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RESUMO

Titulo: “Determinagio Multirresiduos de Pesticidas em Agua por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com Enfase em Detecglio por Espectrometria de Massas e Novos Sorventes para extragio
em Fase Solida”.

Autora: Sonia Claudia do Nascimento de Queiroz
Orientadora: Profa. Dra. Isabel Cristina Sales Fontes Jardim

Palavras-chave: determinagio multirresiduos de pesticidas, andlise de 4gua, CLAE, extracio em fase
solida, extragio liquido-liquido, CL/EM.

Neste trabalho foi desenvolvido um método visando a “determinagiio multirresiduos™ de pesticidas
em 4gua. Onze pesticidas foram estudados: 2,4-D, linuron, diuron, atrazina, ametrina, tebutiuron,
simazina, dimetoato, catbendazim, carbaril e 3,4-DCA. Dois métodos de extragio e pré-concentracio
dos pesticidas foram comparados: extragio liquido-liquido (ELL) e extragio em fase s6lida (EFS). Os
pesticidas foram analisados em um cromatdgrafo 2 liquido acoplado 2 um detector espectrométrico
de massas; a separacdo foi1 realizada usando uma coluna analitica de fase reversa tipo C-18 e eluigio
com gradiente. A ELL mostrou ser adequada para ser utilizada como técnica de extracio e pré-
‘concentragdo dos analitos, exceto para o carbendazim. A EFS, usando como sorvente o copolimero
estireno-divinilbenzeno (Supelclean Envi-chrom P), foi apropriada para a determinagio do conjunto
de pesticidas estudados, exceto para o linuron. A metodologia foi validada ¢ limites de deteccio de 0,1
Hg/L ou menores foram encontrados, exceto para a 3,4DCA e 24-D. O detector de massas mostrou
set robusto e possibilitou detectabilidades e seletividades adequadas para anilises de rotina.

Também foram desenvolvidos materiais do tipo fase reversa, C-8 e C-18, obtidos através do
recobsimento da  silica por  polissiloxanos, (polimetiloctilsiloxano-PMOS ou
polimetiloctadecilsiloxano-PMODS) e imobilizagio através de diferentes processos: irradiagio gama,
microondas ¢ temperatura para serem usados em EFS. Estes materiais foram caracterizados através
de espectroscopia no infravermelho, andlise elementar, anilise termogravimétrica e microscopia
- eletrdnica de varredura Foram estimados os volume de breaktbrough para o benomil, tebutiuron,
simazina, atrazina, diuron ¢ ametrina. Estes sorventes foram aplicados para anilise dos pesticidas em
amostras de dgua nos modos on-#ne e off-kne, e em urina mostrando desempenho tio bom quanto os
dos sorventes comerciais. -
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ABSTRACT

Title: “Multiresidue Determination of Pesticides in Water by High Performance Liquid
Chromatography, with emphasis in Mass Spectrometry Detection, and New Sorbents for Solid Phase
Extraction”.

Author: Sonia Claudia do Nascimento de Queiroz
Promotor: Prof. Dr. Isabel Cristina Sales Fontes Jardim (President)

Key-words: multiresidue analysis of pesticides, water analysis, HPLC, solid-phase extraction, hqmd—
liquid extraction, LC/MS.

A multiresidue method for determination of pesticides in water samples was developed. The
following pesticides were studied: 2,4-D, linuron, divron, atrazine, ametryn, tebuthiuron, simazine,
dimethoate, carbendazim, carbaryl and 3,4 DCA. Two methods of extraction and preconcentration
were compared: liquid-liquid extraction (LLE) and solid-phase extraction (SPE). The pesticides were
analysed by liquid chromatography coupled with mass spectrometry. The separation was carried-out
using a reversed phase C-18 analytical column with gradient elution. LLE was shown to be suitable as
an extraction and preconcentration technique, except for catbendazim; while SPE, using the
-copolymer styrene-divinylbenzene (Supelclean Enwvi-chrom P), was suitable for the pesticide
extraction, except for linuron. The methodology was validated and limits of detection at 0.1 pg/L or
lower were obtained, except for 3,4-DCA and 2,4-D. The LC/MS procedure was robust and good
detectibility and selectivity was obtained for routine analysis.

New reversed-phase sorbents, C-8 e C-18, for SPE were developed. These were obtained by
depositing polysiloxanes (polymethyloctylsﬂoxane—PMOS or polymethyloctadecylsﬂoxane—PMODS)
onto silica, with immobilization using different process: gamma trradiation, microwave and
temperature. These sorbents were characterizated by elemental analysis, infrared spectroscopy,
scanning electron microscopy and termogravimetric analysis. The breakthrough volumes for
benomyl, tebuthmuron, simazine, atrazine, diaron e ametryn were estimated. These sorbeats were
applied in analysis of pesticides in water samples in both the on-line and off-line modes and in urine.
The performance of these sorbents was at least as good as that of commercial cartridges.
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11) dimetoato.

Cromatogramas obtidos para a separagio da mistura de padrdes de
pesticidas: 1= carbendazim; 2= dimetoato; 3= simazina; 4= tebutiuron; 5=
carbaril; 6= 3,4-DCA; 7= atrazina; 8= diuron; 9= ametrina; 10= hinuron. A)
utilizando detector ‘espectrdmetro de massas ("Fud sun”) e B) detector
UV/Vis. (A\=235 nm). Condi¢des cromatograficas: coluna analitica de 250 x
4,6 mm, C-18, tamanho de particula de 5um, Phenomenex. Vazio =1
ml./min, eluigio por gradiente com metanol e dgua pH 3,8. Gradiente: 45%
de MeOH 3 55% em 20 min., de 55% 4 75% em 17 min., em seguida
manteve-se¢ a composi¢io constante por 7 minutos e depois retornou as
condigBes iniciais em 3 minutos.

Espectros de massas. A) dimetoato, B) carbaril ¢ C) carbendazim..............
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IIL4 Cromatogramas obtidos para amostra de igua da tomeira utilizando com

Iv.i

V.2,

Iv.3

fase sOlida: Supelclean Envicarb. A) Fal/ scar; B) Detecgio de simazina em t
168 min e () Dehecc;ao de atrazina em t; 250 min. Condigbes
cromatogrificas: idem 3 figura IIL2. .

Sistema para extragdo of-kine simultinea de AMOSLLAS......oveemreevsreemseersrsmressressssonss

Espectro de IV da silica gel...uuirmmmcssenss s cesseressssssssssenrsscnerssssssssne

Espectros de IV dos sorventes tipo C-18. A) Imobilizagio térmica
(4h/120°C); B) Microondas; C) I:radmgao gama (60 kGy); D) In'admgao
£amMa (B0 KGy)uurrreesinisirsensccasissicnssnmssassecsssasssonssaneaensns

Espectros de IV das fases tipo C-8. A) Imobilizagio térmica (4h/120°C); B)

Irradiagio gama (dose 60 kGy); C©) In:ad:agao gama (dose 80
kGy).... vereseniustssaerarresasates

Micrografias eletrdnicas de varredura: A) silica pura; Sorventes tipo C-18
obtide por: B) imobilizagio térmica 4h/120°C), C) imobilizagio por
m.tcroondas, D) imobilizagio por irradiagio gama, dose 80 kGy

Micrografias dos sorventes tipo C-8: A) imobilizagio. térmica (4h/120°C), B)

‘imobilizagdo por irradiagio gama, dose 60 kGy e C) imobilizagio por

irradiagio gama dose, 80 KG. .cuevincncimcesersnsensessesssssssssasmsnesesrisne

Cromatogramas obtidos para igua fortificada com pesticidas. A) branco de
Milki-Q, b) dgua Milli-Q fortificada, C) branco de 4gua de torneira, D) dgua
de tomeira fortificada.1) benomil (t; = 3,3 min), 2) tebutiuron (t; = 4,4 min),
3) simazina (tz = 6,1 min), 4) atrazina (t = 9,8 min), 5) diuron (tz = 11,4
min), 6) ametrina (t = 16,0 min). Condigdes cromatogrificas: coluna C18
Microsorb-MV de 150x4.6 id. mm. Fase mével: ACN/H,O/NH,OH
(40:60:0,1, v/v/v), eluigdo isocritica. Detecgio UV a 235 am...

Volumes de brakthrough para as fases tipo C-18 com diferentes
imobilizagdes. A) Microondas, B) Imobilizagio térmica (120°C/4h); C)
Irradiagio gama (60kGy) e D) Irradiagio gama (80 kGy). Legenda: m
Benomil; ¢ Tebutiuron; A Simazina; V¥V Atrazina; ¢ Divron;

-XXiv-

103

108

108

109

110

11

118



Capitulo I - Introdugdo

CAPITULO I - INTRODUGAO

“Os homens que amam o trabalho sdo naturalmente ofimistas.

A vida ¢ 0 priprio labor em evolucdo, ¢ amar o trabalho ¢ amar a vida.”

Austragésilo de Athayde
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I.1. INTRODU(;AO
1.1.1. O uso de Pesticidas

Pesticidas, agrotéxicos, praguicidas ou defensivos agricolas sdo
denominagdes genéricas de substincias utilizadas para o controle de animais ou
vegetais que possam trazer problemas a agricultura ou a satde publica. Ainda que
seja admitida a necessidade do controle quimico, uma vez que sfo indmeros os
exemplos de safras integralmente perdidas devido i agdo predatéria de pragas
(ver Tabela L.1), caso as aplicagdes de tais produtos sejam feitas de forma
racionalizada, os problemas ambientais poderam ser significativamente
reduzidos. O que se observa em muitos casos sdo aspersdes sem controle de
dosagens, manuseios indevidos dos recipientes, sendo freqiientes as descargas de
restos de produtos e lavagens dos galdes utiizados nas aguas naturass. E,
principalmente, em alguns casos nio sao observados os afastamentos necessirios
das plantagOes das margens dos rios e ndo sido construidos sistemas de drenagem
que impecam o acesso de aguas de enxurradas aos mesmos. Os pesticidas que
sdo aplicados na lavoura e depositados no solo eventualmente sio transportados
para as aguas superficiais através de virios mecanismos e seus residuos podem
permanecer no meio ambiente, causando fiscos potenciais a0s ecossistemas
aquaticos e 2 satde humana.” ? Esta é uma situagio que demonstra claramente
que os problemas de contaminacio das aguas devem ser resolvidos na fonte
geradora. Uma vez atingidas as 4guas naturais, pouco se pode fazer no sentido de

reverter os prejuizos da qualidade que, neste caso, sio muito sérios.?

Os pesticidas sio classificados como mseticidas, acaricidas, fungicidas e
herbicidas. Idealmente, eles devem ter uma acio toxica especifica para um dado

organismo alvo e nio afetar outros.* H4 casos onde 2 agio € especifica, como por
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exemplo os herbicidas sistémicos, que atuam através da seiva das plantas, porém
na maioria das vezes eles agem oMo venenos e atingem todo o ecossistema e
também os seres humanos. Conseqilentemente, 0 uso de pesticidas requer
cuidadosz sele¢io e quantificagio, bem como meios de aplicagio que minimizem
os efeitos para os organismos “pio-alvo”. Além disso, muitos pesticidas sio

persistentes, ¢ podem portanto bio-acumular no meio ambiente.’

Tabela I.1 - Pragas na agricultura.®

Animal Vegetal Atingido |
Moluscos (caramujos)' Café e hortalicas
Nematdides (vermes) Café, céco, banana, algodio e batata
Aracnideos (aranha) Café
Acaros (carrapatos) Algodzo, mamio, batata, mandioca e beterraba
Crusticeos (tatuzinhos de jardim) Hortalicas e viveiros
Miridpodos (piolhos de cobra) Batata, mandioca e beterraba
- Gafanhotos Plantas em geral
Grilos e Paquinhas Hortas, viveiros e jardins
Percevejos Soja, batata e algodio
Cigarrinhas Cana ¢ frutas em geral
Colchonithas Frutas, café, batata, algodio
Pulgdes Mulho, cana, batatinha, algodio, laranja e trigo
Brocas Café, cana e abacax:
Lagartas Soja, amendoim, frutas, milho, tomate, trigo, algodio e
gramineas
Gorgalho Feijao, milho ¢ trigo

Os maiotes problemas do uso inadequado de agrotéxicos ocorrem nos
paises em desenvolvimento, onde milh&es de pessoas sio contaminadas todos os
anos.” Na tentativa de resolver esses problemas, programas educacionais e de

- treinamento tém sido ministrados.?
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Em contrapartida 2o uso de agrotdxicos, tem sido observada uma
crescente tendéncia no uso de controle biolégico.” Por exemplb, na regido sul do
Brasil, cerca de 1,2 milhdo de hectares de soja (cortespondente a 10% da area
total do plantio no pais) utiliza um virus (Baculovirus anticarsia) no combate 2
lagarta-da-soja (Anticarsia gemmatalis). Pata o combate da broca-da-cana, o
agricultor pode usar vespinhas do género Cofesia. Na citricultura, as vespas
Ageniaspis citricola, ajudam a combater a incidéncia de cancro citrico nos pomares
paulistas. A joaninha & predadora natural de cochonilhas e alguns tipos de
bactérias combatem a praga do algodio. O uso de técnicas agricolas, tal como a
rotagio de culturas, também diminui 2 incidéncia de pragas.

Apesar do protesto dos ecologistas e dos adeptos aos alimentos organicos,
enquanto o0s agrotoxicos representarem lucros para os fazendeiros, o uso desses
produtos serd mantido. A Figura L.1 apresenta um grifico mostrando a venda

crescente de defensivos agricolas no Brasil."
1.1.2. Importancia do Controle de Qualidade das Aguas

A descarga de pesticidas nas 4guas leva i contaminagio quimica que traz
diversos problemas 4 satide piiblica, em geral muito graves. As conseqliéncias que
se pode ter com a contaminagio por pesticidas estio diretamente relacionadas 4
toxicidade do composto, a0 grau de contaminagio e a0 tempo de aplicagio. As
principais vias de entrada de compostos orginicos no organismo humano e
animal sio a gastrointestinal, respiratéria e dérmica’’ Os pesticidas sdo
amplamente acumulados no organismo em tecidos lipidicos, figado, rins, cérebro

e coragio.”



Capitulo I - Introdugdo

USD 1.800.000 -
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Figura I.1 - Volume de vendas de defensivos agricolas no Brasil - 1990/1999.1°

Devido a0 alto grau de toxicidade, muitos compostos sio classificados
como “substincias priorititias”. O termo “prioritiria” se aplica a todas as
substincias que sdo identificadas em fontes de 4guas em concentracdes maiores
que 0,1 pg/L, que sio relevantes a saide publica (suspeitos de serem
carcinogénicos ou mutagénicos) e sio também (as vezes) encontradas em igua
potavel.”

Pensando nisso, a Agéncia de Protegio Ambiental dos Estados Unidos
(EPA) elaborou uma lista contendo as propriedades dos pesticidas que indicam o
seu potencial em contaminar aguas superficiais, na qual inclui, dentre outros, a
solubilidade em agua (>30 mg/L); o coeficiente de adsorcio linear do pesticida
no solo, K, (<5, usualmente <1); o coeficiente de adsor¢io a matéria orginica,
K, (< 300-500 mL/g); o coeficiente de particio octanol/igua, K, (<300); os
tempos de meta-vida de hidrélise (>25 semanas) e de fotolise (>1 semana) e o

14, 15

tempo de meia-vida de dissipagio no solo (>3 semanas). Baseado nestas

propriedades a EPA elaborou uma lista de pesticidas “prioritirios”, que
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inicialmente continha 161 substincias e foi desenvolvida em 1984.' Em outubro

de 1986 foi reduzida para 100 pesticidas e seus produtos de degradagio."”

A Unifo Européia (ECC) também possui legislagio propria com respeito
aos limites miximos permitidos para 4gua potavel e estabelece o valor de 0,1
ug/L para pesticidas individuais e 0,5 pg/L para a soma de vérios." A lista de

“substincias prioritarias” da ECC é conhecida como “lista negra”.

As diferencas entre as listas de pesticidas priontirios elaboradas pela EPA
e pela EEC foram discutidas por Barcel6.”” Uma das principais diferencas entre
os programas de regulamentacdes dos Estados Unidos e da Uniio Européia é
que na Europa cada pais usa o seu proprio método, a0 passo que nos Estados
Unidos os métodos EPA sio amplamente usados. A EPA estabelece limites de
tolerincia baseados em dados de toxicidade e cada pesticida temn um nivel
méximo permitido enquanto que a ECC estabelece um valor fixo (0,1 pg/L para
pesticidas individuais e de 0,5 pg/L para soma total). Os valores da ECC ndo
si0 baseados em dados toxicologicos e em alguns casos niveis maiores sio
peﬁraitidoé, porém de uma forma geral a legislacio é bastante rigida e tem
resultado no desenvolvimento de métodos analiticos capazes de detectar estes

niveis baixos de concentragio.

A Organizacio Mundial da Saide também tem apresentado os requisitos
para as concentracdes de residuos de pesticidas fornecendo informagdes
necessarias sobre os métodos analiticos para a determinacio de pesticidas

“prioritirios” e seus produtos de transformagdes em amostras de dguas.”
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Com base neste quadro, torna-se de vital importincia para a sociedade
modema o desenvolvimento de metodologias para detecgdo e quantificacio

destas espécies residuais.
I.2. Anilise de Residuos de Agrotéxicos

Segundo o decreto n 98.816, “residuo de agrotéxico” é definido como
sendo uma substincia ou mistura de substincias remanescentes ou existentes em
alimentos ou no meio ambiente, decorrente do uso ou da presenica de
agrotoxicos e afins, inclusive quaisquer dervados especificos, tais como,
produtos de conversio e de degradagio, metabélitos, produtos de reagio e
umpurezas consideradas toxicoldgica e ambientalmente importantes.® Neste
decreto houve a substituicio do termo “pesticidas” por “agrotéxicos”, entretanto

devido 2 sua popularidade o termo “pesticida” sera utilizado neste texto.

