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RESUMO

Desenvolvimento de Metodologias e de Novos Materials para Determinagéo
Multirresiduo de Pesticidas em Uva e Tomate por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia

Autor: Licio Flavio Costa Melo
Orientadora: Prof® Dr? Isabel Cristina Sales Fontes Jardim
Co-Orientadora: Dr* Vera Licia Ferracini (Embrapa Meio Ambiente)

Palavras-chave: multirresiduo de pesticidas, extracdo em fase sélida, andlise de uva e
tomate, cromatografia liquida de alta eficiéncia, validac@io de metodologias

. Os pesticidas s&o utilizados na agricultura para prevencéo e controle de pragas
e doengas, apresentando riscos & sadde humana e ao meio ambiente, se ulilizados de
forma indiscriminada. Foram desenvolvidas e validadas metodologias para
determinagdo multiresiduo do fungicida benomil (benzimidazol) e dos herbicidas
tebutiuron, diuron (derivados de uréia), simazina, atrazing e ametring (triazinas) em uva
e tomate. Os métodos se basearam na Extragdo em Fase $élida (SPE) e Extracdo
Liquido-tiquido (LLE), para preparagdo de amostra, e na Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia {HPLC) em fase reversa, com detecgéo UV a 235 nm, para separagdo e
quantificagdo dos pesticidas. Foram aplicados materiais para SPE do tipo aminopropil
(NHz} e octadecil {C18) desenvolvidos no préprio laboratério, cujo desempenho foi
comparado com materiais similares disponiveis no mercado. Os materiais aminopropil
desenvolvidos no laboratério apresentaram melhores resultados, com recuperacdes
entre 50 e 120% e precisdes abaixo de 15%, valores estes dentro dos limites aceitdveis,
segundo as principais direfrizes para validacdo de metodologias. Os limites de
quantificagcdo {LOQ) do método, abaixo de 86 ug kg', mostraram que os métodos
desenvolvidos tém a capacidade de detectar pesticidas em niveis abaixo dos Limites
Mdaximos de Residuos {MRL) pemitidos pela legislac@o, 100 ug kg'. Estes resuttados,
juntos com os demais pardmetros de validagdo, atestam a aplicabilidade dos
métodos desenvolvidos para a andlise multiresiduo de pesticidas em uvva e tomate. A
producdo de sorventes para SPE no préprio laboratério mostrou-se vidvel, sendo um
processo simpiles, de menor custo e menos téxico, resultando em autossuficiéncia na

obteng¢do destes materiais.
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ABSTRACT

Development of Methodologies and New Materials for High-Performance Liquid
Chromatographic Multirresidue Determination of Pesticides in Grapes and
Tomatoes

Author: Lucio Flavio Costa Melo
Supervisor: Prof? Dr? Isabel Cristina Sales Fontes Jardim
Co-Supervisor: Dr* Vera Lucia Ferracini (Embrapa Meio Ambiente)

Keywords: multirresidue pesticide determination, solid-phase extraction, grape and
tomato analysis, high performance liquid chromatography, method validation

Pesticides are usually used in agriculture to protect crops. However, they may
have - deleterious effects to the environment and to living organisms when used
improperly. This study developed methodologies for multiresidvue analysis of the
fungicide benomyl [benzimidazol) and of the herbicides tebuthiuron, diuron {ureia
herbicides), simazine, atrazine and ametryn {Fiazines), used on grapes and tomatoes.
Solid-Phase Extraction (SPE) and Liquid-Liquid Exiraction (LLE} were employed in sample
preparation. Lab-made aminopropyt {NHz) and octadecyl {C18) SPE materials were
developed and compared with similar commercial materials. Reversed-phase High-
Performance Liquid Chromatography (HPLC), with 235 nm UV detection, was used for
separation and quanfification of the pesticides. The results obtained for spiked grapes
and tomatoes showed better performance of the lab-made aminopropyl material, with
recovery between 50 and 120% and precision below 15%, values in agreement with the
principal guidelines for method validation. Limits of quantification (LOQ) of the methad,
below 86 ng kg, showed that the methods developed have the capacity to detect
pe'sﬁciges at levels below the usual Maximum Limits of Residues {MLR), approximately
100 ug\‘m". These results, with the other validation parameters, show the methods
developed can be applied for the multirresidue analysis of pesticides in grapes and.
tomatoes. The production of SPE materials in the laboratory is viable, through a simple
process, of lesser cost and with lesser quantities of toxic residues, which result in
economy and seif-sufficiency in the obtaining of these materials.
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Contextualiza¢io do Problema

A ampla utilizacdo de defensivos agricolas em plantagdes frouxe para a

sociedade aspectos positivos € negativos. A principal vantagem é o controle eficaz de
pragas e de outros elementos nocivos &s plantagdes, ocasionando a aceleracdo do
crescimento da produgdo de alimentos, suprindo assim grande parte da demanda
mundial por comida. Em contrapartida a este grande avanco, o uso descontrolado de
agrotdxicos tem provocado a contaminagc&o de aguas, solos e dos produtos de
consumoe. Este tipo de contaminagdo é a causa de problemas que comprometem a
qualidade de vida tanto das pessoas que trabalham exposias aos defensivos, nas
lavouras, bem como para o consumidor final dos produtos, se estes estiverem
contaminados com os pesticidas, em niveis acima dos aceitaveis.

Apesar do conflito de opinides, inclusive na midia, entre toxicidade e a
necessidade de utilizag&o dos pesticidas, e enquanto novas tecnologias como a dos
transgénicos e a biocrremediagdo de solos ndo estdo bem estabelecidas e nem s&@o
consensuais, observa-se um constante aumento no emprego de herbicidas, fungicidas,
inseticidas e outros praguicidas na agricultura brasileira e mundial. A a¢do dos
pesficidas sobre os produtos agricolas é de importancia vital na estrutura atual de
produgdo de alimentos, mantendo as altas produtividades. Mesmo com todos os
esforgos realizados a fim de se desenvolver métodos alternativos de controle de
pragas, como © conirole biclogico, nada indica que num curto praze de tempo os
pesticidas sejam substituidos por técnicas de pequeno impacto & salde e ao
ambiente.

Em face ao cenario atual, torna-se cada vez mais necessario o desenvolvimento
de instrumentos de monitora¢do dos niveis de residuos de pesticidas nos alimentos, nas
pessoqs, nos solos e nas dguas, a fim de que sejam permanentemente controladas a
qualidade ambiental e a salde puiblica. Tal monitoramento tem também forte
interesse com relagdo ao comércio exterior, i@ que uma importante fracdo da
produg&o agricola brasileira € destinada a mercados extemos.

Fruticultura

O Brasil € um dos trés maiores produtores mundiais de frutas, com uma producao

que supera as 34 milhGes de toneladas. A base agricola da cadeia produtiva das frutas
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abrange 2,2 milhées de hectares, gera 4 milhdes de empregos diretos @ um PIB
agricola de US$ 11 bithdes [1]. A fruticultura brasileira responde por cerca de 5% das
dreas culfivadas no pafs, representando importantes divisas para o pais, e é uma das
atividades capazes de assegurar ao Brasil o primeiro lugar no ranking dos produtores de
frutas in narura. Segundo dados oficiais, o Brasil produziv no ano de 2001, 951 mil
toneladas de uvas de mesa (21 mil toneladas exportadas) e 3 milhdes de toneladas de
tomate {12 mil toneladas exportadas) [2]. Somente no Vale do S@c Francisco, a
'produc';c‘:o de uvas de mesa € de 240 mil toneladas/ano (20 mil foneladas exportadas)
[31.

Entretanto, este imenso potencial seré comprometido se ndo for adequado &
nova redlidade que surge, através do acompanhamento dos residuos de pesticidas
nos produtos agricolas exportdveis e sua comparacdo com normas nacionais e
internacionais de defesa fitossanitaria.

Com a intensa aplicagdo de agrotéxicos nas principadis culturas de irrigacao,
alguns problemas tém surgido, tais como: salinidade do solo e da dgua, ocorréncia de
doengas e pragas, contaminagdo da dgua e do homem e baixa produtividade das
culturas. Devido & importéncia do controle quimico para a agricultura, surge a
necessidade de se monitorar os principais probiemas surgidos com relacao ao uso de
pesticidas, com a finalidade de sugerir estratégias para evitar o problema de
resisténcia e contaminagdo ambiental.

Pesticidas

O Decreto Federal n2 4074, de 04 de janeiro de 2002, define como “agrotéxicos
e afins” todos os “produtos e agentes de processos fisicos, quimicos e biolégicos, destinados ao
uso nos setores de produgdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protegdo de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composigdo da flora ou
da fauna, a fim de preservd-las da agdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como
as substdncias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e
inibidores de crescimento” [4].

Os pesticidas, também chamados de praguicidas, s&o em geral compostos

orgdnicos que s&o o principio afivo dos defensivos agricolas. Os pesticidas se
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classificam em vdarias classes, segunde sua agdo ou uso. A tabela 1 mostra os principais

grupos e classes guimicas de pesticidas.

Tabela 1: Principais classes de pesticidas

Grupo e fungdo Classes
inseticidas (controle de insetos) - Carbamatos
- Organofosforados
- Organoclorados
- Benzoiluréias substituidas
- QOrganometalicos
Fungicidas {controle de fungos]) - Falimidas
- Benzimidazdis
- Imidazois
- Acilataninas
- Difiocarbamatos
- Dicarboximidas
- Inorgénicos (sulfaio de cobre)

Herbicidas {controle de ervas - Triazinas
daninhas) - Uréias

- Uraciias

- Tiocarbamatos

- Dinitrofendis

- Amidas substituidas’

- Bipiridinicos

- Fenoxis

- Acidos benzdicos

- Acidos fenoxialif@ticos

- Piridinas

Molusquicidas {contfrole de moluscos) | - Metaldeido

Acaricidas {controle de dcaros)

Algicidas {controle de algas)

Nemaficidas {controle de

nematdides}

Rodenticidas (contfrole de rcedoras) -  Fosfito de zinco
- Fésforo branco
- Cumarina

Fonte: EPA - Environmental Protection Agency - Estados Unidos fwww.epa.gov); acesso em 22/08/2002

idealmente, os pesticidas devem exercer uma acdo tdxica especifica para um
dado organismo alvo [8]. Ha casos onde a acdo € especifica, como por exemplo os
herbicidas sistémicos, gue atuam através da seiva das plantas. Porém, na maioria das
vezes, eles ndo apresentam q acgdo especifica desejada e afingem todo o
ecossistema. Os pesticidas aplicados na lavoura e depositados no solo eventualmente

sdo transportados para as dguas superficiais através de vdrios mecanismos, causando
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sua contaminacdo. Além disso, muitos pesticidas sGo persistentes e podem

bioacumular no meio ambiente [é].

A figura 1 mostra a evolugdo no consumo de defensivos agricolas no Brasil.

| BINSETICIDAS|

_ | [BACARICIDAS |

|| mFUNGICIDAS

{1 OHERBICIDAS
|| OOUTROS

Vendas (Mil US$)

Figura 1: Evolugdo no consumo de defensivos agricolas no Brasil
Fonte: SINDAG - Sindicato Nacional das IndUstrias de Produtos para Defesa Agricola (www sindag.com.br;
dados atualizados em 26/07 /2002

Toxicologia

Pesticidas sGo compostos classificados como xenobidticos, compostos que,
como os farmacos, tém a propriedade de agdo tépica em pequenas quantidades,
porém apresentam efeitos toxicos acima de uma determinada dose. Esse efeito foi
relatado pela primeira vez no século XVI por Paracelso (1493 - 1541). Pode-se dizer que
todo o frabalho que se faz hoje, com relagcdo ao monitoramento de residuos, tem
como pano de fundo os estudos de Paracelso, buscando definir limites (doses) de
xenobidticos que ndo causem danos & saude e ferramentas para se investigar se estes
limites estGo sendo obedecidos.

Os pesticidas sdo em geral substéncias toéxicas, podendo sua utilizagdo oferecer
ou ndo perigo para o ser humano. A seguranga que se pode fter em seu uso estd
diretamente relacionada com a toxicidade do composto, o grau de contaminacgdo e
o tempo de exposicGo a ele durante a aplicagdo. Produtos considerados pouco

téxicos, como os piretréides de uso doméstico, ndo sdo necessariamente inécuos
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quando utilizados de forma continua e direta sobre seres humanos. Os principais
problemas acarretados pelos pesticidas sdo resultado de sua utilizacao indiscriminada
[71.

A contaminagdo por pestficidas se dé de forma direta ou indireta [7]. A primeira
€ consequéncia da exposicdo excessiva das pessoas que trabalham com estas
substancias. A forma indireta resulta da exposicdo da populag@o aos pesticidas, seja
por causa de acidentes, seja pela contaminacdo do ambiente por residucs industriais
ou por consequéncia de aplicagdes pouco criteriosas ou ainda por contaminacdo dos
produtos de consumo.

A toxicidade dos pesticidas pode ser compreendida através das suas
caracteristicas  fisico-quimicas. Os pesticidas organoclorados, por exemplo,
apresentam elevada estabilidade quimica, baixa solubilidade em dagua e baixa
volatiidade & temperatura ambiente [8], efeitos que os tomam uma categoria de
dificil degradagdo, de facil acumulagdo em tecidos e potenciais contaminantes de ar
e solos. A OMS (Organizacdo Mundial de Saude) recomenda a classificacdo por
periculosidade dos pesticidas em classes, segundo os valores de LDs (dose letal
mediana) em camundongos, ou seja, a dose a parlir da qual se observa a morte de
50% dos animais de uma populacao exposta.

A tabela 2 mostra a classificag@o dos pesticidas por periculosidade, segundo o
recomenda¢do da OMS.

Tabela 2: Classificag@o dos pesficidas por periculosidade, segundo recomendac¢do da
OMS [9}

cClagse 0
la — periculosidade exirema <5 <20
Ib — periculosidade alta S5-50 20- 200
Il - periculosidade moderada 50 - 500 200 - 2000
Il - baixa periculosidade > 500 > 2000
I* - nGo apresenta > 2000 > 3000
periculosidade em usoc normal

Nas tabelas 3 a 6 e na figura 2 sGo apresentadas algumas caracteristicas fisico-
quimicas e toxicolégicas dos pesticidas estudados neste trabalho.
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Tabela 3: Pesticidas estudado
Tipe 'Nome .

Herbicidqs

Atrazina
Ametrina
Simazina

Triazinas

Diuron
Tebufiuron

Uréicos

Benomil

Benzimidazol

Tese de Doutorado

Fungicido

Triazinas

As trazinas representam um importante grupo de herbicidas, amplamente
empregado na agricultura hd mais de duas décadas como herbicidas de pré e pés-
colheita. Os herbicidas sGo compostos, em geral, menos téxicos do que a maioria dos
inseticidas porque atuam em processos bioquimicos importantes para os vegetais, mas

inexistentes nos animais. As friazinas, por exemplo, atuam na inibic@o de processos de
fotossiniese.

Ynazina S T RO e TR
Simazina H Et Et

Atrazina H Et i-Pr

Propazina H i-Pr i-Pr

Terbutilazina H

Cianazina

‘Triazina . - {Ry 2| Ry
Ameirina H Et i-Pr
Promefrin H i-Pr -Pr
Terbutrin H : Et -Bu

Figura 2: Estruturas de algumas triazinas (Ef= efil; i-Pr= isopropil; 1-Bu= terc-butil) [10]
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A afrazina, um dos principais herbicidas da classe das fiazinas, apresenta
atividade carcinogénica, levando até meses para se degradar, apés sua aplicacao
no solo. A atrazina fol banida recentemente em alguns paises europeus, como
Alemanha e Itdlia [11].

Tabela 4: Carac’rerlshcos fisico-quimicas e Toxncologlcos das 1nozmas estudadas [11, ‘l2]

~|Simazina ' - | Atrazina - - {Ametrina
i Cl H;
Estrutura /ku
LA SO NG
chCHa NCH,CH, c1=r{cH3 “cHcHy, | CHCHs Menctyy

Férmula molecuiar CsH12CINs CsH14CINg CoHi7NsS
Massa molar {g mol'} | 201,64 215,69 227,33
Classe toxicolégica |1l Il I
{EFA) (fracamente téxico) | (fracamente téxico) | [fracamente téxico)
LDso (camundongos) |971 1750 1100
(mg kg")

Diuron / Tebutiuron

O uso dos herbicidas derivados de uréia tem crescido parcialmente pela sua
capacidade de substituir as friazinas, sendo menos persistenies no ambiente.

Esta classe de pesficidas é de dificil andlise através de cromatografia gasosa
devido 4 sua alta instabilidade térmica, resultando em isocianatos e aminas alifaticas.
As andlises por HPLC podem ser realizadas diretamente [13].

Tabe!a 5 Ccrccienshcas fisi sn:o-qmmuccs e 1ox|colog|c:qs do diuron e iebuhuron H 12
: SRt X . qblumn """" xﬂbllﬁu‘mn R e

Estrutura —Q—NHC(O)N (HsC)sc\[rs\[rN—(ﬁ-—N-—CHg
N—N °

Férmula molecular CoH1oCI2N0 CsH1eN4OS N
Massa molar {g mol!} 233,10 228,32

Classe toxicolégica (EPA} |l {fracamente téxico) lll {fracamente téxico)
LDs {camundongos) 3400 644

(mg kg“)
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Benomil

O benomil ¢ um dos fungicidas sistémicos mais eficientes e é amplamente
empregado na agricultura. Pertencente ao grupo benzmidazol, controla grande
variedade de doengas agricolas, sendo amplamente aplicado no tratamento pds-
colheita, em frutas que serdo armazenadas durante determinado periodo, sob certas
condi¢cbes de femperatura e umidade relativa. O benomil é utilizado com a finalidade
de preservar frutas destinadas & exportacdo, durante o tempo comrespondente ao

embarque, transporte, desembarque e comercializacao no pais de destino [14].

Tabela 6: Caracteristicas fisico-guimicas e Toxicolégicas do benomii[11,12
Estrutura : NICONH(CszC}h
N™ "NHCO,CH;
formula molecular CiaH1sN4O3
massa molar (g mol) 290,32
classe toxicolégica (EPA} IV {praticamente atéxico)
.Dso {camundongos) 9590
]mg kg-u

Legisiagao

A reguiamentagdo quanto ao uso dos defensivos agricolas estd baseada ndo
s6 no controle das classes quimicas dos principios ativos autorizados para uso como
pesticidas, mas também no estabelecimento de nivel de referéncia, que corresponde
& guantidade mdxima de residuo de determinado pesticida que pode ser aceita em
cada alimento, quando destinado ao consumo humano [15,16]. Em tese, o
cumprimento destes Limites MAximos de Residuos (MRL), permite preservar a satde do
consumidor da ag¢éo téxica destes compostos. Neste senfido, diversos organismos

nacionais € internacionais estdo encarregados de estabelecer tais limites. Em 1962 foi

criada, em nivel intemacional, a Codex Alimentarius Commission, um organismo da

ONU, subsididrio da FAO (Food and Agriculture Organization) e da OMS, encaregado
de proteger a salde dos consumidores. Atuaimente, mais de 150 nacdes participam
do Codex. A contribuicdo do Codex, de pariicular relevancia, é o estabelecimento

dos valores de MRL recomendados, e que podem ser aceitos liviemente pelos paises
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membros.

Em geral, o assessoramento cientifico destes organismos internacionais tem sido
efetuado pelo JMPR (Joint FAQ/WHOQ Meeting on Pesticide Residues), que consiste num
.. grupo de peritos em residuos de pesticidas da OMS e de um painel de especialistas
sobre residuos de pesticidas em alimentos e no meio ambiente da FAO. Os peritos da
FAQ estimam os valores de MRL em diversos grupos de alimentos, para os pesticidas
cujos valores de ingestdo Didria Aceitdvel (ADI} j& tenham sido fixados pelo grupo de
especialistas da OMS. Os valores estabelecidos pela JMPR s@o baseados em dados
toxicolégicos, enquanto que os MRL 1&m como base os métodos de vtilizagcdo de
pesticidas {Boas Prdticas Agricolas), refletindo a concentragdo residual obtida nos
estudos de degradacéao dos c‘ompostos. Portanto, os valores de ADI e MRL referem-se
a distintas bases de dados e est@do convenientemente relacionados, de modo a
assegurar que os pes;ﬁcidas utiizados ndo apresentem nenhum rsco & sadde dos
consumidores. Para o cdlculo destes valores de referéncia, parametros analiticos,
como por exemplo, os fimites de detecgdo das técnicas analiicas aplicadas, s&o

levados em consideracao.

Nos Estados Unidos, o organismo responsdvel pelo estabelecimente das
tolerGincias € a EPA {Environmental Protection Agency), e o responsdvel pelo
cumprimento dos fimites fixados pela legislacdo é o EDA (Food and Drug
Adminisfration). O rigido controle estabelecido por tais organismos  surgiu
paulatinamente com os casos de contaminagdo por pesticidas em alimentos, que
foram aqinda mais pronunciados no final da década de 80. Tais érgdos confam com
legislacdo prépria, e os valores de referéncia estipulados tém sido frequentemente
revistos, uma vez que os métodos analificos t&m se tomado cada vez mais eficazes ao
longo dos anos.

Na Comunidade Européia existem diretrizes que estabelecem os MRL, e estas
devem ser adotadas por todos os estados membros. Tais diretrizes variam conforme a
classe dos pestficidas e os tipos de alimentos estudados. Cada estado membro da
Comunidade Européia é encamegado de executar programas de inspeca@o para
impedir que produtos de origem vegetal ou animal que contenham residuos superiores
aos conteldos mdaximos estabelecidos sejam colocados no mercado. [15,17)

A importdncia dos MRL do Codex para o comércio intemacional adquiriu

dimensdo maior desde a entrada em vigor, em 1995, do acordo sobre a aplicagcdo de

11
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medidas sanitarias e fitossanitarias da Organiza¢do Mundial do Comércio {OMC). O
acordo baseia-se nas normas, diretrizes e recomendacgdes do Codex. Desse modo, os
MRL estabelecidos pelo Codex devem ser aceitos pelos estados membros e para que
um govemo rejeite a entrada de um diimento com os vaiores de MRL do Codex
deverd |ustificar fecnicamente porque existe esta restricdo para proteger os
consumidores do pais. Os estados membros do Codex enfrentam atualmente vdrios
obstGculos que os impedem de harmonizar os seus limites com os do Codex. Para tal,
foi criada a ICH (inferational Conference on Harmonisation), uma organizagdo
composta por representantes de érgdo fiscalizadores da Europa, Japdo e Estados
Unidos, que tem por objetivo harmonizar as diferentes legislaces existentes na area de
andlise de alimentos e farmacos, indicar e recomendar praticas a serem adotadas
[18].

No Brasil, os MRL foram definidos como: “quantidade mdxima de residuo de
agrotoxico ou afim oficialmente aceita no alimento, em decorréncia da aplicacdo adequada
numa fase especifica, desde sua produgdo até o consumo, expressa em partes (em peso) do
agrotoxico, aﬁm ou seus residuos por milhdo de partes de alimento (em peso) (ppm ou mg/kg)"
[4]. O Brasil, como membro da ONU, a principio segue as crientacées do Codex. Casos
especificos sGo estabelecidos através de portarias da ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria), publicadas no Didrio Oficiai [15,19].

Acdes mitigatérias e alternativas ao uso de pesticidas

Aléem do aperfeicoamento da legislacdo e dos mecanismos de controle
fitossanitdrio, a comunidade cientifica e a sociedade tém desenvolvido agdes que
visam contornar os efeitos prejudiciais do uso de pesticidas. Estas agdes se dao,
prihcipclmen?e, nas seguintes dire¢des:

- proibicdo dos pesticidas mais toxicos: [20] tem como principal acdo os
acordos firmados pelo Tratado de Estocolmo, em 2001, com objetivo de proibir os
Contaminantes Orgdnicos Persistentes (COP). Qs COP sdo persistentes, ou seja,

estaveis, resistindo aos processos naturais de decomposicdo, exercendo assim efeitos

- toxicos ao meio ambiente durante muito tempo. Além disso, apresentam efeito de

bioacumulagao, concentrando-se nos tecidos lipidicos dos seres vivos. Estes efeitos, em

seres humanos, podem levar a problemas endécrinos, infertiidade, deficiéncia

cognitiva, alteragdes no sistema imunolégico e outros. O Tratado de Estocolmo definiu
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direcionamentos para a proibicdo da fabricagdo de novos COP e para a eliminacéo

dos |4 existentes. Dentre os pesticidas, s&o considerados COP o aldrin, endrin, toxafeno,
clordano, dieldrin, heptacloroe, mirex e DDT.

- desenvolvimento de novos pesticidas com menor impacto ambiental: como
exemplo, fem-se o caso de novos herbicidas, que s@o hidrossolUveis e apresentam
acdo em sistemas exclusivamente vegetais, como o fotossintético, e por isso, tém baixa
toxicidade em humanos.

- bioremediacio de solos: aplicagdo de microorganismos em solos
contaminados por pesticidas. Alguns fungos e bactérias tém a propriedade de
metabolizar determinados pesficidas. Uma das classes mais estudadas é a dos
herbicidas uréicos, que inclui o diuron [21-23].

- controle biologico de pragas: tendéncia crescente, onde s@o aplicados alguns
tipos de virus, baciérias e insetos no combate a agentes nocivos as plantacdes. Por
exemplo, na regido sul do Brasil, cerca de 1,2 milhdo de hectares de soja (10% da drea
total de plantic no pafls) utilizam o virus Baculovirus anticarsia no combate & lagarta-
da-soja {Anficarsia gemmatalis). Para o combate da broca-da-cana, o agricultor
pode usar vespas do género Cotesia. Na citricultura, as vespas Ageniaspis citricola
agjudam a combater a incidéncia de cancro citrico nos pomares paulistas. A joaninha
€ predadora natural de cochonilhas e alguns tipos de bactérias combatem o praga
do algoddo [24]). Recentemente a a¢do fungicida da quitosana, um abundante
biopolimero natural, tem sido estudada e aplicada na protecdo de frutos pos-colheita
{25-27].

