPR — desvio padrao relativo; I.C. — intervalo de confianca; n — nimero de

extraccoes

Ensaios 1 2 3
%Recuperacao 52,42 74,94 59,63
DPR (%) 20,08 11,67 9,612
I.C. 16,73 13,90 14,23

n 4 4 3

As taxas de recuperagdo, do pesticida, obtidas variam entre 52,42 e 74,94, com
intervalos de confianca entre 13,90 e 16,73. Uma vez que os trés ensaios representam a
mesma metodologia utilizada, pode verificar-se uma enorme variabilidade entre ensaios e
dentro dos proprios ensaios. Podemos inferir que o método ndo ¢ viavel uma vez que nao
conduz ha obtengdo de resultados precisos. Mas, por outro lado, ndo foram feitos outros
estudos com condicdes diferentes. Por, exemplo, a utilizagdo de um solvente mais apolar,

poderia garantir a passagem de todo o aldrin para a fase orgénica.
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CAPITULO 4

CONCLUSOES

Com este trabalho pretendeu-se estudar a extrac¢ao do aldrin de solos, sujeitos a
diferentes fertilizacdes, utilizando a extrac¢ao assistida por ultra-sons. Foi também alvo de
estudo, a eficiéncia de tensioactivos ndo idnicos como extractantes, dadas as vantagens

ambientais e econdmicas que apresentam face aos solventes organicos.

Numa primeira abordagem, e partindo de alguma bibliografia consultada, foi feita a
optimizacdo do método, utilizando os tensioactivos para a extraccdo do aldrin de um solo.
Concluiu-se que, dos tensioactivos estudados, a mistura POLE:Brij76 na proporcao 7:3,
com concentragdo de 5% foi aquele com a qual se obtiveram melhores recuperagdes. O

tempo de extracc¢ao de 15 minutos foi o escolhido para a extracgdo assistida por ultra-sons.

Também foram realizados estudos de extraccdo com solventes organicos. Dos
quatro solventes estudados: a acetona, o acetonitrilo, o acetato de etilo e a mistura éter de
petréleo:acetona (1:1), este Gltimo, apresentou taxas de recuperacdo mais elevadas, tendo
sido seleccionado, para ensaios subsequentes. No entanto, devido a sua composicao
complexa, os resultados tornaram-se pouco reprodutiveis, tendo sido substituido pelo

acetato de etilo.
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A influéncia das fertilizagdes nos processos de extrac¢ao foi estudada, tanto para a
mistura POLE:Brij76 7:3, como para o acetato de etilo. No caso da mistura de
tensioactivos foi verificado que, com o aumento da percentagem de matéria orginica
presente nos solos, devido as diferentes fertilizagdes, a taxa de recuperagdo do aldrin
diminuiu, ainda que, apods tratamento estatistico, as diferengas ndo se tenham revelado
significativas. As taxas de recuperacdo obtidas com o acetato de etilo apresentaram
resultados inversos: o aumento da percentagem de matéria organica provocou o aumento
da taxa de recuperacdo obtida, observando-se diferencas significativas nos resultados
obtidos. Deste modo inferiu-se que o acetato de etilo extraiu matéria orgénica, a qual se

encontrava adsorvido o aldrin, sendo separados na coluna cromatografica.

Também foi investigada a aplicacdo de tensioactivos, na extrac¢do por ponto de
turvacdo com o objectivo de utilizar esta propriedade para fins de reconcentracdo e limpeza
da amostra. Através do diagrama de fases construido seleccionou-se a concentragao de 5%
de tensioactivo como sendo a melhor concentracao a utilizar. Verificou-se ainda que, a
presenga de electrdlitos na solug@o de tensioactivos fez diminuir a temperatura de ponto de
turvacdo. O Na,SOs provocou diminui¢des acentuadas na temperatura de ponto de
turvagdo, tenso sido, por isso, utilizado, nos ensaios posteriores. No desenrolar deste
trabalho surgiram alguns problemas entre os quais, o entupimento da agulha da micro-
seringa, que impossibilitou a continuag¢do desta metodologia. Por outro lado, os problemas
que ocorreram levaram ao desenvolvimento de uma metodologia baseada na formagao de
duas fases, com a adi¢do de solventes organicos a solug¢do salina de tensioactivos. Com
esta técnica seria possivel a concentracdo do analito num menor volume de solugdo. Os
resultados obtidos apresentam-se dentro do esperado, mas com uma elevada incerteza o

que limita a utiliza¢do deste método.

A utilizagdo de tensioactivos como solvente extractante tem-se demonstrado uma
eficaz alternativa aos solventes organicos. Estes apresentam diversas vantagens, o que
despertou o interesse em estudar a sua aplicagcdo. Quer associados aos ultra-sons ou por
ponto de turvacao os resultados obtidos foram bastante interessantes, mas ainda assim seria
uma mais-valia a realizacdo de mais estudos, visando alternativas que conduzam a

resultados ainda mais satisfatorios.
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