A anilise de residuos de pesticidas geralmente é bastante complexa e

envolve virias etapas as quais estio descritas a seguir.
I.3. Amostragem e Armazenamento de Amostras

Em programas de monitoramento de pesticidas, a amostragem € o passo
inicial e uma das etapas mais criticas. Assim, a sele¢io do processo de
amostragem € de fundamental importincia. Tanto as agéncias de regulamentagio
quanto os Orgios de pesquisa levam em consideragio a representatividade da
amostra. Isto significa que uma quantidade suficiente de amostra deve ser
coletada de forma a representar a vadabilidade total do sistema. Em geral um
plano especifico de amostragem deve definir clara e sistematicamente todos os

passos requeridos para a coleta da amostra.
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Apds a coleta apropriada da amostra, um outro aspecto importante ¢ a
garantia da integridade da amostra até o momento de analise.”? A estabilidade
dos pesticidas é um fator muito importante. Em alguns casos, produtos de
degradagio sdo mais estaveis que 0 composto original, assim o alvo da anilise
deve ser focado nestes produtos. Em geral, as meias-vidas dos pesticidas a baixas
concentragdes, ug/L, sio, conforme esperado, muito dependente das condi¢ées
de estocagem (pH, exposi¢io i luz e temperatura). Degradagio biolégica também
é um fator importante. Para alguns compostos, 2 degradagio pode ser muito
rapida. Estudos de degradagio de pesticidas carbamatos em 4gua mostraram que
as perdas podem levar 20 dias para alguns compostos,” ao passo que para outros,
perdas de até 90% podem ocorrer em apenas um dia.® Em geral as amostras
devem ser analisadas o mais rapido possivel apds terem sido coletadas. As perdas
podem ser devido i adsorgio dos pestiidas nos frascos, hidrolise,
biodegradagio, fotolise e evaporagdo. Cada um destes mecanismos ird depender

das propriedades fisico-quimicas dos pesticidas e da mateiz.*
1.4. Extracdo e Pré-concentragio de Pesticidas

A analise de pesticidas compreende, basicamente, as etapas de extragio do
analito da matriz, remocio de interferentes (clan-u#p), pré-concentragio e anilise
quali/ quanﬁté.ﬁva. Muitas vezes as etapas de extragio e pré-concentracio sio
realizadas simultaneamente € as técnicas mais utilizadas sdo a extracio liquido-
liquido (ELL) e a extracio em fase sélida (EFS). Outras técnicas” descritas na
literatura, ta.ls como, extragio com fluido supercritico, extracio com Soxhlet,
extragdo por microondas e extragio com solvente acelerado, néo serio descritas
aqui devido 20s seus usos serem limitados 4 amostras sélidas e a énfase neste

trabalho ¢é dada pm amostras liquidas.
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I.4.1. Extragdo Liquido-Liquido (ELL)

Na extragdo liquido-liquido ocorre 2 partigio da amostra entre duas fases
imisciveis (orginica e aquosa). A eficiéncia da extracio depende da afinidade do
soluto pelo solvente de extragio, da razio das fases e do niimero de extra¢des.
Para alguns sistemas, o valor da constante de distribuigio, K, entre as fases pode
ser aumentado pelo ajuste do pH, para prevenir a ionizacio de 4cidos ou bases,
pela formagio de par-i6nico com solutos ionizaveis, pela formagio de complexos
lipofilicos com ions metilicos ou pela adigio de sais neutros, para diminuir a

solubilidade de compostos orginicos na fase aquosa.?®

A ELL é considerada uma técnica clissica de preparagio de amostra e tem
sido ainda utilizada em anilises de diversos tipos de substincias, pois extratos
bastante limpos podem ser obtidos com alta seletividade para alguns analitos. A
ELL apresenta as vantagens de ser simples (na configuragio mais comum usa-se
um funil de separagio ou tubos de centrifuga) e possuir um nirmero grande de
- solventes puros disponiveis comercialmente, os quais fornecem amplas faixas de
solubilidade e seletividade. Eatretanto, esta técnica possui uma série de
desvantagens, tais como: as amostras com alta afinidade pela 4gua sio
parcialmente extraidas pelo solvente orginico, resultando em perdas do analito;
impurezas do solvente sio concentradas junto com a amostra, implicando no uso
de solventes ultrapuros; pode ocorrer a formagio de emulses, o que implica em
grande consumo de tempo; volumes relativamente grandes de amostras e de
solventes sio requeﬂdds, gerando problemas de descartes; alguns solventes
orginicos sAo tOXicos; 0 processo é suscetivel a etros e, relativamente, de dificil

automacio.

10
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Embora a ELL seja considerada uma técnica bastante desvantajosa, alguns
estudos usando microextragio liquido-liquido (MELL) mostraram ser alternativas
vidveis para anilise de compostos orginicos em 4gua. O principio da MELL é
baseado na extragio de um volume grande de amostra (~400 ml) com um
volume pequeno de solvente (~500 pL) e pode ser aplicado em analises por
Cromatografia Gasosa (CG) sem a etapa de evaporagio. A microextragio
liquido-liquido foi aplicada na analise de alaclor e dois de seus derivados em

amostras de dgua.”
1.4.2. Extracio em Fase Sélida (EFS)

Hoje em dia a extragio em fase sOlida é uma das ferramentas mais
poderosas ¢ mais empregadas para a extragio e/ou pré-concentracio de analitos
presentes em matrizes complexas, permitindo que concentragdes a nivels muito
baixos (tragos) sejam detectadas pelos instrumentos. Esta técnica possui avangos
quando comparada 2 técnica tradicional da extragio liquido-liquido,
principaimente com relagio a redugio da quantidade de solventes e amostra
envolvidas em cada extracio. Além disso, muitos analitos polares, tais como,
produtos de degradagdo de micropoluentes orginicos, nio podem ser extraidos
com boas recupera¢des quaisquer que sejam os solventes organicos imiscivels em
agua utilizados. Uma conseqiiéncia disso é que a EFS tem sido utiizada cada vez
mais, inclusive em métodos oficiais, como os recomendados pela Agéncia de

Protecio Ambiental dos Estados Unidos (EPA).

A técnica de extragio em fase solida foi revisada recentemente por
Hennion * e por Majors. A EFS emprega sorventes recheados em cartuchos,
nas formas de barril ou seringa, ¢ os mecanismos de retengio sio idénticos

aqueles envolvidos em cromatografia liquida em coluna. Um cartucho tipico é

11
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formado por um tubo de polipropileno contendo cerca de 50 a 500 mg de
sorvente, com 40-60 Lm de tamanho de particula, retidos no tubo através de dois
filtros. O formato de cartucho pode variar de maneira a ser compativel com os
sistemas roboticos de preparagio de amostras. Os reservatérios tém sido
modificados para conter volumes ctescentes de amostra. Alguns fabricantes tém
incluido um filtro integrado aos cartuchos para evitar entupimentos, quando

amostras contendo particulas sio extraidas (por exemplo 4guas superficiais).

Em geral, os procedimentos de EFS envolvem 5 etapas: i) ativagio do
sorvente para deixar os sitios ativos disponiveis; ii) condicionamento do sorvente
com solvente adequado para ajustar as for¢as do solvente de eluicio com o
solvente da amostra; iii) introdugio da amostra, quando ocorre a retencio do
analito e 3s vezes de alguns interferentes; iv) limpeza da coluna para retirar os
interferentes menos retidos que o analito; v) eluigio e colegio do analito.’> 3 A
Figura 1.2 mostra a seqiiéncia de um procedimento de extracio em fase sélida
direcionado para a pré-concentragio de analitos e o ckan-#p (limpeza, ou remogio

~ de interferentes) da amostra.

Atualmente, um grande nimero de sorventes é disponivel comercialmente.
Em geral, os materais de recheio, empregados para EFS, sio similares aos
usados em cromatografia liquida (Tabela 1.2). Assim, carviio ativado, alumina,
silica gel, silicato de magnésio (Florisil), fases quimicamente ligadas e polimeros
(por exemplo, o copolimero de estireno entrecruzado com divinilbenzeno), tém
stdo empregados. Os gi:dpos mais freqiientemente usados como sorventes i base
de silica quimicamente ligada podem ser divididos em 3 categorias: i) fase reversa
(FRY; ii) fase normal (FN) e iii) troca iénica (TT).

12
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Figura 1.2 - Esquema do procedimento de extracio em fase sélida off-line:
A) ativagio e condicionamento do cartucho; B) aplicagio da amostra, com
retencdo do(s) analito(s) e dos interferentes; C) troca de solvente e eluicio de
alguns dos interferentes (clean-up); D) troca de solvente e eluigio do(s) analito(s),

com retenc¢ao de outros interferentes.

A EFS empregando fase normal usualmente substitui a adsorcio em
extragdes de solutos polares que podem sofrer adsorcio irreversivel e nio serem
eluidos do cartucho. A amostra ¢ aplicada em um solvente de baixa polaridade e
os analitos serdo retidos em maior ou menor grau (dependendo de suas
polaridades) na fase sélida. Em seguida, um solvente polar, como em adsorcio, é
aplicado para romper a interagio do analito com a fase sélida polar e eluir os

analitos.

13
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Tabela 1.2 - Exemplos de sorventes utilizados em EFS.

NAO POLARES
C18  Octadecilsilano =8i«{CHy)17 -CHa
C8 Octilsilano =Si{CHy)y -CH,
c2 Edlsilano =SiCH,-CH,
C1 Metilsilano =8i-CH,
PH Fenilsilano ESi—D
CH ' Cicloexilsilano ESi-%
POLARES
FL.  Flosisil MgO;Si
Al Alumina Aian
St Silica Sio,
1CN Cianopropilsiiano =8i-CHx-CH,CH,CN

20H Diolsilano =Si-CHy CH,CHy O-CH CH-CH,

' OH OH
NH2 Aminopropilsilano =8i-CH,-CH,-CH,-NH,
PSA  N-Propiletilenodiaminossilano 28i-CHo-CHx-CHy-NH-CH,CHoNH,

TROCA IONICA
SCX  Benzenossulfonilpropilsilano =8i-CHz -CH2-CH2 '@ SOz H*
PRS  Sulfonilpropilsilano =8i-CHx-CH,-CH,-SO4'Na*
|CBA  Carboximetilsilano =Gi-CHp-COOH

DEA  Dietilaminopropilsilano =8i-CHy-CHy-CH,-N(CH5-CH3),
SAX  Trimetilaminopropilsilano =8i-CH2-CH2-CH2-N*(CH3)sCl
PSA  N-Propiletilenodiaminossilano #8i-CHy-CH-CHo-NH-CH,-CH,-NH;

14
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Na EFS empregando fase reversa, acontece o oposto: a fase movel
apresenta maior polaridade que a fase sélida, que retém os analitos menos polares
presentes em solventes polares. Posteriormente, os analitos retidos serdo eluidos
com un solvente de baixa polaridade. Uma vez que o aumento do tamanho das
cadetas hidrocarbonicas aumenta o carater apolar do sorvente, em muitos casos o
uso de fases do tipo octadecil (C18) pode acarretar em uma retengio de analitos
apolares maior que a desejada. Neste caso, empregam-se sorventes contendo

cadeias menores como octil (C8) ou butil (C4), diminuindo a retengio.

Para aumentar a  seletividade da extragio os sorventes podem ser

combinados das seguintes maneiras:

1) Dentro de um mesmo cartucho de extragio, usando as chamadas fases
mistas com varios grupos funcionais de caracteristicas diferentes higados ao

mesmo suporte;

1)  Fazendo sucessivas extracbes com cartuchos de diferentes recheios,

passando o matenal eluido do primeiro cartucho para o segundo no modo

“on-liné” ou “off-lkiné’;

ity =~ Recheando o mesmo cartucho com diferentes sorventes, em camadas,

resultando em uma coluna de extragio tipo sanduiche.
1.4.2.1. Modos de Extragio “Off-line” e “On-line”
‘A EFS pode ser subdividida em dois modos: “gff-dne” e “on-liné”.

No modo “gff-4né’, a etapa de extragio e/ou concentragio do analito é

realizada separadamente do sistema cromatogrifico. Apos o preparo, a amostra é
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introduzida no sistema cromatogrifico por meio de um injetor, como qualquer
outra amostra. Hoie em dia, muitos equipamentos para extragdes miltiplas estio
disponiveis comercialmente. Alguns deles fazem o processo de extragio
automaticamente, mas a transferéncia da amostra para o injetor cromatogrifico é
manual (sistema semi-automitico), enquanto outros, além de extracio
automatizada, sio também capazes de transferir a amostra a0 sistema

cromatogrifico (sistema completamente automatico).

No sistema “on-kné”, a etapa de extragio e/ou concentracio do analito é |
realizada no préprio sistema cromatogrifico, onde sio inseridos alguns
acessOrios. Na configuragio “on-4né”, o sistema de extragio em fase solida faz
parte do cromatégrafo a liquido e esti fregilentemente inserido na alca de
amostragem, sendo, apds a pré-concentragio, conectado diretamente na linha de
alta pressio da fase mével, que atua como eluente -da amostra. Faz parte da
éxtragio “on-fne” uma técnica chamada de comutacio de colunas, qﬂe inchn
todos os métodos nos quais a diregio do fluxo da fase mével é alterada por meio
de uma valvula rotatéria, onde o efluente de uma coluna é desviado para uma
outra coluna ap6s um certo intervalo de tempo. A primeira coluna, coluna de
enriquecimento, é freqiientemente de baixa eficiéncia e faz um enriquecimento
ou pré-concentragio da amostra. A fragio contendo o analito é transferida para
uma segunda coluna, coluna analitica, que possui aita eficiéncia. O arranjo mais
comum esti mostrado na Figura 1.3. Quando o injetor esti na posigio "pré-
concentragio”, a amostra é bombeada pela bomba 1 através da coluna de
ensiquecimento, onde os analitos so retidos. Simultaneamente, a fase mével é
bombeada pela bomba 2 passando diretamente para a coluna analitica. Quando a
etapa de pré-concentragio termina, a vilvula de inje¢io € colocada na posigio
"dessorgio" e entdo a fase mével passa pela coluna de enriquecimento e remove

os analttos, enviando-os para a coluna analitica, onde sio separados. Esta técnica

16



Capitulo I - Introdugdo

nio requer manuseio da amostra entre as etapas de enriquecimento ou pré-
concentracio e separagio, e ¢é, portanto, adequada para sistemas totalmente
automatizados. Esta técnica representa uma maneira facil, eficiente, moderna e
confidvel para anilise de tragos. Algumas das principais vantagens sio: a
diminuigio dos riscos de contaminacio, 2 eliminagio de perdas do analito por
evapdragﬁo e finalmente a transferéncia e anilise da totalidade das espécies
‘extraidas. Em contraste com a EFS “gftdne”, onde somente uma aliquota do
extrato € injetada no cromatégrafo, a anélise da amostra completa permite que o

volume de amostra seja drasticamente reduzido.

descarte

entiquecimento

coluna de

coluna analitica

coluna analitica

amostra ——

bomba 1 bomba 1

Figura 1.3 - Diagrama do sistema "comutagio de colunas”. A) Pré-concentragio

e B) Dessor¢io e separagio cromatografica.

E surpreendente verificar que embora a cromatografia gasosa (CG) tenha
sido o método preferido dos quimicos analiticos por um longo perodo, o
acoplamento “on-kne” de EFS com CLAE foi a primeira técnica “on-Ane” robusta.
Istb-pode ser explicado pela boa compatibilidade entre as fases méveis da CLAE

com amostras ambientais e biolbgicas, as quais sio aquosas. O acoplamento de
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CG “on-kne” € mais delicado devido A incompatibilidade inerente entre a parte

aquosa da etapa de EFS e a parte gasosa da CG.
1.4.2.2. Recentes Desenvolvimentos em EFS

Na 4rea ambiental os recentes desenvolvimentos estio focados na pesquisa
de técnicas envolvendo extracdes de varios analitos (multirresiduos) com ampla
faixa de polaridades, com posterior determinagio por CLAE, visando alta
eficiéncia de extragio, com redugio de tempo e de custo. Portanto, as pesquisas
tém sido direcionadas para a obtengio de sorventes mais seletivos, para novas
configuragdes cromatogrificas e automagio. Alguns aspectos representativos

estio citados a seguir.

1.4.2.2.1. Preparo de Materiais Baseados em Suporte de Silica para
EFS

A grande maioria das fases utilizadas em EFS com mecanismo de
separagio baseado em partigdio sio preparadas a partir de silica. Silica gel é o
suporte mais popularmente utilizado devido i grande disponibilidade de materiais
com didmetros de poros diferentes, uniformidade de poros, resisténcia mecinica
a elevadas pressdes, alta drea superficial e facilidade de derivatizacio. Além disso
hi um grande conhecimento de sua superficie. ** A principal desvantagem dos
materiais baseados em silica sdo: instabilidade na faixa fora do pH 2-8, devido 2
hidrélise dos grupos siloxanos (=5i-O-Si=) que fazem parte da estrutura das fases

quimicamente ligadas em pH baixo e a solubilidade da silica em meio basico.

No caso mais comum de preparo de fases, faz-se a silica reagir com um

derivado organoclorossilano, ligando o grupo alquil (R) do reagente 4 estrutura da
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silica (fase quimicamente ligada). A Figura 1.4 mostra o esquema da reagio de

sintese de um sorvente empregado em EFS.

Neste exemplo, a reagio pode ser com um, dois ou mais grupos
funcionais, sendo chamada de derivatizagio monofuncional, difuncional, etc. A
escolha do grupo R definird se a fase preparada seri polar R = propil-OH,
propil-CN, propil-NH,, etc.) ¢, portanto denominada “fase normal”, ou apolar (R
= (18, C8, C2, etc.), denominada “fase reversa”. No caso de fase reversa, quanto
maior a cadeia do radical alquil, mais apolar sera a fase, apresentando assim maior
potencial para reter analitos apolares. De forma andloga 4 CLAE, os grupos
silanodis (=5i-OH) remanescentes na fase estacionaria (Figura 1.4) podem atuar
como sittos de adsor¢do e, desse modo, criam uma superficie heterogénea. Isto é
usualmente resolvido através do tratamento com trimetilclorossilano, como em
CLAE. O tameticlorossilano é um reigente similar a0 organoclorossilano
utilizado na preparagio da fase quimicamente ligada, porém com cadeia alifitica
—CH,, de pequeno volume e que permite o acesso a alguns dos silandis residuais.
Esta reagdo terminal é chamada capeamento (ou end~apping) e visa reduzir os

silanéis residuais.

Apesar do desenvolvimento de sorventes altamente seletivos, o uso de
materiais do tipo fase reversa continua sendo amplamente aplicado no

tratamento de amostras aquosas. Os tipos mais utilizados sdo o C-8 e 0 C-18.%
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- Si-OH | — Si-OH
L Si.OH I — Si-0 ,

f +  Cl-Si{CH).R — si _0> SUCH)R  +3 11
— Si-OH H;0 — ot OH
. Si-OH — Si-OH

Figura 1.4: Exemplo de reagio de derivatizagio da silica visando o preparo de

sorvente quimicamente ligado.

O primeiro requisito da EFS é fornecer altas recuperaces, njo somente
para amlitos apolares e moderadamente polares, mas também para analitos
polares. Inicialmente os cartuchos do tipo C-18 eram recheados utilizando as
mesmas fases estacionirias usadas em colunas de CLAE, exceto que a
granulometria era maior. Estas fases evoluiram com o objetivo de se obterem
fases mais hidrofébicas, com um minimo de grupos silanéis residuais. Entretanto
foi demonstrado o potencial dos grupos silanéis em produzirem interacdes
~ adicionais nos processos de EFS e portanto, varios tipos de cartuchos C-18 tém

sido especificamente preparado para EFS.

Hoje em dia, os produtores fornecem diversos tipos de cartuchos C-18.
Quase todos os cartuchos do tipo C-18 sio feitos com silica gel porosa, com
area superficial 500-600 m’/g. Alguns destes materiais sio disponiveis com uma
elevada porcentagem de catbono (recobrimento) cortespondendo a fases com
'~ alto recobrimento pelas cadeias alquilsilanos. Mas suas propdedades podem
diferir depmdeﬁdo se as cadeias de alquilsilanos sdo mono ou trifuncionais e se
foram submetidas ou ndo a0 capeamento dos grupos silanéis. Hi também

materiais com baixas porcentagens de carbono, os quais contém, geralmente,
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maiores porcentagens de silandis. As caractedsticas de alguns cartuchos do tipo
C-18 e C-8 estiio apresentadas na Tabela 1.3.

Tabela 1.3 - Caracteristicas de alguns sorventes comercialmente disponiveis, do
tipo C-8 e C-18.2 |

Sorvente Fabricante Poro d, Fungdo Capeameanto %C
(nm) do
Hm) -
silano
Bond-Elut Cqg Vanan 40 i Sim 18
Bond-Elut Cis/OH Varian 40 nd. Nio 135
Bond-Blut Cs Varian 40 Sim 125
Bakerbond Cis J-T. Baker 6 40 tri Sim 17-18
Bakerbond Cie-Polar Plus J.T. Baker 6 40 m Nio 16-17
Bakerbond Cis-light J-T. Baker 6 40 tri Néo 12-13
Bakerbond Cs J.T. Baker 6 40 tr Sim 14
Isolute Cys (EC) IST 5,5 70 i Sim 18
Isolute Cys IST 55 70 tri Nio 16
Tsolute MF Css IST 55 70 mono Nio 16
Isolute Cs (EC) IST 5,5 70 toi Sim 12
Isohate Ca IST 5,5 70 tri Nio 12
Sep-Pak Cis t Waters 12,5 37-55 tr Sim 17
Sep-Pak Cis Waters 12,5 37-55 mono Sim 12
Sep-Pak Cs Waters 12,5 37-55 mono Sim 9
- Chromabond Cisec  Machery-Nagel 6 45/100 ad. Sim 14
Chromabond Cis Machery-Nagel 6 45/100 nd. Sim 14
Chromabond Cs  Machery-Nagel 6 45 nd. Nio 8
DSCCiw - Supelco 7 50 ai ' Sim 18

n.d = ndo disponivel
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Assim como as colunas para CLAE, estes materiais possuem uma série de
vantagens, tais como, ampla faixa de aplicagio; sio disponiveis comercialmente
em uma grande vardedade de apresentacio (quantidade de fase, formatos de
cartuchos, seringas ou discos), caracteristicas fisico-quimicas diferentes (tamanho
de particula, porcentagem de carbono, capeamento, etc); grande niimero de

aplicaces descritas na literatura, etc.