- transgénicos: tratase de uma das ferramentas biotecnolégicas que é
aplicada ac desenvolvimento de novos dlimentos, através da sua modificacdo
genética. Polémica e de consequéncias ainda pouco conhecidas, a tecnologia dos
trchsgénicos é amplamente defendida e criticada. Os defensores dos transgénicos
afirmam a capacidade de se desenvolver alimentos com maior resisténcia as pragas e
doengas, &s condigdes climdéficas adversas, maior folerdncia aos herbicidas,
melhoramento dos consfituintes nutricionais, maior faciidade de processamento,
melhor conservagdo dos frutos, além da produgdo ou aumento de determinadas
subst@ncias com alguma fungdo especial (alimentos funcionais) e aumento da

produﬁ\)idode. Os criticos da nova tecnologia alertam para os perigos que os

. fransgénicos podem irazer para a biodiversidade, uma vez que estas espécies mais
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resistenfes teriam uma grande vaniagem nos processos de selec@o natural. O

desenvolvimento de espécies resistentes a fungos e insetos poderia, por um lado,
eliminar também insetos e fungos benéficos, causando um desequilibrio na cadeia
biolégica. Por outro lado, poderiam estimular a evolugdo de insetos e pragas mais
resistentes, criando assim “super-insetos” [28-29].

Andlise Quimica de Pesticidas

Desde a década de 1960, quando o monitoramento dos niveis de pesticidas em
frutas foi recomendado, mais de 380 compostos foram investigados. Atualmente,
centenas de pesticidas sdo analisados em frutas [30]. Estes pesticidas apresentam uma
ampla variedade de usos e de propriedades fisico-quimicas. Mesmo dentro de cada
grupo de pesticidas, os diferentes compostos apresentam diversidade com relacdo ao
uso.

As principais técnicas para andlise de pesticidas s&o a Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia {HPLC) [31-33] e a Cromatografia Gasosa (GC} [31,34). Em geral, as
duas técnicas se complementam; como a GC requer que as amosiras tenham
estabilidade témica e alta volatiidade, ela é empregada primordialmente as classes

de pesticidas que apresentam estas caracteristicas, como os inseticidas

~organoclorados e organofosforados. A HPLC, devido a sua versatilidade, é aplicada a

uma gama mais ampla de classes de pesticidas, especiaimente os herbicidas,
fungicidas e inseticidas carbamatos.

A maiofia das metodologias existentes para deteminacdo de residuos de
pesticidas por HPLC estd baseada na andlise unirresidual ou na determinacdo de
alguns pestficidas de uma mesma classe.

Outras técnicas analificas também aplicadas & andlise de pesticidas
atualmente, em menor escala ou em fase de desenvolvimento, s&o a Cromatografia
em Camada Delgada [35], a Eletroforese Capilar [36] e os ensaios imunoenzmaticos
[37-39].

- Independente da técnica de separagdo empregada, a andlise de pesticidg,
em geral, compreende as etapas de exirag&o do andglito da matriz, remocéo de
inferferentes que sdo exiraidos conjuniamente, separacdo, idenfificacdo e
quaniificacdo das espécies de interesse. [40].

»
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Analise Multirresiduo

Os métodos de andlise cromatografica de residuos de pesticidas em frutas e
vegetais reportados na literatura cientifica intemacional podem ser classificados em
trés categorias: a) deferminag@o de resfduos isolados (ou métodos unirresiduais),
incluindo ou ndo seus metabdlitos; b) andlise multimesiduo de pesticidas de uma
mesma classe e ¢) andlise mulliresiduo de classes diferentes. Esta Ultima categoria é
denominada por alguns autores como andlise multiclasse.

Os métodos de andlise unirresiduais [14,41-52] geralmente ndo exploram toda o
potencialidade que as técnicas cromatogréficas oferecem. Por serem menos
suscetiveis & interferéncia de outros analitos e mais faceis de serem estabelecidos, sGo
vtilizados especiaimente para o estudo do comportamento quimico da substancia em
estudo, como por exemplo, a sua degradacdo e metabolismo frente a diferentes
condi¢oes.

Ja os procedimentos de andlise multirresiduo de pesticidas de uma mesma
classe [53-89], necessitam de mdiores recursos que as técnicas cromatograficas
dispbem (como, por exemplo, deteccdo simultdnea em varios comprimentos de onda
e eluicdo no modo gradiente) e tem um enfoque mais voltado para andlise
quantitativa e quadiitafiva dos residuos nas amostras, sendo uma importante
feramenta, por exemplo, para o mapeamento toxicolégico em uma determinada
dreqa, ou grupo de pessoas, ou para a inspegdo sanitaria de produtos de exportacéo.
A cromatografia liquida com detecg¢do por amanjo de diodos (LC-DAD) é bastante
empregada nesse tipo de andlise [53,54,56,59,62]. .

Os métodos de andlise multiresiduais de pesticidas de classes diferentes [35.70-
868] exigem dos sistemas cromatogrdficos, detectores que fornecam resposta
simultanea & analitos com diferentes caracteristicas fisico-quimicas. Para aftingir tal
. objetivo, a técnica mais desenvolvida e disponivel atualmente é a cromatografia
gasosq, devido ao grau de desenvolvimento de seus detectores. Por isso, @ imensa
maioria dos trabalhos em andlise multiclasse de pesticidas em frutas e vegetais
emprega a cromatografia gasosa com detectores de espectrometric de massas,
captura de elétrons e nitrogénio-fésforo [69.70,72-76,78-83,85-86]. Estudos de
determinagdo mulliclasse de pesticidas em frutas aplicando a cromatografia liquida
ndo constavam da literatura até hd pouco tempo. Os avancos no desenvolvimento do

espectrédmetro de massas como detector para HPLC {LC-MS$) prometem dinamizar os
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estudos nessa darea. Sua aplicagéo, inicialmente, foi direcionada a outras matrizes
[24,87-89]. Recentemente, t&ém sido reportadas pesquisas sobre andlise de pesticidas
de diferentes classes em frutas e vegetais, empregando LC-MS ¢ a DispersGo da Matriz
em Fase SSlida (MSPD) como técnica de preparo de amostra. [90,91]

A tabela 7 mostra um sumdrio de um grupo significativo de trabalhos publicados
na literatura, envolvendo o determinagd@o de pesticidas em mairizes de frutas e
vegetais. Pode se observar que hd uma diversidade grande, fanto com relagdo &
técnica cromatografica empregada, quanto ao método de clean-up, Alguns tfrabalhos
tém como foco o monitoramenio de uma grande quantidade de amosiras durante
um intervalo de tempo que pode chegar a ser de alguns anos. Nestes casos, alguns
artigos descrevem a validagcGo das metodologias que serGo empregadas para a
execucdo do tfrabalho de monitoramento.

Tabela 7: Sumdario de uma selecdo de artigos envolvendo determinacdo de pesticidas
em frutas e vegetais

Ref. |Pesticida |Matriz | Comentirio Solvente de | Clean-up |Sistema | Fortificacio |Recu-
Extragiio Croma- peraciio
togréfico (%)
14 Bepomil Manga Estudo de AcOEt LLE(HCl1 HPLC-UV |0,3-1mgkg” 65-117
(fungricida degradagdio do 2mol LY +
benomil (protegto CHCL)
antifimgica pés-
colbeita) simulando
condigdes de
tansporte
(exportagdo)
35 Atrazina, Tomate Andlise multiclasse § ACOEt GPC TLC 816 pg kg’ 80-87
Diuros, por cromatografia GCe
Cloroxuron, em camada delgada HPLC
Metrituzin (TLC) (para con-
firmacio)
41 Carbendazim | Uva - Hexano:AcOEt | Secagemem | HPLC-UV | 0,5-5 mg kg 76-101
(fungicida) (1.1, viv) Na,50,
42 - |Clormequat | Pera - MeOH:HO (1:1) | SPEon-line | HFLC-MS- | 19-31 pg kg -
Mepiquat Tomate (resina froca | MS
(herbicidas) Farinha de catidnica
trigo forte)
a4 . Abamectin Magd - CH,CN SPE (C18) HPLC-flu- | 10-50 pg kg™ 88-106
(inseticidae | Pera orescéncia
acaricida) Tomate
45 Metomil Tomate Estudo da MeOH + CHC); | Cohma de HPLC-UV | 0,03-0,40 83.87
(inseticida) - { Feijiio- degradagio de (LLE) Florisil mg kg*
verde metomil em tomate
e feijdo-verde
. cultivados em estufa
47 Benomil Morangos . AcOFEt LLE (HCI HPLC-UV {05-1,0mgkg™ | 70-106
(Rungicida . 2molL" +
AcQED
53 Acstamiprid | Pepino Deterininagiio de | CHyCN SPE HPLC- 0220mgkg” | 64-90
Imidacloprid | Batata nova classe de (cartuchos d= | DAD
Nitenpiram Tomate inseticidas troca anidnica
(inseticidas) Uva (necnicotindides) fraca + silics)
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Ref. |Pesticida |Matriz | Comentirio Solvente de | Clean-up | Sistema | Fortificacio |Recu-
Extragiio Croma- peraciio
togrifico (%)
55 Metamidofés | Tomate Utilizaghio de carvio | AcOEt SPE (carvic |GC-NPD | 0,2-0,6pg kg’ 85-100
Acefato ativo como material ativo)
Malation pare SPE na
Paration determinagdio de
metilico inseticidas
(mnseticidas) organofosforados
56 Diflubenzuron | Uva - AcOEt SPE (silica HPLC. 0,02-2,0 mg kg'l 85-101
Triflusuron | Vinho parawase | DAD 0,01-0,2mgL" |69-105
Teflubenzuron C18 para
Lufénuron vinhos)
Flufenoxuron
(insclicidas
benzoiluréia)
L1 Carbendazim | Laranja - Acetona + SPE (diol} HPLC-flu- |0,1-5,0mg kg'1 76-105
Tiabendazol CILCL + éter de orescéneia
Imalazil petrdleo (LLE)
Procloraz
(fungicidas
benzimidazol/
canazol)
57 17 hetbicidas | Cenoura - Acctana + SPE HPLC-{lu- | 0,1-0,5 mg/kg 47-110
uréicos Batata CHClyféter de (aminopropil) | orescéncia
Pepino petrdleo (LLE)
Magi
Cogumelo
Repolho
58 9 herbicidas Batata, - Acetona + Gre + HPILCTV | 0,01-0,1 mg kgn T0-98
uréicos cenours e AcOEtciclobe- | SPE (florisil)
vegetais xano (LLE)
mistos
59 5 inseticidas i Batats Estudo de vérios MeOH + Silica HPLC-UV - 84-120
N-metil- Cenoura procedimentos de | CHyCN/Aéterde | Alumina
carbamato clean-up petrdleo (LLE) | Florisil
Celite-carviio
silanizado
CI8 (SPR)
C8(SPE)
Ciano (SPE)
62 6 herbicidas | Cenoura Uso de MeGH Imuncafinidad | HPLC-UV | 25 ug kg 37-103
uréicos aipo, mitho, [ cromatografia por e+ SPE troca
uva, cebola, | imuncafinidade aniénica forte
batata, como técnica de
MORANZo clean-up
64 Carbendazim | 27 espécies | Utilizagio de SPE | Acetona + SPE (diol) HPLC-flu- |0,1-1.0mgkg’ | 57-107
Tisbendazo! | de vegetais | on-line para CH.Cly/éter de orescéneia
(fungicidas e frutas monitoramento de | petrdleo (LLE)
benzimidaz6li frutas e vegetais 1
cos) Holanda entre 1992
e 1994
65 2] inseticidas | Dezenas de | Utilizaglio de SPE | Acetona + SPE HPLC-flu- (0,13 mgkg™ 18-102
N-meti}- espécies de | on-line para CH;Cly/éter de (aminopropil) | oreseéncia
carbamatos ¢ | vegetaise | monitoramentode | petrdleo (LLE)
12 de seus fratas frutas e vegetais na
metabblitos Holanda entre 1987
. e 1991
§7 | Sinseticidas | Dezemasde - Acetona SPE HPLC-flu- |0,05-5mgke’ | 80-105
N-metil- espécies de (aminopropil) | orescéncia
carbgmatos fruta ¢
Vvegetais
70 8 inseticidas | Laranja Andlise multiclasse | ACOE MSPD (C18) |GCNFD | 0,05-10mgkg’ | 62-102
de diferentes | Maga empregando MSPD GC-ECD
classes Tomate GC-MS
Cenoura
Alcacholra
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Ref. |Pesticida [Matriz |Comentério Solvente de | Clean-up |Sistema | Fortificaciio | Recu-
Extracito Croma- peragio
' | togrifico | (%)
k! 13 inseticidas | Magd Comparagio das AcOEt MSPD (C18 ¢ | GC-ECD - 40-107
e fimgicidas | Laranja técnicas de SPEe | (MSPD/C18) carviio ative) | GC-MS (MSPD)
 Pera MSPD oo clean-up | Tolueno SPE(Ci8e 25.92
Tomate de amostras (MSPD/earviio) | carvio ativo) (SPE)
Alface Acetona:H,O
Piprica (1:1) (SPE)

72 8 fimgicidas | Tomate Estudo de efeitos da | CH.Cla Secagemem | GC-ECD | 0,1-1,0mgL? 45-273
de diferentes | Pimenta matriz Na30, ¢ (calibragdio
classes Fejiio filtragiio  normal)

verde 97-103
Pepino (calibraglio
Meldo 14 mairiz)
Melancia

73 31 pesticidas | Tomate Andlise de 8000 CHY, Secagemem § GC-MS- 7-300 pg kg 71-119
de diferertes | Ponenta ‘amostras entre 2000 NSOz e MS (pepino) (pepmo)
classes Feijiio ¢ 2001 na Espanha filtragdio )

verde
Pepino
Meliio
Melancia
Berinjels

74 20 inseticidas | Maga Estudo com fratas | Hexano SPE (silica) |GC-ECD |6-100pgkg® | 70-57
organoclora- | Péssego Hofilizadas e andlise GC-MS (péssego) (péssego)
dos ¢ pire- Kiwi, Pere, { de 100 smostras de |
tréides Morango | frutas

Melio
Cereja
Larania

A 28 pesticidas | Pera - Acetona: CH.Cl; | SPE (florisile | GC-MS 0,02-0,60 39.147
de8classes | Batata (3:1)—extragio | C18) mgkg'
diferentes Repolho em solvente

acelerado
| 79 36 pesticidas | Alface Coamparagio das AcOFt GPC e SPE GC-ECD [ 02mgkg’ 73-169
de classes Batata téenicas de GPC e (poliestireno- | GC-MS (SPE +
diferentes Morango | SPE (polimero) para divinilben- GC-MS)
Magi clean-up 2800)

84 21 pesticidas | Feijao- - Acetona + SPE(C18e |HPLC-UV |04-20mgkg’ |70-110
entre N-metil- | verde CH:Cl (LLE) florisil
carbamatos,
triazinas e
feniluréicos

85 36 pesticidas | Pera - CHCN Carvio-celite | GC-MS 0,1-0,5 mg kg -
de classes Cenoura HPLC-flu-
diferentes Banana orescéncia

Mact
Morango
Lararja
Abacaxi
A.spargo [
%0 Dicioran, Cebola Monitcramento de | CH,Cl, MSFD (Ci8) |LC-MS 0,01-10 mg kg’ .
' fhutriafol, Pimenta 200 amostras de '
o-fenilfencl, Banana frutas e vegetais
procloraz, Lim#o
tolclofos-metil | Laranja
(fingicidas) |-
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Preparo de Amostras

A determinagdo de pesticidas em baixas concentracdes por HPLC envolve uma
ou mais etapas de preparacdo da amostra utilizando sistemas de extracdo e pré-
concentragcdo, que visam isolar e concentrar os andlitos de interesse a serem
determinados. A tabela 8 mostra as principais técnicas de preparo de amostra
empregadas atualmente e em desenvolvimento [92,93].

Tabela 8: Pnncupcls técnicas de prepqro de amos’rrc [92,93]

_ Tipo = - ; et e O Thonica -
Dlgesfoo de amostra - Dlgestao em Mtcroondcs
- Digestao por Fotélise em UV (UVPD)
Extrag@o por solventes Empregando amostras liquidas:

- Extragdo Liquido-Liquido {LLE)

- Micro-Extragdo Liquido-Liguido
{LLME)

Empregando amostras sélidas:

- Extrac@o em Soxhlet

- Extragcdo por Fluido Pressurizado
(PFE)

- Extragdo por Fluido Supercritico (SFE)

- Extragdo Assistida por Microondas

{MAE)
Extragcdo em sorventes - Extragdo em Fase Sélida {SPE}
- Micro-ExtragGo em Fase Sélida
(SPME}
- Dispers@o da Matriz em Fase Sélida
(MSPD)

- Extrac8o por Sor¢cdo em Bara
Magnética (SBSE)

- Cromatografia de Permeacdo em
Gel (GPC)

Separagdo afravés de membranas | - Didlise

- ExtracGo em Membranas

As técnicas mais utilizadas sdo a Extragdo Liquido-Liquido (LLE} e a Extracdo em
Fase $6lida (SPE}. Geraimente se utiliza uma das duas técnicas de extracdo, porém se
a complexidade da matriz for alta, elas podem ser empregadas sequenciaimente,
num mesmo procedimento.

19



20

Licio Fldvio Costa Melo Tese de Doutorado

Extragado Liquido-Liquido

A LLE, devido ao fato de ser uma técnica operacionalimente simples e
estabelecida hd mais tempo, ainda é muito recomendada pelos métodos padrées de
andlise, sendo uma das técnicas oficiais de preparo de amostras recomendada pelo
FDA, érgdo fiscalizador das dreas alimenficia e farmacéutica nos Estados Unidos [94].
Se baseia na parligao dos analitos entre uma fase aquosa e um solvente orgdnico de
baixa polaridade [95] e apresenta desvantagens, como a formacdo de emulsdes, a
necessidade de grandes volumes de soivente {muitas vezes toxicos e inflamdveis),
longo tempo de extracdo, dificuldade de mecanizagdo € maior risco de eros

operaciondis, devido a contaminac@o da vidrariq, por exemplo.

Extragao em Fase Sélida

A SPE é uma técnica de extragdo que tem se popularizado, devido go fato de
ser rapida, de menor custo, consumir menores volumes de solvente e de amostra e ser
de fécil mecanizagdo. Permite a limpeza das amostras {clean-up), a exirac@o dos
analitos & a pré-concetracdo de fracos em solucdes muito diluidas, como dgua, para
gerar concentracdes de analifo em niveis detectdvels [95-97]. A realizac@o destes

procedimentos airavés da SPE substitui técnicas fradicionaimenie utilizadas para este

fim, como a exfragdo liquido-liquido e clean-up através de coluna de cromatografia

liquida de baixa pressdo, que s&o procedimentos mais trabathosos, consumindo
grandes volumes de solventes organicos, de dificil mecanizac&o e com baixos niveis
de repetibilidade e reprodutibilidade.

A SPE é atualmente amplamente empregada em todo o mundo, sendo utilizada
principolmen’re na preparagcdo de amostras para andlises por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia e Cromatografia Gasosa. A maiotia das aplicacdes ufilizando SPE
estd na determinacao de fragos de pesficidas em aguas, solos, amostras biolégicas,
olfmen’ros; determinacdo de tragos de contaminantes orgénicos em aguas: andlises de
efluentes industricis; isolamento de compostos orgainicos de aguas; amostragem de
poluentes em éguos residuais; coleta e concentracdo de amosiras ambientais em
geral; pré-tratamento de amostras biolégicas, como sangue e urina. A ampla gama de
aplicagbes da SPE € possivel devide & diversidade e versafiidade dos materiais
contidos nos dispositivos de extracdo, permitindo diferentes modos de operacdo e

diversos mecanismos de separagdo. Como limitagdes para a SPE pode ser citado o
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alto custo de dispositivos comerciais multi-vias (manifolds), o custo dos dispositivos de
extracdo, a falta de homogeneidade dos sorventes de mesma caracteristica quimica
entre os diferentes fabricantes, a impossibilidade de reaproveitamento dos cartuchos
quando aplicados a matrizes complexas e, eventualmente, a dificuldade em

selecionar o material correto para a aplicacdo desejada.

Modos de operagao

Clean-up ou limpeza da amostra (adsor¢cdo)

O interesse principal é isolar o analito dos interferentes, tendo como objetivo
secunddrio a pré-concentracdo. Geralmente € aplicada em amostras complexas
(fluidos biolégicos, alimentos, etc.) onde os constituintes da matriz podem interferir na
andlise. Um volume minimo de amostra é introduzido na fase sélida (geralmente um
material polar: silica, aminopropil, etc.) e eluida com um solvente apolar; hd a
retengcdo dos interferentes (polares), passando os analitos apolares. A extragcdo em

fase sélida, no modo clean-up, é ilustrada na figura 3.

- analito
u d mr&rem
1) l 2) l 3) l
l*‘
=B "
T T
[+ o *
o ) -
condicionamento adigdo da eluigdo dos
amostra analitos

Figura 3: Extracdo em Fase Sélida; modo clean-up

Pré-conceniracdo de analitos (particéo)
Os analitos sGo aplicados, diluidos em um volume maior de solvente, através de
uma fase solida apolar (octadecil, octil, fenil, etc.); os analitos (apolares) ficam retidos,

passando os interferentes (polares). Na sequéncia, um solvente de menor polaridade
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refira os analitos retidos da fase sdlida. Ao final, tem-se uma concentragdo bem mais
alta que na amostra original, o que possibilita a sua deteccdo pelos instrumentos de
andlise quimica. Este modo de operagdo geralmente é aplicado para andlises de

daguas. A extragdo em fase sélida, no modo pré-concentracdo, é ilustrada na figura 4.

" S

'

g‘
*
-
(-]
o
condicionamento adicéo da remogio dos eluigdo dos
amostra interferentes analitos

Figura 4: Exiracdo em Fase Sdélida; modo pré-concentracdo

Dependendo da complexidade da andlise, pode ocorrer também que as
etapas de pré-concentragdo e clean-up possam ser efetuadas simultaneamente em

um mesmo procedimento de exiracdo em fase sélida.

Estocagem de extratos de amostras

Empregado em andlises de amostras que estdo distantes do laboratério. Os
cartuchos sdo transportados até o local e a amostra é passada através deles, retendo
os andalitos. Os carfuchos sdo levados, em condicionamento apropriado, até o
laboratério, evitando o fransporte de grandes volumes de amostra. Neste caso, torna-
se necessdrio um estudo da estabilidade do analito durante o armazenamento no
cartucho e o uso de temperatura adequada, para evitar perdas de analitos por

volatilizac&o.
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Mecanismos de separac¢éo [24,95,97]

A técnica de Extragdo em Fase Sélida fundamenta-se nas cromatografias
liquido-sdlido e liquido-liquido e seus principais mecanismos de separagdo (adsorgdo,
- particdo e troca idnica) baseiam-se na cromatografia liquida de baixa pressao.

A SPE utiliza materiais muito semelhantes &s fases estaciondrias de HPLC, porém
com tamanho de particula maior. Esses materigis s&do, na sua maioria, & base de silica
modificada com grupos octadecil {C18), octil {C8), amino [NH2}, ciano {CN) ou & base

de resinas poliméricas, carbono grafitizado e alumina.

Adsorcdo

Dentre os suportes sdlidos mais empregados como fase sélida para adsorcao
em SPE estdo: silica ((SiO2~-OH), alumina ({Alz03}n) e florisit (Mg.AI(SIO4)n). A sflica é o
suporte mais popular e tem substituido o florisil, bastante utilizado no passado para a
andlise de pesticidas. A sflica possui uma superficie ligeiramente acida, permitindo a
retencdo de compostos bdsicos, enquanto a superficie bdasica da alumina é
apropriada para a adsorgdo de compostos acidos. O florisil apresenta caracteristicas
polares. Um dos problemas com o uso da silica em SPE é sua alta capacidade de
adsorver Ggua, através da formagdo de ligagdes de hidrogénio com os grupos silandis
de sua superficie. Ocotrendo isto, sua superficie serd recoberia com moléculas de
dagua e os sitios onde acontece a adsor¢do ndo estardo disponiveis.

ParticGo

A extragcdo em fase sdlida utilizando materiqis preparados para apresentarem o
mecanismo de particdo é uma extensdo natural das fases estacionadrias similares
empregadas em HPLC e visam evitar problemas de adsorcéo ireversivel que ocorrem
na utiizagdo de silica, alumina e outros matericis polares na andlise de compostos
altamente polares. |

A grande maioria das fases empregando particdo em SPE é preparada a partir
de Sﬂicc. No caso mais comum, fazse a sflica reagir com um derivado
organoclorossilano, ligando o grupo alquil {R) do reagente & estrutura da sllica (fase
quimicamente igadaj. A figura 5 mostra o esquema da reagdo de sintese de uma fase

solida quimicamente figada empregada em SPE.
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Si-OH

1
Si-0 _
+ a-i‘-(cm)xk . > SHCH)R 43 HCH

S:1-0
| OH

Figura 5: Exemplo de reag¢do de modificacao da silica visando o preparo de fase
quimicamente ligada

Neste exemplo, a reacdo pode ser com um, dois ou mais grupos funcionais,
sendo chamada de modificag@o monofuncional, difuncional, etc. A escolha do grupo
R definird se a fase preparada serd polar {R=OH, CN, NH, etc.) e, portanto
denominada “fase normal”, ou apolar {R=C18, C8, CI, etc.), denominada “fase
reversa”. No caso de fase reversa, quanio maior g cadeia do radical alquil, mais
apolar seré a fase, apresentando assim maior potencial para reter analitos apolares.
De forma andloga a HPLC, os grupos silandis (=Si-OH) remanescentes na fase
estaciondria poderdo ser sitios de adsorc@o e criar uma superficie heterogénea. Isto é
usualmente resolvido atfravés do tratamento com frimetiiclorossilano, como em HPLC. O
~ timefilclorossilano  é um reagente similar ao organoclorossiano  ulilizadoe na
preparagdo da fase quimicamente figada, porém com cadeia dlifatica -CHs, de
peguenc volume e que permite o acesso aos silandis residuais. Esta reacdo terminal é
chamada capeamento ou end-capping e visa reduzir os silansis residuais.

As caracteristicas da fase sélida podem diferenciar, dependendo do fabricante,
do suporte, do famanho de particuias, tamanho de poros, drea superficial, além do
grau de funéionqlizc:q:do € a presenca ou auséncia de end-capping, levando a uma
imensa variedade de materiais disponiveis comercialmente.

A SPE empregando fase normal em silica modificada {ciano, aminopropil, etc.),
usualmente substitui a adsorgc&o em exiragdes de solutos polares que podem sofrer
adsorcdo ireversivel e ndo serem eluidos do carfucho. A amostra é aplicada em um
solvente de baixa polaridade e os andlitos serdo retidos em maior ou menor grau
(dependendo de suas polaridades) na fase sélida. Em seguida, um sclvente polar,

como na adsorcdo, é aplicade para romper a inferacao do analito com a fase sélida
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polar e elvir os analitos.

Na SPE empregando fase reversa, acontece o oposto: a fase mdvel apresenta
maior polaridade que a fase sélida, que retém os analitos menos polares presentes em
solventes polares. Posteriormente, os analitos retidos serdo eluidos com um solvente de
baixa polaridade. Uma vez que o aumento do tamanho do radical aumenta o cardter
apolar da fase sdlida, em muitos casos o uso de fases do tipo octadecii (C18) pode
acarretar em uma adsorg&o de analitos apolares maior que a desejadda. Neste caso,

empregam-se fases sélidas contendo radicais de cadeias menores como octil (C8) ou
butil {C4), diminuindo a retencao.

I iani

A troca idnica é geralmente empregada em SPE para o isolamento de analitos
de cardter 4cido ou bésico presentes em solugdo aquosa. Os compostos bdsicos sa@o
usualmente retidos afravés de uma fase sélida consistindo de um trocador forte de
cations, do tipo [SO:?] ligado & estrutura da sflica, enquanto os compostos dcidos s@io
refidos por trocadores fortes de @nions, do fipo N*{CHajs. Assim, ocomerd uma forte
atra¢do entre onaln‘o e o trocador de ions de carga opos’ro Quando estas interacdes
forem muito fortes a ponto de dificultar a eluigdo dos componentes de interesse e
tomar o tempo de exfracd@o maior que o desejado, trocadores idnicos mais fracos
podem ser utilizados, apresentando menor retengdo pelos compostos dcidos
(fracamente anidnico) e béasicos (fracamente catidénico).

Dispositivos

Na mgioria das aplicagdes, os dispositivos de SPE mais empregados sGo os
carfuchos {por alguns fabricantes denominados colunas ou tubos), nas formas de
seringa ou barril. Um cartucho tipico é formado por um tubo de polipropileno de 3 a é
ml, contendo de 50 a 500 mg de sorvente, com tamanho de parficula variando de 40
a 60 um, retidos no tubo através de dois filtros.

. Outro tipo de dispositivo de uso crescente sdo os discos de extragdo, onde as
particulas afivas sdo imobilizadas em uma matriz inerte e estavel de microfibras de
politetrafluoroetileno (PTFE) ou vidro [98.99]. Um disco tipico tem 47 mm de diGmetro e
0.5 mm de espessura, contendo 500 mg de sorvente. Os didmeiros disponiveis variam

de 4 a 90 mm e sdo definidos segundo o volume de amostra. Os discos possuem
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vantagens como ter leito mais homogéneo, requisitar pressbes menores duranie a
aplicacdo das amostras e na elvicdo, com auséncia de caminhos preferenciais e
possibiidade de ufilizar vazées mais altas € menores volumes de eluentes na

dessorgcdo.

Fases sélidas a partir de polissiloxanos

Técnicas como a micro-exiracdo em fase sdlida {SPME} [100,101] e @ dispersao
da matriz em fase sélida (MSPD) [70,71,90,91,102,103}, t&m sido pesquisadas visando a
redug&o de tempo de preparo de amostras, reducéo das quantidades de solvente e
amaostras empregadas e redu¢do dos custos da andlise. Estas técnicas também tém
como base o uso de material sélido, geralmente a base de silica modificada, para
exiracGo e pré-concentracdo dos componentes da amostra. Sdo exemplos da
import@ncia da pesquisa de novos materiais que incrementem as técnicas citadas,
além de contribuirem para o desenvolvimento da SPE.

A maioria das fases sdlidas empregadas é do tipo C18, quimicamente ligadas
{bonded phases), sintetizadas a porfir da reagdo da siica com um reagente
organoclorossilano, que serd responséavel pelas caracteristicas da fase sélida. Este fipo
de reagdo, apesar das inUmeras vantagens que a consolidaram mundialmente na

preparagac de fases quimicamente ligadas para SPE e também para HPLC, apresenta

‘desvantagens com relacdGo ao custo  dos reagentes organoclorossilanos:

complexidade do procedimento de sintese, envolvendo grandes quantidades de
solventes toxicos, atmostera inerte, temperatura; pureza dos reagentes e tempo
desprendido na sintese.

A sorgdo de polissioxanos sobre slica é pesquisada, com 5UCess0, em nosso
grupa de pesquisas para obtencdo de fases estaciondrias para HPLC. Varios frabalhos
de nosso grupo de pesquisas, utilizando este procedimento, ja foram reportados na
literatura cientifica [104-119]. O uso da sorcdo de polissiloxanos com terminagdes C18
sobre silica, seguido de sua imobilizagdo, para uso em dispositivos de extracdo em fase
sélida [120), on-line e off-line, foi bem sucedido na andlise de pesticidas em agua e em
urina [24,121,122] e também na pré-concentragcdo de complexos metdlicos [123]. O
uso destes materiais C18 na andlise de pesticidas em frutas ainda ndo foi reportado na
literatura, assim como o uso das fases sdlidas obtidas a partir da sorgéo e imobilizac&o

de polissiioxanos com terminacdes aminopropil sobre sflica. Este procedimento tem
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como vantagens a simplicidade do processo de preparacdo dos materiais, menor

nimero de etapas e menor custo, empregando materiais e reagentes disponiveis
comerciaimente.

Outros conceitos de fases sélidas [24,97]
: imési

O principal material polimérico aplicado em SPE sdo os copolimeros poliestireno-
diviniibenzeno. Eies se destacam pela elevada drea superficial especifica (700 a 1200
m? g'}, estabilidade na faixa de pH 1-14 e maior capacidade de retencdo de
compostos polares do que as fases C18. Estes materiais podem também ser
funcionalizados, com bons resultados de recuperacdo de compostos fendlicos em

fases acefiladas e methor adequac@o a amostras aguosas com fases sulfonadas.

ono grafitizad
S&o materiais com baixa resisténcia mecdanica e por isso ndo sdo empregados
em colunas de HPLC. Apesar disso, s&o materiais altamente homogéneos e com drea
superficial especifica baixa {100-200 m2 g'). Devido a sua estrutura cristaling, t&m
capacidade de atuar em SPE como fases do tipo reversa, com retengdes superiores &s
obtidas em materiais C18.

Sorventes de modo misto (MMS — Mixed Mode Sorbents)

Os sorventes com modo misto de retenc@o contém, na mesma estrutura,
cadeias alguflicas (fases reversa) e ligantes que atuam como trocares idnicos. S&o
importantes para redlizar, em uma Unica seqUéncia, a extragdo e o clean-up de
matrizes bioldgicas {urina, sangue, plasma). Anafitos ionizados sofrem uma interacdo
forte com os sitios idnicos, possibilitando que a etapa de limpeza seja eficiente e sem
grandes perdas. Em um segundo momento, froca-se o solvente, com um pH que

permita o rompimento das interacdes ibnicas entre analito e sorvente.

Fases de acesso restrito (RAM — Restricted Access Matrix)
S@o materiais desenvolvidos para andlises biomédicas na determinacdo de
analitos presentes em fluidos biolégicos contendo compostos de alta massa molar,

como proteinas. Estes materiais possuem uma superficie hidrofflica biccompativel na
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parte externa e hidrofébica no interior dos poros da particula do sorvente. O

mecanismo de separagdo é uma combinagdo de exclus@o e particdo: moiéculas
grandes, tais como as proteinas, ndo conseguem penefrar nos poros e eluem
rapidamente, enquanto moléculas pequenas enfram nos poros e s&o refidas
seletivamente. Devido ao fato das substéncias hOmicas presentes na agua serem
moléculas de alta massa molar, as fases de acesso restrito t&m um grande potencial
para esse tipo de aplicacdo.

imunossorventes

SGo materiais que trabatham com o mesmo principio da cromatografia por
bioafinidade, baseada nas reagdes especificas entre antigeno e anticorpos. S@o

materiais de alta seletividade e #&m sido aplicados na andlise de alguns pesticidas,
como atrazing, clortoluron.

Poli i = Mol rl int

Os MIP sGo obtidos através da preparac@io de polimeros com sitios de
reconhecimento sintéficos e tém uma seletividade pré-determinada para um ou mais
analitos. Estes sitios de reconhecimento s&o obtidos pelo amanjo de mondmeros

funcionais polimerizaveis ao redor das moléculas do analito. Assim, sdo formados

- complexos através de interagdo molecular entre o analito e © mondmero precursor. Os

complexos sdo fixados através de reagdes de entrecruzamento de polimeros. A
remoe¢do do andlifo da matriz polimérica forma lacunas (sifios de reconhecimento)
que irGo exibir afinidade pelo analifo. O potencial desse material {também chamado
“anticorpo de pléstico”) é alto uma vez que oferece resisiéncia & alta temperatura e &

pressGo e € inerfe frente a condigoes exiremas de acidez, alcalinidade, fons metdlicos
e solventes orgdnicos.

Mecanizégao da SPE [95]

A extracdo em fase sélida pode ser conduzida nos modos affline e on-line. No
modo off-line as efopqs de extragcdo e conceniragcdo do andlito sdo realizadas em um
aparato independente do sistema cromatogréfico. Apés as etapas de pré-tratamento,

a amaostra ¢ infroduzida de modo convencional no sistema cromatografico. © modo
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off-line € o mais utlizado em SPE. Hoje em dia muitos equipamentos para extracoes
multiplas s&@o disponiveis comercialmente. Alguns deles fazem o processo de extragcdo
mecanicamente, mas a transferéncia da amostra para o Injetor cromatografico é
manual (sistema mecanizado), enquanto outros sGo capazes de transferir a amosira
automaticamente (sistema completamente automatico). No sistema on-line as etapas

~de extracdo e concentracdo séo realizadas no préprio sistema cromatografico, onde
s@o inseridos alguns acessérios.

Valida¢ao de Metodologias

O desenvolvimento de rofinas para a validagdo das metodologias tem crescido
nos Cltimos anos, © que vai de encontro as exigéncias dos oérgdos de fiscalizacdo.
Nesse aspecto, a maioria dos paises tem estabelecido documentos oficiais que ddo
direfrizes a serem adotadas na validagdo de metodologias analiticas [17,94,124-135].
Na literatura cientifica, diversos trabalhos tém sido publicados discutinde os varios
aspectos da validagdo e suas etapas [18,136-145].

A validaggo pode ser definida como sendo a confimagdo, por exame e
forecimento de evidéncia objetiva, de que os requisitos para um determinado uso
pretendido pelo método de andlise s@o atendidos. Assim, quando se desenvolve uma
metodologia cromatografica, devem ser realizados testes para verificar a sua
confiabilidade, exatiddo e precisdo, de forma a confirmar sua adequacdo ao uso
pretendido.

A ofimizacdo dos pardmetros de preparacdo da amostra e das condi¢des
cromatogrdficas é condigdo essencial para a obtencéio de bons cromatogramas,
com uma linha de base ausente de ruidos (que significa auséncia de interferentes) e
com uma boa separagdo de picos. Essas caracteristicas sGo expressas pela
seletividade (ou especificidade) do método, que é um dos poucos parametros de
validagdo que ndo é expresso em nimeros. A seletividade de um método é sua
capacidade de avaliar, de forma inequivoca, as substancias em exame na presenca
de componentes que podem interferir com a sua determinacdo numa mistura
complexa. A seletividade é obfida em fungc@o do processo de preparacdo da
amostra, sistema de detecgdo ulilizado e do separagdo cromatogréfica, através da
idenfificacdo dos picos presentes nos cromatogramas {por exemplo, ufilizando

detector por amanjo de diodos ou o especirdmetro de massas) ou pela comparacdo
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entre uma andlise em branco da matiz e a matriz fortificada, sendo que nesse caso
nenhum interferente deve eluir no tempo de retengcdo dos analitos de interesse
[24,124,126,144].

Os demais parGmetros de validagdo sdo expressos numericamente. A etapa de
calibragdo do método envolve a curva andlitica, cujos principais pardmetros sdo a
linearidade e a sensibilidade.

A linearidade € a faixa ou intervalo de concentragdo no qual o sinal produzido
pelo detector é diretamente, ou através de uma transformac@o matematica bem
definida, proporcional & concentracdo dos analifos na amostra [17]. Através da curva
anaiftica, geraimente obfida por regresséo linear de primeira ordem (y = a + bx; onde a
= coeficiente linear; b = coeficiente angular}, a linearidade pode ser avaliada através
da razGo entre o sinal {S) e a concentragdo (C), definida por (S/Ci) = (S-a}/Ci, onde a
razdo sinal/concenfragdo para um dado ponto i da curva andgiliica, (S$/Cy). é
calculada a partir do sinal i, da concentragdo Qi correspondente e do intercepto do
eixo y {a). Na auséncia de erros determinados, ou seja, com coeficiente de comrelacdo
fr} igual a 1, a razdo pode ser escrita como (S/C)i = b {onde b é a inclinagdo da curva)
para todos os pares de dados experimentais utilizados para a construc@io da curva. Na
presenca de eros indeterminados (r<i), que representa uma situagéo reai, {S/C) ~ b.

Se (S/C) < b ou (§/C)i >> b, assume-se que os dados comespondentes estdo fora da

finearidade. Segundo a IUPAC, considera-se fora da linearidade pontos cujo valor

sinal/concentragdo diferem em mais de 5% do valor de inclinagao da curva [146,147].
O coeficiente anguiar da curva (b) representa a sensibilidade do método.
Quanto maior o angulo de inclinagdo da reta, maior serd a variagdo do sinal em

relagdo a pequenas variagdes de concentra¢do e maior serd a sensibilidade do
método.

Calibragdo na matrizz O uso da calibrag@o na matriz (MMC - matrix-matched
calibration) em métodos cromatograficos é recente. Um dos primeiros frabaihos foi
descrito por Johhson et al. [148], onde é avaliada a variagdo nos resultados de andlise
multiresiduo de herbicidas em vegetagdo, por GC-MS, comparando a calibrag&o
convencional (ou calibrag@o com padrdes externos) com a calibrac@o na matriz.
Recentemente, tém sido publicados na literatura estudos envolvendo cailibracéo na

matriz, aplicada & andlise multiresiduo de pesticidas em frutas e vegetais por HPLC
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[149.150).

A calibragcdo na matriz tem por objetivo estabelecer um sistema de calibracao
onde o meioc em gue estdo dissolvidos os padrdes seja © mais semelhante possivel &
matriz da amostra. Para isso, ¢ solvente na calibrag@o na matriz é parcialmente
constituido pelo préprio extrato da amostra, submetida a todo o processo de clean-up e
pré-concentragao [72].

Os interferentes da matriz que n&o sdo removidos podem mascarar
parcialmente picos dos analitos ou serem identificados efroneamente como picos de
analitos, gerando efros na quantificagdo dos compostos de interesse [81]. A calibragao
na matiriz pode indicar estes efeitos da matriz e, em alguns casos, permitir que se

estabeleca uma fungdo matematica para corecdo da quantificagdo dos picos {72).

* Limite de Detecgdio (LOD): o limite de deteccdo é a menor concentracdo ou
quantidade do anadlitc que pode ser detectada, mas ndo necessariamente
quanfificada, por um método analitico com um nivel de confianca especificado, ou
ainda, que pode ser estatisticamente diferente do ruido. E o ponto onde o valor da
medida € maior que a incerteza a ela relacionada [24). A ICH [126] reconhece varias
formas de se obter o LOD. Uma das formas € a pariir da relag@o entre o desvio padr&o

do coeficiente linear da curva andalitica e a inclinaga@o da reta. Por este método,
LOD = 3,3%

onde s = desvio padréo da resposta {no caso, o coeficiente linear da curva) e
b = coeficiente angular {inclinagdo) da curva.
Existem dois fipos de limite de deteccdo cada um com um objetivo
estabelecido:

- limite de detecc@io do instrumento: em geral, o iimite de deteccdo do
instrumento serve como um guia para o estabelecimento do limite de deteccdo do
método;

- limite_de deteccdo do método: é @ menor concentragc&o do analito na
amosira que, quando submetido a um processo analitico, produz um sinal definido

como o [imite de detecgdo do método. O cdlculo do limite de deteccdo do método
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leva em conta o fator de enriquecimento do método.

Limite de AQuantificagdo (LOQ): o limite de quantificago é a menor
concentragdo do analito que pode ser medida com exatidao e precisGo aceitdveis,
nas condicdes experimentais. Normalmente & expresso em unidades de
concentracdo. A relagdo sinal/ruido nesse caso foi definida como 10:1 e o erro
associado & medida é de 30% com 99% de probabilidade [24]. As formas de cdiculo
sdo semelhantes ao cdlculo dos LOD, porém considerando essa relagdo 10:1 entre
sinal e ruido. Também aplicam-se os mesmos conceitos de LOD do instrumento e do
método.

Os limites de detecgdo e de quanfificacdo podem ser afetados pelo tipo de
detector utilizado. Por exemplo, tipos de impadas UV diferentes podem ter
intensidades diferentes, o que ira afetar os limites. Qutro fator é a regiGo especitral
onde sdo feitas as leituras. No caso de andiise mulfiresiduo com o detector
trabalhando em comprimento de onda fixo, ndo é possivel fazer as medigdes no
comprimento de onda de absor¢do maxima de todos os analitos, sendo necessdrio
utilizar um comprimento de onda comum, o que compromete a obtencdo dos

menores fimites possiveis.

A principal observagao que se deve fazer quando se estabelecem limites & que

o limite de quanfificagGo do método deve estar abaixc dos valores de MRL

estabelecidos, permitindo que o método atinja quantificagcGo dos niveis de residuos
minimos permitidos nas legislacdes. Para residuc de pesticidas em frutas, os MRL
geraimente estdo estabelecidos acima de 100 ug kg-.

O LOQ também serd um dos parémetros que define um dos pontos da curva
analitica (o primeiro ponto deve ser de concentracdo proxima ao LOQ) e os niveis de
fortificacdo dd amostra, estabelecidos como 1 xLOQ, 2 x LOQ e 10x LOQ [17].

Exatid@o: representa o grau de concordancia entre os resultados individuais

encontrados e um valor aceito como referéncia. A exalidao é sempre considerada

dentro de certos limites, a um dado nivel de confianga {ou seja, aparece sempre

associada a valores de precisdo}. Estes limites podem ser esireifos em niveis de
concentragcdo elevados e mais amplos em niveis de tracos. E expressa como o

percentual de resposta obtido através do ensaio de uma quantidade conhecida do
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analito incorporada na matriz em estudo (fortificacdo) ou afravés da andlise de

amostras-padrdo certificadas, submetidas ao método em estudo. Nos cqasos de
fortificag&o, que sdo os mais comuns devido a dificuldade em se obterem amostras
certificadas {que para certas aplicacées nem existem), a medida de exatiddo é
chamada de recuperagio do método e é expressqa em termos de porcentagem de
anadlito quantificade em relagdo & quantidade acrescentada na etapa de
fortificagdo, em um determinado ndmero de ensaios.

(%) = conc. medida do analito

Recuperacao — :
peraga conc. inicial do analito

100

O nimero de ensqios varia segundo a legislagdo ou diretriz adotada e também
com as caracteristicas da pesquisa. A ICH estabelece que um minimo de 9
determinagdes envolvendo um minimo de 3 niveis de forfificagc@o deve ser obedecido.
Por exempilo, ensaios em triplicata para 3 nivels de fortificagdo [126].

Precisfo: representa o grau de concordancia ou grau de dispersdo entre
resultados de medidas independentes, em tormo de um valor ceniral, quando o
procedimento € aplicado diversas vezes em uma mesma amostra homogéneaqa, em
idénticas condicées de teste. Normalmente & expressa como estimativa de desvio
padrdo relativo (RSD) ou coeficiente de variacdo (CV} em um nimero estatisticamente
significativo de amostras.

RSD (%) = desvio padrao

- —x100
recuperagao média

onde
Y
Desvio padrao = &f)—
N-1
onde: x; = valor medido
X = média das medidas

N = nimero de medidas

A precisd@o pode ser expressa em irés diferentes modos:

- repetlibilidade: comresponde aos resuliados oblidos através de varias repeticoes
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de um método, nas mesmas condigbes, em curto intervalo de tempo (precisdo entre

ensaios). Essa determinag&o deve ser feita a pariir de um mihimo de nove
determinagdes {ex: 3 nivels, 3 replicatas);

- precisdo intermedidria: expressa o efeito das variacdes dentro do laboratdrio
ao longo de alguns dias, por exemplo;

- reprodutibilidgde: refere-se aos resultados de colaboracdo interlaboratorial.

Os intervalos aceitaveis de recuperacdo para andlise de residuos de pesticidas
geralmente estGo entre 70 e 120%, com precisGo minima de 20%. Porém, dependendo
da complexidade andlitica, da amostra e do tipo de residuos, este valor pode ser de
50 a 120%, com precisdo minima de 15% [17].

Com avango dos mecanismos de vigilincia fitossanitaria e dos sistemas de
qualidade total, novos parGmetros s&o incorporados & rotina de validag@o. As
publicagdes mais recentes cifam os conceitos de robustez (robustness), conformidade
do sistema (system suitability) e validagao do instrumento [125,124].

A robustez corresponde & capacidade de um método de nd@o ser afetado por
uma pequena e deliberada modificagdo em seus pardmetros, como composicdo da
fase mével, pH, temperatura etc.

Os testes de conformidade do sistema sdo utilizados geralmente para verificar se
a resolucdo e a reprodutibilidade do sistema cromatogréafico sao adequadas parg g
andlise a ser realizada.

A vaiidagdo do instrumento engloba varias etapas e serve para cerificar que o
equipamento (inclusive seus componentes eletrdnicos e software) estd calibrado e em
conformidade com par&metros definidos pelo fabricante.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho tem aspectos de continvidade e de inovacao.

Ele da continuidade & linha de pesquisa de desenvolvimento de metodologias
para andlise de pesficidas em diferentes matrizes, cujos trabalhos anteriores
[24,121,122,151-155] utilizaram agua e urina como matrizes. Este trabalho visa ampliar
esta linha de pesquisa, incomporando uva e tomaie como novas matrizes e novos
pesticidas, utilizados na fruticultura.

inova propondo uma nova tecnologia para producdo de materiais para SPE.

Sendo assim, os objetives deste trabalho podem ser sintetizados nos seguintes
tépicos:

- Desenvolvimento e validag@o de metodologias rdpidas e eficientes para a
determinacdo multiresiduc de diferentes classes de pesticidas em uva e tomate por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). Foram estudados seis pesticidas de
diferentes caracteristicas fisico-quimicas e classes: atrazina, simazina e ametrina
therbicidas triazinicos}, divron e tebutiuron {herbicidas uréicos) e benomil [fungicida
benzimidazdlico).

- Uliizagdo da técnica de extragdo em fase sélida (SPE) para clean-up da
amostra e pré-concentrago dos analitos, ulilizando materiais tipo aminopropil {NH2} e
octadecil {C18), comerciais e produzidos no préprio laboratério, através de um
procedimento inovador, mais simples, usando solventes menos téxicos e de menor
custo.
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Materiais

Reagentes e Solventes
¢ Acetona, grau P.A., Merck
» Acetonitrita, grau HPLC, Mallinckrodt e Merck
e Agua ulirapura, Sistema Milli-Q, Millipore
 Diclorometano, grau HPLC, Mallinckrodt e Merck
» Eter de petréleo, grau HPLC, Mallinckrodt
* Hexano, grau HPLC, Maliinckrodt
» Hidréxido de aménio, grau P.A., Merck
* Metanol, grau HPLC, Mallinckrodt e Merck
e n-Pentano, grau HPLC, Mallinckrodt

+ Sllica Gel, Acros; tamanho de particulas: 35-70um; famanho de poros: 6 nm

» Poli{dimetilsiloxano) com terminagdes aminopropil, PS-512, United
Chemical Technologies (USA)
especificagdes técnicas: [156]
- viscosidade [centistokes a 25 °C}): 755
- gravidade especifica (a 25°C): 0,98
- indice de refracdo (a 25 °C): 1,403

* Poliimetiloctadecilsiloxano} (PMODS), PS-130, United Chemical Technologies
{USA)}
especificacdes técnicas: [156)
- viscosidade {centistokes a 50 °C): 250-300
- gravidade especifica (a 25°C): 0,89
- indice de refragdo (a 25°C): 1,443

39



40

Lacio Fldvio Costa Melo Tese de Doutorado
Padrées de pesticidas

Os padrdes de pesficidas foram conseguidos todos com pureza acima de 95%,
por doacdo de instituicdes e empresas;

- - benomil e diuron: doagdo da Embrapa Meio Ambiente - Jaguariuonag;

- tazinas (atrazing, simazina e ametrina): doacdo da Novartis;

O padrao de tebutiuron foi adquirido da Supelco.

Colunas cromatograficas
» Colunas de fases reversa Purospher RP-18, Merck, particulas de 5 um,
dimensdes: 125 x3 mm

¢ Colunas de guarda Purospher RP-18, Merck, particulas de 5 pm, dimensdes:
4x4 mm

Materiais para SPE
s carfuchos para Extracdo em Fase $élida
- aminopropil: Supelco LC-NH2 e Merck LiChrolut NH-
- octadecil: Supelco LC-18 e Merck LiChrolut RP-18
e seringas tipo hipodémica de polipropileno {6 mL), Ibrasgamma
+ filtros de polietileno, tamanho de poros: 20 um, Supelco

Equipamentos

. Cromoiégrdfo a liquido, composto por:
-bomba Waters, modelo 510
- injetor §SI 3XL, com amostrador de 10 ul, modelo 02-0290
- detector Waters, UV-Vis de comprimento de onda varidvel entre 190 e 700 nm,
cela do detector de 14 pL de volume, modelo 481

- software para aquisicdo e processamento de dados: ChromPerfect, Justice
Innovations, vers&o 3.5

 Cromatégrafo a liquido, composto por:
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- bomba Waters, modelo 515
- injetor Rheodyne, modelo 7725i
- detector Waters, UV-Vis com arranjo de diodos, modelo PDA 996

- software para aquisic@io e processamento de dados: Millennium, Waters, versao 3.0

» Espectrofotdmetro UV-Vis com aranjo de diodos. Hewlett Packard, modelo 8452A

« Sistema de Extracdo em Fase Sélida Supelco Visiprep SPE Vacuum Manifold,
modelo 12-port

* Bomba de enchimento Haskel Inc., com faixa de press@io de 6,9 a 344,8 MPa
{1000 a 50000 psi), modelo 51769

e Banho ultrassénico Thornton, modelo 714

* Centrifugaq, Fisher Scientific

¢ Agitador tipo vortex, Phoenix, modelo AP54

¢ Balanga analitica Fisher Scientific, modelo A-250

» Sistema purificador de dgua Millipore, modelo Milli-Q Plus

¢ pHmetro Digimed, modelo DM21

» Estufa Yamato, modelo ADP-21

e Liquidificador doméstico, Walita

Estratégia Experimental

A estratégia experimental adotada pode ser dividida em 2 grandes etapas: a)
desenvolvimento de novos materiais para extragdo em fase sélida (que chamaremos
daqui por diante de “fases sélidas"), envolvendo sua preparacdo e caracterizagdo e
b) desenvolvimento das metodologias de andlise de pesticidas em uva e tomate,
desde o estudo espectrofotoméfrico das espécies, passando pela otimizagdo dos
parametros de preparagdoc das amostras, das condigdes cromatograficas, viifizagao
das fases sélidas desenvolvidas, comparagcdo com as fases sélidas comerciais simiiares,
até d validagdo das metodologias propostas.