Recentemente novos processos de imobilizagio do  polimero
(polissiloxano) sobre o suporte, para uso como fase estacioniria em CLAE, tém
sido estudados em nosso grupo de pesquisa e sio obtidos através da irradiacio

com raios gama,

Entretanto, nada existe sobre o preparo de sorventes para aplicacdes em EFS até

%% irradiagio com microondas * e aplicagio de temperatura. *

0 momento, sendo este o primeiro trabalho sobre o assunto utilizando estes

procedimentos. Os principios de cada um destes processos estio descritos a

seguir.
1.4.2.2.1.1. Imobilizag3o por Irradiacio Gama

A irradiagio gama consiste de fétons de energia muito alta que mnteragem
principalmente com elétrons dos materiais que estio sendo irradiados. A
interagio ocorre muito rapidamente, uma vez que leva somente ~107% s para um
féton atravessar um 4tomo como o Si ou O. A interacio pode transferir um
impulso, que remove um elétron de um itomo ou molécula causando ionizacio
ou transferéncia de uma quantidade de energia menor, produzindo centros

excitados em 4tomos ou moléculas. 4

A preparacio de fases estacionirias tipo reversa para CLAE usando

polissiloxanos sobre silica normalmente compreende uma etapa de imobilizacio
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envolvendo o entrecruzamento promovido por radicais livres, induzidos pela
radia¢io ionizante e ou por um inciador radicalar (peréxidos ou azo compostos).
Schomburg e colaboradores tém mostrado que polissiloxanos imobilizados sobre
silica por entrecruzamento induzido por perdxidos ou irradiacio gama fornecem
materiais tipo fase reversa de boa qualidade.*>*» 44

A imobilizacio por irradiacio gama é necessiria para obterem fases
estactonarias mais estaveis por periodos mais longos, conforme sugetido em
estudos prévios em nosso laboratério* ¥ ¥ A irradiagio gama aumenta a
quantidade de polimero (PMOS ou PMODS) retido no suporte e portanto
melhora o desempenho cromatografico. Mesmo apds contato prolongado com

fases moveis com pH altos, a quantidade de PMOS é apenas reduzida
ligeiramente.

O mecanismo de imobiliza¢io ainda nio foi totalmente esclarecido, mas,
tem sido referenciada a possibilidade da radiagio Y promover reticulagio das
cadetas poliméricas ou ainda induzir a ligagio quimica do polimero com o

suporte.*

1.4.2.2.1.2. Imobiliza¢iao por Irradiacio com Microondas

A radiagio microondas é um tipo de energia nio ionizante que causa
movimentos moleculares tais como, migracio iOnica e rotagio dipolar. Como
conseqiiéncia estes fendmenos causam um aquecimento ripido das moléculas
polares. Reagdes de sintese orginica e cura de resinas tém sido realizadas com

sucesso utilizando a energia proveniente de fornos de microondas. ¥

Kapor e Jardim™ tém utilizado a energia microondas como meio de

imobilizagio de PMOS sobre silica para uso como fase estacionaria em CLAE.
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Fases sorvidas e imobilizadas por microondas foram comparadas. Os autores
observaram que as eficiéncias das colunas praticamente dobravam apos
imobilizagio. A principal vantagem do uso do microondas é a alta velocidade de
aquecimento e desse modo a imobilizagio térmica ocorte mais rapidamente que a

usando um forno convencional.

A radiagio microondas é uma radiagio eletromagnética que provoca o
movimento das espécies em solugio pela migragio dos ions e/ou rotacSes de
dipolo causadas pelo elevado nimero de vezes que o campo eletromagnético se
altera. Um forno caseiro se alterna cerca de 4,9 x 10 ° vezes. O mecanismo de
transmissio de calor por microondas é diferente dos trés modos bem
estabelecidos: condugio, radiagio e convecgio. ** O aquecimento é gerado pela
interagdo das microondas e das moléculas da amostra. As freqiiéncias de um

microondas vio de 300 a 300.000 MHz.
1.4.2.2.1.3. Imobilizagio Térmica

Ohmacht et al. estudaram a imobilizagio térmica do PMOS em silica 4
altas temperaturas  (200-400°C) na presenca de um catalisador (peréxido de
benzofla). * As colunas fomeceram melhores resultados 4 temperatura de 400°C.
Collins e colaboradores, recentemente, verificaram que a imobiliza¢io térmica de
PMODS e PMOS sobre silica se ocorre na auséncia de reagentes de

entrecruzamento e em temperaturas mais baixas (80-180°C),5 4 55
1.4.2.2.2 Desenvolvimento de Sorventes mais Seletivos

As novas tecnologias de fabricagio de sorventes tém sido direcionadas
para a obtencio de materiais especialmente preparados para extrair analitos com

- uma ampla faixa de polaridade. Isto inclui sorventes do tipo C-18 nio capeados,
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ou seja sorventes com grande nimero de silandis residuais, que permitem que
hajam interacOes polares secundarias com os solutos. Além disso, problemas com
a extra¢do de analitos polares em amostras ambientais tém sido parcialmente
resolvidos com o uso de sorventes baseados em carbono grafitizado ou de
copolimeros altamente entrecruzados, tal como, estireno-divinilbenzeno, com

alta drea superficial especifica de 500 a 1200 m®/g e elevado grau de pureza.

Outros tipos relevantes de sorventes usados na anilise de residuos de
pesticidas sdo os imunossorventes, polimeros impressos molecularmente e os

chamados de fase de acesso restrito. Estes sorventes estio descritos a seguir.

1.4.2.2.2.1. Imunossorventes

A tecnologia de imunoensaio € baseada nas reagBes especificas entre
antigenos e anticorpos. Diferente do imunoensaio, procedimentos baseados em
imunossorventes envolvem, apds a etapa de dessorgio, uma segunda etapa de
separacio analitica e detecgio de analitos individuais. Cartuchos para EFS
recheados com imunossorventes e/ou pré-colunas tém sido utilizados na anilise
de pesticidas.**>” Alguns exemplos de aplicagdes de imunossorventes em anslises
de 4guas sio anilise de atrazina® e clortoluron.® As ptimeiras aplicacdes
multirresiduo envolveram a EFS no modo ¢f-Zne usando imunossorvente para a
pré-concentragio de tracos de pesticidas da classe feniluréias e triazinas em
amostras ambientais de igua’® ® A alta seletividade obtida foi claramente
demonstrada pelo fato de ndo se terem interferentes em comprimentos de onda
de 244 nm, onde normalmente aparecem picos de 4cidos himicos, nos extratos
de 4guas do rio Sena. Limites de detecgio foram obtidos na faixa de 0,1 pg/L
ap6és uma pré-concentragio de 200 ml wusando o cartucho com o

imunossorvente. A tecnologia imunossorvente envolveu a produgio e purificagio
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de anticorpos policlonais contra isoproturon e atrazina e a selegio de sorventes
baseados em silica 20 invés de polimeros rigidos, pata a ligagio covalente do
anticorpo ao suporte. Extracdes on-4ne usando estes imunossorventes também

temn sido reportadas na literatura %
1.4.2.2.2.2. Polimeros Impressos Molecularmente (MIP)

Recentemente, extragGes altamente seletivas baseadas em colunas
recheadas com polimeros impressos molecularmente, conhecidos como MIP (do
inglés Molecularly Imprinted Polymers), tém sido desenvolvidas. Os MIP sio obtidos
através da preparagio de polimeros com sitios de reconhecimento sintéticos €
tém uma seletividade pré-determinada para um ou mais analitos.*  Estes sitios
de reconhecimento sio obtidos pelo arranjo de monémeros funcionais
polimeriziveis ao redor das moléculas do analito. Assim, sio formados
complexos, através de interagio molecular, entre o analito ¢ 0 mondmero
precursor. Os complexos sio fixados através de reagGes de entrecruzamento de
polimeros. A remogio do analito da matriz polimérica forma lacunas (sitios de
- reconhecimento) que irdo exibir afinidade pelo analito. O potencial deste tipo de
material, também chamado de “anticorpo de plistico”, ¢é alto uma vez que
oferece resisténcia mecinica 3 alta temperatura e 2 pressio e ¢é inerte frente 3
condi¢bes extremas de dcidos, bases, ions metilicos e solventes otganicos. Estas

caracteristicas sdo bastante favoriveis para serem utilizadas em anilises de rotina.

Recentemente foi publicada a aplicagio de MIP, usando EFS no modo on-
 fine, na anilise de trazinas. Neste estudo foi empregada uma coluna de 15 x 4,6
mm, recheada no préprio laboratértio com o MIP, combinada com outra coluna
de 250 x 4,6 mm recheada com fase tipo C-18. Na anilise instrumental foi

~colocada uma pré-coluna de 55 x 2 mm antes da coluna de MIP, que foi usada
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para EFS da amostra de dgua. Apbs a amostragem, todas as espécies extraidas
foram transferidas, usando 100 % de acetonitrila, para a coluna de MIP 2 qual
reteve os analitos de interesse e permitiu que os contaminantes fossem eluidos.
Com um pequeno volume de agua pura (200 UL) os analitos foram capturados
em uma al¢ca de amostragem (logp) de uma vilvula de comutagio de coluna
(switching) e entio injetados na coluna analitica. Fo1 observada uma excelente

seletividade na determinacio de triazinas em amostras de aguas ricas em acidos

héimicos (20 mg/L).%
1.4.2.2.2.3. Fase de Acesso Restrito (RAM)

Originalmente a fase de acesso restrto (do inglés Restricted Access Matrix -
RAM) foi desenvolvida para aplicagio em andlises biomédicas para a
determinagdo de analitos presentes em fluidos biologicos, contendo compostos
de alta massa molar (proteinas). Este material possui uma superficie hidrofilica
biocompativel na parte externa e hidrofobica no interior dos poros da particula
do sorvente. A primeira RAM foi desenvolvida por Hagestam e Pinkerton® e o
mecanismo de separagio é baseado em uma combinagio de exclusio e partigio.
As moléculas grandes, tais como proteinas, nio conseguem penetrar n0s poros e
eluem rapidamente, enquanto as moléculas pequenas entram nos poros € sio

retidas, para postenior eluicio e anilise, Figura 1.5.

Devido as diferencas nas massas molates entre os analitos de mteresse
(moléculas pequenas) e as substincias himicas (moléculas grandes), o uso do
acoplamento de RAM com fase reversa tem mostrado ser uma alternativa
interessante para a andlise de pesticidas. Pré-colunas recheadas com RAM

melhoraram substancialmente a analise de herbiadas acidos em amostras
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ambientais de 4gua® [Entretanto as pré-colunas mostraram pobre
reprodutibilidade, limitando este tipo de aplicagio em anilise de rotina.

Figura 1.5 — Fase de acesso restrito (RAM).

Um estudo de vérios tipos de RAM foi investigado usando fase teversa e
detecgio por UV para a pré-concentracio de diferentes classes quimicas de

herbicidas em amostras ambientais de dguas.”
1.4.2.2.2. Novas Configuragdes Experimentais para EFS
1.4.2.2.2.1. Extra¢io em Discos

O segundo formato de EFS mais utilizado depois do cartucho é o disco ou
membrana carregada de particula. Neste tipo de EFS, as particulas ativas sio
imobilizadas em wuma matriz inerte e estivel de microfibrilas de
politetrafluoretileno (PTFE) ou vidro.” A extragio em discos foi originalmente
infrodilzida para extracio de tragos de materiais orginicos em agua.” Um disco
tipico, 47 mm de diidmetro e 0,5 mm de espessura, contém 500 mg de sorvente,
por exemplo, particulas de C-8 ou C-18, de 8 um de didmetro de particula e 6

- nm de poro, imobilizadas no suporte.” O didmetro do disco é escolhido de
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acordo com o volume de amostra. Os discos sio disponiveis em virios

didmetros, 4 2 90 mm. Os avangos recentes desta técnica foram descritos por
Blevins e Hall.”

Os discos possuem uma séde de vantagens devido a0 seu formato, tais
como leito mais homogéneo, pressdes menotes durante a aplicagio da amostra e
na eluicio, auséncia de caminhos preferenciais, maior capacidade, melhor
repetibilidade e reprodutibilidade, vazdes mais altas e menores volumes de
eluentes para a dessorgio. O melhor desempenho dos discos é devido ao
tamanho menor da particula, que proporciona uma transferéncia de massa mais
ripida. Uma das desvantagens do uso de discos é que a etapa de
condicionamento € mais critica. Diferente da EFS em cartuchos, a secagem do
disco deve ser evitada, pois, devido i grande 4rea superficial, uma interface
ar/4gua é formada facilmente, resultando em um decréscimo das recuperacdes.
‘Da mesma forma que nos cartuchos, os poros dos discos podem ser obstruidos
quando se extrai amostras contendo uma concentragio relativamente alta de
macromoléculas ou de matedal particulado. Assim, é aconselhavel filtrar as

amostras aquosas antes da extracio ou usar pré-filtros inertes.

Para aumentar a seletividade ou a capacidade dos discos, pode-se utilizar a
técnica de empilhamento. Empilhando virios discos de mesmo sorvente ird
aumnentar a capacidade e se os sorventes forem diferentes, tem-se a retencio de

compostos com caracteristicas diferentes.
O processo de extragio pode ser realizado de duas maneiras:

~ 1) A mais comum é empregar 0 mesmo equipamento utilizado em CLAE

para filtragio de solventes e passar a amostra através do disco sob vicuo. Os
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analitos ‘sdo retidos para posterior remogio com um volume adequado de

solvente;

i) O disco é suspenso na amostra liquida, por um periodo de tempo
controlado, em seguida é secado e os analitos sio dessorvidos com outro

solvente aproptiado.
- 1.4.2.2.2.2. Automagio

Hoje em dia, muitos equipamentos para extragdes multiplas estio
disponiveis comercialmente. Alguns deles fazem o processo de extragio
automaticamente, mas a transferéncia da amostra para o injetor cromatografico é
manual, enquanto outros, além de extragiio automatizada, sio também capazes de
transferir 2 amostra para o sistema cromatogrifico. Alguns exemplos sdo o
ASPEC da Gilson, Microbal da Hamilton e o Autotrace da Zymark. Existe a
possibilidade de alguns destes equipamentos realizar a inje¢do automitica de uma

aliquota do extrato no cromatografo.

Uma automacio completa também existe para sistemas on-Zne de EFS e
CLAE. Alguns exemplos compreendem o Prospek da Spatk Holland, ODS-2 da
Merck e o Aspec XL da Gilson. Estes aparelhos melhoram sensivelmente 2
produtividade uma vez que 2 proxima amostra esti sendo preparada enquanto a

anterior esta sendo analisada.

Assim, o desenvolvimento de método pode ser facilmente automatizado

com varios graus de automacio.

L5. Determinagﬁo‘ dos Pesticidas
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O monitoramento de residuos de pesticidas em ambas 2s dreas ambiental e
de saide publica é feito através da identificacio e quantificagio de virdos
pesticidas, os quais diferem largamente quanto as caractersticas fisico-quimicas.
Assim a determinagio destes componentes, 4 nivel de tragos, tem sido um
desafio para os quimicos analiticos. As técnicas instrumentais mais comumente
utilizadas para anilise de residuos de pesticidas sdo as cromatogrificas e mais

recentemente a eletroforese capilar (EC).™

Desde a sua introdugio na década de 50, a cromatografia gasosa (CG),
usando colunas recheadas, foi rapidamente adotada devido a sua capacidade em
analisar multirresiduo de pesticidas. Importantes desenvolvimentos nesta area,
tais como, colunas capilares e detectores mais seletivos e mais sensiveis,
aumentaram significativamente o nimero de pesticidas analisados em uma Gnica
corrida. Estes atrativos fizeram da CG a técnica mais largamente usada para a
anilise de residuos de pesticidas.” Por exemplo, na Holanda um método
multirresiduo, empregando coluna capilar para CG com detecgio por
espectrometria de massas (EM), compreende a2 determinagio de quase 300
pesticidas- em géneros alimenticios, os quais cobrem cerca de 60% dos pesticidas

mencionados no “Duich Regulation on Pesticides in Foodstuffs 7.

Varias tendéncias podem ser observadas na ciéncia de pesticidas como
resultado da mudan¢a no uso de pesticidas e no desenvolvimento de novos
produtos. Por exemplo, tem sido observado o decréscimo no uso de inseticidas
persistentes (de longo termo), tais como organoclorados, substituidos por
pesticidas mais polares e mais rapidamente degradados (tempo de meia-vida
cuﬁo), por exemplo os N-metilcarbamatos. Outra tendéncia é a substituigio do
uso de herbicidas tradicionais, tais como, triazinas, icidos clorofenoxi e

feniluréias pelos pesticidas chamados de modernos, por exemplo, sulfoniluréias e
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imidazolinonas, os quais apresentam propredades favoriveis, tais como, uma
baixa dose de aplicagio e alto grau de bio-degradagio.” Muitos destes pesticidas
sdo bastante polares, pouco voliteis e/ou termo-libeis e nio sio analisiveis
diretamente por CG.”™ Devido a0 seu forte atrativo, métodos envolvendo
derivatizagio seguida por CG/EM permanecem em uso para compostos polares
termo-estiveis, por exemplo 4cidos clorofenoxi. Entretanto, muitos dos
pesticidas polares podem ser eficientemente separados por cromatografia liquida
de alta eficiéncia usando fase reversa, sem a etapa tediosa de derivatizacio. Assim
a CLAE usando detectores de UV ou fluorescéncia, rapidamente tornou-se um
atrativo, na década de 80, e estabeleceu-se como uma técnica complementar a
CG para a determinacio de pesticidas polates. A ampla faixa de aplicagiio,
estabilidade, ficil uso e aumento na seletividade advinda do detector por arranjo
de diodos (DAD), fez da detecgio por UV a mais amplamente usada na anilise
de pesticidas. Entretanto a confirmacio se torna dificil para pesticidas da mesma
classe devido a0 alto grau de similaridade entre os espectros. Isto faz da CLAE-
FR-UV o0 método mais efetivo para sireening ripido de amostras, mas usualmente

requer anlise adicional confirmatéria no caso de resultados positivos.

O detector de fluorescéncia é o mais sensivel e seletivo para analitos que
fluorescem, entretanto a sua aplicabilidade é limitada uma vez que poucos
pesticidas contém fluoréforo. Derivatizagio pré e pods-coluna aumentaram o
‘campo de aplicacio para anilises multirresiduos. Estes métodos sio baseados no
trabalho de de Kok et al™ os quais empregam hidrolise pés-coluna de N-
metilcarbamatos com um reator de fase solida seguido por reagio com orto-
ftalaldeido (OPA). A mesma aproximacio, incluindo preparacio de amostras
automitica e andlise “on-fne” ¥ e “offhine” ® de 22 N-metilcarbamatos em
amostras ambientais de églms, demonstram claramente a importincia da CLAE

neste campo de anilise.
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Durante os iltimos anos, com a recente introducio no mercado de
instrumentos de CLAE acoplados a espectrometros de massas, robustos e de
ficil operagio, comseguiu-se uma nova maneira de analisar pesticidas mais
eficientemente. O potencial da CL/EM em analisar, confirmar e quantificar
analitos polares faz desta técnica um atrativo para anilise de pesticidas.®? Além
disso, um importante aspecto da EM ¢é realizar anilise de compostos que nio
contém croméforo. Isto permite a determinagio de uma ampla gama de

pesticidas. Esta técnica estd descrita a seguir.