Foi realizada ainda a andlise de uvas e tormates comercializados no varejo

utilizando as metodologias desenvolvidas, nas condicées onde se obtiveram os
melhores resultados.
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Desenvolvimento das Fases Sélidas

Preparagéo das fases soélidas

Pesa-se uma massa pré-estabelecida de polimero polissiloxano, que & dissolvido
em n-pentano. Para fases sélidas fipo aminopropil (NHz) foi \ufilizado o
poli{dimetilsioxano) com terminagdes aminopropil e para fases fipo octadecil {C18), o
poliimetiloctadecilsiioxano) - PMODS. Adiciona-se silica gel previamente seca em
estufa.a 150 °C durante 24h, & mistura polimero/pentano a fim de que a propor¢&o
seja de 12 mL de solvente para cada grama de polimero+silica e que a massa de
polimero seja 40% ou 10% da massa polimero+silica {carga). Cargas de -40% (13 g de
polimero, 20 g de silica e 400 mL de pentano) foram ufilizados na prepara¢do das fases
aminopropil € octadecil. Cargas de 10% {4 g de polimero, 37 g de silica e 480 mL de
pentano} foram empregados apenas para as fases aminopropil. A  mistura
sflica/polimero/pentanc fica sob agitacdo magnética durante 3h. Apés este tempo, a
mistura é deixada em repouso, para evaporacdo do solvente, & temperatura
ambiente. Para assegurar a evaporacdo completa do pentano, a fase sélida é levada
& estufa a 40 °C durante 60 min.

A etapa de imobilizag@o térmica consiste em levar a fase sdlida, isenta de
solvente,-para a estufa a 120 °C, durante 4h, a pressdo atmosférica. A fase sélida &
depositada em uma placa de Petri, permitindo assim uma alta exposicdo de sua area
superficial.

Em seguida é realizada uma exitragc@o do polimero em excesso. A extracdo
consiste em introduzr a fase sélida dentro de um tubo de ago inox, com filtros em
ambas as extremidades, e fazer passar através do tubo um solvente que ird arrastar o
polimero em excesso. O solvente é bombeado por meio de uma bomba
cromatografica convencional [Waters, modelo 510). A sequéncia de elvicdo é a
seguinte: 1) hexano, na proporc@o de 25 mL de hexano por grama de fase sdélida, a
vazdo de 2 mL min’'; 2) metanol, na proporcdo de 15 mL de metanol por grama de
fase sélida, a vazéo de 3 mL min"'. Na sequéncia é realizado um bombeamento de

metanol a alta pressdo {1000 psi ou 6,9 MPa), afravés de uma bomba de enchimento

 de colunas cromatograficas (Haskel), na proporcdo de 20 mL de metanol por grama

de fase sélida e a secagem da fase a temperatura ambiente.
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Caracterizagéio

Os polimeros, a sflica e as fases sélidas preparadas e comerciais foram
caracterizados através de andlise elementar de carbono e nitrogénio (CHN]),
espectroscopia no infravermelho (IV}, andlise de drea superficial especifica e andlise
termogravimétiica (TGA). Para realizacdo destas andlises foram utilizados os servigos
das salas de instrumento do Instituto de Quimica da Unicamp.

Andlise elementar de carbonog e nitrogénio (CHN)

A andlise elementar de carbono e nitrogénio teve como objetivo avaliar o teor
destes elementos na sflica e nos sorventes, antes e apds a extracdo do excesso de
polimero. O método empregado utiliza a combustéo para converter o carbono e
hitrogénio em seus 6xidos (COz e NO2), que sdo entdo medidos em funcéo de sua
condutividade térmica. O aparelho ufilizado foi um andalisador elementar Perkin Elmer,
modelo 2400.

i I \'J

A espectroscopia no infravermelho foi aplicada & silica e &s fases sdlidas com o
objetivo de avadiiar qualitativamente o grau de recobrimento da superficie da silica
pelos poiimeros, apés a etapa de extragdo, comparando com as fases sélidas
comerciais, através da presen¢a de bandas caracteristicas destes materiais.

Os espectros foram obtidos no intervalo espectral de 4000 a 400 cm!, em um
espectrofotdmetro de infravermelho Perkim Elmer, modelo FT-IR 1600. O espectro dos
polimeros foi obtido a pariir de um filme em cela de cloreto de sédio, enquanto que
para as fases sélidas os espectros foram obtidos pela prensagem do amostra, sob g
forma de pastithas, com brometo de potassio.

Amostras das fases sélidas produzidas e comerciais foram encaminhadas para
andlise termogravimétrica com o objetivo de avaliar sua estabilidade térmica. Os
termogramas foram obtidos em um analisador térmico {analisador termogravimétrico
TA Instruments, modelo TGA-2050) onde, airavés de uma microbalanga, se obtém a
porcentagem de perda de massa da amostra em funcdo do aumento da
temperatura. A andlise foi realizada sob atmosfera inerte {argdnio), com taxa de
aquecimento de 10 °C min™, no intervalo de 25 a 900 °C. As andlises das fases sélidas
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produzidas no laboratério foram feitas em materiais apés a etapa de extracdo do
excesso de polimero.

Anglise de Qrea superficial especifica

A drea superficial especifica expressa uma medida de area em relagdo &
massa do material (m2 g'). Foi utilizado o método de BET{ Brunauer, Emmett e Teller),
que se baseia na determina¢do do volume de nitrogénio adsorvido a diferentes
pressdes, na temperatura do nitrogénio liquide. O aparelho utilizado foi um medidor de
area superficial Micromeritics, Flowsorb I, modelo 2300.

Confecgao dos cartuchos

Os cartuchos de exiragdo foram confeccionados utilizando setingas
(brasgamma] tipo hipodérmica de é mL, com corpo de polipropilenc e preenchida
com 500 mg de fase sélida {enchimento & seco), que fica refida por meio de dois filtros
de polietileno com tamanho de poros de 20 um. Estes cartuchos ser@o tratados daqui
por diante como lab-made.

Os cartuchos comerciais empregados foram da marca Supeico (LC-NHz e LC-18)
e Merck (LiChrolut NHz e LiChrolut RP-18). Os cartuchos Supelco foram empregados na
fase inicial do trabalho e os Merck na fase final. A maioria dos ensaios de
caracterizagdo das fases sdlidas foi realizada com cartuchos Merck. Na etapa de
validagdo das metodologias ndo se observaram diferencas nos parametros medidos
em fungdo da mudanga de fabricante dos dispositivos comerciais.

Desenvolvimento das Metodologias de Analise

Estudo espectrofotométrico dos pesticidas

Foram preparadas solugdes-estoque de 100 mg L' em metanol dos pesticidas
estudados. Por diluiq:do das solugao-estoque, em metanol:agua (60:40, v/v}, obtiveram-
se solugdes de frabalho em concentragdes que variaram de 250 a 1800 ug L.

Em um espectrofotdbmetro com arranjo de diodos foram medidas as
absorvancias das solugdes, obtendo-se assim o espectro de absor¢do no UV-Visivel

para cada pesticida em vdarias concentracdes. O sinal foi monitorado entre 180 e 820
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nm, mas para fins praticos trabalhou-se apenas entre 180 e 320 nm, regido onde
aparecem as bandas caracteristicas dos pesticidos.

Com os dados obtidos foram tragadas curvas analiticas de absorvéincia vs.
concentragdo, no comprimento de onda de mdaxima absorvancia de cada pesticida
e também em um comprimento de onda no qual todas espécies apresentaram
absorvéincia. A partir dessas curvas analiticas, foram calculados os valores de
absortividade molar (g), através do coeficiente dngular das curvas e definido um
comprimento de onda Unico para a andlise cromatografica, uma vez que o detector
disponivel (Waters, modelo 481} permitia o detecg@o em um Unico comprimento de

onda durante uma dada comida cromatogréfica.

Solugbes-padrio e calibragao

 As solugdes de frabalho (padrdes mulliplos de pesticidas em concentracdes
variando entre 50 pg L' e 50 mg L") para obtengdo das curvas analiticas e para
fortificagdo das amostras de uva e tomate foram preparadas por dilvic@o na fase
movel (acetonitrila:agua (35:65, v/v)), a partir de solugdes-estoque {padrdes isolados)
de 100 mg L', em metanol. As solugées-estoque foram preparadas a cada é meses e
as solugdes de trabalho a cada 2 meses, segundo recomendacdo do GARP {Grupo de
Analistas de Residuos de Pesticidas) [17].
As curvas analiticas foram obtidas injetando-se, em ftriplicata, 6 solugdes de
frabalho de concentragdo variando de 50 pg L' a 5 mg L.

Calibra¢do na matriz

Com o propdsito de verificar o efeito da matriz nos resultados, foram feitos
experimentos de cdalibrag&o na matriz. Os padrdes de calibragcdo na matriz, em
concentragdes variando de 100 ug L' a 5 mg L, s&o preparados através da mistura de
solugdes de trabalho, preparadas em acetonitrila:agua {35:45, v/v), com o exirato do
branco da amostra. Foi adotada a proporgao de 0,5 mL do extrato da matriz para 1,5
mL de solugdo de trabalho [72]. Foram testados padrdes de calibragGo em matrizes de
uva e de tomate, cada uma delas submetidos aos métodos envolvendo cartuchos
aminopropil e octadecil.
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Fortificacdo das amostras

O procedimento de fortificacdo consistiv em adicionar, de forma homogéneaq,
ad 5 g de amostra-testemunha, isto &, isenta de pesticidas, 100 ul de solugc@o de
trabalho contendo uma mistura dos pesticidas nas concentragdes de 5, 10 e 50 mg L,
de maneira a resultar nos niveis de concentrac&o desejados: 100, 200 e 1000 ug kg,

respectivamente, que daqui por diante chamaremos F1, F2 e F3.

Amostragem e estocagem das amostras

As amostras-testemunha de uva (Vitis sp.) niGgara rosada, foram amostradas em
uma pequena plantagdo caseira, na cidade de Piumhi-MG, onde se podde ter
absoluto controle quanto & auséncia de pesticidas. As amostras de tomate
(Lycopersicon lycopersicum) foram obfidas no comércio varejista da cidade de
Campinas-SP, porém tomou-se o cuidado de se adaquirir tomates do tipo “orgénico”,
comercializados como ausentes de agrotéxicos. A andlise em branco das amostras-
testemunha comprovou a auséncia de picos relacionados aos pesticidas em -estudo,
na regido espectral de trabatho (235 nm).

Apds a amostragem, foram separadas as partes comestiveis das uvas e tomaties,
que foram corfadas e homogeneizadas em liquidificador doméstico. As amostras
homogeneizadas foram transferidas para potes de vidros, em porcoes de 30 g, que
foram selados sob atmosfera de nitrogénio e congelados em freezer. As amosiras,

homogeneizadas e irituradas foram estocadas por um periodo maximo de 12 meses

7.

Condicées cromatograficas

Apds varios estudos de composic@o de fases mével e de vazado, estabeleceu-se
a fase moével acetonitrila:solug@o aquosa de NHOH 0,01% (pH 8,4) (35:65. v/v], em
modo isocrdtico de eluigdo, a vazdo de 0,7 mi min', como condicdes ofimizadas para
as corridas cromatograficas dos padrdes de calibragcdo e dos extratos de amostras.

Foram ufilizadas colunas Purospher RP-18 {Merck, particulas de 5um}, com coluna de

. guarda acoplada.

Para os experimentos de validacdo de metodologia utilizouse o detector
espectrofotomeétrico de absor¢@o no UV-Visivel, de comprimento de onda variavel,

com detecg¢do fixa em 235 nm.
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Para as andlises das amosiras de uva e tomate obtidas no varejo, aplicando-se
as metodologias desenvolvidas, utilizou-se o cromatégrafo com detector de arranjo de
diodos, na faixa de 190 a 320 nm. Péde-se ainda realizar a confirmacdo da idenfidade
dos picos dos pesficidas em estudo, injetando-se solucdes padrées e amostras

fortificadas, comparando-se o espectro de absorcdo no UV dos pesticidas na amostra
e nas solugdes-padrdo.

Procedimento de preparo das amostras

Foram tfestados e ofimizados dois procedimentos de preparoe de amostra, um
empregando cartuchos de SPE tipo aminopropil {NH2 e o outro com cartuchos
octadecil (C18). Em cmbo§ os procedimentos foram seguidas as seguintes etapas:
pesagem da amostra; forfificagdo; extragdo dos andlitos da matriz; particdo liquido-

liguido; centrifugacdo e separagdo da fase organica; extracdo em fase sdlida e
andlise cromatogréfica.

A tabela 9 mostra os cartuchos que foram testados em cada tipo de amostra:;
todos os cartuchos confinham 500 mg de fase sélida.

Tabela 9: Amostras e cartuchos utilizados no desenvolvnmenfo dcs mefodolo%cs
Amostra ._|Cartuchos testados - : o :

Uva - aminopropil comercuol

- aminopropil lab-made (carga 10%)
- aminopropil lab-made (carga 40%)
- octadecil comercial ™

- octadecil lab-made (carga 40%)
Tomate - aminopropil comercial

- aminopropil lab-made (carga 40%)
- octadecil comercial ™

|- octadecil lab-made {ccrgc 40%)

* Supelco LC-NHz e Merck LiChrolut NHz

* Supelco LC-18 e Merck LiChrolut RP-18

_ Procedimento para cartuchos aminopropil {(NHz)

- Em um tubo de centrifuga de 50 mt foram pesados 5 g de amostra {uva ou
tomate, devidamente homogeneizados), que foram fortificados com solugdes de
pesticidas em quantidades conforme o nivel de fortificaca@o desejado ou ndo foram
fortificados, no caso das andlises em branco. Adicionaram-se 100 pul de solugdo

aquosa de NH4OH 1%. Foram adicionados 7 mL de acetona e a mistura foi agitada em
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um agitador fipo vortex durante 30 segundos. Em seguida, adicionaram-se 7 mL de

diclorometano e 7 mlL de éter de peidleo, agitandose novamente por mais 30
segundos em vortex. A mistura foi centrifugada por 15 minutos a 8000 pm e separou-se
a fase orgdnica, que foi concentrada até a secura sob fluxo de nitrogénio. O residuo
sélido foi dissolvido em 1 mlL de diclorometano € procedeu-se @ extracdo em fase
sélida. Os cartuchos do tipo aminopropil, posicionados em um sistema multi-vias
(Manifold), foram condicionados com 2 mL de diclorometano. As amostras, dissolvidas
em diclorometano, foram aplicadas aos caruchos e elvidas com uma mistura
diclorometano:metanol (99:1, v/v). em duas porcoes de 3 mL cada e @ uma vazdo de

3 mbL min-'. A solugdo eluente foi concentrada até g secura sob fluxo de nitrogénio e

redissolvida em 2 mL de metanol, obtendo-se assim solugcoes enriquecidas 2,5 vezes em

relacGo a forfificagdo inicial, que foram levadas & andilise cromatografica.

Procedimento para cartuchos octadecil (C18)

Em um tubo de centrifuga de 50 ml foram pesados § g de amostra fuva ou
tomate, devidamente homogeneizados), que foram forificados com solugcdes de
pesticidas em quantidades conforme o nivel de fortificagdo desejado ou nao foram
fortificados, no caso das andlises em branco. Adicionaram-se 100 pl -de NHsOH 1%.
Foram adicionados 20 mL de acetona:agua {1:1, v/v} e a mistura foi colocada em
banho ultrassbénico durante 15 minutos. Em seguida, a mistura foi centrifugada por 15
minutos a 8000 rpm e separou-se a fase liquida, a qual se adicionaram 20 mL de Agua
e procedeu-se a exiragdo em fase sdlida. Os cartuchos do fipo octadecil,
posicionados em sistema Manifold, foram condicionados com 5 mL de metanol e 5 mL
de Ggua. As amostras foram percoladas através dos cartuchos, a uma vazdo de 3 mL
min-'. Em seguida, frocou-se o solvente para diclorometanc {10 mL} e procedeuse a
eluicdo dos Componentes retidos, também a vazdo de 3 mL min-'. A soluc@o eluente
foi concentrada até a secura sob fluxo de nifrogénio e redissolvida em 2 mlL de
metanol, obtendo-se assim solugdes enriquecidas 2,5 vezes em relagdo & foriificacao
inicial, que foram levadas & andlise cromatografica.

Validac3o das metodologias
As metodologias foram validadas seguindo diretrizes da ICH [125,126], GARP [17]

e ANVISA [127,128]. Os parédmetros avaliados foram seletividade, curva analitica
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(linecridade, coeficiente de comelagdo, coeficiente angular, coeficiente linear), limite
de deteccdo (LOD), limite de -quantificagdo (LOQ), recuperagdo (R) e precisao
(repetibiidade e precisdo intermedidria}. As medidas de recuperacdo e de
repetibilidade foram feitas com bases em 6 replicatas de cada ensaio e as medidas

de precisdo intermedidria, com bases em 3 replicatas, realizadas em 3 dias
consecutivos.

Anilise de uvas e tomates do varejo

Com o propésito de investigar a presenca de algum dos pesticidas estudados
em frutas comercializadas no varejo, foram feitas andlises de uvas e tomates
empregando as metodologias desenvolvidas usando cartuchos aminopropil comercial
e lab-made 40% de carga, que foram os que apresentaram melhores resultados na
validacdo.

Foram selecionadas amostras das mesmas espécies ulilizadas no
desenvolvimento das metodologias. A identificac&o dos picos presentes foi feita via
detecgcGo por amranjo de diodos, qualitativamente, através da andlise do perfil
espectrofotométrico de absorcdo no UV para cada pico e da comparagdo do tempo
de retencdo do analito com o do padrao correspondente,

O procedimento experimental foi 0 desenvolvido para cartuchos aminopropil
fitem "Procedimento para cartuchos aminopropil {NH2)" deste capitulo, pag. 47).

Foram também realizados ensaios de recuperagco nestas amostras, no nivel de
fortificagc@o F1.
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Desenvolvimento das fases s6lidas

Preparacdo e caracterizacio

O método adotado na preparacéo das fases sélidas é uma adaptagdo do
procedimento de preparacdo de fases estaciondrias para HPLC, desenvolvide em
nosso grupo de pesquisas [104-122]. O procedimento para fases estaciondrias utiliza
particulas de sflica de 5 ou 10 um, enquanto nas fases sélidas as particulas tém
tamanho variando de 35 a 70 um.

A estratégia adotada na preparacdo destes materiais consisie na sor¢cdo, sobre
a superficie da sflica, de um polimero cujo esqueleto é do tipo alquilsiioxano (figura éa),
com cadeias |aterais que configuram sua funcionalidade. Estudos anteriores
{105,106,108,115,114,118,119], comprovaram que esta sorgdo pode ndo ser
mecanicamente estavel, sendo necesséria a imobilizacdo do polimero. Dentre os
varios métodos de imobilizagdo pesquisados, o de imobilizagdo témica foi o mais
eficiente, promovendo o entrecruzamento (cross-linking) das cadeias poliméricas e

eventualmente induzindo a formag¢do de ligacdes estaveis entre polimero e silica [157].

“(b)

i
NHz(CHz)g— ) -— ?i" 0 -(CH2)3NHZ

CHy /,

 Figura 6: (a) Pofilquilsiloxano (estrutura geral), (b) pol(dimetilsioxano) com terminacoes

aminopropil e (¢) poliimefiloctadecilsiioxano)
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Durante a sorgd@o do polimero sobre a sllica, utiliza-se um excesso de polimero, a

Tese de Doutorado

fim de assegurar um amplo recobrimento das particulas de silica, assim como o
preenchimento dos poros. Apds a etapa de imobilizacéio, qualquer que seja o método
empregado, faz-se necess@rio a remocdo da massa de polimero excedente, através
das etapas de exiragdo.

Os polimeros empregados {poli{dimetilsiioxano) com terminagdes aminopropil,
que chamamos “aminopropil” ou “NH." - figura éb - e poli(metiloctadecilsiioxano, que
chamamos “"PMODS", “octadecil” ou “C18" - figura 6c) sdo ambos polissiloxanos. O
PMODS possui forte caracteristica apolar {Util na extrag&o de compostos apolares),
devido as terminagdes metil e octadecil ligadas ao silicio e que se repetem na
unidade monomérica fundamental. O polimero aminopropil, no entanto, pOSsuUi grupos
(CH2)sNH2 em suas terminagdes; estes grupos possuem propriedades polares (Uteis na
extragdo de compostos polares) e de trocador anidnico fraco, dependendo do meio

onde atuaq.

A tabela 10 mostra algumas caracteristicas dos materiais preparados e dos

comerciais similares.

Tabela 10: Caracteristicas das fases sélidas desenvolvidas, comerciais e silica

Material Tipo de ligagio %C | %N | Capeamento | Tamanho de | Tamanho de
: poro{nm} | particula (um)

Silica - 0,37 | 0,20 - 6 35-70
Fase sélida NH, =Si(CH,),NH, a1 | 20 sim 6 45
comercial (silano monofuncionalizado) | (5)°
Fase s6lida C18 =Si(CH,),7CH; 18 | 0,20 sim 6 45
comercial (silano monofuncionalizado} | (17)"
Fase sélida NH, Poli(dimetilsiloxano) 13,1 | 0,79 ngo 6 35-70
lab made 40% aminofuncionalizado
antes da extracio imobilizado sobre silica
Fase solida NH, Poli(dmetilsiloxano) 12 | 0,51 nio 6 35-70
lab made 40% aminofuncionalizado
apos a extracio imobilizado sobre silica
Fase sdlida NH, Poli(dimetilsiloxano) 3,8 | 0,28 Do 6 35-70
lab made 10% aminofuncionalizado
antes da extracio imobilizado sobre silica
Fase solida NH, Poli(dimetiisiloxano) 3,5 | 0,26 ndo 6 35-70
lab made 10% aminofuncionalizado
apds a extracio imobilizado sobre silica
Fase solida C18 | Poli(dimetiloctadecilsiloxano) { 22 | 0,17 nio 6 35-70
lab made antes imobilizado sobre silica
da extragio

‘| Fase sélida C18 | Poli(dimetiloctadecilsiloxano) | 15 | 0,15 nio 6 35-70
lab made apds a imobilizado sobre silica
extracfio

* valores fornecidos pelo fabricante {(Supelco)
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Os dados de % carbono e de nitrogénio foram obfidos experimentalmente e os
demais a partir de informagées dos fabricantes. Pode-se observar, pelos valores dos
materiqis comerciais, que os dados experimentais concordam com os dados de
catdlogo.

Os teores de carbono para as fases séfidas aminopropil 10% apds extragcdo
(3.5%) sdo mais préximos ao do material similar comercial {4,1%), enquanto nas fases
aminopropil 40%, hd uma maior incorporagéo de carbono a superficie da silica (12%).
Em termos de porcentagem de carbono, as fases sélidas octadecil preparadas (15%)
s&o muito semelhantes as comerciais {18%). Nota-se uma diminuicdio da quantidade
de carbono nas fases apds as extragdes, em comparac@o com antes das extragdes,
demonstrando que essa etapa do processo reaimente elimina o polimero excedente.
Para as fases aminopropil, a queda na quantidade de carbono devido & extracGo &
da ordem de 6%, enquanto na fase octadecil é da ordem de 30%, indicando que o
polimero aminopropil tem maior interag@o com o suporte do que o PMODS.

Ja com relagdo as quantidades de nitrogénio, as fases sdlidas aminopropil
comerciais tém teores maiores (2,0%) que as fases aminopropil preparadas (0.51 e
0,26%). Isso porque, como as fases lab-made sdo obtlidas a partir de polimero com
grupos aminopropil apenas nas extremidades das cadeias, a quanfidade de
nitrogénio & proporcionalmente menor do que nas fases comerciais, obtidas via
reagcdo quimica com moléculas organicas pequenas. A quantidade de nitrogénio nas
fases aminopropil 40% é maior que nas fases aminopropil 10% (0.51 e 0.26% N,
respectivamente), resultado este que estd associado, e comprova, maior

incorporag&o de polimero sobre a silica no case de carga inicial de 40%.

COpi i v
As figuras 7 a 9 mostram os espectros no infravermelho para a silica e polimeros
(figura 7), fases sélidas comerciais e lab-made aminopropil (figura 8) e octadecil (figura
9}.
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O espectro dasilica (figura 7a) tem bandas caracteristicas nas regides de 3475
cm (banda larga devido aos grupos silandis), 1640 cm-! (ligagdes siloxano), 1090 cm-!
(silandis) e 970 cm"! (silandis livres). O espectro do polimero aminopropil (figura 7b) tem
bandas caracteristicas nas regides de 2965 cm* (devido aos grupos metila), 1260 cm-!
(igagdo C-N), duplete em 1090 e 1020 cm! (grupos siloxano) e em 800 cm- {metilas). O
espectro do PMODS (figura 7¢) tem bandas caracteristicas nas regiées de 2900 cm-’
(tiplete relativo aos grupos metila}, 1100 e 1015 cm™' {duplete relativo aos grupos
siloxano) e em 800 cm' {metilas).

Os espectros das fases sélidas mostram bandas caracteristicas da silica e dos
polimeros, evidenciando uma incorpora¢éo destes & superficie do suporte. A figura 8
mostra os espectros IV das fases sdlidas aminopropil, com as bandas referentes & sflica,
na regido de 3450 e 1090 cm' e os sinais de grupos metila em 2900 e 800 cm-'. Observa-
se que nas fases sélidas lab-made pré-extragao (figuras 8b e 8d) a banda em 2900 cm!
€ nitidamente mais intfensa que nos materiais extraidos {figura 8c e 8e), indicando
amaste de polimero em excesso. Outro indicativo do recobrimento da superficie da
silica é o sinal em 970 cm-', relativo a silanéis livres, que aparece no espec'r_ro da silica
(figura 7a), aparece com pequena intensidade no material comercial (figura 8a) (pois
a reagdo se da nesses sitios) nos materiais lab-made com 40% de polimero {figura 8b e
8c) (devido a alta carga de polimero encobrindo os grupos silandis livres) e aparece
também com intensidade um pouco maior nas fases lab-made com 10% de polimero
(figura 8d e 8e devido & baixa carga de polimero, deixando os grupos silandis
parcialmente expostos).

A figura 9 mostra os espectros IV das fases séfidas octadecil, com as bandas
referentes a silica, em 3450 e 1090 cm'. Nas fases comerciais, o espectro (figura 9a)
diferencia-se da silica apenas pela intensa diminuicdo do sinal em 970 cm-! (silandis
livres) e por um discreto aparecimento de bandas na regiéio de 2900 cm-', relativas qos
grupos metila. Nas fases lab-made (figura 9b e 9c) essas bandas sdo mais evidentes, pois
a fon_’fe de metilas é o polimere, que possui uma quantidade maior destes grupos. O
sinal’em 970 cmt também surge muito ténue, indicande um bom recobrimento de
ogrupos silanois livres,
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A figura 10 mostra os termogramas das fases sélidas comercicis e lab-made
aminopropil € octadecil. A tabela 11 mostra o perda de massa ocorrida durante a
andiise de TGA no intervalo total da corrida termogravimétrica {25 a 1000 °C) e
também no intervalo de 25 a 200 °C, que ¢é o intervalo de temperatura que inclui a
faixa onde sGo realizadas a maioria das andlises cromatogrdficas (25 a 80 °C).

O perfil termogravimétrico indica, para as fases aminopropil, duas regides
importantes onde hd perda de massa: uma entre 40 e 80 °C e a outra entre 400 e 600
°C. A primeira pode estar associada & perda de 4gua presente na amostra e a
segunda ja propriamente devido & decomposicdo térmica do polimero (ho caso das
fases lab-made) ou da prépria estrutura do sorvente {no caso da fase comercial). Com
relacd@o aos valores de perda de massa (tabela 11), observa-se que a fase aminopropil
lab-made 40% tem a maior perda de massa (24,7%) quando considerado todo o
intervalo da corrida termogravimétrica, enquanto a fase aminopropil lab-made 10% é q
mais estdvel, com 6,41% de perda de massa. Porém, considerando o intervalo de
temperatura onde se praticam a maioria dos experimentos cromatograficos e de
preparacdo de amostra, nota-se que as fases sélidas lab-made tém maior estabilidade
térmica do que a fase comercial, com perda de massa de 0,24 e 1,60% (lab-made 40 e
10%, respectivamente), ao passo que o sorvente comercial tem perda de massa de
2,21% nesse infervalo.

J& para as fases octadecil, as perdas de massa mais significativas acontecem
entre 250 e 350 °C e entre 400 e 550 °C, perdas estas atribuidas & decomposicd@o dos
grupos C18 e da estrutura polimérica, no caso das fases lab-made. Os resultados
mdstrom que o material desenvolvido tem propriedades de estabilidade térmica
semelhantes ao similar comercial, com perda de 19.9% na faixa de 25 a 1000 °C
(contra 22,3% do comercial} e de 0,60% na faixa de 25 a 200 °C (contra 0,65%).
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Tabela 11: Resultados das andlises termogravimétricas para fases sélidas comerciais e
lab-made

NH2 comerciai .8 2 2I
NHz lab-made 40% 24,7 0,24
NH: lab-made 10% 6,41 1,60
C18 comercial 22,3 0.65
1C18 lab-made 19.9 0,60
lis . i ifi

A tabela 12 mosira uma reducdio no valor de Grea superficial especifica nas
fases sélida lab-made, em comparacdo com a silica. Essa reducdo se deve ao bloqueio
parcial dos poros da silica pelos polimeros utilizados. A reducdo na area é menor para
os materiais aminopropil, pois o polimero aminofuncionalizado tem grupos funcionais
de menor volume espacial do que o PMODS, com seus grupos octadecil.

Para as fases comerciais, © mesmo efeito se observa, porém os resultados
numéricos ndo podem ser comparados, pois sdo silicas com tamanho de particulas
diferentes.

Em SPE, deseja-se que os materiais tenham alta darea superficial especifica, o
que ird contribuir para maior capacidade de adsorcdo dos analitos. Logo, os materiais
aminopropil lab-made sGo os mais adequados dentre os sorventes estudados, sob o

aspecto de Grea superficial especifica.

Tabela 12: Resultados de cnohse de érec suU perf cial especifica

Fase sélida s " Seex (e gl)
Silica 606,69
NH: lab-made 40% 329,67
NH» lab-made 10% 379,01
C18 lab-made 190,08
NH2 comercial 254,32
C18 comercial 94,72
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Desenvolvimento das Metodologias de Analise

A selecdo das amostras e dos pesticidas foi feita segundo alguns par&dmetros. As
opcdes de amostras foram sugeridas pela Dre Vera Ferracini, da Embrapa Meio
Ambiente. Tanto uvas como tomates sdo produzidos € consumidos em grande
quantidade no pais, sendo que a produgdo de uvas tem um forte direcionamento
para exportagdes, principalmente nas dreas de fruticultura irmigada do Vale do Sao
Francisco, que {&m o apoio do Governo Federal e parceria com a Embrapa.

Os pesticidas foram selecionados de forma a se obter um conjunto multiclasse e
com caracteristicas fisico-quimicas diferentes. O benomil e o tebutiuron foram
selecionados por serem pesticidas bastante empregados na viticultura. As triazinas e o
diuron foram escolhidos pela disponibilidade de padrdes em nosso laboratdério e por
serem substéncias j&@ incorporadas & linha de pesquisa sobre andlise de residuos de
pesticidas de nosso grupo [24,152,153], além de serem amplamente empregadas em
lavouras de temate. Alguns pesticidas em estudo, como a airazina e simazina, sé&o
proibidos em alguns paises, porfanto, é necessdrio o desenvolvimenio de metodologias

mesmo para os pesticidas proibidos, para sua andlise no caso de uso ilegal.

Estudo espectrofotométrico dos pesticidas

O objetivo do estudo espectrofotometrico foi obter os espectros das espécies
pesquisadas e definir um comprimento de onda comum onde todos os compostos
apresentassem absor¢cdo da radiagdo ultravioleta, j@ que o equipamento disponivel
para o desenvolvimento do trabalho possui um detector que permite andlises apenas
em comprimento de onda fixo.

A figura 11 mosira os espectros de absorvancia no ultravicleta, na faixa de 180 a
320 nm, para os pesticidas benomil, tebutiuron, simazina, atrazing, divron e ametring,
em concentragdes que variaram de 250 a 1800 pg L. Observa-se uma similaridade
entre os especfros dos pesticidas de uma mesma classe (como, por exemplo, as

tiazinas), porém eles diferem-se de uma classe para outra.
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Os valores de comprimento de onda onde hd mdaxima absorvancia sdo distintos
entre as vdrias classes de pesficidas e isso torna dificit o estabelecimento de um
comprimento de onda Unico para detecgdo de todas as espécies. Isto fica evidente
na tabela 13, onde sdo listados os valores de comprimente de onda onde hd o
mdaximo de absorv@ncia {Ama) € 0s valores de absortividade molar (e} calculados neste
comprimento de onda e em um comprimento de onda {235 nm) onde hd absorgdo
de todas as espécies. Os comprimentos de onda de mdaxima absorvancia e o
compiimento de onda com dabsorvancia comum a todas as espécies estdo

destacados nos espectros da figura 11.

Tabela 13: Valores de Anax € de absortividade molar (g} dos pesticidas estudados

Pesticida Amax & (Amax) £ (235 nm)
(nm) |{Lmol*em™)| (L mol'cm™)
Benomil 242 12224 7218
Tebutiuron 254 12202 6904
Simazing 222 38938 18436
Atrazina 222 39604 19795
Diuron 250 16680 6768
Ametring 222 44841 33443

Qs valores de & foram calculados a partir de curvas analiticas para cada
pesticida. A partir desses dados, estabeleceu-se o comprimento de onda de 235 nm
para a detec¢do simultnea dos analitos. Para a maioria dos casos, perde-se o
deteccdo no maximo de absorv@ncia, o que ird implicar em limites de detecgdo mais

altos, porém o fato de se realizar a andélise multiresiduo compensa esse efeito.

Identidade dos picos cromatograficos

A figura 12a mostra um cromatograma de uma soluc@o-padrio contendo todos
os pesticidas estudados, obfido em um cromatégrafo com deteccdo por aranjo de
diodos. Esta feramenta permite a identificacdo dos compostos, pela obtengdo dos
espectros de absor¢do no UV de cada um dos picos, no intervalo de comprimento de
onda selecionado, e posterior comparagéio com os espectros do composto puro, A
figura 12b mostra um cromatograma obtido no comprimento de onda de 235 nm

A tabela 14 mosira os espectros de absorgd@o no UV de cada um dos picos da
figura 12a, no intervalo de 190 a 320 nm e os espectros de cada um dos pesticidas

puros, obfidos em um espectrofotdmetro UV-Vis com arranjo de dicdos. A comparacdo

65



Ldcio Flavio Costa Melo _Tese de Doutorado

enfre os dois espectros de cada pesticida atesta a identidade dos compostos

analisados, permitindo conhecer a ordem de eluicdo cromatografica.

P =
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200 : . : 1000 1400

—
8.00 10.00 12.00 14.00
Minutes

Figura 12: Cromatogramas dos padrdes de pesticidas. a) deteccdo por arranjo de
diodos (190-320 nm); b) detecgd@o em 235 nm. Condigdes cromatogréficas: volume de
injecdo: 5 ul; coluna Purospher RP-18 125 x 3 mm; fase mével CHsCN:solugcdo aquosa
de NH«OH 0,01% (pH 8,4) (35:65, v/v); vaz&o: 0,7 mL min-'. Pesticidas (concentracéo de 2
mg L): (1) benomil, (2) tebutiuron, (3) simazina, (4) atrazina, (5) diuron, (6) ametrina
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'Tabela 14: Espectros dos padrdes de pesticidas, (a8) extraidos do cromatograma
tridimensional e (b) obtidos a partir de solugde do padrdo puro

Pesticida Espectro extraido do Espectro do padrao puro
cromatograma 3D
Benomil L, YT b e
i u
0031 [ % P !
FE s
1 5 :-r !
2 002 * H :‘:',;E I
< N A R /’A\
0912 e g s o \
: AN =
0.00.3 - ] i e e T
L T Ty COMTOTRLD G4 2 CY P
200.00 250.00 308.00
nm
Tebutiuron Iy 2.283 w2 I
0.010 “g | ::i
‘ o o
< l 3 ""I P
3 !
0.005 B ) I 4
N ;;:} J N \
0.000 o] R T T L T
| ESUARSEAREEE I S e S snas s e LxTenmaren e s A
2900.00 250.00 304.00
nm
Simazina 0051 A 3.403 o e
i § i
0.02-] / t g onb
< / | 3 st
I.‘ % 2 aaca b
0.014 / \ .
i
— A e 1
0.00+ P — B e e e e T A TR e TR W e
T T T T T T T T T T 1 T Camprmerts &4 Ghaa [am)
200.00 250.00 300.00
nm
Atrazing 0.020+ N 5.692
/ \E oo
| | s
2 0.0101 ’.f' ;_“ -
i i o
i '”'I
0.0G0 T R e I
T T T T T Compmenty 3% omey (o)
200.00 250.60 300.00
nm
Diuron o 5.600 -
ooed A = o
’ | am
2 1 ! S g
< 0.00s.] Voo o
|V =l
Q.000 l‘"f‘“*—uﬂw -[- -------- R L)
T T T T T T Carpramam s ance Ty
200.00 250.00 300.00
nm
Ametting’ i 8.963 -
0.050-] [N -
/ N i
Fl / “ g o
< I ] (4
e N s -
»
/ . by .
0.000.] T N P
2l)0'.CI0l T 2‘50‘.0&‘ T 3‘0!.')‘.0(1I
am




68

Licio Fidvio Costa Melo_ Tese de Doutorado

Procedimento de preparo das amostras

O Pesticide Analytical Manual (PAM), elaborado pelo FDA [94], estabelece uma
separacdo nas estratégias de andlise de pesticidas em alimentos segundo a
quantidade de gordura (lipidics). Em alimentos com teor de lipidios abaixo de 2%, a
etapa inicial de extracdo é feita com acetona, acetonitrila ou acetato de etila: para
alimentos com teor de lipidios acima de 2%, utilizam-se solventes de menor polaridade.
Na sequéncia sdo realizadas as etapas de clean-up, de acordo com as caracteristicas
dos residuos e das matrizes analisados.

A grande maioria das frutas se enquadra no primeiro caso: uvas possuem em
torno de 0,58% de lipfdios e tomates 0,33% [158]. Além dos lipidios, as frutas possuem
uma grande quantidade de componentes; os principais, para uvas e tomates, sdo:
agua (acima de 80%), proteinas, carboidratos, fibras, minerais (Na, Fe, Mg, P, K, Ca, In,
Cu, Mn, Sej, vitaminas (principalmente vitamina C), aminodcidos, carotendides,
anfocianinas e flavondides. Esta pequena amostra dd uma idéia da complexidade
que consiste em estabelecer um método que isole os pesticidas, em um nivel de
concentragcdo detectavel, de todos os componentes que possam dar resposta
simultaneamente.

Dois procedimentos de preparo de amostra foram estabelecidos, adaptando-se
procedimentos previamente descritos na literatura. O procedimento utilizando os
cartuchos aminopropil foi adaptado da metodologia de de Kok e Hiemstra [64],
reduzindo-se as quantidades de amosfra e solventes utilizados. Este procedimento,
publicado pela AOAC International {Association of Official Analytical Chemists), fol
inicialmente proposto para andlise de carbamatos por HPLC e de vdrias outras classes
de pesficidas por GC e hoje é referéncia no monitoramento de pesticidas em frutos
realizado por paises da Comunidade Européia [132-134]. O procedimento para

carfuchos octadecit foi inicalmente proposto por Torres et al. [71] para andlise

“mulfiresiduo de inseficidas piretrdides e fungicidas nitrogenados heterociclicos por

cromatografia gasosa.
Ambos os procedimentos iniciam pelas etapas de pesagem da amostra,
forfificacdo e extragdo dos analitos da matriz com acetona {ou mistura acetona:dguaq,

para octadecil).
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Na etapa de forlificagdo, redlizada nos ensaios onde se calculou a

recuperagcdo dos métodos, foram feitos testes em 3 niveis de fortificagcdo, que
cormrespondiam a 1 x LOQ, 2 x LOQ e 10 X LOQ do método.

Na preparagdo da amostra para a extragGo em fase sélida com cartuchos
aminopropil foi feita uma etapa de particao liquido-liquido com diclorometano e éter
de petréleo, a fim de isolar os analifos na fase organica, que € concentrada e
redissolvida. O modo de SPE gue se emprega aqui € o de clean-up, onde uma
quantidade minima de amostra é introduzida na fase sdlida e eluida com um solvente
apolar (diclorometano:metanol, 99:1 (v/v})). O objetivo é que os interferentes {na
maioria polares) figuem retidos na fase sélida aminopropil, que é um material polar,
fazendo passar os analitos, que sdo de menor polaridade. Ao final, o solvente é
evaporado até a secura e o extrato ressuspenso em metanol.

- A amostra preparada para os cartuchos octadecil é diluida em um volume
maior de agua e esse volume é passado pelo cartucho. Nesse caso, o modo de SPE &
o de pré-concentragdo, onde os andlitos ficam refidos na fase (apolor), deixando
passar os interferentes polares, que tém pouca afinidade pelo material C18. Na
sequéncia, troca-se o eluente por um soivente de menor polaridade (diclorometano),
que retira os analitos retidos da fase sdlida. Ao final, apds evaporacdo do solvente até
@ securqa e ressuspensdo do extrato em metanol, acerta-se o volume da solug¢do que
serd injetada no cromatégrafo, estabelecendo-se assim a concentragdo da solugdo
final {em niveis detectdveis) e o fator de enriquecimento do método que, nas
metodologias desenvolvidas, foi de 2,5 vezes.

As tabelas 15 e 16 esquematizam as quantidades calculadas para fortificagdo
das amostras e as solugdes finais nos niveis de concentracdo estabelecidos.

Tabela 15: Quantidades calculadas para fortifica¢do inicial das amostras, tomando-se
COMo MAssa inicial 5_9rde uva ou tomate

. Nivelde |Concentragdoda| - Volume Massa de Massa de | Concentragéo
fortificagdo | soluglio inicial de | adicionado 2 | matriz {9) | pesticidaem | de pesticida
- pesticida (mg L") | matriz (uL) | §g dematriz] em5g de
(k@) matriz (ug kg'™")
F1 S 100 5 0.5 100 -
F2 10 100 5 1 200
F3. 50 100 S5 5 1000
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Tabela 16: Quantidades envolvidas no cdlculo das solugdes finais, tomando-se como
volume final 2 mL de solucd@o

Nivel de Massa inicial | Volume finaide | Concentracao
fortificagiio |  pesticida soluglio (mL) final (ug L")"
- adicionada {(ug} o '
F1 0.5 2 2350
F2 ] 2 500
F3 5 2 2500

" concentragdo tedrica, supondo recuperacdo de 100%

A ofimizagdo das condi¢ées cromatogrdficas foi feita com amostras-padrdo,
sendo que a identificagd@o dos picos foi feita por meio da comparacdo entre os
tempos de reteng@o dos analitos na mistura e de inje¢cdes de cada um deles em
solugdo individual. Utilizando-se o cromatégrafo com detecgdo por arranjo de diodos,
na faixa de 190 a 320 nm, péde-se realizar a confirmagdo da identidade dos picos dos
pesticidas em estudo, em solugdes padrdes e em amosiras fortificadas, usando para

isso, além da comparacdo dos tempos de retencdo, os espectros de absorgcdo no UV.

Validagao das Metodologias

Seletividade

A figura 13 mostra exemplos de cromatogramas de andlise emn branco {todos os
componentes da amostra, exceto os analitos de interesse), onde se pode perceber a

auséncia de interferentes na regi@o de elvicdo dos analitos.

T Ll T L] T T L T T L L] T T 1 T T L} T T T T ¥ Ll T T
0 3 2 3 4 5 6 T 8 9§ 1 1 12 13 1 VM 12 1 % 18 W =
tampe (min) tempo {min)

Figura 13: Cromatogramas de andlises em branco de (a) uva e (b) tomate, com
cartucho NH2 comercial. Condigdes cromatogrdficas: volume de infe¢do: 10 pL; coluna
Purospher RP-18 125 x 3 mm, com coluna de guarda; fase mével CHsCNisolugcdo
aquosa de NH4OH 0,01% {pH 8,4) (35:45, v/v); vazao: 0,7 mL min-'; deteccdo: 235 nm
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As figuras 14 e 15 mostram exemplos de cromatogramas de exiratos de uva e

tomate fortificados, demonstrando a qualidade dos métodos com relacd@o &
seletividade.

ATIRERREL

H . 10
tempo {min)

a

c)

§it

8586888488

H ' 18
tempe (min)

Figura 14: Cromatogramas de andlises de uvas fortificadas: (a) F3, cartucho NH:
comercial, (b) F3, cartucho NH: lab-made 40%, (c) F3, cartucho NHz lab-made 10%, {d) F3,
cartucho C18 comercial, {(€) F2, cartucho C18 lab-made. Condicdes cromatogréficas:
volume de inje¢do: 10 ul; coluna Purospher RP-18 125 x 3 mm, com coluna de guarda;
fase mével CHsCN:solug@o aquosa de NH«OH 0,01% (pH 8.4} (35:65, v/v); vazdo: 0,7 mL
min’!; detecgdo: 235 nm. Pesticidas: (1) benomil, (2) tebutiuren, (3) simazina, (4) atrazina,
(5) diuron, (6) ametrina
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tempo (min)

3 B 10 12 4
tempo (min}

Figura 15: Cromatogramas de andlises de tomates fortificados: (a) F3, cartucho NH2
comercial, (b) F3, cartucho NH2 lab-made 40%, (c) F3, cartucho C18 comercial, (d) F3,
cartucho C18 lab-made. Condigdes cromatogrdficas: volume de injecdo: 10 uL; coluna
Purospher RP-18 125 x 3 mm, com coluna de guarda; fase mdvel CH3CNssolucdo
aquosa de NH:OH 0,01% (pH 8,4) (35:65, v/v): vazdo: 0,7 mL min''; detecc@o: 235 nm.
Pesficidas: (1) benomil, (2) tebutiuron, (3) simazina, (4) atrazina, (5) diuron, (8) ametrina

Para mostrar a importancia da etapa de extragdo em fase sdlida para a
preparacdo das amostras, foram redlizados experimentos onde se obtiveram
cromatogramas de amostras fortificadas e preparadas através da rofina analitica
desenvolvida, excluindo-se a etapa de SPE. Os cromatogramas s@o mostrados na
figura 16 e as recuperagdes calculadas estdo na tabela 17. O perfil cromatogréafico
mostra nitidamente a importancia desta etapa para a remocgdo de interferentes da
matriz e os baixos valores de recuperagdo indicam que a presenca de componentes

da matiz, que ndo foram devidamente extraidos, altera significativamente os
resultados.
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10
tempo (min) tampo (min}

Figura 16: Cromatogramas de amostras de (a) uva e (b) fomate forfificados (F3) e

tratados, sem a etapa de SPE. Condigdes cromatograficas: volume de injec@o: 10 pl;
coluna Purospher RP-18 125 x 3 mm, com coluna de guarda; fase mével CHaCN:solugdo
aquosa de NH4OH 0,01% (pH 8,4} (35:65, v/v); vazdo: 0,7 mL min: deteccdo: 235 nm.
Pesticidas: (1) benomil, {2} tebutiuron, (3) simazina, (4} atrazina, (5) diuron, (6) ametring

Tabela 17: Recuperagdes (%) para pesticidas em uva e fomate, em niveis de
fortificacdo £3: 1000 pg kg!, empregando procedimentos sem a etapa de SPE

Pesticida Recuperacio (%)
Uva Tomate

Benomil 32 60
Tebutiuron 33 36
Simazina 28 33
Atrazing 49 4]
Diuron 31 34
Ametring 24 36

Obs: Os pardmetros de calibracdo e os limites de detecgdo e de quantificagdo,
apresentados a seguir, foram obtidos para solugdes de padrdes de pesticidas
preparados em solvente acetonitrila:agua (35:45, v/v). Os resultados de exatid@o e
precisGo (tabelas 21 a 24 e figuras 18 a 26) foram calculados com base nessa
callbragdo.

Os resultados de calibragdo e de LOD e LOQ para solucdes preparadas com o

extrato da matriz sdo mostrados no item “Estudo Sobre o Efeito da Matriz” — pag. 94).

Calibragao

A calibragdo do método ¢ feita a partir da curva anatitica, cujos principais

par&metros sGo a linearidade e a sensibilidade. Os resultados para as curvas obtidas
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indicam linearidade em valores que vdo de 50 ug L' até pelo menos 10 mg L. A

Tese de Douforado

tabela 18 mostra pardmetros de uma das curvas analiticas obtidas {figura 17).
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Ligcio Flévio Costa Melo Tese de Doutorado

Tabela 18: ParGmetros das curvas analiticas

Pesticida a{intercepto) | b{inclinagdo){ = r | iinearid?de
- i {po L)
Benomil 3302,22 35,8106 0,99350 50 - 50000
Tebutiuron 2007,40 33,3612 0.99746 50 - 10000
Simazing -828,742 26,4942 0.99955 50 - 50000
Atrazina -1632,36 28,5347 0.99812 S0 - 10000
Diuron -2938,27 63,6808 0,929951 50 — 50000
Ametring -5083,03 74,3967 0,99900 50 - 10000

y = a+ bx; a = coeficiente linear; b = coeficiente angular; r = coeficiente de comrelagdo

O coeficiente angular (b) da curva representa a sensibilidade do detector.
Quanto maior o angulo de inclinagdo da reta, maior serd a varacdo do sinal em
relagcdo a pequenas variagbes de concentracdo. Os valores da tabela 18 indicam
que o sistema de deteccdo ulilizado é mais sensive! para diuron e ametring.

Valores de coeficiente de comelagdo acima de 0,99 s&o exigidos em
calibracdes analiticas. Os resultados obtidos estdo de acordo com esse requisito.

A verificagdo dos limites de linearidade foi realizada peio_método descrito por
Augusto et al. [146] {vide item “Vaiidagdo de Metodologias” no capftulo de Infrodugdo
- pag. 29} e indica que a faixa de concentfragdo de trabalho (50 - 5000 ug L) estd
inserida dentro do intervalo de linearidade (50 - 10000 pug L para tebutiuron, atrazina e

ametrina e 50 - 50000 pg L' para benomil, simazina e diuron).

Limites de Detecgado (LOD) e Limites de Quantificagdo (LOQ)

Os valores de limites de detecgdo (LOD) e de limites de quantificagdo (LOQ)
foram calculados a partir das curvas analiticas, sendo:

LOD=3,3~;~ e LOQ=10%

onde:

s = desvio padrdo do coeficiente linear da curva e

b = coeficiente angular {inclinacdo) da curva

Esta forma de cdlculo é reconhecida e recomendada pela ICH [126].
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Apds a obtengdo da curva, é feito o cdlculo, obtendo-se assim os LOD e LOQ
do instrumento. Na seqiéncia, sdo calculados os LOD e LOQ do meétodo,
considerando a capacidade de pré-concentragdo do método, que é de 2,5 vezes.
Assim, os LOD e LOQ do método foram obtidos dividindo os LOD e LOQ do instrumento
por 2,5 vezes.

Estes valores {tabela 19) s@o diretamente influenciados pelo fipo de detector e
pelo comprimento de onda adotado. Neste trabalho, como a determinacdo é
mutltiresiduo de classes diferentes e como a detecgao é feita em comprimento de
onda fixo, ndo se pode trabalhar no méximo de absorvancia. Com isso, os LOD e LOQ

foram mais altos do que se fossem obtidos com detecgdo nos mdaximos de
absorvéncia.

Tabela 19: Limites de deteccdo e guantificacdo (expressos em ug kg

: Instrumento _ Método
[Pesticida LOD | LOQ - LOD LOQ
[Benomil 54 163 22 45
Tebutivron 45 138 18 55
Simazina 37 113 15 45
Atrazina 36 108 14 43
Diuron 36 110 14 44
Ametrina 71 214 28 86

Dentre os limites calculados, o de maior importancia é o LOQ do método. Em
andlise de residuos, o primeiro ponto da curva analitica deve ser um valor préximo do
LOQ do método [17, 126] e os niveis de forfificagdo, para ensaios onde se caicula g
recuperac@o do método, devem ser de 1 x LOQ, 2 x LOQ e 10 x LOQ do método [17,
126].