L.5.1. Cromatografia Liquida Acoplada 2 Espectrometria de Massas
(CL/EM)

I.5.11. O Espectrémetro de Massas (EM)

A espectrometria de massas é uma das técnicas mais importantes de
anilise molecular devido 20 seu potencial de fornecer informagdes de massa
molar bem como sobre a estrutura do analito. A base da espectrometda de
‘massas ¢ a produgio de jons, que sio subseqiientemente separados ou filtrados,
de acordo com a sua razio massa/carga (m/z), e detectados. O resultado é um

grafico de abundincia relativa dos ions produzidos em fung¢io da massa/carga

(m/z).

O espectrometro de massas é um instrumento sofisticado e é constituido
basicamente das seguintes partes: introdugio da amostra, fonte de ionizacio,
muitas vezes denominada de interface, analisador de massas (ou filtro de massas),

detecgio de jons e aquisicio/processamento de dados.
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Apés a injecio da amostea no EM, ocorre 2 produgio de jons pela fonte
de ionizagio. A jonizagdo do analito pode ser realizada de vésias maneiras sendo

Os principais métodos sio impacto de elétrons (EI) e ionizagdo quimica (CI).

Uma vez formados os ions, eles sio analisados de acordo com a sua razio
massa/carga pelo analisador de massas. Os mais comuns sio: quadrupolo (triplo
quadrupolo), setor magnético, “ion rzp” (quadrupolo “ion trap™) e “time of flight”
(quadrupolo TOF), sendo os dois primeiros os mais usados em CL/EM.

A detecgio do jon é feita por meio de um tubo multiplicador de elétrons,

que determina a intensidade do feixe de elétrons.

Uma enorme quantidade de dados é gerada pelo EM e programas
computacionais altamente avancados sio necessirios para 2 aquisicio e o

processamento de dados.

15.1.2. Interfaceamento da Cromatografia Liquida com
 Espectrometria de Massas

O acoplamento da cromatografia liquida com espectrometria de massas
tem sido estudado hi cerca de 25 anos e as vantagens iniciais que incentivaram o
desenvolvimento desta técnica multidimensional estio sumarizadas na Tabela
L4 Entretanto a histéria da CL/EM tem sido caracterizada pelas muitas
tentativas em resolver as incompatibilidades fundamentais geradas no

interfaceamento entre estas duas técnicas.

O priméi_ro problema ¢ a quantidade do efluente da coluna que pode ser
introduzida_ no sistema de vicuo do EM. Normalmente a CLAE emprega

- colunas analiticas (cerca de 4,6 mm d.i) e vazdes tipicas de 1 mL/min.
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O segundo problema é a composigio do efluente da coluna. A interface
CL/EM impde restrigbes quanto a2 composigio da fase mével utilizada em
CLAE. Em geral, o uso de aditivos nio voliteis na fase movel, tais como tampio
fosfato, EDTA, reagente par-ibnico como tetraalquilaménio e alquilsulfonatos,

sdo proibidos.

Tabela 1.4 - Vantagens iniciais do interfaceamento de cromatografi liquida

com espectrometria de massas.

1) Espectrémetro de massas é um detector universal para CL
2) Potencial para anilises de compostos nio volateis

3) Potencial para anilise de compostos termolabeis

4) Evita a necessidade de derivatiza¢io do analito

5) Baixos limites de detecgio

6) Identificagio nio ambigua dos analitos

7) Avaliagio de pureza de picos

O terceiro problema é o tipo de analito a ser utilizado. Para se obter
sucesso no acoplamento de CL/EM foi necessirio o desenvolvimento de
técnicas de ionizagio capazes de ionizar compostos altamente polares,

termolabets, 16nicos e/ou compostos de massa molar alta.

A ionizagio da amostra foi um problema importante no inicio do
desenvolvimento da CL/EM uma vez que somente dois tipos de fontes de

1onizagio eram disponiveis, EI e CI.

El e CI requerem que a amostra esteja no estado gasoso, a0 passo que CL
e CL/EM sio especialmente interessantes para anilise de analitos nio voliteis.

Isto conduziu a introdugio de técnicas suaves de ionizacio como "Fast-Atom
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Bombardment" (FAB), "Thermospray” e "Electrospray” e, mais recentemente, "Matrix-
Assisted Laser Dessorption” (MALDI). Como resultado, a ionizacio dos analitos

~atualmente ndo ¢é mais considerada um problema. Para resolver a

incompatibilidade da vazio, uma varedade de solucdes técnicas foram
desenvolvidas: as interfaces de CL/EM. Interface é um dispositivo colocado
entre 0 CL e 0 EM e serve para remover o solvente e transferir a amostra para a
fonte de ions. As principais interfaces utilizadas na analise de pesticidas polares e
compostos relacionados sio denominadas: "Thermosgpray" (TS); "Particle Beam"
(PB) e Ionizagio 4 Pressio Atmosférica (Ammospheric Pressure lonigation - API):
"Ekotrospray” (ES), Ionizagio Quimica i Pressio Atmosférica ("Atmospheric
Pressure Chemtical Tonization" - APCI) e "Ionspray" (1S).3*® A Figura 1.6 ilustra o

campo de aplicacSes das diferentes interfaces.

As interfaces baseadas em ionizagio 2 pressio atmosférica (API), ionizagio
quimica 3 pressio atmosférica (APCI) e "ektrospray” (ES), sio atualmente as mais
utilizadas no acoplamento de CL/EM® devido a uma série de vantagens que
oferecem, tais como, facilidade de operagdo, baixo hmite de deteccio,
confiabilidade, robustez e ampla faixa de aplicagdes. Estas interfaces podem ser

consideradas como padrdes em CL/EM.*"8.8

1.5.1.2.1. Interfaces API

Duas maneiras diferentes de introdugio de amostra sio usadas em
combinacio com APL Elas diferem principalmente no sistema de nebulizacio e
na faixa de aplicagio que cobrem. A Figura 1.7 mostra um esquema das
interfaces: ES (Figura 1.7A) e APCI (Figura 1.7B).
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Figura 1.6 — Faixa de aplicagSes das interfaces.

1.5.1.2.1.1. Interface Electrospray (ES)

A 1nterface “electrospray” € hoje em dia a mais largamente utilizada para a
introdugio de liquidos no espectrdmetro de massas. E uma- técnica simples e
elegante, que opera i pressio atmosférica e i temperatura moderada, e é
provavelmente a técnica de ionizagdo mais suave para CL/EM. Além disso
pbssui limites de detecgio, em geral, melhores que as demais técnicas, é de ficil
operagio e manutengio. O surgimento da interface “elctrospray” proporcionou
um importante avango no campo de CL/EM, principalmente na anilise de

compostos de alta massa molar e multicarregados, tais como, proteinas e

peptideos.
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Figura .7 - A) Esquema ortogonal da interface ES e B) interface APCI.”
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'O processo “electrospray” pode ser dividido em 3 passos: nebulizacio da
solugio da amostra em gotas altamente carregadas, liberagdo dos ions das gotas, e
transporte dos fons da regiio 4 pressio atmosférica para a regido de alto vicuo do

analisador de massas do EM.

A nebubzagio do liquido ocorre devido a aplicagio de um campo elétrico
alto resuitante da diferenga de potencial, normalmente de 3-6 kV, entre o capilar

e um contra-eletrodo.

O mecanismo da ionizagdo “elctrospray” tem sido bastante debatido e o
mais aceito € que a ioniza¢do resulta da evaporagio de moléculas neutras do
solvente acompanhado pelo aumento da forca do campo elétrico na superficie da
gota. Quando a forga do campo elétrico se aproxima do kmite de mnstabilidade de
Rayleigh, a instabilidade da superficie, induzida pelo campo, conduz a formacio de
um jato de liquido na superficie da gota, de onde sio emitidas pequenas
microgotas também carregadas (explosdes coulombicas). Este processo de
evaporacio na superficie das gotas continua até um certo campo elétrico critico,
quando se acredita que inicie a emissio direta de ions dessolvatados das
microgotas. A evaporacio das gotas ¢ estimulada pelo uso de um gis contra-

corrente (aquecido) ou por aquecimento do capilar.”!

Na pratica o mecanismo de 1onizagio “elctrospray” dos analitos é mais
complexo, pois além da evaporacio dos ions pré-formados nas microgotas,
também ocorrem reacSes na fase gasosa e este fendémeno tem um importante

papel no processo de iontzagao.

- Na interface “electrospray” deve-se utilizar tampdes com pH altos para jons

negativos ¢ pH baixos para ions positivos (dependendo do pKa do analito):
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Modo ion positivo: RNH,; + HA - RNH," + A"
Modo ion negativo: RCOOH + B: - RCOO" + HB*

O tampdo deve ser volatil e possuir baixa concentragio (< 50 mmol/L).
Normalmente sio utilizados 4cidos férmico, acético (1-2%) ou trifluoroacético

(0,1%) no modo fon positivo. No modo fon negativo normalmente se utiliza
NH,OH ou trtetilamina (0,5%).

A Figura L7A ilustra um esquema da interface “electrospray” utilizada nos
equipamentos da Hewlett Packard. O "gprayer” é posicionado ortogonalmente em
relagio 20 orificio de amostragem. Este esquema permite que vazdes mais altas

sejam utilizadas. Além disso, ele reduz a contaminagio do orificio de amostragem
do EM.

Algumas desvantagens desta técnica sdo: que a fase mével influencia na
ionizagio, hi a possibilidade de formagio de adutos (M+Na, K, NH,), ndo ¢
muito Gtil na andlise de compostos apolares e a vazio deve ser menor ou igual 2 1

mL/min. Além disso, os mecanismos de ionizagio nio estio bem esclarecidos.

1.5.1.2.1.2. Interface Ionizagio Quimica A Pressio Atmosférica
(APCI)

A APCI é uma interface complementar 2 ES para analitos menos polares
e pode ser utilizada acoplada 4 fase normal. Entretanto é menos adequada para
compostos tepmicamente instaveis e nio tolera altas quantidades de acetonitrila e

- tampdes com alta forga ibnica.
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Na interface APCI, Figura 1.7B, o efluente da coluna é pneumaticamente
nebulizado em um tubo aquecido (quartzo ou aco-mnoxidavel), onde a evaporacio
do solvente é quase completa. O efluente nebulizado através do tubo aqueado ¢
arrastado por um fluxo adicional de gis (N,). A mistura aquecida de solvente e
vapor é entio introduzida na fonte API. A ionizagio quimica a pressio
atmosférica (APCI) é iniciada por elétrons de uma agulha (corona de descarga) e

ions reagentes para a ionizacio dos analitos sdo gerados:
e+ N, >N, + 2¢
N," + solvente — (solvente + H)" + N,

(solvente + H)* + A — (A+H)" + solvente

A formagio de fon-positivo pode ser obtida por transferéncia de proton
(doagio), formagio de aduto ou reacdes de troca de carga enquanto, no modo
ion-negativo, os jons sdo formados devido a transferéncia de éréton (abstragio),
anexacio de Anion ou reagdes de captura de elétrons. Subseqiientemente, os jons
sdo enviados em diregio ao alto vicuo do EM para anilise. A interface com
nebu]iza(;io aquecida € facil de operar e pode ser usada em combmagio com
liquidos aquosos e vazbes de 2 mL/min. Para sistemas contendo um gis de
secagem em contra-corrente, é assumido que tanto tampdes volateis como ndo
volateis podem ser utilizados. Materiais ndo volateis e ndo carregados sio
arrastados para fora do bocal por um gis contra-corrente e a contaminagio de
nio volateis depositados na fonte de ions a pressio atmosférica pode ser limpa

sem a necessidade de desligar o sistema de vicuo.
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L6. Validagdo de Métodos Analiticos por CLAE

O nimero de anilises realizadas diariamente em todo o mundo é enorme e
os objetivos de cada tipo de anilise diferem muito e vio desde anilises de
inspegio, até anilises mais refinadas, onde o resultado deve ser o mais confiivel
possivel, por exemplo, a contaminagio de seres humanos por pesticidas. Isso
envolve a safide das pessoas e tratamentos adequados sio baseados nos
resultados de andlise. Além disso, as acdes judiciais sio baseadas nos laudos das

analises.

E impossivel realizar uma anilise quimica de forma que os resultados
sejam totalmente livres de erros e incertezas. Assim é necessirio minimizar estes

erros e estimar 2 sua grandeza com uma exatidio aceitivel.

Validagio, segundo a ISO (NBR ISO 8402), é a confirmagio, por exame e
fornecimento de evidéncia objetiva, de que os requisitos especificos, para um
determinado uso pretendido sio atendidos. Assim quando se desenvolve um
método cromatogrifico deve realizar testes para verficar a confiabilidade, a
exatidio e a precisio de forma a confirmar se o teste empregado é adequado para

uso.

A validagdo de métodos tem recebido muita atengiio nos Gltimos tempos e
umaz vasta - literatura sobre o assunto é encontrada. O ISO Guia 25 apresenta um
capitulo abbrdando sobre validagio de métodos. A EPA preparou um guia para
desenvolvimento e validacio de métodos para a Resource Conservation and Recovery
Act RCRA). A American Association of Official Analytical Chemists (AOAC) e 2 EPA

- fornecem métodos que sio validados através de estudos interlaboratoriais.
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A validacio total de um método pode ser considerada como a soma de
diferentes etapas de validagio a serem incluidas no processo analitico. Em geral, a
validagdo envolve a execugdo e interpretagio de uma série de experimentos
planejados 2 fim de avaliar as caractetisticas do método. A validacio do método
nio deve ser feita em uma unica etapa, s6 para atender as agéncias de
.regula:mentagio, mas também para assegurar a robustez. Os métodos devem ser
reprodutivels quando usados por outros analistas, em equipamentos equivalentes,
em outros dias € em locais diferentes. Os dados que sido gerados sio dignos de
confianga somente se os métodos usados para gerar os dados sio também

confiiveis.
A seguir sio definidos os principais parimetros de validacio.
1.6.1. Linearidade

E a faixa ou intervalo de concentragio no qual o sinal produzido pelo
detector é diretamente, ou através de uma transformacio matemitica bem
definida, proporcional a concentragio do soluto nas amostras. Em outras
palavras, a hnearidade € 2 medida de quanto uma curva, obtida para resposta
versus concentragio, se aproxima de uma linha reta, ou seja quio bem os dados

se ajustam a equacio linear:
y=ax +b

Onde y € a resposta em cromatografia, em termos de 4rea do pico ou
altura do pico, se ele for simétrico, x € a concentracio, a é o coeficiente angular
(inclinagio) e b o coeficiente linear (intersecgio). Idealmente uma relagio linear é
prefesivel por ser mais precisa, mais ficil de calculat, e pode ser definida com

poucos padrbes. Além disso, a resposta para o detector de UV para uma amostra

43



Capitulo I - Introdugdo
diluida é esperada seguir a lei de Beer e ser linear. Uma calibragio linear d4

evidéncias que o sistema esti operando adequadamente na faixa de concentragio

de interesse.

Idealmente a deve ser reprodutivel de | experimento para experimento e b
nio deve ser significativamente diferente de zero. A regressio linear deve
também ter um coeficiente de correlagio alto (£>0,99). O coeficiente de
correlagio tem o valor ideal de uma unidade, mas é afetado pela faixa e
distribui¢io das concentragdes na calibracio. Preconiza-se que a faixa de
concentracio das calibragdes vi desde o limite de quantificacio estimado LOQ)
até 3 ordens de magnitude deste valor, como exemplo, 1 2 1000 ng/mL se o
LOQ for 1 ng/mL. Normalmente para a validacio de métodos de anilise de
residuos de pesticidas ndo € necessario que seja avaliada toda a faixa linear, pois
somente niveis muito baixos de concentracdes sio esperados.”? A anilise de
regressio comumente utilizada é a dos minimos quadrados, em que a variivel
independente se refere 4 concentragio tedrica do analito em questio presente na

matriz.
1.6.2. Sensibilidade

A senstbilidade € definida como sendo a inclinacio (s/ope) da curva analitica
que possibilita a medida em qualquer ponto. O grifico da curva analitica é obtido
colocando-se o valor observado da medida (ordenada) como funcio da
concentragdo do analito (abcissa). Quanto maior for o dngulo de inclinacio da
reta, maior seri a variagio do sinal em relagio a pequenas variagdes de
concentracio, Figura 1.8, no qual o método A é mais sensivel que o método B.
Quanto maior for o coeficiente angular, maior seri a sensibilidade do método.

- Comumente o termo sensibilidade é confundido com limite de deteccio.”
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Area ou altura do pico

Comsn'tmqlo

Figura 1.8 — Comparagio grifica de dois métodos, A e .B, quanto a
sensibilidade. -

1.6.3. ExatidZo

A exatidio é grau de concordincia entre o valor real da substincia na

- amostra e o estimado pelo processo analitico. Exatidio em seu significado

analitico é sempre considerada dentro de certos limites, 2 um dado nivel de
confianga. Estes limites podem ser estreitos a niveis de concentrag3es elevadas e
mais amplos 4 niveis de tragos. E expressa pelo erro absoluto ou relativo que é
calculado por: '

a) Erro Absoluto.
E = xx,

Onde: x; é o valor individual de uma medida, e x, € o valor verdadeiro ou o

aceito como verdadeiro.
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b) Esro Relativo

L LIT

B,(%) =

v

A baixa exatidio € proveniente de erros sistematicos que conttibuem para

desvios ou tendéncias nos resultados. Por exemplo:
E, = 102% indica a tendéncia positiva de 2%
E, = 98% indica a tendéncia negativa de 2%

Alguns exemplos de agentes causadores de etros sistemdticos sdo: baixa
recuperagio apds a extra¢io do analito de interesse, solugio padrio inadequada,
medidas volumétricas imprecisas, reagentes contaminados, presenca de
interferentes. Quantificagdes a niveis de tragos freqiientemente ndo sdo tio boas,
mttétanto, exatidGes dentro de 20% do valor verdadeiro e precisdes de + 10 a

20% em niveis mais baixos de quantificacdes sdo aceitiveis.

A exatidio também pode ser expressa como a porcentagem de
‘recuperagio de quantidades conhecidas do analito adicionado ou fortificado
(spiked) na matriz limpa da amostra (branco ou placebo) ou como 2 diferen¢ga

entre a média e o valor de referéncia aceito, junto com o intervalo de confianga.

Em outras palavras, recuperagio é a relagio entre a concentragio
determinada para uma amostra fortificada e a concentragio adicionada no
processo de fortificagio e ela é €Xpressa COmo porcentagenn.

R(%) = média do valor obtido x 100
meédia do valor adicionado
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A recuperacio € dependente da concentracio e por esse motivo deve ser

avaliada na faixa de concentracio esperada das amostras.

Os valores de recuperacio aceitos para avaliacio do método analitico em
anilises de residuos (concentragdes a nivel de pg/L (ppb)) devem estar no
intervalo de 70 a 120%, porém, dependendo do tipo de residuo e da
complexidade analitica, este valor pode ser de 50% a 120%.* A recuperagio
nada mais é que uma medida da eficiéncia do procedimento de extracio do

~ soluto, 2 partir de uma amostra matriz.

Cabe salientar que, recuperagdes baixas indicam que o método possui
exatidio insatisfatoria, porém timas recuperagbes ndo é garantia de precisio
e exatidio satisfatéria quando se utilizam amostras artificiais adicionadas de
padrio.

Existem duas formas de medir a exatidio e recuperagio de um método
analitico:

= Amostras certificadas: submetidas a testes colaborativos, estas
amostras s3o submetidas 4 anilise por laboratérios credenciados, de
‘renome internacional, e que, apés estudo estatistico, é estabelecida
a concentracio esperada. Existem instituicdes que fornecem
amostras certificadas e/ou amostras de estudos colaborativos,
como exemplo o National Institute of Standards and Technology (NIST)
e 0 Community Bureau of Reference (BCR).