Como os valores de LOQ do método variaram de 43 a 86 ug kg, estabeleceu-

se o valor de 100 ug kg' como base para as fortificagdes (os niveis de foriificacao

- foram, portanto, 100, 200 e 1000 ug kg') e o menor ponto da curva foi de 50 png L.

Outro ponto importante com relacdo ao LOQ do método & que ele esteja
abaixo dos MRL, os limites maximos de residuo, definidos pelas legislacdes de cada
pais, para cada matriz e para cada pesticida. A tabela 20 mostra os LOQ do método e
0s MR estabelecidos ;faor diferentes legislagdes. Como quase a totalidade dos MRL sd0o

iguais ou acima de 100 ug kg, foi definido este valor como paraGmetro para os niveis
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de fortificacdo.

Tabela 20: Llimites de quantificac@o do método e valores de MRL de diferentes

Iegis!aqiées {expressos em ug g‘)
Pesticida | LOQ MRL : MRL MRL
' método Brasil/Codex - EUA141] Europa [1462)
[159.160] '
Benomil 65 10000 (uva) 10000 {uva) 2000 (uva)
1000 {tomate) 5000 {iomate]} 500 {tomate)
Tebutiuron 55 n.d. n.d. n.d.
Simazinag 45 n.a. 250 (uva) n.a.
n.d. (fomate)
Atrazina 43 n.d. n.d. 100 {uva)
100 (ftomate)
Diuron 44 100 {uva} 1000 (uva} n.d.
n.d. {tomate) n.d. {tomate)
Ametrina 86 200 {uva) n.d. n.d.
n.d. {fomate)
Quiros - >200 (uva} >100 {uva) >50 {uva)
pesticidas >500 {tomate) >200 . >50 (tomate})
{tomate)

n.d.: n&o definido (MRL n&o definido)
n.a.: ndo autorizado (uso do pesticida nao avtorizado)

Exatiddo e Precisdo

As fabelas 21 e 22 mostram os resultados de recuperagcdo e precisdo
{repetibilidade e precisao intermedidria) dos métodos desenvolvidos, empregando
fases sélidas lab-made e comerciais similares para uva e tomate, respectivamente.

Os dados das tabelas 21 e 22 sdo dispostos a seguir na forma de graficos {figuras
18a22e 23a26, respectivamente}, permitindo methor visualiza¢cao dos resultados.

Tomando sempre como critéric de aceitabilidade valores de recuperacdo
entre 50 e 120% e de precisdo até 15% [17], nota-se que h4, tanto para uva quanto
para tomate, uma nitida diferenciacdo entre os métodos utilizando cartuchos
aminopropil e octadecil. Em termos gerais, os carfuchos com material aminopropil
geram melhores resultados do que com a metfodologia onde se empregam sorventes
C18, e dentre as andiises com aminopropil, as fases sélidas lab-made com carga de 40%
de polimero sdo as que apresentam meihor desempenho, superando em alguns casos
os materiais comerciais.
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Recuperacdes {n=6}

e precisées (repetibilidade,
intermedidria, n=3) para pesticidas em uva, em niveis de fortificacdo F1: 100 ng kg, F2:
200 ng kg’ e F3: 1000 pug kg'', empregando cartuchos aminopropil comercial e lab-made

(40 e 10% de carga de polimero) e octadecil comercial e lab-made (40% cargal)

CARTUCHO NH2 COMERCIAL
Recuperacio (%) Repetibilidade (%) Precisfio intermediaria (%)
Fi F2 F3 F1 F2 ¥ In T2 E3
Benomil 49 26 28 13 27 49 8,9 79 25
Tebutiuron 87 78 72 12 10 10 4.9 50 12
Simazina 71 88 31 0,8 10 8,5 1,5 8,4 8,7
Atrazina 87 98 94 7.0 14 12 6,6 8,4 18
Diuron 105 93 81 3,7 10 11 i5 9.1 12
Ametrina 84 88 93 11 9.3 11 18 3.9 4,3
CARTUCHO NH2 LAB-MADE 40%
Recupe 0 (%) Repetibilidade (%) Precisiio intermedidria (%)
: 1 } 4 3 j 2 3 H} 2 3
Benomil 143 74 61 13 12 12 98 6,5 56
Tebutiuron 84 81 80 7.1 9.9 14 20 3.5 14
Simazina 81 78 84 13 15 8,7 17 17 8.7
Atrazina 119 69 86 11 16 10 31 27 17
Diuron o6 69 82 19 1,8 1,4 7.4 5,9 13
Ametrina 109 55 o4 4,5 11 3.8 10 1,2 15
CARTUCHO NH2 LAB-MADE 10%
Recuperaciio (%) Repetibilidade (%) Precisfio intermedidria (%)
Fi r2 T3 FL 2 F3 1 r2 3
Benomil 102 52 23 4.8 8,2 6,1 22 22 44
Tebutiuron 94 52 26 4.6 5.4 3.4 11 15 44
Simazina 113 91 33 3,5 14 2,2 23 9,1 21
Atrazina 72 62 88 20 15 4,0 29 17 8,4
Diuron 83 69 78 17 23 4.6 13 - 17 11
Ametrina 101 68 950 14 16 7,9 20 18 8,9
CARTUCHO C18 COMERCIAL
Recuperaciio (%) . _|Repetibilidade (%) Precisiio intermedidria (%)
F1 2 r3 F1 ¥2 F3 Ft F2 F3
Benomil 40 21 4.0 27 7.4 39 43 25 58
Tebutitron 73 22 13 44 13 20 14 18 11
Simazina 35 72 15 25 7.2 12 30 1.4 24
Atrazina 55 64 44 24 4.6 15 1,6 23 15
Diuron 86 75 62 53 4,9 7.0 5.2 6,2 4.4
" |Ametrina 59 65 54 15 7.6 9.5 8,3 25 10
CARTUCHO C18 LAB-MADE
" {Recuperaciio (%) Repetibilidade (%) Precisfio intermedidria (%)
Fi T2 F3 1 F2 r3 F1 2 F3
Benomil 69 8,0 45 3,1 13 22 38 4.6 0,8
Tebutiuron 75 15 33 1.9 0.0 13 26 0.0 9.0
Simazina 60 20 27 14 7.8 0,0 18 4.6 0,0
Atrazina 76 37 36 18 3.8 27 24 1,6 28
Diuron 103 73 81 11 1,6 1,7 5,3 2,1 0,9
Ametrina 74 41 39 11 6,5 17 25 22 14

n=4, e precisdo
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Tabela 22: Recuperagées (n=4) e precisdes (repetibiidade, n=6, e precisdo
intermedidria, n=3) para pesticidas em tomate, em nivels de forlificacdo F1: 100
ug kg', F2: 200 pg kg' e F3: 1000 pg kg', empregando cartuchos aminopropil
comercial e lab-made (40% de carga de polimero} e octadecil comercial e lab-made
{40% carga)

CARTUCHO NH2 COMERCIAL

Recuperaciio (%} Repetibilidade (%) Precisio intermedidria (%)

191 ¥2 F3 Fl F2 F3 F1 F2 F3
Benomil 127 106 78 9,3 10 52 4,6 2,4 6,3
Tebutiuron 117 99 80 8,2 10 2.8 3,8 0,7 2,3
Simazina 106 81 94 20 32 8,8 16 41 10
Atrazina 127 89 101 20 14 8,6 2,4 0,5 8,7
Diuron 132 96 84 15 5,0 5.2 9,1 472 1,4
Ametrina 116 102 89 16 12 11 5,1 5.8 14
CARTUCHO NH2 LAB-MADE 40%

Recuperacio (%) Repetibilidade {%o) Precisio intermedidria (%)

" |F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3

Benomil 59 60 45 21 15 10 26 3,7 1,2
Tebuturen 82 67 48 19 15 7.7 5,8 13 2,0
Simazina 9 68 57 21 27 7.6 16 18 7.8
Atrazina 96 86 57 31 27 14 7,1 6,9 14
Diuron 67 52 57 15 31 13 13 24 8,3
Ametrina 83 70 64 21 36 26 8,8 32 31
CARTUCHO C18 COMERCIAL

Recuperacio (%) Repetibilidade (%) Precisiio intermedidria {%)

F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3
Benomil 49 29 10 6,6 9,2 22 1,0 6,1 27
Tebutiuron 59 32 17 20 15 21 12 8,7 1,4
Simazina 55 34 18 24 27 38 3.4 25 23
Atrazina 35 40 39 24 33 15 13 12 0,6
Diuron 53 40 39 82 32 34 0,4 11 472
Ametrina 61 57 55 25 55 22 5.4 62 19
CARTUCHO C18 LAB-MADE

Recuperacdo (%) Repetibilidade (%) Precisio intermedidria (%6)

F1 F2 ¥3 F1 F2 F3 Fi F2 F3
Benomil 63 29 6,0 14 7.3 12 14 39 11
Tebutiuron 65 29 10 19 20 16 21 1,2 16
Simazina 69 35 10 20 52 20 9,6 335 22
Atrazina 64 70 18 21 33 26 16 26 12
Diuron ' 63 46 27 18 12 32 3,0 17 27
Ametrina 61 37 23 17 27 42 10 5,1 49
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Uvas: o método para andlise de uvas, empregando carfucho NH2 comercial
(figura 18) apresenta uma baixa recuperagdo para o benomil, o que pode ser
atribuido a sua alta polaridade, resultando em perda do analito durante as etapas de
extragdo (baixa afinidade pelos solventes apolares — diclorometano e éter de petréleo
- empregados). Como a recuperagdo no nivel de fortificac@o F1 é maior do que nos
niveis F2 e F3, parece que hd& um limite de massa de analito que passa para a fase
orgdnica; como em F2 e F3 as quanfidades absolutas (em massa) sGo maiores,
proporcionalmente as recuperagdes sGo menores. Nota-se também valores altos de

repetibilidade e de precisdo intermedidria para o benomil nos niveis F2 e F3.

N
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Figura 18: Resultados de (a) recuperacao (%), (b) repetibilidade (RSD, em %) e (c)
precisdo infermedidria (RSD, em %) para os pesticidas estudados. Extracdo em uvas,
empregando cartucho aminopropil comercial; niveis de fortificagao F1 (100 ug kg™), F2
(200 ug kg') e F3 (1000 pug kg'')
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Com cartucho NH2 lab-made 40% (figura 19), a recuperacdo do benomil j& sobe
para valores aceitdveis nos niveis F2 e F3. O Unico resultado de recuperacdao fora do
intervalo aceitdvel é para benomil em F1. Aqui, o que se observa (para benomil em F1)
é o contrario do que ocorre com cartuchos NHz comerciais; esse valor alto de
recuperac¢do é atribuido & dificuldade na integracdo do pico, que aparece no inicio
do cromatograma e, a esse nivel, € de pequena intensidade. Como a matriz é
complexa, o perfil cromatogrdfico pode variar de um experimento para outro,

especialmente no inicio da corrida cromatogrdfica, dificultando a integragcdo de picos

que apdarecem nessa regido.

Figura 19: Resultados de (a) recupera¢do (%), (b) repetibilidade (RSD, em %) e (c)
precisGo intermedidria (RSD, em %) para os pesticidas estudados. Extracdo em uvas,
empregando cartucho aminopropil lab-made 40%; niveis de fortificac@o F1 (100 pg kg'),
F2 (200 ug kg'') e F3 (1000 ug kg')
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Os resultados para cartuchos NHz lab-made 10% (figura 20) mostram uma piora
nas recuperacoes dos pesticidas polares (benomil, tebutiuron e simazina) ao nivel de
fortificagcdo F3 e valores de precisdo elevadas em vdrios casos. Como, de modo geral,
o desempenho foi pior que para os cartuchos lab-made 40%, os cartuchos lab-made 10%
ndao foram considerados adequados, provavelmente devido ac baixo recobrimento,
ocasionando retengdo dos pesticidas mais polares nos grupos silandis da silica. Sendo

assim, ndo foram empregados nas andlises de tomate.

a) RECUPERAGAQ
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Figura 20: Resultados de (a) recuperagcdo (%), (b) repetibilidade (RSD, em %) e (c)
precis@o intermedidria (RSD, em %) para os pesticidas estudados. Extragdo em uvas,
empregando cartucho NHa lab-made 10%; niveis de fortificagdo F1 (100 pg kg'), F2 (200
ug kg') e F3 (1000 pg kg™')
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Os métodos com cartuchos C18 comerciais e [lab-made tiveram pior
desempenho que os NH2 para andlise de pesticidas em uva. No caso dos Cl8
comerciais (figura 21), apesar de inadequados para ambiente multirresiduo,
apresentaram resultados aceitdveis para diuron, em termos de recuperacdo e
precisdo. Isto pode ser explicado pela alta afinidade que o diuron tém com o material
apolar que constitui as fases sélidas, ao passo que os pesticidas de maior polaridade
tém baixa afinidade e ndo ficam suficientemente refidos nos cartuchos, durante a

etapa de pré-concentragdo. O mesmo acontece para ametrina, que apresenta bons

resultados de recuperacdo e precisdo para a maioria dos experimentos.

Figura 21: Resultados de (a) recuperagdo (%), (b) repetibiidade (RSD, em %) e (¢)
precisdo intermedidria (RSD, em %) para os pesticidas estudados. Extracdo em uvas,
empregando cartucho octadecil comercial; niveis de fortificacdo F1 (100 ug kg'), F2
(200 pg kg') e F3 (1000 png kg ')

|
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Para os cartuchos C18 lab-made (figura 22), as recuperacées sdo adequadas
para o diuron (em todos os niveis) e também em ambiente multirresiduo ao nivel F1.

A semelhanga entre os resultados para cartuchos C18 comercial e lab-made
pode ser airibuida ao alto teor de carbono que ambos os sorventes possuem (tabela
10), constituindo assim materiais altamente apolares, com poucos grupos silandis
residuais disponiveis para promover a inferagdo com os pesticidas de maior

polaridade.

RECUPERACAD

Figura 22: Resultados de (a) recuperacdo (%), (b) repetibilidade (RSD, em %) e (c)
precis@o intermedidria (RSD, em %) para os pesticidas estudados. Extracdo em uvas,
empregando cartucho C18 lab-made 40%; niveis de forfificacdo F1 (100 ug kg'), F2 (200
ug kg'') e F3 (1000 ug kg™')
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Tomates: os métodos para tomate empregando cartuchos NH2 (figuras 23 e 24)
apresentaram, de um modo geral, bons resultados. Os sorventes NH2 lab-made 40%
forneceram melhores resultados de recuperacdo, enquanto os NHz comerciais
apresentaram recuperagdes altas no nivel F1, possivelmente devido a problemas com
a integragcdo dos picos. As fases lab-made 40% tiveram melhores resultados de
recuperacdo, pois esse material, além dos sitios polares do tipo aminopropil, possui
uma forte caracteristica apolar, devido &s cadeias poliméricas, fazendo também o

trabalho de reter impurezas de polaridade intermediaria.

RECUPERAGAD

REPETIBILIDADE

}J
precisdo intermedidria (RSD, em %) para os pesticidas estudados. Extragdo em tomates,
empregando cartucho aminopropil comercial; niveis de fortificacdo F1 (100 ug kg ), F2
(200 ug kg'') e F3 (1000 pug kg')
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REPETIBILIDADE

Figura 24: Resultados de (a) recuperacdo (%), (b) repetibilidade (RSD, em %) e (c)
precisd@o intermedidria (RSD, em %) para os pesticidas estudados. Extragc@do em tomates,
empregando cartucho aminopropil lab-made 40%; niveis de fortificacdo F1 (100 ug kg'),
F2 (200 ng kg') e F3 (1000 ug kg')

Com cartuchos C18 (figuras 25 e 26), tanto para comerciais como para lab-made,
o desempenho é inadequado de forma geral, sendo recomendado apenas com

relagdo a recuperagdo ao nivel F1, com ligeiro destaque para as fases lab-made.
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REPETIBILIDADE

" RSD (%)

Figura 25: Resultados de (a) recuperacdo (%), (b) repetibilidade (RSD, em %) e (c)
precisdo intermedidria (RSD, em %) para os pesticidas estudados. Extracdo em tomates,
empregando cartucho octadecil comercial; niveis de fortificag&o F1 (100 ng kg'), F2
(200 pg kg') e F3 (1000 ug kg')

Os resultados das tabelas 21 e 22 foram dispostos na forma de tabelas de
acerfos (tabelas 23 e 24). Estas tabelas mostram, para cada cartucho estudado, o
numero de resultados que ficaram dentro dos intervalos de aceitabilidade para
recuperacg¢do, repetibilidade e precisdo intermedidria (tabela 23), cada um dos niveis

de forfificagdo (tabela 23) e para cada um dos pesticidas estudados (tabela 24).
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RSD (%)
c5B88588338

Figura 26: Resultados de (a) recuperacdo (%), (b) repetibiidade (RSD, em %) e (¢)

precisdo intermedidaria (RSD, em %) para os pesticidas estudados. Extracdo em tomates,
empregando cartucho C18 lab-made; niveis de fortificacao F1 (100 ug kg''), F2 (200 ug
kg') e F3 (1000 ug kg')

A tabela 23 confirma o melhor desempenho dos cartuchos NH» tanto para uva
quanto para fomate, com os cartuchos NH: lab-made oferecendo os melhores
resultados de recuperagdo.

A tabela 24 vista ao longo das linhas indica o desempenho dos cartuchos para
um ambiente multiresiduo. Novamente os cartuchos NH: lab-made mostram os
melhores resultados. Observando cada coluna separadamente, tem-se uma andlise
do desempenho dos cartuchos para andlise unirresidual. Nota-se que, para o diuron
em uva, tanto os materiais aminopropil quanto octadecil comercial e lab-made sao

adequados.
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Tabela 23: NUmero de resultados dentro dos intervalos de exatiddo e precisdo

aceitveis. Maximo de 18 resultados possivels para cada parametro e nivel de
fodificacdo

[Matriz Fase sélida Recuperagdo | Repetibilidade | Precisio |F1|F2|F3
4 intermediéria
jUva NH2 comercial 15 14 13 16|14 [ 14
luva NH; lab-made 40% 17 16 12 1311517
Uva NH. lab-made 10% 15 14 07 1211212
Uva C18 comercial 10 12 10 10112 (10
Uva C18 lab-made 08 14 11 0211209
Tomate | NH> comercial 15 14 16 1111618
Tomate | NH, lab-made 40% 16 08 12 11[111]14
Tomate | C18 comercial 07 05 i3 13107105
Tomate C18 lab-made 07 04 08 110503

Tabela 24: NUmero de resultados dentro dos intervalos de exatid@o e precisdo
aceitaveis. Maximo de 09 resultados possiveis para cada pesticida

Matriz Fase sélida - | Benomil { Tebutiuron | Simazina | Atrazina | Diuron | Ametrina
Uva NHz comercial 2 8 ¢ 8 ? 8
juva NH. lab-made 40% 7 8 7 6 8 9
luva NHz lab-made 10%| 5 7 6 3 é é
juva C18 comercial 1 4 4 6 9 8
fuva C18 lab-made 5 6 ) 3 9 4
Tomate NH2 comercial 8 9 5 7 8 8
Tomate | NH. lab-made 40% 6 7 5 7 7 4
Tomate | C18 comercial 4 5 2 S5 5 4
Tomate C18 lab-made 6 2 2 3 3 3

Com bases nos resultados obtidos, pode-se observar nitidamente que, dentre os
matericis lab-made, as fases aminopropil 40% tiveram melhor desempenho, seguidas
pelas aminopropil 10% e depois pelas octadecil.

Em termos de polaridade, tem-se que NH2 10% é mais polar que NH» 40%, que é
mais polar que Ci18 (estes resultados s@o confimados pela andlise de carbono —
tabela 10). Se a polaridade fosse o Unico parametro que comandasse o desempenho
dos materiais, o resultado esperado seguiria esta seqUéncia. Porém, NH2 40% é melhor _
que NH2 10%, indicando que o efeito do nimero de grupos amino também contribui
para o desempenho do sorvente, bem como os silandis residuais. A quantidade de
carbono e de sitandis residuais em NHz 40% é menor que em NH: 10%, porém a

quantidade de grupos amino é maior.
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As fases sélidas NHz preparadas podem ser um tipo de sorvente de modo misto
{(mixed-mode sorbent): possuem caracteristicas apolares devido ao esqueleto polimérico
e caraceristicas polares por causa das terminacdes aminopropil, apresentando tanto
interagdes polares quanto apolares e se adaptando a diferentes ambientes.

Os materiais aminopropil convencionais estdo no limiar entre polar (fase normat)
e trocador idnico. Servem como fase normal para exiragGo de compostos polares,
pigmentos fendiicos, drogas e metabdlitos e como frocador anidnico fraco de
carboidratos, anions fracos e dcidos organicos [163).

Os materiais aminopropil desenvolvidos tém, acrescentadas & estas
caracteristicas, a capacidade hidrofébica que a cadeia polimérica carbénica

confere a estes materiais.

Analise de Uvas e Tomates do Varejo

Utilizando as metodologias que apresentaram melhores resultados {cartuchos
aminopropil comercial e lab-made 40%), foram analisadas uvas e tomates
comercializados no varejo, com o objetivo de verificar a presenga de pesticidas.

As figuras 27 a 32 mostram cromatogramas de uvas e tomates analisados. Cada
cromatograma comesponde a uma amostra preparada independentemente das
outras.

A figura 27 mostra cromatogramas de uvas analisadas com cartucho NH2
comerciai e a figura 28 com NH: lab-made 40%. A figura 29 mostra uma amosira de uva
onde hd maior indicio da presenca de pesticida, referente ao pico em 4,33 minutos. O
espectro do pico indica absorcd@o maxima em 220 nm, que é o maximo de gbsorcdo
das friazinas. Porém, sem o auxilio de um detector com espectrébmetro de massas, a
identificagdo precisa do analito n@o é possivel, pois varios pesticidas (especialmente
as triazinas) tém espectro semethante, com absor¢Go mdaxima em 220 nm.
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Figura 27: Cromatogramas de amostras de uva do varejo analisadas pela
mefodologia desenvolvida para cartuchos de aminopropil comercial. Condicdes
cromatogrdficas: volume de injecd@o: 10 ul; coluna Purospher RP-18 125 x 3 mm, com
coluna de guarda; fase mével CHaCNisolugdo aquosa de NH4OH 0,01% (pH 8.4) {35:65,
v/v); vazdo: 0.7 mL min'; detecco: 235 nm
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Figura 28: Cromatogramas de amostras de uva do varejo analisadas pela
metodologia desenvolvida para cartuchos de aminopropil lab-made 40%. Condicdes
cromatogréficas: volume de injecdo: 10 ulL; coluna Purospher RP-18 125 x 3 mm, com
coluna de guarda; fase mével CHaCN:solugdo aquosa de NH4OH 0,01% {pH 8.4) {35:65,
viv) vazdo: 0,7 mL min'; deteccdo: 235 nm
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Figura 29: Cromatogramas de amostras de uva do varejo analisadas pela
metodologia desenvolvida para cartuchos de aminopropil lab-made 40%. a) detecgdo
por arranjo de diodos (190-320 nm); b) detecgdo em 235 nm; ¢) espectro do pico em
4,33 min. Condi¢cdes cromatogréficas: volume de injegdo: 5 ul; coluna Purospher RP-18
125 x 3 mm, com coluna de guarda; fase mével CHsCN:solugdo aquosa de NH4OH
0,01% (pH 8,4) (35:65, v/v); vazdo: 0,7 mL min-!

A figura 30 mostra cromatogramas de tomates analisados com cartucho NH-
comercial e a figura 31 com NHz lab-made 40%. A figura 32 mostra uma amostra de
tomate onde hd maior indicio da presenga de pesticida, referente ao pico em 4,18
minutos. O espectro do pico indica absorgdo méxima em 220 nm, que é o maximo de
absorcdo das triazinas.

Tanto para uvas como para tomates, a presenca de uma linha de base sem
picos de interferentes e relativamente estavel indica que as metodologias s@o
adequadas com relagdo ao clean-up da amostra, fator necessdério para garantir uma

boa selefividade na separacdo.
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metodologia desenvolvida para cartuchos de aminopropil comercial. Condicdes
cromatogrdficas: volume de injecdo: 10 pl: coluna Purospher RP-18 125 x 3 mm, com

coluna de guarda; fase mével CHaCN:solucdo aquosa de NH.OH 0,01% (pH 8.4) (35:65,
v/v); vazdo: 0,7 mL min"; deteccdo: 235 nm
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Figura 31: Cromatogramas de amostras de tomate do varejo analisadas pela
metodologia desenvolvida para cartuchos de aminopropil lab-made 40%. Condigoes
cromatograficas: volume de inje¢do: 10 uL; coluna Purospher RP-18 125 x 3 mm, com

coluna de guarda; fase mével CHz;CN:solugcdo aguosa de NH.OH 0,01% (pH 8,4} (35:65,
v/v} vazdo: 0,7 mL min'; deteccdo: 235 nm
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Figura 32: Cromatogramas de amostras de tomate do varejo andlisadas pela
metodologia desenvolvida para cartuchos de aminopropil comercial. a) deteccdo por
arranjo de diodos (190-320 nm); b) detecgdo em 235 nm; ¢) espectro do pico em 4,18
min. Condigdes cromatogrdficas: volume de injegdo: 5 ul; coluna Purospher RP-18 125 x
3 mm, com coluna de guarda; fase mével CHaCN:solugdo aquosa de NH4OH 0,01% (pH
8.4) (35:65, v/v); vazdo: 0,7 mL min-!