* Amostra adicionada de padsdes: na falta dos materiais citados

acima, o analista pode utilizar-se de amostra livee de pesticidas,
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adicionada de padrio. Adiciona-se na amostra, quantidades
conhecidas de padrio de pesticidas e submete-a i anilise. Neste
caso calcula-se a concentragio do principio ativo em amostras
submetidas a0 procedimento de extragio com base em curva
analitica da solugio padrio analisada diretamente.

1.6.4. Precisiao

A preciso € o grau de concordincia ou grau de dispersio entre resultados
de medidas independentes, em tomo de um valor central, efetuadas viras vezes

em uma amostra homogeénea, sob condigdes expetimentais pré-estabelecidas.
Os dois termos largamente usados para descrever a precisio sio:

a) Desvio padrio absoluto (s)

3 (% - X)?
s= &
‘ n-1 _

b) Desvio padtio relativo (RSD) ou Coeficiente de Variagio (CV)
RSD (%) = CV (%) = —100
X
Onde n é o nimero de medidas e ¥ € a média aritmética das medidas
efetuadas. Se o nimero de medidas tende ao infinito tem-se o desvio padrio

absoluto ou relativo. Entretanto como o némero de replicatas é reduzido, cinco

ou sete N0 mAximo, tem-se a estimativa do desvio padrio absoluto ou relativo.
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Tanto a exatidio como a precisdo devem ser verificadas em testes intra e

mnter-ensaios.

Teste intraensaio ou repetibilidade: é o grau de concordincia entre
resultados de testes individuais quando o procedimento & aplicado repetidamente
a vérias amostragens de amostras homogéneas ou preparadas artificialmente
(mesmo laboratério, mesmo analista, mesmo instrumento e em um curto
intervalo de tempo). A precisio é expressa em termos de s ou RSD (CV). O

coeficiente de variagio nio deve ser superior a 20%.

Teste interensaio ou reprodutibilidade: é o grau de concordincia entre
resultados de testes obtidos para anilise de uma mesma amostra sob varas
condicBes (diferentes laboratérios, diferentes dias, diferentes analistas e

diferentes instrumentos).

Horwitz™ estabeleceu uma relagio matemitica para determinar a
dependéncia entre valores de CVy e concentragio do analito, pelo exame de
resultados cumulativos de estudos colaborativos envolvendo grande faixa de

analitos; matrizes e técnicas analiticas.
— ~n({1-0,5logc)
CVg =2
onde:

CVg = coeficiente de varagio, sob condigdes de reprodutibihidade

€ = concentra¢io expressa em fracio decimal
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Precisdo acettavel dentro do laboratédo é:
CVim =1/222/3 CVy
Precisio aceitivel entre laboratégios é :
CVime=1/2 22CV;
7 N
1.6.5. Limites de Detecgdo (LOD) e de Quantificagio (LOQ)

Limite de detecgio: é a2 menor concentragio ou quantidade do analito que
pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, 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 é maior
do que a incerteza a ela relacionada. Existem dois tipos de limite de deteccio,

cada um com um objetivo estabelecido:

Limite -dé detecgio do instrumento: é definido como 2 concentragio ou
quantidade de uma dada substincia que produz um sinal ou resposta maior do
que 3s (onde s = desvio padrio de uma série de medidas do branco). Em geral, o
limite de detecgdo do instrumento setve como um guia para o estabelecimento

do limite de detecgio do método.

Limite de deteccio do método: é a2 menor concentracio do analito na
amostra que, quando submetido a2 um processo analitico, produz um sinal

definido como o limite de detecgiio do método.

Limite de quantificagdo do método: é a menor concentracio do analito que

pode ser medida com exatidio e precisio aceitaveis nas condigdes experimentais.
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Costuma ser definido como 10s, neste ponto o erro associado 2 medida é de 30%
com 99% de probabilidade. Normalmente é expresso em unidades de

concentracio.

As otigens e o histérico sobre os termos limites de quantificacio e de

deteccdo foram recentemente descritas por Currie. 7
1.6.6. Especificidade

O termo especificidade é muitas vezes utilizado como sindnimo de
seletividade uma vez que ambos demonstram 2 capacidade de um método
detectar o analito de interesse na presenca de outros componentes (interferentes),
que possam estar presentes na matriz da amostra (impurezas, produtos de
degradagio, componentes da matriz). Para alguns autores o termo especificidade
~se refere 2 um método especifico para um Unico analito, enquanto que
 seletividade diz respeito a um método que permite a anilise de virias substincias
quimicas que podem ou ndo ser distinguiveis. Como sdo poucos os métodos que

- respondem a um Gnico analito, o termo seletividade parece ser mais apropriado.

A seletividade é obtida em fungio do processo de preparagio da amostra,

sistema de deteccio utilizado e da separacio cromatografica.

" Testes de identificagio — Discriminar os componentes de estruturas
similares ou interferentes que possam estar presentes na matriz da

amostra, 15to garante a identidade do analito.

* Comparagio da matrz branca (todos os componentes exceto o
analito de interesse) com a matriz fortificada. Nenhum pico deve

eluir no tempo de retengio do analito de interesse.
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| % Testes de pureza — Uso de técnicas hifenadas, tais €omo,

Crorﬁétbgraﬁa liquida com detector de arranjo de diodos
(CL./DAD), CL/EM, etc.

\
1.6.7. Robustez

E 2 habilidade do resultado de um método permanecer inalterado com
pequenas mudangas de parimetros operacionais e ambientais, como diferentes
analistas, temperatura, pH, concentragio da fase mével, colunas de diferentes

procedéncias, etc.

A robustez de um método pode ser determinada através da anilise
individual ou simultinea (planejamento fatorial) dos parimetros sujeitos a
variagio.
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CAPITULO II - OBJETIVOS

“E. impossivel para um homem aprender aquilo que ele acha que ji sabe.”

Epiteto
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I1.1. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram os seguintes:

= Desenvolver uma metodologia para anilise multirresiduo de pesticidas,
que possam estar presentes em amostras de agua de torneira e de pogo

artesiano, usando diferentes técnicas de extragio/pré-concentragio

(ELL e EFS), e postedor anilise por CL/EM.

= Desenvolver novos  materiais, sorventes, baseados em
polilmetiloctadecilsiloxano) (PMODS) -e pol{metiloctilsiloxano)
(PMOS), sorvidos sobte suporte de silica e imobilizados através de
diferentes processos: irradiagio gama, microondas e temperatura, para

serem empregados em extragio em fase sélida.

< Caracterizar 0s sorventes preparados através de espectroscopia no
infravermetho (IV), andlise termogravimétrica (ATG), microscopia
eletronica de varredura (MEV) e anilise elementar (CHN).

& Aplicar os sorventes, nos modos off-bne e on-line, em anilises de

amostras de dgua detonizada e de tomeira.

< Aplicar 0s sorventes para extragio e ckan-up de pesticidas em

extratos de urina.

< Comparar os métodos de preparo de amostra, extragdo liquido-
liquido (ELL) e extragio em fase s6lida (EFS) nos modos “on-kne’ e
“off-bine”.
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< Comparar os métodos de detec¢io CL/EM e CL/DAD na anilise
do seguinte conjunto de pesticidas: tebutturon, simazina, atrazina,

diuron e ametrina, presentes em amostras de gua de torneira.
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CAPITULO III - DETERMINACAO MULTIRRESIDUOS

DE PESTICIDAS EM AGUA POR CL/EM

“As dificuldades iluminam a existéncia, mas devem ser novas ¢ de alta gualidade.”

Tom Robbins
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IIL.1. Justificativa do Trabalho Desenvolvido

Os métodos de anilise de residuos de pesticidas sio desenvolvidos para
atender as seguintes necessidades: i) anilise de analitos individuais, 11) analise de
classes de pesticidas ou iii) analise simultinea de vardos pesticidas, pertencentes a
diferentes classes, dénominada "anilise multirresiduo”. O desenvolvimento de
métodos de anilise multirresiduo é muito trabalhoso, pois os pesticidas
apresentam caractetisticas fisico-quimicas bastante diferentes, os constituintes das
matrizes normaltnente. interferem na anilise e, além disso, eles se encontram

somente a niveis de tragos.

Muitas vezes, nas lavouras, sio aplicados varios defensivos agricolas
simultaneamente, sendo que cada um tem uma funcio especifica no plantio. O
numero de artigos publicados sobre o desenvolvimento de métodos de anilise
multirresiduo em amostras ambientais tem crescido, e, como tesultado ha uma
extensa bibliografia sobre este assunto, principalmente sobre herbicidas.” % ?
Entretanto, até agora, hi uma falta de informagbes sobre a presenca de
inseticidas e fungicidas em 4guas naturais. Deste modo, o objetivo deste trabalho
foi desenvolver um método de anilise multirresiduo, incluindo pesticidas das
classes dos herbicidas, fungicidas e mnseticidas, que possam estar presentes em
diferentes tipos de 4guas e aplicar a metodologia na analise de amostras reais. Os
pesticidas escolhidos fazem parte das “listas de prioritirios” da EPA e do ECC

por possuirem alto potencial de contaminar o meio ambiente.
II1.2. Parte Experimental

- I11.2.1. Selegio dos Pesticidas a Serem Estudados
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Os pesticidas utilizados neste estudo pertencem i importantes classes:
dcados fenoxiacéticos, carbamatos, feniluréias, trazinas, organofosforados e
benzimidazdis. Estes pesticidas, cujas estruturas sio mostradas na Figura IIl.1e
caracteristicas na Tabela IIL1, apresentam instabilidade térmicz e/ou nio

volatilidade e, portanto a CLAE ¢ a técnica de escolha para a anilise destas

substincias.
. Ii[ 0 CH 3
CIQWH 2C02H mmco 2CH3 Oc
l Cl g é
Hj
H3 g}f_ s
~CHj OCH3
Cl
Cl a cl Cl
Cl 6
4 s &

CH3S Nz~ NHCH 2CH3 Cl\rN \]/NHCH(CH 32 Cl\I/N .~ NHCH 2CH3
e g T
CH(CH 3)2 NHCH 2CH3 NHCH 2CH3
9

2 8

(CH3)3 NCH 3CONHCH 3 §
_ | \lN/ CH3NHCOCH 2SP(OCH 3)2

s
10 11

Figura III.1 — Estrutura dos pesticidas: 1) 2,4-D; 2) carbendazim; 3) carbaril; 4)
diuron; 5) linuron; 6) 3,4-DCA; 7) ametrina; 8) atrazina; 9) simazina; 10)
- tebutiuron e 11) dimetoato.
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- Tabela ITI.1 - Caracteristicas dos pesticidas estudados.

Grau Solubilidade
Pesticida Grupo de Fornecedor Classe : em dgua
pureza . (mg/L)+
24D H >99 Dow Acidos fenoxiacéticos 600
Carbendazim Fo ' 993 Riedel-de-Hien Benzimidazol 28
Carbaril I 98,5 * Carbamatos 1.000
Diuron H 99,3 Du Pont Feniluréia 42
Linuron H 99,5 Hoescht Feniluréia 75
34-DCA Hb 99,0  Riedel-de-Hien - -
Tebutinron H 99,8 Aok Feniluréia 2.500
Ametrina H 96,8 Novartis Triazina 185
Atrazina H 97,7 Novartis Triazina 70
Simazina H 98,3 Novartis Triazina 5
Dimetoato I 99,0 oo Organofosforado 25.000

H = Herbicida; F = Funpgicida; I = Inseticida; a = metabolito do benomil; b = metabélito do diuron, knuron,
neburon e propanil. -

* Doado gentilmente pela Sra, Nidia Rodrigues do CPQBA da UNICAMP
** Doado gentilmente pela Dra. Vera Ferracini da EMBRAPA.

***Doado gentilmente pelo Dr. Eduardo Vicente do ITAL

I11.2.2. Reagentes

Os reagentes utilizados na preparagio da fase mével foram: igua
ultrapurificada, obtida de um sistema Milli-Q da Millipore e metanol grau
cromatogrifico, obtido da ACROS (EUA). O pH da 4gua foi ajustado em 3,8
com 4cido férmico, obtido da ACROS (EUA).

A acetonitrila utilizada, grau cromatogrifico, foi obtida da ACROS (EUA);
o sulfato de sédio anidro, grau P.A., foi obtido da MERCK (Alemanha) e o
acetato de etila, grau pesticida, foi obtido da ACROS (EUA).
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O 4cido cloridrico, grau P.A., para ajuste de pH foi obtido da ACROS
(EUA).

Na extragio liquido-liquido foi utilizado diclorometano como fase
orginica e este solvente, grau cromatogrifico, foi obtido da BIOSOLVE
(Holanda).

I11.2.3. Sorventes para Extragio em Fase Sélida

Os seguintes sorventes foram empregados na etapa de extragio/ pré-
concentragio dos analitos:

- Supelclean Envicarb, catbono grafitizado nio poroso, 4rea superficial 100
m?/ g, 120/140 mesh. Cartuchos de 6 mL (250 mg), Supelco.

- Supelclean Envichrom-P, resina de copolimero estireno/divinilbenzeno,
tamanho de particula 80-160 pm, 2-3 nm de tamanho de poro, irea
supezficial de 900 m”/g. Cartuchos de 6 mL (250 mg), Supelco.

- Bond Elut-C8, silica modificada, tamanho de particula 40-120 pm, 6 nm
de tamanho de poro. Cartuchos com 6 mL (500 mg), Varian,

- Lichrohat EN, resina de copolimero estireno/divinilbenzeno, #4rea
superficial de 1200 m’/g. Cartuchos de 2 mL (200 mg), Mexck.

I11.2.4. Instrumentagiio e Condig¢des de Anilise

As anilises por CL/EM foram realizadas em um instrumento HP 1100
série MSD (Hewlett Packard, Waldbronn, Alemanha) com injetor automitico
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- dotado de alga de amostragem de 100 pL. As condigdes Stimas do detector
foram obtidas com a interface electrospray, modo ion positivo, ions selecionados
(SIM): 125, 145, 160, 162, 202, 216, 228, 229, 233 e 249. Temperatura do gis
340°C, vazio do gis de nebulizagio 12,0 L/min (N,), pressio de nebulizagio
0,38 MPa, voltagem do capilar 4000V, temperatura do quadrupolo 100°Ce
voltagem do CID 100V. A separagio da mistura de pesticidas foi realizada
usando uma coluna analitica, 250 x 4,6 mm, recheada com fase reversa tipo
C-18, tamanho de particula de 5 pum, Phenomenex. A vazio foi de 1 mL/min
e utilizou eluigio por gradiente com metanol e 4gua com pH ajustado em 3.8,
com 4cido férmico. O seguinte programa de gradiente foi empregado: 45% de
metanol 3 55% em 20 minutos, de 55% & 75% em 17 minutos, em seguida
manteve-se 2 composigio constante por 7 minutos e depois retornou as

condicdes inictais em 3 minutos.
IT1.2.5. Preparagio da Solugdo Estoque

As solugdes estoque dos pesticidas individuais foram preparadas na
concentragio 1 mg/ml, em metanol, com exce¢do do carbendazim que foi
preparado na concentragio de 0,092 mg/L e diluido em acetonitrila, devido a
melhor solubilidade. Em seguida preparou-se uma solugio contendo a mistura
dos pesticidas em concentragdes de cerca de 1 mg/L. Esta solugio foi utilizada

para fortificar as amostras (concentragio final de 0,1 pg/L) e fazer as curvas

analiticas (faixa de 10 pg/L 2500 pg/L).
111.2.6. Preparagio da Amostra

Diferentes técnicas de preparo de amostra foram empregadas:
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I11.2.6.1. Extragio Liquido-Liquido

Um volume de 500 ml de amostra, 4gua da torneira (coletada no
laboratério, Ghent-Bélgica) ou é,gua' .de bogo artesiano (coietada em um pogo
localizado na Bélgica), com. pH 'ajustaddi para 2,5 com HC], fortificadas ou nio,
foram extraidas com 3 porcoes de 50 mL de diclorometano. Em segmda o
solvente foi evaporado até cerca de 3 mL utilizando um rotaevaporador Secou-
se O extrato com sulfato de sodio anidro, ttansfenu—se quantitativamente para um
tubo de ensaiote evaporou-se o ‘solvente sob fluxo lento de nitrogénio. O
residuo foi ressuspenso em 1 mL de MeOH:H,0O 60:40 (v/v), em seguida foi
filtrado em meml:;rana de 045 pm e um volume de 10 uL foi injetado no
CL/EM.

H1.2.6.2.Extragido em Fase Sélida

Bond Elut-C8: os cartuchos foram condicionados com 2 mL de metanol e
em seguida duas ];Sorgées de 2,5 mL de 4gua deionizada. Passou-se a amostra, 500
mL (pH ajuétado em 3,0 com HCI), sob vicuo, com vazio de 10 mL/min. A
seguir efetuou-se a secagem do cartucho, sob vicuo, durante 20 minutos. Apés a
secagem, os cartuchos foram eluidos com 2 mlL de metanol. O extrato foi seco
sob fluxo lento de nitrogénio e ressuspenso em 1 mL de MeOH:H,O 60:40
(v/v). Uma aliquota foi posteriormente injetada no CL/EM.

_ Eavichrom-P (E-DVB): os cartuchos foram condicionados na
- seqiiéncia: 5 mL de metanol e 5 mL de 4gua deionizada pH 3 (ajustada com HCI).

Paésou-se a amostra, 500 mL (pH ajustado em 3,0 com HCI), sob vicuo, com
vazdo de 10 mL/min. Lavou-se o cartucho com 5 mL de agua e a seguir efetuou-

se a secagem do cartucho, sob vicuo, durante 20 minutos. Apds a secagem, os
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cartuchos fotam eluidos com 5 mL de metanol. O extrato foi seco sob fluxo

lento de nitrogénio e ressuspenso em 1 mL de MeOH. Uma aliquota foi
posteriormente injetada no CL/EM.

Lichrolut EN (E-DVB): os ca.rtucﬁos foram céndicionados na sequéncia: 2
‘mL de metanol e 2 mL de 4 agua. Passou—se a amostra, 500 ml. (pH ajustado em
5,5 - 6,0 com HCI), sob vicuo, com vazio de 10 mL/ mm Lavou-se o cartucho
com 5 ml de 4gua e a seguir efefuou-se a secagem do cartucho, sob vicuo,
durante 20 minutos. ApSs a secagem, os cartuchos foram eluidos~com 0,5 mL de
metanol e, duas vezes, com 3 mL de metanol.acetato de etila 1: 1 (v/¥). O extrato
fot seco sob fluxo lento ‘de nitrogénio e ressuspenso em 1 ml. de MeOH. Uma

aliquota fo1 posteriormente injetada no CL/EM. .

elcle Envicarb _(cartbono grafitizado): os cartuchos foram
condicionados na sequéncia: 5 ml de metanol e 5 mL de 4gua deionizada.
Passou-se a amostra, 500 mL (pH ajustado em 3,0 com HC), sob vicuo, com
vazdo de 10 mL/min. Lavou-se o cartucho com 5 mL de agua e a seguir efetuou-
se a secagem do cartucho, sob vicuo, durante 20 minutos. Apés a secagem, os
cartuchos foram eluidos com 1 mL de metanol seguido de duas porcSes de 2 mL
de CH,Cl:MeOH 90:10 (v/v). O extrato foi seco sob fluxo lento de nitrogénio e
ressuspenso em 1 mlL de MeOH/H,O 60:40 (v/v). Uma aliquota foi
posteriormente injetada no CL/EM.
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II1.3. Resultados e Discussio
II1.3.1. Otimizagio das CondigSes Cromatograficas

Os pesticidas selecionados pertencem 4 diferentes classes e possuem
diferentes caracteristicas fisico-quimicas. A diferenca na polaridade entre eles &
bastante grande, e portanto a eluicio isocritica nio é uma escolha adequada, pois
os ultimos picos sdo largos, apresentam baixa eficiéncia e, conseqtiientemente,
dificulta a quantificagio. Além disso, tempos de anilise maiores sio observados.

Por iss0 a eluigio por gradiente € a melhor alternativa para este tipo de separacio.

- Os compostos foram injetados no CL/EM usando o modo ion positivo.
Foi adicionado o 4cido férmico na fase mével para aumentar 2 ionizacio das
moléculas que possuem cariter bisico (carbendazim e triazinas) e, desse modo,
melhorar a detecgdo destas espécies. Diferentes condi¢des foram testadas e a
melhor, ern termos de fase mével, esti mostrada na Figura IIL2. Esta figura
apresenta dots cromatogramas, um obtido no detector espectrdmetro de massas
(IIL.2A) e um outro (III.2B) obtido no detector UV/Vis. com deteccio em 235
nm. Como pode ser observado na Figura 1I1.2B, ocorre uma variacio na linha
de base devido a0 aumento da quantidade de metanol durante a corrida
cromatografica. Esta subida na linha de base implica em menor detectabilidade e
problemas durante a integragio, enquanto que na detecgio por EM isto nio
ocorre. De maneira geral, o detector de massas mostrou ter detectabilidade mais
favorivel que o UV/Vis, com excegio da 3,4-dicloroanilina, pico 6,

- provavelmente devido 4 nio ionizacio desta molécula nas condicdes da analise.
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Figura II1.2 - Cromatogramas obtidos para a separagio da mistura de padrdes de
pesticidas: 1= carbendazimn; 2= dimetoato; 3= simazina; 4= tebutturon; 5= carbanl; 6= 3,4-
DCA; 7= atrazina; 8= diuron; 9= ametrina; 10= linuron. A) utiizando o detector
espectrtometro de massas ("Ful scan") e B) detector UV/Vis. A=235 nm). Condigdes
cromatograficas: coluna analitica de 250 x 4,6 mm, C-18, tamanho de particula de 5 pm,

Phenomenex. Vazdo = 1 mL/min, eluigio por gradiente com metanol e igua pH 3,8.
- Gradiente: 45% de MeOH 2 55% em 20 min., de 55% a 75% em 17 min., em seguida
manteve-se 2 composigio constante por 7 minutos e depois retomou as condigdes iniciais em
3 minutos.

O limite de detec¢io no EM pode ser abaixado sensivelmente através da
otimizacio da fase moével e do uso do modo SIM (Sekctive Ion Monitoring) e
por essa razdo os ions mais abundantes obtidos foram os escolhidos, conforme
Tabela IIL.2. Os espectros de massas obtidos para o dimetoato, carbaril e
catbendazim sio mostrados na Figura III.3. O fragmento 145, obtido pela
Era.gmentagﬁo do carbanl, é devido a perda de CH;-N=C=0, no carbendazim
devido 4 perda de -O-CH, e no dimetoato de CH,NHCOCH,S-. Os ions mais
intensos para os demais compostos correspondem a [M+H]" devido ao fato de
se estar trabalhando no modo ion positivo e ndo ocorrerem fragmentagdes. O

pesticida 2,4-D, por ser um 4cido, o modo ion negativo é o mais adequado € um
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valor alto de limite de detec¢io foi obtido devido presenga de acido f6rmico na
fase mével, que reduz a sua ionizacio. Assim, desistiu-se de deterrninar este

composto.

Tabela II1.2 - fons utilizados para a analise quantitativa dos pesticidas.
Modo ion positivo.

Pesticida Z Massa Molar Jon mais intenso ‘

. o (utilizado para a quantificacio)
Dimetoato 2292 125
Carbaril 201,2 145
Carbendazim 1912 160
Simazina 201,6 202
Atrazina 215,7 216
Ametrina 2270 228
Tebutiuron 2283 229
34-DCA 1610 162
Diuron 2321 233
Linuron 248,0 249

Apesar do EM apresentar detectabilidade mais favorivel que o detector
UV/Vis, nio foi possivel a injecio direta da amostra, sem tratamento prévio.
Assim, fol necessirio realizar uma etapa de pré-concentracio de forma a adequar
a concentra¢io do analito 4 detectabilidade do detector. Para isso diferentes
tratamentos de amostra foram realizados e comparados. Os resultados obtidos

com os métodos usados estio descritos a seguir.
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Figura I11.3 — Espectros de massas. A) dimetoato, B) carbanl e C) carbendazim.
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II1.3.2. Recuperagio da Extracio Liquido-Liquido

A extragio com diclorometano é considerada clissica para a anilise de
residuos de pesticidas em 4gua, devido a sua capacidade em extrair compostos
com uma larga faixa de polaridades e a facilidade de evaporagio do solvente.™ ¢

Assim esta foi a primeira técnica a ser empregada.

Os resultados das recuperagdes obtidas para este tipo de metodologia
estio mostrados na Tabela IIL.3. Como pode-se observar houve uma 6tima
recuperagio para todos os pesticidas, exceto para o carbendazim, devido,
provavelmente, s perdas durante o processo de extracio, uma vez que este
composto € bisico e como o pH da amostra foi acido (PH=3,0) ele

provavehnente ficou retido na fase aquosa. A 3,4-DCA, nio foi detectada, pots o
| limite de detecgio é maior que a concentracio utilizada para a fortificagio (0,1
ug/L). _

Apesar das recuperagdes para a maioria dos compostos estudados,
utilizando a ELL, estarem dentro dos valores aceitos pela literatura’ que é de 50-
120% e com estimativa do desvio padrio relativo de no méaximo 20%, resolveu-
se testar 2 EFS devido a uma séde de vantagens que ela oferece em relagio 2
ELL. Os principais problemas da ELL sio: requer grandes quantidades de
solvente orginico (que sio tbxicos), é lenta, trabathosa e de dificl automagio.
Assim a EFS esti sendo uma alternativa interessante e vem ganhando muita

aten¢io nos tltimos anos.®
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Tabela II1.3 - RecuperacBes obtidas através da extragio liquido-liquido (n=2).

Pesticida | Recuperagdes para dgua Recuperagies para
de torneira - RSD | 4gua de pogo artesiano | RSD
(%) (%) o) )
Dimetoato 97 1 81 1
Carbaril 89 0 81 2
| Carbendazim nd - nd -

" 34DCA ; . - -
Simazina 112 10 83 2
Atrazina 95 1 98 1
Ametrina 94 1 94 1

Tebutiuron 101 1 N 3
Diuron 101 1 86 6
Linuron 102 4 75 1

RSD = estimativa do desvio padrio relativo; nd = ndo detectado.
II1.3.3. Recuperagdo da Extragio em Fase Sélida

Esta técnica tem sido largamente utilizada na pré-concentragio de solugdes
muito diluidas, tais como 4guas naturais, onde grandes volumes de amostra sio
processados para possibilitar concentragbes do analito suficientes para serem
detectadas. Dentre outras vantagens desta técnica pode-se citar: a2 amostra pode
ser extraida no campo (melhor para transporte), velocidade de extracio e

simplicidade, e € mais segura (usa menor volume de solvente orginico).

O carvio ativado foi a primeira fase solida a ser empregada na extragio de
compostos orginicos de dgua e a vantagem deste material é a alta retencio de
compostos de baixa massa molar e seus metabOlitos. Alguns autores
demonstraram que estes materiais sio mais eficientes que o C-18 para pré-
concentrar pesticidas muito polates em amostras aquosas.>’ Entretanto,
dependendo do tipo utilizado, resultados diferentes sio encontrados na literatura

“quando este material é comparado com sorventes poliméricos.
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Polimeros sintéticos, tais como copolimero de poliestiteno entrecruzado
com divi.nilbenzenb, tém sido usados como alternativa e sdo bastante adequados
para compostos altamente polares. A estrutura homogénea dos polimeros resulta
em experimentos mais reprodutiveis que utilizando o carvio ativado. Com
polimeros sintéticos sdo obtidas recuperagSes mais altas para analitos polares que
em fases apolares quimicamente ligadas 4 silica, pois apesar da superficie da silica
ser hidrofilica, as cadeias de hidrocarbonetos que a recobrem tomam 2 superficie
hidrofébica e hi pouca interagio com solugdes aquosas. Embora o copolimero
estiteno-divinilbenzeno tenha uma superficie hidrofilica, ele contém um ntimero
relativamente alto de sitios aromiticos, os quais permitem interacdes tipo m-%
com analitos aromiticos.”” Além disso, estes polimeros tém um alto grau de
entrecruzamento e uma estrutura aberta (material de alta porosidade), os quais

aumentam 2 sua 4rea superficial.”®

Outros materiais, tal como, silica modificada, poncipalmente do tipo fase

reversa (C-8 ou C-18), tém sido intensamente empregados.

| Assim, utilizaram-se diferentes fases solidas de forma a testar qual delas

forneceria as methores recuperagdes. Os resultados obtidos estio nas Tabelas
I11.4 e IIL.5.

O dimetoato é um pesticida extremamente polar e, de acordo com a
literatura, fases do tipo reversa nio sdo adequadas para extrair este composto.
Parrila et al. encontraram recuperagbes de 56 ¢ 39% para o dimetoato em 4gua
R Mi]ﬁ-Q e de tomeira, respectivamente, usando cartuchos C-18.* No presente

trabalho, baixa recuperagio, conforme esperado, também foi encontrada usando
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Tabela I11.4 - Recuperacdes obtidas para os pesticidas através de EFS. Amostra:
4gua de torneira fortificada, concentragio 0,1 ug/L (n = 2).

Bond Elut-C8 Lichrolut EN Supelclean ~ Supelclean’
S E Envichrom-P ‘Envicarb
Pesticida : — :
- Rec. RSD Rec. RSD Rec. RSD | Rec. RSD
@ | ®wl®w | w| oW || ow | &
Dimetoato 12 44 70 0 88 3 43 5
Carbaril 84 4 64 9 74 5 73 4
Carbendazim 14 10 24 3 94 1 36 19
Simazina 109 6 89 i 77 4 88 i
Atrazina 98 1 89 1 78 1 86 4
" Ametrina 73 18 88 1 90 1 84 -
Tebutiuron - - 97 1 102 2 6O 1
Diuron 91 1 90 7 74 2 59 9
Linuron - - 66 2 58 3 74 11

Rec. = recuperagio
RSD = estimativa do desvio padrio relativo

Tabela IIL5 - Recuperagdes obtidas para os pesticidas através da EFS. Amostra:

dgua de pogo artesiano fortificada, concentragio 0,1 ug/L (n = 2).

Pesﬁéi da Supelclean Envichrom-P Supelclean Envicarb
' Rec. RSD Rec. RSD
(%) () (%e) (%)
Dimetoato 77 4 12 0
Carbaril 67 4 56 3
Carbendazim 79 2 3 7 3
Simazina 82 1 32 4
Atrazina 80 4 80 0
Ametrina 80 4 73 6
- Tebutiuron 77 4 54 5
Diuron 70 - 36 6
Linuron 48 2 46 1

Rec. = recuperagio
RSD = estimativa do desvio padrio relativo.
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o sorvente C-8. Dessa forma, o uso de sorventes do tipo carbono grafitizado e
resina de estireno-divinilbenzeno'® tem sido descrito como uma alternativa
promissota para extrair eficientemente este pesticida. Boas recuperagdes foram
obtidas utilizando o sorvente Envicrom-P e Lichrolut EN. Este bom resultado
para o dimetoato em sorventes de polimero sintético esti de acordo com a
literatura. Usando o Envicarb a baixa recuperagio pode ser devido 20 fato deste

pesticida ser muito polar e ter sido retido fortemente no sotvente.

A determinacio de carbendazim, que é um produto de degradagio do
benomil (fungicida sistémico), em 4gua tem sido publicada 7 Os autores
verificaram que este pesticida ¢ eficientemente extraido usando o LiChrolut EN
(97%) e pH 4 para a amostra. Recuperacdes baixas foram obtidas usando
sorventes do tipo fase reversa modificada, quando amostras com alto teor de
carbono dissolvido foram extraidas. Este resultado foi observado a0 utilizar o
sorvente Bond Elut-C8. O uso de fases com quantidades maiores de -carbono
poderia contornar o problema da baixa capacidade do matendial, entretanto o
custo e o tempo de extragio aumentariam. O LiChrolut EN, que tem uma
capacidade 10 vezes maior que o das fases ligadas, fot usado. Entretanto a pH 4
os acidos hiimicos sio co-extraidos e interferem na anilise usando o UV. Ao
contririo do que foi publicado por Junker-Buchheit e Witzenbacher, no
presente trabalho,. foram encontradas recuperacdes baixas usando o sotvente
LiChrolut EN, melhores resultados foram alcancados usando o cartucho
Supelclean Envichrom-P que também é baseado em estireno-divinilbenzeno.
Deve-se salientar que o detector de massas mostrou ser altamente seletivo 20 nio
detectar os picos. de dcidos himicos, apresentando-se mais adequado que o
detector DAD.
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O sorvente Supelclean Envichrom-P, que é uma resina de estireno-
divinilbenzeno, forneceu os melhores resultados para o conjunto de pesticidas
estudados, tanto em 4gua de torneira quanto de pogo artesiano. Para igua de
tomeira, além do dimetoato e do carbendazim, as feniluréias sio retidas com

6tima recuperagio empregando-se polimero de Envichrom-P (exceto o linuron).

Para o carbaril, presente em 4gua de torneira, somente a fase sOhda
Lichrolut EN apresentou baixa recuperagio. A 3,4-DCA, que é um metabdlito,
njo foi detectada, pois o limite de detecciio é maior que a concentragio utilizada
para a fortificagio (0,1 pg/L). Para as triazinas, de um modo geral, todas as fases
solidas mostraram ser adequadas, mesmo estas substincias tendo cariter

levemente basico’ e usando pH 4cido para a amostra.

Pode-se observar que, de um modo geral, as recuperagOes para amostras.
de igua da torneira, fortificadas 4 niveis de 0,1 pg/L, foram maiotes que para
aguas de pogo artesiano. Isto se deve ao fato que a 4gua de pogo artesiano
contém maiores quantidades de compostos orginicos dissolvidos e eles
competem com os pesticidas pelos sitios ativos da fase s6lida, diminuindo

portanto as recuperagoes.
I11.3.4. Validagio da Metodologia

Os parimetros de linearidade, obtidos para os pesticidas estudados, estio
descritos na Tabela II1.6. Normalmente, para a validagio ¢é preciso que se
utilize 3 ordens de grandeza, entretanto para anilise de residuos de pesticidas
isto nfio é necessario, pois somente niveis de concentragdes muito baixos sio
esperados. Como pode se observar, obtiveram-se excelentes coeficientes de

correlacio, estando todos acima de 0,9997, exceto para a 3,4-DCA.
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Tabela IT1.6 - Curva analitica e linearidade para os pesticidas estudados.

- Yoo | ] |  Lincandade
" rcdeida Seleclonado a S R S (,l.lg/L) :
“Dimetoato 135 | 11114 | 77438 | 0,9999 23-500
Cacbarl | 145 62853 | 22482 | 09999 16-500
Carbendazim | 160 | -8799.69 | 3335 | 0,999 6500
Simazina 202 | -12681,0 | 36079 | 09999 9500
Atrazina 216 |-1449652| 39123 | 0,999 3500
Ametrna 228 |-2856252| 78126 | 09999 9.500
Tebutiron 225 746,78 | 216838 | 0,999 50-500
34ADCA 162 | -1868,00 | 708 | 0,9980 120-500
Diuron 233 2803,00 | 682,70 | 0,097 50-500
Tinuson 249 69353 | 28825 | 0,099 50-500

a = coeficiente angular; b = coeficiente linear e r = coeficiente de correlacio.

Na Tabela II1.7 encontram-se os valores de limite de deteccio, apbs a
pré-concentracio, calculados usando 3 vezes a razio sinal/ruido, os quais sio
menores ou iguais a 0,1 ug/L (exceto para a 34-DCA). Os limites de
quantificacdo, correspondentes a 10 vezes a razio sinal/ruido, também
apresentaram uma vanacio dependendo do pesticida considerado (Tabela
II1.7). Observa-se que os pesticidas pertencentes as mesmas classes possuem
LOD e LOQ semelhantes, pois quando s3o submetidos as mesmas condi¢des de
 andlise eles apresentam o mesmo comportamento, em termos de ionizagio. O
dimetoato ndo apresenta cromoéforo e portanto detectores de UV nio sio

adequados. No EM baixo LOD & obtido para este inseticida.
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~Tabela II1.7 - Parametros de validagio da metodologia.

- Pesticida | LOD" | LOQ* | LOD™ | LOQ™ | RSD (n=7)

(ug/L) | (ug/L)| (ug/L) | (ug/L) )
Dimetoato 7 23 0,01 0,05 0,05
Carbaril 5 16 0,01 0,03 0,2
Carbendazim | 2 6 0,004 0,01 0,08
34DCA 35 120 0,07 0.2 0,1
Simazina 3 9 0,006 0,02 0,03
Atrazina 3 9 0,006 0,02 0,03
Ametrina 3 9 0,006 0,02 0,01
Tebutiuron 17 50 0,03 0,1 0,06
Diuron 17 50 0,03 0,1 0,04
Linuron 17 50 0,03 0,1 0,07

LOD = limite de deteccdo

LOQ = limite de quantificagio

RSD = estimativa do desvio padrio relativo

* valor obtido para o instrumento;

** valor obtido para o método (ap6s pré-concentragio de 500 vezes).

A precisio foi determinada em termos de repetibilidade, que é expressa
- pela estimativa do desvio padrio relativo (RSD) das dreas dos padrdes apds sete
inje¢Ses (Tabela IIL.7) e das duplicatas das amostras (Tabelas I11.3 4 IIL5). Os
valoses obtidos estio dentro da faixa aceitavel, ou seja < 20%, e portanto sio

| adequados.

A recuperagdo ¢ uma medida da exatidio do método. Os resultados para
as recupera¢bes, obtidos por ELL estio apresentados na Tabela IIL.3, e pot
EFS estio nas Tabelas III.4 e III.5 e os resultados ja foram discutidos

anteriormente.

Verificou-se que a seletividade do método em grande parte depende do
tipo de detector empregado. O EM pode ser considerado, a prncipio, um
detector universal. Todos os compostos introduzidos no instrumento tém massa

‘e uma vez ionizados eles sdo detectados pelo tubo multiplicador de elétrons.
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Entretanto 2 resposta do instrumento depende da habilidade do composto em
ser convertido em espécies ibnicas. O EM também pode ser usado como
detector seletivo ou especifico porque ele pode ser ajustado, antes ou apés a
anilise, em um modo de operagio seletivo através do denominado
monitoramento seletivo de fons. Estas caracteristicas sio de enorme mmportincia
na anilise de pesticidas tanto em termos qualitativos como quantitativos,
mostrando que a seletividade do método é excelente. Assim, o EM pode ser
considerado adequado para anilise dos pesticidas estudados, pois nio se verificou
interferéncia da matrz nos cromatogramas. J4 o DAD sofre interferéncia da
matriz como por exemplo os dcidos hiimicos presentes em amostras de 4gua, que

ndo sio detectados pelo EM.

O método mostrou ser robusto, uma vez que pequenas mudancas na
composicio da fase moével, temperatura, etc., nio afetaram significativamente as
medidas.

II1.3.5. Anélise de Amostras Reais

Agua de pogo artesiano foi analisada, pois esta € a principal fonte de
abastecimento de 4gua potivel na Europa, local onde foi desenvolvido este
trabalho e também foram analisadas amostras de 4gua de torneira, coletada no
proprio laboratério (Universidade de Ghent- Bélgica). Nas anilises de 4gua de
pogo artesiano ndo foram encontrados nenhum dos pesticidas estudados,
entretanto em 4gua de torneira foram detectados pesticidas, das classes das
triazinas, e os cromatogramas podem ser visualizados na Figura II1.4. Os niveis
de concentragdes estimados foram de 0,008 pg/L (valor préximo do LOD) para

a simazina e de 0,028 ug/L para a atrazina, portanto estio bem abaixo do limite

aceitivel imposto pela legislacio européia que € de no maximo 0,1 pug/L para
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pesticidas individuais e 0,5 pg/ L para a soma de varios. De acordo com dados da
lhiteratura estes pesticidas sdo, dentre a classes das triazinas, os dois mais
estudados e tém sido freqiientemente detectados em 4guas naturais.® A atrazina,
embora ainda esteja sendo largamente usada em muitos paises, foi recentemente
banida na Itilia e na Alemanha devido ao seu potendcial téxico. A EPA estima
que a exposicdo a 3 |g/L de atrazina, que é o limite miximo imposto, apresenta
o risco de 1/100.000 da pessoa ter cincer durante a vida e este é o motivo de

preocupagio com este herbiada.
I11.4. Conclusio

A validagio mostrou que o método desenvolvido, empregando-se ELL
com diclorometano ou EFS com Supelclean Envichrom-P (E-DVB), ¢
adequado para determinar o conjunto de pesticidas estudados, que possa estar
presente em 4guas de torneira e de pogo artesiano, 4 niveis abaixo de 0,1 pg/L,
exceto 3,4-DCA e 2,4-D, devido aos seus valores altos de limites de deteccio. O
carbendazim ndo é extraido adequadamente por ELL, devido is perdas no
processo. O linuron teve baixas recuperagbes por EFS possivelmente devido a

problemas no processo de eluigio do cartucho com os solventes utilizados.