Anélise de uvas e tomates do varejo com fortificagdo das amostras

A figura 33 mostra cromatogramas de uvas e tomates do varejo analisadas com
cartucho NH2 comercial e lab-made 40%, incluindo a etapa de fortificacdo, ao nivel F1.
Os cromatogramas mosfram seletividade bastante adequada, tendo em vista a
concentragdo de anadlito e a complexidade da amostra e nas figuras 33b e 33d nota-
se o problema com a integracdo do pico do benomil, no inicio da corrida

cromatogrdafica.
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Figura 33: Cromatogramas de amostras de uva {a e b) e tomate (¢ e d) do varejo
andlisadas pela metodologia desenvolvida para cartuchos de aminopropil comercial
{a e ¢} e lab-made 40% (b e d); nivel de fortificagdo F1. Condigdes cromatogréficas:
volume de inje¢do: 10 pl; coluna Purospher RP-18 125 x 3 mm, com coluna de guarda;
fase movel CHsCN:solugdo aquosa de NHsOH 0.01% (pH 8.4) (35:65, v/v); vazdo: 0,7 mL
min’'; detecgdo: 235 nm. Pesticidas: (1) benomil, (2) tebutiuron, (3) simazing, (4) atrazina,
{5) diuron, (6) ametrina

A tabela 25 mostra os resultados de recuperagdo e repetibilidade, para cada
um dos experimentos realizados. Para todos os casos, tanto para recuperagdo quanto
para repetibilidade, nota-se uma total concordancia com os resultados das tabelas 21
e 22, relativas ao desenvolvimento das metodologias, realizadas com amostras-
testemunha, mostrando que as metodologias desenvolvidas com cartuchos
aminopropii comercial e lab-made 40% se aplicam satisfatoriamente & andlise dos

pesticidas estudados em uvas e tomates do varejo.
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Tabela 25: Recuperacgdes e repetibilidades (n=3) para pesticidas em uva e tomate do
varejo, em nivel de fortificagdo F1: 100 ug kg, empregando carfuchos aminopropil

comercial e lab-made

UVA - AMINOPROPIL COMERCIAL
Pesticida Recuperagsio | Repetibilidade
Benomil 38 37
Tebutiuron 76 0.8
Simazina 65 15
Atfrazing 78 33
Diuron 103 5.1
Ametring 82 5.3

| UVA - AMINOPROPIL LAB-MADE 40%
Pesticida Recuperagio Repetibilidade
Benomil 181 14
Tebutiuron 106 2.9
Simazing 77 14
Atfrazina 76 7.3
Diuron 96 6.8
Amefrina 102 1
TOMATE - AMINOPROPIL COMERCIAL
Pesticida Recuperacéo Repetibilidade
Benomit 123 14
Tebutiuron 114 8.3
Simazina 118 13
Atrazina 129 13
Diuron 123 6.0
Ametrina 112 13
TOMATE - AMINOPROPIL LAB-MADE 40%
Pesticida Recuperacdo Repetibilidade
Benomil 70 3.3
Tebutivron 78 18
Simazina 110 2.1
Atrazina 9 43
Divron 61 16
Ametrina 78 22

Estudo sobre o Efeito da Matriz

O estudo sobre efeito da matiz foi realizado conforme descrito no item
“Cdlibrag&o na matriz”, do capfiulo 3 (pag. 45). Foram feitas curvas analiticas com o
extrato de uva e fomate submetidos aos procedimentos em cartuchos aminopropil e

octadecil comerciais.

As figuras 34 a 37 mostram os cromatogramas obtidos com detec¢cdo por
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arranjo de diodos, entre 190 e 320 nm e um cromatograma no comprimento de onda

de 235 nm. Observa-se, para todos os casos, selefividade adequada e presenga de

poucos interferentes.

Figura 34: Cromatogramas referentes ao estudo de calibragdo na matriz. a) deteccdo
por arranjo de diodos (190-320 nm); b) detecgdo em 235 nm; matriz: uva; cartucho
aminopropil comercial. Condigdes cromatogrdficas: volume de injecdo: 5 ul; coluna
Purospher RP-18 125 x 3 mm, com coluna de guarda; fase moével CHaCN:solugdo
aquosa de NH4 OH 001% (pH 8.,4) (35:65, v/v); vazdo: 0,7 mL min’'. Pesticidas
(concentragcdo de 2 mg L'): (1) benomil, (2) tebutiuron, (3) simazina, (4) atrazina, (5)
diuron, (6) ametrina

Figura 35: Cromatogramas referentes ao estudo de calibragcdo na matriz. a) detecgdo
por arranjo de diodos (190-320 nm); b) detecgdo em 235 nm; matriz: tomate; carfucho
aminopropil comercial. Condi¢gdées cromatograficas: volume de injecdo: 5 ul; coluna
Purospher RP-18 125 x 3 mm, com coluna de guarda; fase moével CHsCNisolugcGo
aquosa de NH:OH 0,01% (pH 84) (3545, v/v); vazdo: 0,7 mL min’'. Pesticidas
(concentracdo de 2 mg L'): (1) benomil, (2) tebutiuron, (3) simazina, (4) atrazina, (5)
diuron, (6) ametrina
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Figura 36: Cromatogramas referentes ao estudo de calibrac@o na matriz. a) deteccdo
por arranjo de diodos (190-320 nm); b) deteccdo em 235 nm; matrizz uva; cartucho
octadecil comercial. Condi¢des cromatograficas: volume de injecdo: 5 ul; coluna
Purospher RP-18 125 x 3 mm, com coluna de guarda; fase mével CHsCN:solucao
aquosa de NH«OH 001% (pH 8.4) (35:65 v/v); vazdo: 0,7 mL min'. Pesticidas
(concentragcdo de 2 mg L'): (1) benomil, (2) tebutiuron, (3) simazina, (4) atrazina, (5)
diuron, (6) ametrina

Figura 37: Cromatogramas referentes ao estudo de calibragdo na matriz. a) deteccdo
por arranjo de diodos (190-320 nm); b) deteccéo em 235 nm; matrizz tomate: cartucho
octadecil comercial. Condigées cromatograficas: volume de injecdo: 5 ul; coluna
Purospher RP-18 125 x 3 mm, com coluna de guarda; fase mével CHsCNisolugdo
aquosa de NHsOH 0,01% (pH 8,4} (35:65, v/v); vazdo: 0,7 mL min-'. Pesticidas
(concentragdo de 2 mg L'): (1) benomil, (2) tebutiuron, (3) simazina, (4) atrazina, (5)
diuron, (6) ametrina
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A tabela 26 mostra os pardmetros das curvas analificas obtidas via calibra¢do
na matiz. A comparagdo com os resultados da tabela 18, referente & calibragao
convencional (calbrag&o no soivente), mostra que a principal diferenca é com
relagdo aos coeficientes angulares (b) das curvas. Os valores indicam que aq
sensibilidade conseguida com a calibrac&o na matriz € menor do que na calibracao
no solvente, para todos os casos estudados, porém, assim como na cdlibragc&o no
solvente, diuron e ametring continuam apresentando os maiores valores de
sensibilidade.

Tabela 26: Paréimetros da curva analitica, obtidos via calibrac@o na matriz

Matriz: uva — cartucho aminopropil

Pesticida a (intercepto) | b {inclinagio) r
Benomil 2148,42 12,232 0,80878
Tebutiuron 1624,50 11,850 0,99970
Simazina 581,460 10,715 0,99164
Alrazina 2773,78 8,3820 0,89444
Diuron -709,320 24,640 0,99860
Ametring 534726 27,234 0,98901
Matriz: tomate — cartucho aminopropil

Pesticida a (intercepto) | b (inclinagéo) r
Benomil 1697,72 11,538 0,99948
Tebutivyron 855,250 11,418 0,86994
Simazina 4702,34 7,4630 0,99304
Atrazina -427.880 10,416 0,99997
Diuron 1980,97 21,833 0,99971
Ametrina 1491,52 27 144 0,99779
Matriz: uva - cartucho octadecil

Pesticida a (intercepto) | b (inclinagdo) r
Benomil 1882,87 9,9290 0,99732
Tebutiuron 877,790 $,9990 0,98472
Simazina -824 540 7.8980 0,99717
Atrazina -3158,94 10,41¢ 0,88973
Divron -1411,13 19,477 0,89750
Ametrina -1224 49 25,008 0,99923
Matriz: tomate - cartucho octadecil

Pesticida a (intercepto) | b (inclinagio) r
Benomil -145.210 89,7840 0,98920
Tebutivuron -269,270 89,8680 0,98997
Simazing -352,140 86,9510 0,99936
Atrazina -1512,28 8,9730 0,99977
Diuron -1358,84 18,690 0,809844
Ametrina -4200.79 23,018 0,80489

y =a+ bx; a = coeficients linear; b = coeficiente angular; r = coeficiente de corelagdo
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Os limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdo {LOQ) foram calculados

(tabela 27) da mesma forma como foram calculados na calibragcdo no solvente,
descrita no item “Uimites de Deteccdo (LOD) e Umites de Quantificagdo (LOQ}", do
capfitulo 4 {pag. 75).

Nota-se que a calibragdo na matiz gera um aumento dos LOQ do método
para todos os pesticidas. Os métodos para herbicidas passam a ter LOQ maiores que
os MRL estabelecidos (tabela 20), porém para o fungicida benomil continua com LOQ
abaixo dos MRL, em cartuchos aminopropil € octadecil, tanto para uva como para
tomate.

Tabela 27: Limites de deteccdo e quantificagcdo {expressos em ug kg') obfidos via
calibragdo na matriz, utilizando cartuchos comerciais

Matriz: uva — cartucho aminopropil

Pesticida LOD LOQ
Benomil 96,2 292

Tebutiuron 47,2 144

Simazing 253 766

Atrazina 206 625

Diuron 103 311

Ametring 86,2 261

Matriz: tomate - cartucho aminopropil

Pesticida LOD LOQ
Benomil 62,2 188
Tebutiuron 209 63,2
Simazina 366 1110
Atrazina 14,3 43,4
Diuron 46,5 141

Ametrina 128 388
Matriz: uva ~ cartucho octadecil

Pesticida LOD LOQ
Benomil 141 427
Tebutivron 198 401

Simazina 145 439
Atfrazina 278 842
Diuron 219 663
Ametring 754 228
Matriz: tomate — cartucho octadecil

Pesticida LOD LOQ
Benomil 77,2 234
Tebutivron 16,0 48.4
Simazing 68.7 208
Alrazing 41,7 126
Diuron 107 325
Ametrina 195 592
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Estas mudangas nos parametros de calibragdo e nos limites de deteccdo e de
quanfificagdo, observadas com a calibragdo na matiz, acontecem devido a uma
supressdo na resposta do analito causada pelos componentes presentes na matriz.

O estudo realizado aqui teve o intuito de demonstrar como os constituintes da
matriz podem exercer influéncia sobre os resultados. A maioria das andlises em frutas e
vegetais redlizadas para controle de qualidade ou inspecdo fitossanitaria utilizam a
calibracdo no solvente.

A calibragcdo na matrz é uma técnica recentemente pesquisada e gue vem
demonstrando que a cdlibragdo pode causar distorgdes nas andlises. Os mais
recentes estudos envolvendo calibrag@o na matriz [72,150] buscam estabelecer
procedimentos simples para introduzr essa pratica nas rotinas analiticas ou servir como
instrumento para estabelecer modelos matematicos que comijam as distorgdes

causadas ao se empregar a calibracdo no solvente.
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Os resultados obtidos permitem concluir que foram desenvolvidos novos
materiais para exiragdo em fase sélida, devidamente caracterizados, que foram
submetidos & andlise mulfiresiduo de pesticidas de diferentes classes em uvas e
_ ’rb'mafes. As metodologias analiticas foram validadas e apresenfaram resulfados
satisfatérios, dentro de limites aceifos internacionalmente.

As fases sdlidas desenvolvidas foram caracterizadas (tabelas 10 a 12 e figuras 7 a
10). Os valores de porcentagem de carbono obtidos para os materiais aminopropil
com 10% de polimero e octadecil (tabela 10) foram muito semelhantes aos valores dos
materiais similares comercializados. Os espectros de infravermelho {figuras 7, 8 e 9)
mostraram claramente que houve alteracdo na superficie da sflica, com a
incorporac@o de material polimérico. As andlises termogravimétricas (figura 10 e
tabela 11} mostraram que os materiais preparados sdo mais estdveis termicamente na
faixa de trabalho de 25 a 200 °C do que os matericais comerciais. A andlise de drea
superficial (tabela 12} especifica mostrou que os materiais lab-made tém maior Grea
superficial do que os comerciais e esta caracteristica é desejdvel em SPE.

As fases sélidas aminopropil preparadas com 40% de polimero apresentaram um
teor de carbono maior que o material comercial, fato esse que pode ter contribuido
para o bom desempenho deste material na andlise de pesticidas em uvas e tomates
(tabelas 21 a 24 e figuras 18 a 26). Os materiais C18 ndo apresentaram o mesmo
comportamento para andlise multimesiduo, porém foram adequados na andlise
individual de pesticidas apolares, como diuron e ametrina.

A preparaco de materiais a parlir da imobilizacdo de poiissiloxano
aminofuncionalizado sobre a superficie de silica foi testada pela primeira vez neste
irabalho. A obtengdo de materiais para extrac&o em fases sdlida, a partir deste
processo, apresenta uma séfie de vantagens, sob vdrios aspectos:

o Simplicidade: O procedimento proposto € uma maneira exremamente simples de
se obterem materiais para uso em cartuchos de exiragcdo em fase sdélida; a
preparagdo do material é redlizada & temperatura ambiente, envolvendo
reagentes pouco téxicos e equipamentos simples.

» Disponibilidade dos reagentes: Os materiais necessarios, tais como a silica gel, os
polissiloxanos e demais solventes sao disponiveis comercialmente.

» Preparacdo envolvendo menor nimero de etapas: As caracteristicas apresentadas

pelos materiais dispensam a etapa de capeamento, diminuindo assim o custo e o
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tempo de preparagdo.

Menor custo: O custo dos matericis & menor quando comparado aos comerciais:

uma estimativa indica que os materiais preparados tém um custo de produg¢éo
aproximadamente 40% menor do que o preco de mercado dos produtos similares.
Desempenho satigfatério: Os materiais foram testados em andlises de pesticidas
pertencentes a diferentes classes (e, portanto, de caracteristicas fisico-quimica
muito diferentes), em amostras complexas, e apresentaram resultados satfisfatérios
de recuperacdo.

Vasto campo de aplicacio: O uso da exiracdo em fase sélida se encontra em franco

desenvolvimento, sendo uma técnica aplicada na andlise de diversos tipos de

- matrizes complexas, tais como alimentos, fluidos biolégicos, amostras ambientais,

Gguas e solos. Entretanto, todos os cartuchos de extracdo em fase sélida disponiveis
comercialmente sGo importados e deste modo o tempo entre a compra e a
entrega pode ser longo, caso as empresas n&o os tenham em estoque. Com o
método proposto, os cartuchos podem ser confeccionados rapidamente e, se for
necessdrio, em grandes quantidades. Ou seja, o fator ‘tempo’ perde importéincia,
& que as fases podem ser produzidas a qualquer instante.

Confeccdo de colunas para extracdio on-line: Além da aplicag@o do material em
extragdo no modo off-line, é possivel utilizar esta mesma fase sélida para rechear

pequenas colunas {denominadas colunas de enriquecimento de fracos) para uso
em extragdes on-line.

Com relagao das metodologias desenvolvidas, estas foram adaptadas de

méfodos G existentes, com reducdo nas quantidades de amostras e solventes
consumidos. O método de de Kok e Hiemstra [64), para cartuchos aminopropil, utiliza
15 g de amostra e 90 mL de solvente nas etapas de extragdo e parti¢do liquido-liquido.
A adaptagdo estabelecida reduziv para 5 g a quantfidade de amostra e para2l miLo
volume de solventes, sendo que a maioria dos métodos para andlise de pesticidas em
frutas e vege’fcfs_ trabatha com quanfidades de amostra que vao de 15 a 50 g. Além
‘ disso, deve-se destacar que o método com cartuchos aminopropil foram adaptados
para um ambiente multiclasse e ufilizando um Unico comprimento de onda para
~detecgdo.

Devido & complexidade das amostras, os métodos estabelecidos exigiram vdrias
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etapas de preparagao, incluindo extragao, partic@o iiquido-liquido e extragdo em
fase sdlida antes da etapa cromatografica propriamente.

As limitagdes do equipamento comprometeram o estabelecimento de limites
de defecgdo e de quantificacdo mais baixos, porém os LOD e LOQ estabelecidos
(tabela 19) ficaram abaixo dos fimites maximos de residuos de pesticidas relatados
‘para as amostras estudadas (tabela 20).

Foram validadas metodologias envolvendo dois modos de SPE (clean-up e pré-
conceniragdo), empregando materiais comerciais e desenvolvidos (tabelas 21 a 24 e
figuras 18 a 26).

A definicGo de condigées cromatogréficas envolvendo a detecgdo em um
comprimento de onda Unico e comum a todos os pesticidas em estudo faz com que o
método esiabelecido seja praticamente inédito na literatura, pois envolve a andlise
mulfitesiduo e mulliclasse através de cromatografia liquida com detecgdo em
comprimento de onda fixo. Geralmente as metodologias de andiise muliiclasse de
pesticidas utilizam detector por arranjo de diodos ou espectrémetro de massas.

A andlise de uvas e tomates do varejo através das melhores metodologias
desenvolvidas (figuras 27 a 32) nao detectou a presenca dos pesticidas estudados na
maioria dos casos. Em algumas amostras {figuras 29 e 32), o aparecimento de um pico
com maximo de absorvancia em 220 nm sugere a presenca de tiazina, porém a
confirmacdo da identidade do pico poderia ser realizada com maior seguranga
alravés de um detector de espectrometria de massas, nao disponivel para este
trabalho.

Os estudos com calibragcdo na matriz (figuras 34 a 37 e tabelas 26 a 27)
mostraram LOD e LOQ mais altos do que os obfidos com a calibracdo convencional,
porém ainda abaixo dos valores de MRL para o benomil. Os coeficienies angulares das
curvas analiticas obtidas através de calibrag@o na matriz {tabela 24) indicaram menor
sensibilidade (coeficientes angulares menores que os obfidos na calibra¢do
convencional]. O estudo de calibragdo na matrz, apesar de resumido, indicou que
este 'clspec'ro é importante, podendo causar distorcdes nos resultados. Deve ser levado
em conta e estudado em maior profundidade, tende como objetivo incorporar as

variagdes geradas pelo efeito da matriz nos resultados de andlise de roting.
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Direcionamentos Futuros

Como foi dito na exposic@o dos objetivos deste trabalho, ele tem aspectos de
continvidade e de inovagdo. O aspecto inovador envolve a proposta de uma nova
tecnologia para produgao de materiais para SPE.

Acreditamos que, neste frabalho, contribuimos para o estabelecimento de um

procedimento para a obteng&o de novos materiais para SPE e no estabelecimento de

metodologias que permitem a andlise multiresiduo de pesticidas em uvas e tomates

empregando estes materiais desenvolvidos.

Acreditamos que a continuidade desta linha de pesquisa caminha no senfido
de:

i) testar os materiais desenvolvidos em outras matrizes e com outros pesticidas;

i) testar os matericis desenvolvidos em outros formatos de dispositivos de
extracdo, como colunas de extracdo on-line e sistemas MSPD (Dispersdo da Matriz em
fase Sélida);

i) ampliar os estudos sobre calibraco na mairizz com o objetivo em
estabelecé-la como a forma principal de se realizar a calibracdo do método;

iv)] ampliar a etapa de validacao das metodologias, incorporando aspectos de
validagdo interlaboratorial.
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Abstract

A method for the simultaneous determination of diuron and linuron pesticides in human urine was developed, using both
solid-phase extraction (SPE) and high-performance liquid chromatography (HPLC) phases made in our own laboratory.
These materials were prepared by sorption of polysiloxanes onto 2 silica surface, followed by immobilization. The HPLC
columns were prepared from poly(methyloctylsiloxane), PMOS, immobilized onto silica with mictowave radiation while the
SPE cartridges where made with poly(methyloctadecylsiloxane), immobilized thermally, Method validation was performed
for diuron and linuron for three fortification levels. The recoveries obtained were 85-103%, the inter- and intra-assay
precisions were less than 1.6 and 1.8%, respectively. The limits of quantitation and detection for diuron were 2.4 and 8.0

ug/1 and for linuron were 5.0 and 12 pg/1, respectively.
© 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Stationary phases, LC; Sorbents; Pesticides; Siloxanes

1. Introduction

Exposure to pesticides is a concern of the general
population, especially for residents in contaminated
sites. Public health officials are frequently asked to
evaluate an individual’s risk of developing health
problems from possible exposure to pesticides in the
environment. Although most people are not occupa-
tionally exposed to pesticides, nearly everyone has
some level of exposure resulting from food, air,
water, or dermal contact [1,2]. Thus, fast, easy,

*Comresponding author. Tel.: +55-19-3788-3061; fax: +55-19-
3788-3023.

E-mail address: icsfi@iqm.unicamp.br (LC.S.F. Jardim).

effective and validated methods for determination of
pesticides in biological fluids are more necessary
each year to monitor pesticides in the human body.,
Urine, a very complex and multicomponent mix-
ture, is one of the biological fluids of most interest.
Large numbers of compounds ingested or formed in
the body by metabolism are excreted in urine.
Several classes of pesticides are metabolized or
degraded to ureas or anilines [3-5). The analysis of
ureas in urine can thus provide an index of exposure
to many of the pesticides in the environment.
Selective isolation of the analytes from the sam-
ples using a preconcentration procedure is often
necessary prior to separation and measurement {6].
Many methods described in the literature for the

00219673/02/$ - see front matter © 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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determination of wureas and their metabolites
(anilines) in urine require derivatization, silica gel
clean-up and gas chromatography [5,7]. Recently,
the use of high-performance liquid chromatography
(HPLC) in this type of analysis has been developed,
making possible the determination of new classes of
pesticides. However, the use of solid-phase extrac-
tion (SPE) has not been reported in the literature for
determination of neutral pesticides in urine by
HPLC,

New materials for use as HPLC stationary phases
and as SPE sorbents have been developed in recent
years. These new materials consist of polysiloxanes
sorbed and immobilized onto an appropriate silica
support. This promising alternative method, instead
of a chemical reaction, uses a wide variety of
immobilization techniques and has been successfully
applied to prepare several HPLC stationary phases,
such as poly(methyloctylsiloxane) (PMOS) on zir-
conized silica [8,9], titanium-grafted silica [10] and
pure silica [11-15]. A SPE sorbent based on poly-
(methyloctadecylsiloxane) (PMODS) immobilized
by vy-radiation onto silica has also been described
[16]). The main advantages of these procedures are
good performance, lower cost, simplicity and reduc-
tion of toxic residues,

Another method for polymer immobilization is
microwave radiation. This immobilization procedure
has been used to prepare the stationary phase for
HPLC columns, using PMOS and silica. Microwave
radiation is a type of nonionizing energy that causes
molecular movement from the phenomena of ionic
migration and dipolar rotation [17-19]. The main
advantage of the use of microwave irradiation is the
high-speed heating, since it can accomplish a thermal
immobilization more rapidly than oven heating. In
addition, the cost and the precautions are minimized
if compared with vy radiation and several other
immobilization methods.

Validation is one of the most important steps in
method development for analytical determinations.
The main parameters involved are precision (intra-
and inter-assay), recovery, limit of detection (LOD),
limit of quantitation (LOQ) and linearity [20].

This paper describes the validation of a method
using SPE and HPLC for determination and quantifi-
cation of the pesticides diuron and linuron (substi-
tuted ureas) in human urine. Both the HPLC and SPE

materials were prepared in our laboratory by im-
mobilization of polysiloxanes onto a silica surface.

2. Experimental

2.1, Chemicals and materials

Diuron and linuron standards were obtained from
DuPont and Hoescht, respectively. Stock solutions of
each herbicide were prepared in methanol at con-
centrations of 100.9 ug/ml (diuron) and 102.8 pg/
ml (limuron). The solutions used to comstruct the
calibration curves and to spike the samples were
prepared in mobile phase at a concentration of 2000
ug/1 for each herbicide and stored in the refrigerator
at 4°C,

The calibration curves involved eight different
concentrations: 20, 40, 80, 160, 320, 600, 800 and
1000 pg/1 for diuron and 39, 60, 120, 240, 500, 800,
1200 and 1500 pg/1 for linuron. The injections were
made in three replicates.

Acetonitrile and dichloromethane were Mallinck-
rodt chromatographic grade. Other reagents and
solvents were analytical grade. Purified water was
obtained from a Millipore Milli-Q Plus system. The
following solvents were used in the preparation of
the SPE sorbents: n-hexane (Mallinckrodt, HPLC-
grade), methanol (Mallinckrodt, HPLC-grade) and
n-pentane (Merck, analytical-reagent grade).

The silica for SPE was from Fiuka, irregular
particles, (0.040-0.063 mm, 200-400 mesh), pore
size 10 nm and for the HPLC stationary phases it
was from Phase Separations (Spherisortb 5 pm
spherical particles, 8.0 nm pore size, 186 m’/g
specific surface area). PMODS and PMOS were from
Petrarch Silanes and Silicones.

2.2. Equipment

The HPLC system consisted of a Rheodyne 77251
injector with a 10-pl loop, a Waters 510 pump and a
Waters UV-Vis absorbance detector (Model 486).
The data acquisition and treatment were performed
by cHROMPERFECT software, version 3.03. The mobile
phase (acetonitrile—water, 40:60, v/v) flow-rate was
set at 0.8 ml/min and UV detection was at 254 nm.
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All measurements were carried out at room tempera-
ture.

The urine samples were centrifiged in an Excelsa
centrifuge, model MP, from Fanem (Sdo Paulo,
Brazil). The stationary phases were irradiated in a
CCE M-34 microwave oven or heated in a ME27F
model oven from Electrolux.

A model 51769 Haskel pump was used to pack the

internally polished [21] HPLC columns,

2.3. Urine collection and storage

Urine samples (blanks) from human volunteers
were collected and kept frozen at 20 °C until use.
After the urine samples had been thawed, they were
shaken for homogenization. The required volume
was then sampled as quickly as possible to avoid
sedimentation of any solids.

2.4. Preparation of SPE cartridges

The silica support was dried at 120°C for 24 h. A
sufficient quantity of support was added to a solution
of PMODS dissolved in n-pentane to give a material
with 40% (w/w) of PMODS. The mixture was
stirred gently for 3 h at room temperature, after
which the solvent was evaporated slowly at room
temperature.

For thermal immobilization, an amount of the Cis
loaded support was placed in a 120 °C oven for 4 h,
at atmospheric pressure. After immobilization the
material was placed in a stainless steel tube. This
tbe was connected to a Waters 510 pump for
extraction of 'all remaining soluble PMODS by
passing approximately 25 ml of n-hexane per gram
of sorbent, at a flow-rate of 2 ml/min. Then, 15 ml
of methanol for each gram of material was passed
through the tube, at a flow-rate of 3 ml/min. To
make sure that all soluble residues were removed, an
extra extraction step was made using a high-pressure
packing pump (Haskel), at 1000 p.s.i. (6.9 MPa), in
a proportion of 20 m! of methanol per gram of
sorbent. After extraction, the solid-phase was re-
moved from the tube and was kept at room tempera-
ture for 48 h for the solvent evaporation.

The cartridges were prepared using 0.5 g of

sorbent packed in a 5-ml polypropylene syringe. The
material was retained by two polyethylene frits (20
wm pore size).