O detector de massas mostrou ser adequado para anilises de rotina e

apresentou excelente seletividade e sensibilidade.
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Figura II1.4 - Cromatogramas obtidos para amostra de dgua da torneira
utilizando como sorvente: Supelclean Envicarb. A) Fu/ scan; B) Detecgio de
simazina em t; 16,8 min e C) Deteccio de atrazina em tz 25,0 min. Condicdes
cromatogrificas: idem 2 figura I11.2.
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CAPITULO IV - NOVOS SORVENTES PARA

e M

EXTRAGAO EM FASE SOLIDA: PREPARACAO,

CARACTERIZAGAO E APLICAGAO

“Se ndo tentar, certamente estard fadade av fracasso”.

Blaise Pascal
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IV.1 Justificativa do Trabalho Desenvolvido

A extracio em fase sblida é uma alternativa muito atraente para pré-
concentrar analitos ou para limpeza de amostras (cean-#p) devido a0 grande
nimero de vantagens que ela oferece em relagio 4 ELL, como ja foi descrito
anteriormente. Entretanto esta técnica, quando aplicada em anilises de rotina,
apresenta o inconveniente de que todos os materiais para uso em EFS,
disponiveis atualmente, sdo importados e 0s pregos s2o elevados. Além disso, a
reacio utilizada para se obterem materiais 3 base de silica quimicamente ligada
utiliza reagentes toxicos, o que vai contra a tendéncia atual na area de sintese. A
chamada “quimica verde” ou “sintese limpa”, requer procedimentos que poluam
o menos possivel o meio ambiente e também que os reagentes sejam
incorporados a0 miximo no produto final. Além disso, o tempo de preparo
desses materiais é muito demorado. Assim este trabalho propbde o
desenvolvimento de novos processos para obtencio de sorventes tipo C-8 e C-
18, destinados a extragio em fase solida. Os pontos chaves deste novo processo,

‘aqui proposto, sio:

v substituicio do reagente organoclorossilano  pelo  polimero
poli(metiloctadecilsiloxano)  (PMODS)  ou poli(metiloctilsiloxano)
(PMOS), que sio polissiloxanos, como fonte das cadeias alifaticas do tipo

C-18 e C-8, respectivamente;

v substituicio da reagio quimica por um processo de sorgio fisica dos
polimeros sobre a silica, seguida da imobiliza¢do através de temperatura,
irradiacio gama ou microondas;

v eliminacio da etapa de capeamento.
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A fim de avaliar o potencial destes materiais empregaram-se 0s mesmos na

anilise de pesticidas presentes em diferentes tipos de matrizes: 4gua e urina
IV.2. Parte Experimental -
IV.2.1. Materiais e Reagentes

A acetonitrila, usada na fase mével, e o metanol, utilizado na extracio do

excesso de polimero, foram grau cromatogrifico, obtidos da Mallinchrodt.

O pentano utilizado para dissolver o polimero foi grau cromatogrifico da
Mallinchrodt.

O hexano, utilizado na extragio do excesso de polimero, foi grau
- cromatografico da Merck.

A silica utilizada como suporte dos sorventes foi obtida da Fluka. As
caracteristicas deste material foram: particulas na faixa de 40-63 pm, 200-400
~mesh, e de tamanho de poro de 10 nm.

O tolueno wutiizado na caracterizagio das massas molares dos

polissiloxanos foi grau cromatogrifico obtido da Tedia.

O hidréxido de aménio, P.A., utilizado na fase mével foi obtido da
Nuclear.

Cartucho Supelclean C-18, 500 mg, volume 6 mL (Supelco).
IV.2.2. Polimeros

Os  polimeros polilmetiloctadecilsiloxano) (PMODS) e o
poli(metiloctilsiloxano) (PMOS) foram obtidos da Petrarch Silanes and
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Silicones. Estes materais foram caracterizados por cromatografia de
permeacgio em gel. A faixa de massas molares dos padrdes de poliestireno,
utilizadas na calibragio do equipamento foi: 456 - 4,48.10° Da. As condicdes
de anilise foram: trés colunas Ultrastyragel (Waters) de 7,8 x 300 mm,
acopladas em série, com 50 nm, 10° nm e 10° am de tamanho de poro; fase
moével: tolueno; vazdo: 1,0 mL/min; deteccio por indice de refracio e

temperaturas do fomo e da coluna 40°C.

1V.2.3. Pesticidas Selecionados

Os pestiadas selecionados para caracterizar os sorventes foram: o
benomil, tebutiuron, simazina, atrazina, diuron e ametrina. As caracteristicas
destes pesticidas, exceto para o benomil, foram descritas na parte experimental
do Capitulo III. O benomil foi obtido da Du Pont e tem uma pureza de 98,4%.

IV.2.4. Instrumentagio
Os seguintes equipamentos foram utilizados neste trabalho:

. Cromatografo de permeacio em gel da Waters constituido de
bomba de alta pressio modelo 510, detector de indice de refracio
modelo 410, programa computacional Millenium,  injetor
Rheodyne, modelo 7725, com al¢a de amostragem 2 mL e forno

para colunas.

" As anilises das amostras de 4gua, apds extra¢io no modo “off-lin¢’
foram realizadas em um cromatégrafo a liquido, da marca Waters,
modelo 600E, com a segumte configuracio: bomba;;_quateméﬁa,
injetor Rheodyne (volume da alca de amostragem: 20 EL), detector
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espectrofotométrico de absorcio no UV/Vis de comprimento de

onda varivel, modelo 484, e integrador Waters, modelo 746.

" A determinagio do volume de &raktbrough, bem como as
recuperacGes obtidas apds extracdes no modo “on-dné’, foram
obtidos através de um éromatégrafo a liqudo da marca Hewlett-
Packard, modelo 1090, série II/M, que consiste de uma bomba
terndria, amostrador de 25 pul, compartimento de coluna
termostatizado, detector por arranjo de diodos, valvula de seis vias,
€ um programa computacional escrito em Pascal denominado

Workstation, que controla o sistema.
® Forno microondas, tipo caseiro, marca CCE modelo M34.
® Analisador de CHN da Perkin-Elmer, modelo 2400.
* Espectrofotémetro FT-IR da Perkin-Elmer, modelo 1600.
" Microscopio eletrdnico de varredura Jeol, modelo JMST-300.
* Analisador termogravimétrico TA Instruments, modelo TGA-2050.
* Sistema para extragio em fase sélida da Supelco.
IV.2.5. Recobrimento da Silica com o Polimero

O recbbn'mento do suporte pelo polimero foi feito usando o método da
- evaporagio do solvente'. Assim, uma quantidade determinada de silica, pré-
aquecida a 150°C por 24 h, foi adicionada 3 solugio de PMODS ou PMOS
dissolvido edi pentano. A razio massa/massa utilizada foi igual a 4:6 entre
| polimero e silica. A dissolugio do PMODS no pentano ¢ facilitada se realizada
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~ em banho ultrassénico durante 20 2 30 min. A mistura silica/polimero/pentano
ficou sob agitagio magnética durante 3 h. Apés este tempo, a mistura foi deixada
em repouso, para evaporagio do pentano, a temperatura ambiente. Para
assegurar a evaporagdo completa do pentano, a fase sélida foi levada a estufa i 40
°C, durante 60 min. O material obtido (polimero sorvido sobte 2 silica) fo1
dividido em partes para posterior imobilizacio por temperatura e irradiacio
gama. |

O processo de obtengio do PMODS sorvido sobre silica, para posterior
imobiliza¢do por microondas, foi o mesmo descrito para a imobilizagio térmica e

por irradiagio gama, exceto que a silica nio foi seca em estufa a 150°C, pois a

agua exerce um papel importante no aquecimento por microondas.
IV.2.6. Processo de Imobilizagio
IV.2,6.1. Imobiliza¢io Térmica

A etapa de imobilizacio térmica consistiu em levar o sorvente, isento de
solvente, para a estufa a 120°C, por 4 h, 2 pressio atmosférica. O sorvente foi
depositado em uma placa de Petsi, permitindo assim uma alta exposicio de sua

area superficial.
IV.2.6.2. Imobilizagdo por Irradiagio Gama

Os sorventes foram colocados em ampolas de vidro, do tipo pyrex, e
foram selados sob condigio ambiente, utilizando-se um magarico. As amostras
foram irradiadas nas doses de 60 e 80 kGy por uma fonte de Cobalto-60,
. perténéente a empresa IBRAS CBO - Campinas, SP.

IV.2.6.3. Imobilizagdo por Irradiacio com Microondas
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Apés o preparo, o matesial (polimero sorvido sobre a silica) foi
acondicionado em um copo de teflon e levado para um forno de microondas.
Ap]icémm-se 80% de poténcia (total de 4952 Watts), durante 15 min, em

intervalos de 3 minutos para evitar superaquecimento.
IV.2.7. Extragio do Polimero Excedente

Durante a sozgio do polimero sobre 2 silica, utilizou-se a proporgio 4:6
(m/m) entre PMODS ou PMOS e o suporte. Com esta propor¢do, ha um
excesso de polimero, a fim de assegurar um amplo recobrimento das particulas
de silica, bem como o preenchimento dos poros. Apés a etapa de imobilizagio,
faz-se necessitio a remocio da massa excedente de polimero, através de extracio,

descrita a seguir.
IV.2.7.1. Extragio do PMODS

A extracio do polimero excedente consistin em introduzir o sorvente
dentro de um tubo de aco inoxidavel, de 190 mm x 19 mm d.i, com filtro em
ambas as extremidades, e fazer passar através dele solventes que arrastassem o
excesso do polimero. O solvente foi bombeado por meio de uma bomba
cromatogrifica convencional. A seqiiéncia de eluicdo foi a seguinte: 1) hexano
grau cromatografico, na proporgio de 25 mL de hexano : 1 g de sorvente, 2 uma
vazio de 2 ﬁaL/ min; ) metanol, na proporgio de 15 mL de metanok: 1 g de fase
s6lida, 2 uma vazio de 3 mL/min. Na seqiiéncia, foi realizado um bombeamento
de metanol sob alta pressio (1000 psi ou 6,9 MPa), na proporgio de 20 mL de

‘metanol: 1 g de sorvente e secagem da fase 2 temperatura ambiente.

IV.2.7.2. Extragdo do PMOS
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O procedimento de extragio do PMOS foi igual a0 do PMODS exceto
que a lavagem com metanol grau cromatogrifico foi feita em somente uma etapa,
na proporgio de 35 mL de metanol : 1 g de sorvente e a pressio empregada foi
de 2000 psi (ou 13,9 MPa). A secagem da fase foi realizada em temperatura

ambiente.
IV.2.8. Caracterizagio dos Sorventes

Apbs o preparo dos sorventes e da extragio do excesso de polimero foi

realizada 2 caracterizagio dos mesmos através das seguintes técnicas:
IV.2.8.1. Anilise Elementar (CHN)

Esta anilise foi feita para determinar o teor total de carbono, ou seja a
quantidade de polimero que ficou retida no suporte. O método empregado utiliza
a combustiio para converter o carbono em CO,, que é entio medido em funcio

de sua condutividade térmica.
IV.2.8.2. Espectroscopia no Infravermelho (IV)

Os espectros foram obtidos na faixa de 4000 até 500 cm™. Esta anilise foi
feita a fim de verificar o grau de recobrimento dos grupos silanéis da silica e a
existéncia ou nio de polimero, através da presenca de determinados grupos
funcionais que o caracteriza. Os espectros foram obtidos através da prensagem
da fase s6lida juntamente com brometo de potissio anidro, na propor¢io de

1:100 (m/m), respectivamente, a fim de se obter uma pastilha.
. IV.2.8.3. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) -

Esta técnica permite determinar a forma de um material, o tamanho das

particulas que os compdem e seu arranjo. Além disso, nesta técnica é possivel
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verificar 2 homogeneidade do recobrimento do polimero sobre a superficie do

suporte.
IV.2.8.4. Andlise Termogravimétrica (ATG)

Estas anilises foram feitas a fim de verificar a estabilidade do polimero
sobre a silica. O prncipio da técnica baseia-se em um analisador térmico, onde,
através de uma microbalanga, se obtém a porcentagem de perda de massa da
amostra em fungio do aumento da temperatura. A anilise é realizada sob

atmosfera inerte de argbnio, com taxa de aquecimento de 10°C/min, no intervalo
de 25 2 900°C.

IV.2.9. Confecgio dos Cartuchos

Os cartuchos foram confeccionados utilizando uma seringa tipo
hipodérmica com cozpo de polipropileno de 5 mL (Ibrasgamma) preenchid;1 com
200 mg de sorvente, que ficou retido por meio de dois filtros de polietileno com

tamanho de poros de 20 um.
IV.2.10. Confecgio da Coluna de Enriquecimento de Tragos

Os corpos das colunas utilizados neste trabalho foram feitos a partir de
tubos de aco inoxidivel 316L, sem costura, com didgmetro externo de 9,5 mm e
interno de 4 mm e comprimento de 20 mm. As colunas, polidas no proptio
laboratério,” foram recheadas i seco ou através do método de suspensio com

alta pressio. Para cada coluna foi necessatio cerca de 0,5 g de fase.
IV.2.11. Recuperagio dos Pesticidas (Modo Off-line)

Foram testadas as capacidades de retengio dos cartuchos com a seguinte
mistura de pesticidas: benomil; tebutiuron, simazina; atrazina; diuron e ametrina.
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Inicialmente, o cartucho foi ativado com 10 ml de metanol e
condicionado com 3 mlL de 4dgua deionizada. A seguir a amostra foi eluida
através do cartucho. As amostras foram adicionados cerca de 1% de metanol
para que as cadefas do polimero continuassem estendidas e, desse modo,
obtivesse uma maior recuperagio. Apos a etapa de pré-concentracio, secou-se
o cartucho, utilizando vicuo, e os pesticidas foram eluidos com duas por¢des
de 0,5 mL de metanol. O extrato foi seco sob fluxo lento de nitrogénio (N,) e
ressuspenso em um volume conhecido de fase mével (200 pL) no momento da
anilise. A Figura IV.l mostra um sistema para extragio simultinea de

amostras.

Apbs a extragio, os extratos foram analisados utilizando uma coluna C18
Microsotb-MV, 5 pum, 150 x 4,6 mm, tamanho de poro 10 nm, e pré-coluna
Hypersil C18 20 x 2 mm. As condi¢des de anilise foram: fase movel
acetonitrila:zdgua 40:60 (v/v) com 0,01% (v/v) de NH,OH; vazio: 1 mL/min;

eluicio isocritica e detecgio: UV em 235 nm.

Figura IV.1 - Sistema para extragio, off-ine, simultinea de amostras.
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1V.2.12 - Volume de Breakthrough

O volume de freakthrongh é o volume miximo de amostra que pode ser
percolado através da coluna de pré-concentragio ou do cartucho, para um dado
analito, sem que haja prejuizos nas recuperagdes das amostras. Na pritica a
determinagio do V, tem sido feita monitorando continuamente ou
discretamente o sinal UV /Vis da saida de uma pré-coluna ou através de cilculos
a partir do coeficiente de parti¢io em octanol/4gua.’ Entretanto, estes métodos
sdo trabalhosos e concentragc")esl relativamente altas de analitos devem ser
utilizadas, o que nio reflete uma situacio real* Assim, neste estudo utilizou-se
uma aproxima¢io experimental, descrita recentemente na literatura por
Slobodnik ¢f 4/ * Uma mistura de 6 pesticidas foi investigada simultaneamente a
nivel de sub-ug/L. Vidos volumes de amostra (igua de torneira), fortificados
com os analitos (0,5 pg/L), foram pré-concentrados e a curva, 4rea do pico sersus
o volume de amostra, foi construida. O ponto onde a curva declinou da

lineartdade foi considerado ser o volume de breakzhrough.

Uma bomba de alta pressdo, marca Waters modelo 510, foi utilizada para
pré-concentrar as amostras (agua deionizada e de torneira). Volumes diferentes
de amostras foram passados através das colunas de enriquecimento de tracos,
recheadas com os sotventes preparados neste trabalho, a fim de determinar o
volume de breakzbrough. Para as anlises foram selecionados os comprimentos de
onda 220 nm e 252 nm, com largura de banda de 10 nm. As separagdes foram
obtidas através de uma coluna de fase reversa Hypersil ODS, 5 um, 250 x 4,0
m da marca Agilent. As condigbes de anilise foram: temperatura ambiente,
eluigio por gradiente, solvente A: agua:NH,OH 100:0,1 (v/v); solvente B:
ACN:NH,OH 100:0,1 (v/v). O gradiente iniciou com 95% de A e foi até 5%A,
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em 20 min, em seguda foi a 100% de A em 5 minutos, onde permaneceu por

mais 5 min, até o inicio da proxima andlise. Vazdo: 1 mL/min.
IV.2.13. Valida¢do da Metodologia

Uma vez calculado o volume de breakthrough, validou-se a metodologia
através do cilculo das seguintes figuras de ménto: linearidade, recuperacio,

exatiddo, precisio, hmite de deteccio e de quantificacio e robustez.
IV.3. Resultados e Discussido

O procedimento de sorgdo de polissiloxanos sobre silica tem sido
amplamente empregado, com sucesso, em nosso grupo de pesquisas (Laboraténo
de Pesquisas em Cromatografia Liquida — LabCrom® — IQ/Unicamp) para a
obtengio de fases estacionarias para CLAE. Viros trabalhos do nosso grupo de
pesquisas, utilizando este procedimento, estio disponivets na lteratura
Gientifica™®'®!!. Entretanto o uso de sorgio de pofissiloxanos sobre silica,
seguido de imobilizagio térmica, por irradiacio gama ou por microondas, para

‘uso em extra¢io em fase solida é inédito até o momento.

IV.3.1. Caracterizacdao dos Sorventes

IV.3.1.1. Anilise por Cromatografia de Permeagio em Gel (CPG)

Os polimeros utilizados neste trabalho foram caracterizados por CPG. As

massas molares, em termos de massa molar média numérica (Mn), para o

PMODS e PMOS foram: 12401 e 4963 Da, respectivamente.
IV.3.1.2. Anilise Elementar (CHN)

Na Tabela IV.1 estio mostradas as porcentagens de carbono presentes

nos sorventes preparados neste trabalho. Os matertais preparados apresentaram
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porcentagem de carbono muito préximas aos dos cartuchos comerdiais, que sio
obtidos via reagio de derivatizacio da silica, nos quais 2 quantidade de carbono

varia de 8-18%C, conforme apresentado na Tabela I1.3.

Tabela IV.1- Porcentagem de carbono dos sorventes preparados neste trabalho.