2.5. Preparation of the HPLC stationary phase

A sufficient quantity of silica was added to a
solution of PMOS dissolved in dichloromethane to
give a material with 40% (w/w) of PMOS. This
mixture was stirred for 3 h before slow evaporation
of the solvent at room temperature. The stationary
phases were irradiated in a microwave oven at 495
W for 900 s and then extracted with chioroform and
methanol at a pressure of 34.5 MPa to eliminate
excess polymer. Columns were downward packed at
34.5 MPa in a Haskel pump using a 10% (w/v)
slurry of the packing material in chloroform with
methanol as propulsion solvent.

2.6, Sample preparation

A 2-ml volume of urine was fortified by addition
of a predetermined volume of the 1000 pg/l of
solution containing the herbicides, resulting in three
levels of fortification, 40, 80 and 160 pg/l for
diuron, and 60, 120 and 240 pg/l for limuron. The
sample was basified by addition of 200 pl of
NH,OH (pH~9) and diluted with 4 ml of acetoni-
trile. Deproteinization was carried out by centrifuga-
tion (5 min, 3000 g). A 3-ml aliquot of the superna-
tant containing urine-acetonitrile (1:2, v/v) was
separated and diluted with 20 ml of Milli-Q water for
the extraction procedure.

The sample was percolated through the SPE
cartridges under vacuum at a flow-rate of 3 ml/min.
Before sample application, the SPE cartridges were
conditioned with 10 ml of methanol and equilibrated
with 5 ml of Milli-Q water. After the sample had
passed through the cartridge by vacuum, the car-
tridge was washed with 5 ml of Milli-Q water. This
eluate was discarded and the sorbent bed was dried
under vactum for 3 min. The analytes were then
eluted with 3 ml of dichloromethane. The solvent
was evaporated to dryness under a stream of nitrogen
and the residue was dissotved in 200 ul of acetoni-
trile. The injection volume was 10 pul.
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2.7. Method validation

The LOD is the lowest pesticide concentration that
can be detected but not necessarily quantified in a
sample [22]. The LOD is expressed as a concen-
tration in terms of signal-to-noise ratio (S/N). In this
study LOD was calculated using three times the
noise level,

The LOQ is the lowest pesticide concertration
which can be determined or quantified in a sample
with acceptable precision under the stated operation-
al conditions of the method [23]. A S/N ratio of ten
times the noise level was used to determine the
LOQ.

After defining the analytical conditions, tests were
made on the recovery of herbicides afier SPE and
HPLC. The recovery was measured as the response
after processing a matrix matched standard, ex-
pressed as a percentage of the response of a pure
standard which has not been subjected to sample
pretreatment. It indicates whether the method pro-
vides a response for the entire amount of analyte that
is present in the sample. It is best established by
comparing the replicate responses of extracted sam-
ples at matrix concentrations with those of nonex-
tracted standards which represent 100% recovery.
The recovery was calculated [24] using the equation:

mass of analyte after extraction
mass of analyte added

Recovery =

The linearity of a method is a measure of range
within which the results are directly, or by a well
defined mathematical transformation, proportional to

the concentration of analyte in a sample. For this
analytical chromatographic technique, a linear rela-
tionship is observed between the detector response
(») and concentration (x) of the analyte in the
samples in the form of linear calibration curve
obtained by least-squares linear regression proce-
dures [25] y = a + bx where a is the intercept of the
calibration curve and b is the slope.

The precision determines the analytical deviation,
and is the most important criteria for evaluating
analytical method performance. Precision reflects the
variation in results when repetitive analysis are made
on the same sample. The intra-assay precision was
determined on the same day and consisted of three
series and three replicates at each of three con-
centration levels. Inter-assay precision was calcu-
lated in three series and three replicates at one
concentration on three different days.

The numerical value used was the relative stan-
dard deviation (RSD) of friplicate measurements of
the analytes, using the equation:

RSD = 100 5/x,,

where s = [ (x; —x, ) /n — 11'%, x, =2 x,/n, n is
the total number of measurements, and x; is number
of the individual measurements.

3. Results and discussion

3.1. SPE cartridges

Tabie 1 shows the results of characterization tests

Table 1

Characteristics of some commercially available C,, sorbents and the sorbents obtained by thermal immobilization of PMODS onto silica

Commercial Company Type of %C End- Pore size Particie size

name bonding capped (nm} (um)

Supelclean LC-18 Supelco -8i(CH, ),C,H,, 10 Yes 6 40-45
(monofunctional silane)

Bond Elut Varian —8iC 4H,, 17 Yes 6 40-120
(wifunctionat silane)

Sep-Pak C,, Waters -8i{CH,),C ,H,, 12 Yes 13 55-105
{monofunctional silane)

Sep-Pak 4C,, Waters =8iC H,, 17 Yes 13 37-55

(trifunctional silane)
Sorbent from this work
C,; (thermally immobilized and extracted)

15 No 10 40-63
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Table 2

Effect of microwave immobilization (495 W, 900 s} on PMOS sorbed on 5-um Spherisorb silica

Stationary phase N/m" 4. ¥ R %C
(plates/meter)

Without microwave treatment 44 100 23 35 22 4.5

With microwave treatment 94 500 1.5 29 29 7.3

* Calculated for the naphthalene peak.
® Calculated for the toluenc—naphthalene pair.

of the solid-phase obtained after thermal immobiliza-
tion of polymer and after extraction of the excess
polymer. These results are compared with some
commercial sorbents. For commercial sorbents, the

a
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Q 2 4 & |3} 10 12 14 16 18
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£

) 1
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Fig. 1. Chromatograms: (a) blank urine, (b} urine spiked with
pesticides. ' Stationary phase: laboratory-made poly(methyloc-
tylsiloxane), microwave-immobilized on S-um silica; mobile
phase MeCN-water (40:60, v/v); flow-rate 0.8 ml/min; detection
UV at 254 nm; injection volume 10 pl. Elution order: (1) diuron,
(2) linuron, :

%C ranged from 10 to 17% and for the sorbent
obtained in this work the value was 15%. Thus, the
proposed method to obtain PMODS-loaded silica,
immobilizated by thermal treatment, produces a
material with similar features to commercial sor-
bents, especially with respect to the %C, with the
advantage of being a much easier, cheaper, less time
consuming synthesis process, which uses less toxic
solvent than the traditional chemical reaction meth-
ods.

3.2. HPLC columns

Table 2 presents values of chromatographic per-
formance parameters for HPLC columns prepared by
microwave irradiation, The silica was not previously
dried, because the water sorbed on it contributes to
fast microwave heating. The results indicate that
microwave irradiation produces an improvement in
the efficiency of the statiopary phase and an im-
mobilization of the polymer on the support. The
increment in the values of %C obtained with im-
mobilization, as well as the decrease of the
asymmetry factor, are indicative of good coverage of
the chromatographic support by PMOS through
microwave radiation. The parameters were obtained
for a test mixture containing acetone, benzonitrile,
benzene, toluene and naphthalene.

Chromatographic separations using columns im-
mobilized by microwave irradiation were utilized to
investigate fortified human urine samples to test the
applicability of the described analytical procedure. A
good separation of the analytes was obtained from
spiked urine samples, when compared with a blank
sample. Representative chromatograms are shown in
Fig. 1.

3.3. Method validation

The linear regression parameters with correlation
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Table 3

Calibration curve and linearity for the herbicides

Herbicide Calibration curve" Linear interval
a b N (g/l)

Diuron 308.5 52.3 0.9998 40-1600

Linuron 13.7 45.5 0.999¢ 60-1500

*y=a+bx, a=linear coefficient, »=angular coefficient, r=
correlation coefficient.

Table 5
Limits of detection (LOD) and quantitation (LOQ) for the
herbicides in matrix matched standards (7=3)

Herbicide LOD LOQ LOD* Log*
{ng/l) (gl (ne/l) (ng/l}

Diuron 14 40 28 8.0

Linuron 22 60 4.5 12

*LOD and LOQ after S-fold preconcentration; n=3 for all
measurements.

Table 4
Precision {intra and inter-assay) and recovery for the SPE-HPLC determination of herbicides
Herbicide Addition Recovery Intra-assay Inter-assay
(ug/l) (%) precision (n=3) precision (3 days)
RSD (%) RSD (%)
Diuron 40 95 1.8
80 99 0.38 1.6
160 103 14
Linuron 60 85 1.5
120 98 0.78 1.0
240 100 0.37

n, number of replicates.

coefficients () and parameters of the calibration
curves construcied for detection of the herbicide at
254 nm are presented in Table 3.

Table 4 shows the recovery and the intra- and
inter-assay precisions of the method. Recoveries
were obtained by triplicate analysis of urine spiked
with each compound at three levels of fortification
for each herbicide.

The average results obtained for herbicide re-
coveries (Table 4) are very good, 60—10% below
100 1g/1 and 80-100% above 100 wg/l, recoveries
which are considered acceptable [22]. The results of
the intra- and inter-assay runs show very good
precision, with RSD values between 0.4 and 1.8%,
since for biological samples a RSD up to 15% is
acceptable [22,26].

The results of LOD and LOQ, before and after
preconcentration, are presented in Table 5. All these
resulis are for analysis of urine.

4. Conclusions

The results presented in this paper show that a
valid, precise, and specific method using laboratory

prepared SPE and HPLC phases was developed for
determination of diuron and linuron compounds in
urine, with recoveries, precisions and limits of
detection and quantification (Tables 4 and 5) in
agreement with the values suggested in the literature.

Fast, easy and effective procedures to obtain
silica-based C,,-type sorbents for use in SPE and
Ce-type reversed stationary phases for HPLC appli-
cations are described. Good recoveries were obtained
with SPE sorbents prepared by thermal immobiliza-
tion of PMODS on silica (Table 4), which can be
attributed to PMODS chain crosslinking, giving an
extraction phase with excellent retention for these
pesticides. The PMOS immobilized on silica by
microwave irradiation results in high efficiency
HPLC columns (Table 2) with good separation of
the herbicides (Fig. 1). The main advantages of the
procedures to obtain new SPE and HPLC materials
are good performance, lower cost, simplicity and
reduction of toxic residues.
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Abstract

This work presents a fast, easy and effective procedure to obtain silica-based C;s type sorbents for use in solid-phase
extraction (SPE). The solid-phase was made by depositing a polymer, poly(methyloctadecylsiloxane) (PMODS), on the
silica support followed by immobilization using v irradiation. The method presents an application of green chemistry in the
analytical laboratory, since there are no toxic residues after the synthesis. Water samples spiked with a mixture of pesticides
{benomyl, tebuthiuron, diuron, simazine, atrazine and ametryn) were extracted in the off-line mode in order to evaluate the
performance of this sorbent. © 2002 Elsevier Science BV. All rights reserved.

Keywords: Solid-phase extraction; Sorbents; Gamma irradiation: Poly(methyloctadecylsiloxane); Pesticides

1. Introduction

Solid-phase extraction (SPE) is the most popular
technique used in sample pre-treatment prior to
analysis by high-performance liquid chromatography
(HPLC) and gas chromatography (GC). It is used for
both environmental [1] and biological [2] analysis.
SPE has many advantages over traditional liquid—
liquid extraction, such as use of less organic solvent,
case of automation and need for less time and
money. It is a multistage rather than a single-stage
process; organic compounds undergo multiple
equilibrations, leading to good extractions [3). SPE is
used mainly for the following purposes: removal of
interferences; preconcentration; sample storage and
transport. Bonded phases with C,, on silica are the
most used sorbents in SPE. Over the years, or-

*Corresponding author. Tel.: +35-19-3788-3061; fax: +55-19-
3788-3023.
E-mail address: icsf@igm.unicamp.br (1.C.S.F. Jardim).

ganochiorosilanes and organoalkoxysilanes have
been used as sililating agents for the preparation of
bonded phases [4]. The stability of the =Si—-O—Sj=
bonds formed between the sililating agents and the
hydroxyl groups on the silica surface is the main
advantage of these reagents [5]. On the other hand,
this method has some limitations, such as: high
reagent cost, time consuming procedure, use of toxic
solvents and reagents, need to an inert atmosphere
and high temperature. A promising alternative meth-
od is substitution of the chemical reaction by de-
positing a polymer on the support and immobilizing
using v irradiation, as has been reported for several
HPLC stationary phases, such as, poly(methyloc-
tylsiloxane) (PMOS) on zirconized silica [6,7],
titanium-grafted silica [8] and pure silica [9]. The
main advantages of this procedure are good per-
formance, lower cost, simplicity and reduction of
toxic residues. In addition, this method includes the
ability to promote reproducible changes and permits
complete control of temperature, environment and

0021-9673/02/8 — see front matter © 2002 Elsevier Science BV, All rights reserved.
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additives [6]. Even so, no description was found in
the literature using this process to produce sorbents
for use in SPE. Thus, this work proposes a procedure
to obtain silica-based C,, type sorbents for use in
SPE. This method is an application of “green”
chemistry in the analytical laboratory since there is a
considerable reduction of toxic residues during and
after sorbent preparation. The solid-phases were
made by depositing poly(methyloctadecylsiloxane)
(PMODS) on irregular silica, immobilization using -y
radiation in different doses followed by solvent
extraction of excess polymer. The solid-phases were
characterized by thermogravimetry, infrared spec-
troscopy and elemental (carbon) analysis. Water
samples spiked with a mixture of pesticides (ben-
omyl, tebuthiuron, diuron, simazine, atrazine and
ametryn) were extracted, using the off-line mode, in
order to evaluate the performance of these materials.

2. Experimental
2.1. Chemicals

The following solvents were used in the prepara-
tion of the sorbents: n-hexane (Mallinckrodt, HPLC-
grade), methanol (Mallinckrodt, HPLC-grade) and
n-pentane (Merck, analytical reagent-grade). Ace-
tonitrile (Tedia, HPLC-grade), water (Milli-Q) and
ammonium hydroxide (Synth, reagent-grade) were
previously filtered, using a 0.45 um membrane, to
prepare the mobile phase. The pesticide standards
atrazine {(97.7%), simazine (98.3%) and ametryn
(96.8%) were obtained from Novartis, tebuthiuron
(99.8%) was kindly donated by Dr Vera Ferracini
(EMBRAPA, Brazil) and diuron (99.3%) was ob-
tained from DuPont. The irregular silica was from
Fluka; particle size 40-60 pm (200-400 mesh) and
pore size 10 nm, PMODS was from Petrarch Silanes
and Silicones.

2.2. Preparation of C,, loaded support

. The support (silica) was dried at 120°C for 24 h. A
sufficient quantity of support (silica) was added to a
 solution of PMODS dissolved in n-pentane to give a
material with 40% (w/w) of PMODS, then the
mixture was stired gently for 3 h with magnetic

agitation at room temperature, afier which the sol-
vent was evaporated slowly at room temperature.

2.3. Irradiation

Two portions of the C,; loaded support were
placed in glass ampoules which were then sealed
under air. The sealed samples were irradiated, using
an industrial cobalt-60 source (IBRAS-CBO, Cam-
pinas, SP, Brazil), to obtain doses of 60 and 80 kGy.

2.4. Extraction procedure

After the vy irradiation treatment the materials were
placed in a stainless-steel tube. This tube was
connected to a Waters 510 pump for extraction of all
soluble PMODS by passing approximately 25 ml of
n-hexane per gram of sorbent, at a flow-rate of 2
ml/min. Then, 15 ml of methanol for each gram of
material, were passed through the tube, at a flow-rate
of 3 ml/min. To make sure that all soluble residues
were removed, an extra extraction step was made
using a high-pressure packing pump (Haskel), at
1000 p.s.i. (6.9 MPa), in a proportion of 20 ml of
methanol per g of sorbent. Afier extraction, the
solid-phase was removed from the tube and the
solvent was evaporated at room temperature.

2.5. Solid-phase characterization

Prepared phase was characterized by elemental
carbon analysis (using a Perkin-Elmer 240 CHN
analyzer), infrared spectroscopy (Perkin-Eimer 1660
FT-IR spectrophotometer) and thermogravimetric
analysis (TA Instruments 2050 TGA).

2.6, Cartridge preparation

The cartridges for off-line extraction were pre-
pared using 0.5 g of sorbent packed in a 5 ml syringe
made of polypropylene. The material was retained by
two polyethylene frits (20 jm pore size).

2.7. Breakthrough volume
To determine the breakthrough volume, a 20x4

mm trace enrichment column packed with sorbent,
an auxiliary pump (Waters 510 model} and a six-port
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switching valve coupled to a 1090 M LC system
(Hewlett-Packard, Waldbronn, Germany), having a
ternary gradient pump, a 25 pl injection loop, 2
diode array detector (DAD) and Pascal WorkStation
software was used. The sample was passed through a
pre-column containing the prepared phase at a flow-
rate of 5.0 mi/mir. The pre-column was enriched
with different volumes of sample (10, 20, 30, 50, 75,
100, 260, 300 ml) and a curve in which the peak area
~ is plofted against the sample volume was con-
structed. After enrichement, the valve was turned to
chromatographic column position and the separation
was carried out. The analysis conditions were as
follows: solvent A, 0.01% (v/v) aqueous NH,OH
(v/v) and solvent B, 0.01% (v/v) NH,OH in acetoni-
trile. The gradient profile was: 95% A at 0 min, then
linearly to 95% B in 20 min. The flow-rate was 1.0
mi/min. Two wavelengths were set, 220 and 252
nm, while absorbance spectra were recorded from
200 to 400 nm. Analytical separations were carried
out on a 250X4.0 mm 1.D. analytical column packed
with § wm Hypersil octadecylbonded silica.

2.8. Off-line extraction of pesticides

The cartridges were conditioned with 10 ml of
methanol and equilibrated with 3 ml of Milli-Q
water, without allowing the cartridges to dry. Two
different volumes of water samples, connected by
PTFE tubes to the conditioned cartridges, were
passed through the cartridges at a rate of 5-8 ml/
min. The cartridges were then suction dried for 10
min. The sample was eluted with 1 ml of methanol.
The extract was evaporated to dryness under a gentle
nitrogen stream. For HPLC analysis the residue was
dissolved in methanol—water (1:1, v/v). For recovery
studies, water samples spiked with 0.1, 1.0 and 10
g/l of pesticide were processed. Two replicates of
each extraction were carried out.

A commercial SPE cartridge, Supelclean C,, (0.5
g) was obtained from Supelco,

HPLC separations were performed with a modular
system consisting of the following components:
Rheodyne model 7125 injector with a 10 ul loop, 2
Waters 600E system controller, a Waters model 484
spectrophotometric detector (used at 235 nm) and a
Waters model 746 integrator. The column (150x4.6
mm LD.) was a Microsorb-MV C,,, 5 pm, and the

guard column (20X2 mm 1.D.) was Hypersil C,4, 5
pm.

3. Results and discussion

3.1. Characterization of ‘y-irradiated PMODS-
loaded silica

Thermogravimetric analysis shows a % (w/w)
decrease around 220°C, which can be attributed to
degradation of the polymer immobilizated onto the
silica. However, good thermal stability of these
materials, in the temperature range generally used for
extraction, is observed. A decrease in mass around
100°C can be attributed to loss of adsorbed water.

Infrared spectra of the support (silica) and of the
sorbents {60 and 80 kGy) were obtained. After
depositing the polymer onto silica, immobilization
and extraction of the excess of PMODS, the follow-
ing main characteristic bands were observed: 975
cm”™' due to silanols, and 2900 cm™' due to the
PMODS, implying that the polymer was incorpo-
rated onto the support even after extraction with
strong solvents such as n-hexane.

Table 1 shows the results of the characterization
tests, by elemental carbon, of the solid-phases,
obtained after immobilization of polymer, at two
different doses (60 and 80 kGy), and after extraction
of the excess polymer. The results were compared
with some commercial sorbents. For commercial
sorbents, the %C ranged from 10 to 17% and for the
sorbents obtained in this work the value was 12%.
Thus, the proposed method to obtain PMODS-loaded
silica immobilizated by gamma irradiation produces
%C similar to the commercial sorbents, with the
advantage of being a much easier, cheaper, less time
consuming process, which uses less toxic solvent
than the traditional methods (chemical reaction) [10).

3.2. Test of the performance of the C,, sorbents

3.2.1. Breakthrough volume

The breakthrough volume, ¥, represents the maxi-
mum sample volume which can be applied with a
theoretical 100% recovery and this measurement can
be used for predictions and comparisons among
several solid-phases as well. However, the maximum
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Table 1
Characteristics of the commercially available C,, sorberts and the sorbents obtained by immobilization of PMODS onto silica using gamma
iradiation
Commercial Company Type of bonding %C End-capped Pore size Particle size
name {nm) (nm)
Supelciean L.C-18 Supelco -8i(CH,)},C, H,;, 10 Yes 6 4045
o (monofunctional silane)
Bond Elut Varian =8iC, H,, 17 Yes [ 40-120
(trifunctional silane)
Sep-Pak C, Waters -8i(CH, },C,H,, 12 Yes 13 55-.105
' (monofunctional silane)
Sep-Pak C,, Waters —8iC, H,, 17 Yes 13 37-55
{trifunctional silane)
Sorbents from this work
C,; (dose 60 kGy) 12 No 10 40-63
C,; (dose 80 kGy) 12 No 10 40-63

amount that can be extracted corresponds to the
application of a volume equal to ¥, but with a
corresponding recovery lower than 100% [11]. De-
termination of the breakthrough volume is a major
optimization step in the development of any ana-
lytical method using SPE. Measurement of break-
through volume can be performed by monitoring
continuously or discretely the UV signal at the outlet
of a pre-column or cartridge. However, these meth-
ods are laboricus and time-consuming and relatively
high (mg/1) concentrations should be used, which do
not reflect real-life situations [11]. Another method
has been used for estimating ¥, values, where
various sample volumes are spiked with the analytes
and curves in which the peak areas are plotted
against the sample volume are constructed [12]. The
point where the curve deviates from linearity is
considered to indicate the breakthrough. Due to the
advantages of this method, including that the ¥, for
‘several analytes can be measured simultanecusly,
under real experimental conditions, this method was
used for determining the ¥, of the six pesticides
under study, in order to test the performance of the

new solid-phases. Table 2 shows the estimated
breakthrough volume for benomyl, tebuthiuron,
simazine, atrazine, diuron and ametryn.

According to Table 2, benomyl has the lowest ¥,
due to its high polarity. A 200 ml sample volume,
with each pesticide at 0.5 pg/l, was shown to be
suitable for enrichment of all the other pesticides.

3.2.2. Water analyses using off-line extraction

The selected herbicides inciude three classes of
pesticides widely used in Brazil. These pesticides
have the potential to contaminate drinking water
since they are soluble in water. The main concern in
pesticide residue analysis is to reach detection limits
as low as 0.1 pg/l, which is the maximum residue
limit for drinking water [13]. SPE using C, is a
sample preparation technique used to preconcentrate
triazine and phenylurea pesticides in water [14].
Thus, cartridges packed with the sorbents prepared in
this study were used to preconcentrate the selected
pesticides. Three different concentrations (10, 1.0
and 0.I pg/l) of each pesticide were spiked in
samples of ultra pure water in order to calculate the

;::::;cd breakthrough volumes (¥,) of six pesticides at a concentration 0.5 pg/l in drinking water

Dose ¥, (ml)

Gy Benomy! Tebuthiuron Simazine Atrazine Diuron Ametryn
60 IR >300 200 200 200 >300
80 100 : >300 200 >300 >300 >300
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Fig. 1. Chromatograms obtained for a water sample spiked with pesticides. (A) Blank Milli-Q water, (B} spiked Milli-Q water, (C) blank
tap water, (D) spiked tap water. 1=benomyl, 2=tebuthiuron, 3=simazine, 4=atrazine, 5=diuron, 6=ametryn. Chromatographic conditions:
C,s Microsorb-MV HPLC column, 150X4.6 mm 1.D. Mobile phase: acetonitrile—water—-NH,OH (40:60:0.1, v/v/ v), isocratic elution.

Spectrophotometric detection at 235 nm.

recovery for the extractions. Fig. 1 shows the
chromatograms corresponding to unspiked samples
and the same sample spiked with 0.1 pg/l of the
pesticide standards, obtained after the preconcen-
tration step. Tap water presented a broad peak at the
beginning of the chromatogram, due to humic and
fulvic acids present in this type of sample, interfering
with the integration of the benomyl and tebuthiuron
peaks. Thus, it is necessary to optimize the chro-
matographic separation, and a clean-up step could be
used prior the elution of the sample from the

Table 3

cartridge to decrease the peak from humic and fulvic
acids. However, suitable recoveries and resolution
for these peaks, by on-line preconcentration, have
been obtained and these results, including method
validation, will be presented in a future publication.
The recovery values were calculated only for Milli-Q
water spiked with the standards. Table 3 shows these
results for the recoveries. Good results were obtained
with sorbents prepared with radiation doses of both
60 and 80 kGy. Recoveries ranged from 73 to 103%
and RSD<16% were obtained, using cartridges with

Recoveries for Milli-Q water, in %, of tested pesticides using off-ling SPE cartridges with PMODS on silica immobitized by ~y irradiation at

60 kGy dose (n=2) and 80 kGy dose (n=2)

Pesticide Recovery (%)
Dose: 60 kGy Dose: 80 kGy Supelclean L.C-18
)
0.1 pg/T* I pg/1* 10 pg/t* 0.1 pg/l* 1 pg/l* 10 pg/t* 0.1 ngrl
Benomyl Bl*11 T6+12 99+4 89+1 73x10 96x4 79+2
Tebuthiuron 103+3 97+3 90x5 1018 97+14 866 78x5
Simazine 8412 101=2 94=x8 86*0 8549 953 789
Atrazine 96+10 942 98] 85=3 88+3 1033 74+4
Diuron 91x] 97+1 95+4 94+6 80x5 1033 79+1]
Ametryn 82+8 101%x] 94*8 93%3 962 102=*1 76+4

* Sample volume=200 ml.
® Sample volume=20 ml.
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0.5 g of sorbent and sample volumes of 20 ml (10
pg/l) and 200 ml (0.1 pg/l and 1 pg/l). A
Supelclean C ; (Supelco), 0.5 g, was used for sample
enrichment in order to compare the results (re-
coveries ranged from 74 to 79%).

4. Conclusions

This work presents a fast, easy and effective
procedure to obtain silica-based C ,-type sorbents
for use in SPE.

The ‘breakthrough volumes were estimated and
water samples spiked with a mixture of pesticides
(benomyl, tebuthiuron, diuron, simazine, atrazine
and ametryn) were extracted in the off-line mode in
order to test the performance of these sorbents. Good
recoveries were obtained with both immobilized
sorbents (60 and 80 kGy), which can be attributed to
PMODS chain cross-linking, giving solid-phases
with excellent retention for these pesticides. The
main advantages of this procedure are good per-
formance, lower cost, simplicity and reduction of
toxic residues.
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