Novos sorventes Porcentagem de Carbono

(%)

C18 -imobilizagio por microondas 14

C18 - imobilizagio por radiagio gama (60 kGy) 12

C18 - imobilizagio por radiagio gama (80 kGy) 12

C18 - imobilizagio por temperatura (120°C/4h) 15

C8 - imobilizagdo por radiagio gama (60 kGy) 18

C8 - imobilizagio por radiagio gama (80 kGy) 17

C8 - imobilizacio por temperatura (120°C/4h) 14

IV.3.1.3. Anilise por Infravermelho (IV)

| Os espectroé de IV obtidos para a silica gel pura e para as silicas recobertas

-com PMODS, apds a imobilizagio, seguido de extragio do excesso de polimero,

e para as silicas recobertas com PMOS estio mostrados nas Figura IV.2,
Figura IV.3 e Figura IV 4, respectivamente.

As principais bandas dos espectros de IV da silica podem ser atribuidas a0
estiramento (V) de grupos hidroxilas ligados por pontes de hidrogénio 4 4gua
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fisicamente adsorvida e aos grupos hidroxilas geminais (3500 ¢cm™), grupos
siloxanos (1100 cm™) e grupos silanédis livres (ombro em 975 cm™).

Os espectros no IV da silica recoberta com PMDOS tém em

comum as bandas do suporte e as do polimero (dublete, em 2850 e 2918,5 cm™)

»

relativo ao estiramento (V) dos grupos metila, duplete largo em 1100 e 1030 cm™
relattvo ao esttramento (V) dos grupos siloxanos e uma banda em torno de 800
cm” relativa a deformagio assimétrica (p) dos grupos metilas). As bandas
relativas a0 estiramento (V) dos grupos siloxanos (1100 cm™) da silica e 20
duplete largo em 1100 e 1030 cm™ de estiramento (V) dos grupos siloxanos do
PMODS se confundem nos espectros do sorvente. Nos espectros de IV da

Figura IV.3 pode-se observar uma redugio do sinal em 975 cm?, indicando um

leve recobrimento dos grupos silandis da silica pelo PMODS.

Os espectros obtidos para os sorventes tipo C-8 foram similares ao C-18,
exceto pela presenca de um triplete em 2958, 29235 e 2854,6 cm’’, relativo ao
estiramento (V) dos grupos metila. Através destes espectros foi possivel a
confirmagio da incorporagio do PMOS sobre a silica. Pode-se observar que,

para este tipo de sorvente, houve um maior recobrimento dos grupos silanois.
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Figura IV.2 — Espectro de IV da silica gel.
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Figura IV.4 — Espectros de IV dos sorventes tipo C-8. A) Imobilizagio térmica
(120°C/4h); B) lrradiagio gama (dose 60 kGy); C) Irradiagio gama (dose 80
kGy).

'IV.3.1.4. Anilise por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Foram tiradas fotos da silica pura, Figura IV.5.A, e das obtidas apés o
recobrimento com polimero (imobilizadas e extraidas). As Figuras IV.5.B, C e
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D mostram as micrografias obtidas para o sorvente tipo C-18 e a Figura IV.6
mostra as micrografias dos sorventes do tipo C-8. Nelas pode-se observar uma
camada polimérica recobrindo homogeneamente a superficie do suporte, que

possui forma irregular.

A) B)

Figura IV.5. — Micrografias eletronicas de varredura: A) silica pura;
Sorventes tipo C-18 obtido por: B) imobilizagio térmica (120°C/4h), C)
imobiliza¢do por microondas; D) imobilizagio por irradiagio, gama dose 80 kGy.
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Figura IV.6. — Micrografias dos sorventes tipo C-8: A) imobilizacio
térmica (120°C/4h), B) imobilizagio por irradiacio gama, dose 60 kGy e C)
imobilizacdo por irradiacio gama, dose 80 kGy.

IV.3.1.5. Analise Termogravimétrica (ATG)

Foram submetidas a analise termogravimétrica: os sorventes imobilizados
tipo C-18 (estudados neste trabalho), um sorvente C-18 comercial (Supelco),
um sorvente C-8 sorvido sobre a silica (sem a etapa de imobilizacio) e sorventes
tipo C-8 imobilizados (estudadas neste trabalho). No Apéndice A estio
apresentadas as curvas termogravimétricas obtidas para os materiais em estudo.
Quando o material foi submetido ao aquecimento observou-se, através das

curvas termogravimétricas, uma perda pequena de massa ao redor de 100°C. Isso
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pode ser atribuido 2 presenca de 4gua que fica adsorvida fisicamente ou ligada
208 grupos hidroxila por pontes de hidrogénio.

As curvas termogravimétricas dos sorventes, usando diferentes tipos de
imobilizagio foram comparadas em relagio is perdas de massa do polimero e a
faixa de temperatura onde essas perdas ocorrem. A Tabela IV.2. apresenta os
valores extraidos dos termogramas.

Obsetva-se que os sorventes tipo C-18 imobilizados por meio de
irradiagio gama apresentam perdas de massa similares 3 do polimero comercial,
sorvente da Supelco, e os sorventes imobilizados termicamente e por microondas
tiveram perdas de massa um pouco maiores. Por outro, os novos materiais
sofreram perdas em temperaturas superiores a0 do comercial, indicando a

" excelente estabilidade destes sotventes.

Comparando os sorventes do tipo C-8, com e sem a etapa de imobilizagio,
observa-se que o sorvente sem imobilizagio apresenta perdas maiores que os
imobilizados, indicando que a imobilizagio aumenta a estabilidade do material

preparado.
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Tabela IV.2 — Resultados obtidos das curvas termogravimétricas.

Sorvente e tipo de % de perdade | AT de perda de massa
imobilizacio massa ‘C)

C-18 Térmica (120°C/ 4h) 20,93 292,73-513,86
C-18 Microondas - 20,09 338,49-515,08
C-18 Irradiagio gama (60 kGy) 15,69 295,17-530,12
C-18 Irradiagio gama (80 kGy) 15,59 305,68-531,09
C-18 Supelco 15,47 258,98-509,54
C-8 + Silica 30,36 291,25-511,64
C-8 térmica(120°C/4h) 16,08 311,22-536,73
C-8 Irradiagio gama (60 kGy) 20,99 263,84-508,38
C-8 Irradiacio gama (80 kGy) 22,06 294,09-524,07

AT = variagio de temperatura
'1V.3.2 - AplicagBes dos Sorventes

Para; verificar o poder de retengio dos pesticidas, tebutiuron, simazina,
atrazina, diuron e ametrina, nos sorventes e portanto 2 capacidade extrativa dos
materiais sintetizados, foram analisadas amostras de 4gua. As extracdes das
amostras foram realizadas no modo gfféne, utilizando cartuchos contendo 0,5 g
do sorvente. Este modo de extragio é o mais empregado na andlise de pesticidas

presentes em agua.

O detector utilizado foi o espectrofotométrico com arranjo de diodos
' (DAD). Este detector permite explorar comprimentos de onda no UV,
melhorando a detectabilidade instrumental e a seletividade das anilises,

possibilitando a confirmacio dos compostos nio somente pelo tempo de

113




W‘W—Nmmmmmfmséﬁda:pw, caracterizagdo e aplicacito

retengio, mas também pelos espectros de absorgio no UV. No Apéndice B

estio apresentados os espectros de UV destes compostos.
IV.3.2.1. Extragdes em Cartuchos Tipo C-18

IV.3.2.1.1 Extragio de Pesticidas em Agua no Modo Offline

As concentragdes usadas para as fortificagbes foram: 0,1 pg/L, 1 ug/L e
10 pg/L. A concentragio 0,1 pug/L foi escolhida de forma a atender os critérios

da legislagio internacional européia.

Os valores das recuperagdes foram calculados através da razio entre as
dreas dos picos apbés o processo de pré-concentracio e as ireas obtidas pela
inje¢do direta dos padrdes (concentracdes conhecidas). Os resultados das
recuperagdes estio apresentados nas Tabelas IV.3 3 IV.6.

Foram realizados testes com um cartucho Supelclean C-18 (Supelco) de
- 500 mg, a fim de comparar o desempenho do sorvente obtido por imobilizagio
térmica com um cartucho comercial. Os resultados obtidos para o cartucho
comercial sio mostrados nas Tabelas IV.3 e IV.4.
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Os resultados para 4dgua deionizada usando a fase imobilizada por
microondas e fortificagdes em 0,1 pg/L e 1 pg/L foram os piores. Para a

concentragio de 0,1 ug/L observa-se que tanto os valores de recuperagio quanto
de RSD estio fora dos limites aceitos para os pesticidas benomil e tebutiuron,
uma vez que estio muito altos e para o herbicida simazina o valor de RSD
‘também foi grande. Para a fortificagio de 1 pg/L, o pesticida benomil
apresentou uma recuperacio um pouco inferor, porém em se tratando de
benomil, que é um composto bastante polar pode-se consideri-la aceitivel,
baseado no intervalo de 50-120%. Apés a imobilizagio do PMODS por
microondas observou-se que 2 coloragio do material se tornou amarelada. Além
disso houve a formacio de aglomerados de particulas e isso prejudicou a
repetibilidade das extragGes, uma vez que a 4rea superficial mudou de um
cartucho para outro. Observou-se também a presenca de interferentes no inicio
do cromatograma, que poderiam ter sido eluidos dos cartuchos juntamente com
s pesticidas, uma vez que neste tipo de material foi notado este efeito mais
marcadamente. O fato da fase sélida estar amarelada indica uma degiﬁdagio do
polimero e isso pode ter gerado estes interferentes. Entretanto a técnica de
imobilizagdo por microondas mostrou ser promissora ja que para alguns dos
pesticidas, as recuperagdes foram consideradas satisfatérias. Porém, é necessario
que se faga maiores estudos a fim de otimizar o processo de imobilizacio, tais
como, verificacio do melhor tempo de irradiagio e da melhor poténcia a ser
aplicada. Todos os outros materiais, obtidos por imobilizagio térmica e irradiacio
gama, mostraram excelente desempenho tanto em termos de recuperacdes
quanto de repetibilidade.

Com o objetivo de verificar o potencial de aplicagio destes sorventes em

extragGes de 4gua de torneira, coletaram amostras no préprio laboratério do
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Instituto de Quimica da UNICAMP e em seguidz submeteram a0 processo de
extracio. Os resultados podem ser vistos na Tabela IV.6. Analisando-se esta
tabela verifica-se que houve uma grande diminuigio da recuperagio para o
benomil com todos os sorventes -preparados. Isso pode ser explicado pelo fato de
aparecer um pico intenso e largo no inicio do cromatograma, provavelmente, o
pico de acidos hamicos, que interferem na anilise tornando mais dificil a
integracio, o que nio ocotre com 2 igua deionizada (Figura IV.7). Os valores de
recuperagdo para os demais pesticidas estio excelentes, exceto para o tebutiuron
usando a fase imobilizada por irradiagio gama, dose 80 kGy e para o diuron
usando a fase C18-60 kGy.

1

A) 1 B) V o) 1 D)

Absorbincia (mUA) .

Tempo (min)

Figura IV.7 — Cromatogramas obtidos para 4gua fortificada com pesticidas. A) branco de 4gua
Milli-Q, B) 4gua Mili-Q fortificada, C) branco de 4gua de torneira, D) dgua de torneira
fortificada. 1) benomil (& = 3,3 min), 2) tebutiuron (t = 4,4 min), 3) simazina (x = 6,1 min),
4) ateazin (t, = 9,8 min), 5) diuron (& = 11,4 min) e 6) ametrina (t, = 16,0 min). Condicdes
‘cromatograficas: coluna  C18 Microsorb-MV  de 150x4.6 id. mm. Fase mbvel:

- ACN:H,O:NH,OH 40/60/0.1 (v/v/v), eluigio isocritica. Detecciio UV a 235 nm.
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No branco da agua de torneira nio foi detectado nenhum dos pesticidas
estudados. O pico que se visualiza na Figura IV.7 é de uma substincia nio

identificada que elui em tempo de retengio diferente dos pesticidas estudados.
IV.3.2.1.2. Extragio de Pesticidas em Agua no Modo On-line

As técnicas ELL e a EFS no modo gff-/re tém uma série de desvantagens,

‘por exemplo, riscos de contaminagio e degradagio, perdas do analito e tempos

longos de analise. Além disso o modo gff-kne apresenta um nimero grande de

etapas entre a pré-concentragio e a separacio e isso dificulta a2 automagio

completa.

Hoje em dia a melhor manetra de contomar este problema é através do
uso de técnicas om-fne’* Nesta técnica, a amostra é pré-concentrada em uma
coluna de enriquecimento de tragos (CET), recheada com um sorvente
apropriado e, apds a extragio, a direcio do fluxo da fase mébvel é alterada por
meio de uma valvula rotatoria de seis vias, eluindo os analitos retidos e desviando
para uma outra coluna, analitica, onde a separagio cromatogrifica é realizada
(Figura L3). Algumas vantagens adicionais da extragio on-fne sio: técnica
excelente para andlises de rotina, elimina erros de manipulagio, evita a
contaminagio do operador quando solventes e/ou analitos téxicos sdo
empregados na anilise, possui maior precisio e exatidio que o modo gfF-ine. As
desvantagens sio: necessita de equipamentos especiais (bomba adicional e vilvula
de seis Vias) € maior custo inicial para a implantagio. Diante das vantagens desta
técnica decidiu-se realizar as extragdes empregando-se os sorventes preparados
neste trabatho no modo on-4ne. Antes da anilise em si, calculou-se o volume de

bn’a-krbmugb (Vy,)- Os resultados estio descritos a seguir.

| 1V.3.2.1.2.1. Volume de Breakthrough (V,)
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O volume de breakthrongh, V,, representa o volume miximo de amostra
que pode ser aplicado em um castucho/pré-coluna com uma recuperagio tedrica
de 100% e esta medida pode ser usada para predigdes e comparaces de virios
tipos de sorventes. A capacidade do sorvente, a retengiio e a cinética do processo
de isolamento de um dado amalito de uma amostra estdo relacionadas com o

volume de breaksbrough. A determinagio do volume de V,, é o principal passo no

desenvolvimento de um método analitico usando EFS. As fases sélidas devem
apresentar volumes de breakrhrongh os mais altos possiveis para que retendo
fmaiores quahtidades dos analitos, eles sejam detectados mais eficientemente.
Porém, é muito dificl ajustar o volume de forma que se tenha 100% de
recuperagio para todos os analitos, pois, muitas vezes, eles diferem em suas
propriedades fisico-quimicas. Assim, um compromisso deve ser sempre
encontrado, de tal forma que se obtenha recuperacbes e detectabilidade
adequadas, pois, muitas vezes, aplicando volumes maiores de amostra
conseguem-se menores LOD. Portanto, para selecionar um volume de amostra
- apropriado, o volume de breakthrough dos analitos de interesse devem ser

determinados.

A Tabela IV.7 mostra os valores dos volumes de breaksbrough dos
pesticidas e na Figura IV.8 encontram-se as curvas. As vantagens deste método
sio que o V, de vanos pesticidas podem ser estimados simultaneamente, sob

condicdes reais.

Apbs as detenniﬁﬁgées dos valores de V,, para os pesticidas, foi escolhido
o volume de amostra a ser empregado. O benomil foi o pesticida que apresentou
menor valor de Vi, que foi de 50 ml. Este valor para o benomil era esperado
uma vez que este é o pesticida de maior polaridade e o sorvente sendo apolar

retém pouco este analito. Assim, um volume de amostra igual 2 50 mL foi usado
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Tabela IV.7 - Volume de breakthrough, V,, dos pesticidas nos sorventes

tipo C18.
Tipo de V, dos pesticidas (mL)
imobilizagdo
Benomil | Tebutiuron | Simazina | Atrazina | Diuron | Ametrina
MW 50 >300 200 >300 >300 >300
LT 50 >300 >300 150 200 >300
60 kGy 50 >300 200 200 200 >300
80 kGy 100 >300 200 >300 >300 >300
tipo de imobilizagdo: MW = microondas; IT = térmica; kGy = irradiagdo gama.
Ay ™ By "
1600 - 1800
1400: 5 1400 - .
1200 1200 4
1000 - v 1000 4 .
..% 5004 g 800
400 i $ 004 H
400 ‘ 3 400 - 4 z : 4
2004 ‘f 4 : 200 b : . 3
I'.I~“ ‘l - = [ ] g:l*'; -g_a
o s 10 150 200 280 a0 0 = w0 1% 2 20
Volume de amostra (mL) Volume da amostra (mL)
O) o B ]
) ’mi g
1200 4 o v 800 -
B . 2 ! :
600 - [ ] 2 s 0 .
400 ‘ = H .
W]y s 2o ol e .
o] .:ﬂ a = L '] L] o ' "‘
o s 100 150 200 280 300 0 = 0 w0 w0 20 0
Volume de amostra (20 mL) Volume de amostra (mL)

Figura IV.8 - Volumes de breakthrough para os sorventes tipo C-18 com diferentes
imobilizagdes. A) Microondas, B) Imobilizagio térmica (120°C/4h); C) Irradiagio gama

(60kGy) e D) Irradiagao gama (80 kGy). Legenda: m Benomil; * Tebutiuron;

¥ Atrazina; ¢ Diuron;  Ametrina.
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de forma a se obter uma boa recuperagio para o conjunto de pesticidas, aliada 2

- uma boa detecgio.

Foram testadas duas maneiras de rechear as pré-colunas: a seco e através
do método de suspensio com alta pressio. Ambas apresentaram desempenho
similares. Optou-se pelo enchimento 2 seco, pois nio necessita de equipamentos
sofisticados (bomba de enchimento) e, desse modo, qualquer pessoa pode

facilmente encher as colunas de entiquecimento.
1V.3.2.1.2.2. - Validagdo da Metodologia

Os parimetros de validagio (lineatidade, curva analitica, LOD, LOQ e
precisio), obtidos para o método empregando extragio no modo on-line, estio

~ apresentados na Tabela IV.8.

As curvas analiticas foram obtidas e os coeficientes de correlagio foram
maiores ou iguais 20,9973 e, portanto, sio adequadas para a quantificacio.
Amostras (50 ml) de 4gua deionizada foram fortificadas em diferentes
f:oncentragﬁes e foram pré-concentradas a fim de se determinar a linearidade. Os
-expe::imemtos foram planejados de forma a atender aos pré-requisitos do EEC
Drinking Water Guidance, que tequer limites de detecgfio para poluentes orginicos
abaixo de 0,1 pg/L.

O volume de amostra uti]izado, 50 ml, ¢é adequado pois os valores de
LOQ par2 o método sio menores que 0,1 pg/L. Se for necessirio obterem
LOQ menores, volumes maiores de amostra (300 mL) podem ser utilizados, o

~ que melhoraria, em determinados casos, a detec¢io em até 6 vezes, veja a Tabela
IV.?.
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Tabela IV.8 - Parimetros de validacio para extracdes de pesticidas em 4gua
deionizada no modo on-4ne.

Pesticida | Linearidade | r | LOD: | LOGQ LOD* | LOQ* |RSD (=6
| e/ v | W | wem | wem |
Benomil | 00825 | 09973 | 0,001 | 0,004 0,02 0,08 "5
Tebutiuron | 0,02-2,5 | 0,9999 | 0,0003 | 0,001 0,006 0,02 8
Stmazina 0,02-2,5 | 0,9999 | 0,0005 0,001 0,01 0,02 5
Atrazina 0,02-2,5 | 0,9999 | 0,0005 0,001 0,01 0,02 3
Diuron | 0,002-2,5 | 0,9999 |0,00005| 0,0001 0,001 0,002 3
Ametdna | 0,02-2,5 | 0,9999 | 0,0005 | 0,001 0,01 0,02 3

£ = coeficiente de correlagio; n= nimero de repetices; LOD = limite de detecgio; LOQ =
limite de quantificagio; RSD = estimativa do desvio padrio relativo.

a = valor obtido do instrumento; b = valor obtido do método (ap6s pré-concentragio de 50
mL de amostra).

A exatiddo foi obtida por meio de medidas de recuperacio de amostras
fortificadas. A Tabela IV.9 e a Tabela IV.10, apresentam as recuperagdes,
exatidBes e precisdes dos pesticidas usando 4gua deionizada nas concentracdes de
0,1 ug/L e 0,5 pg/L, respectivamente. Como pode-se observar, houve uma
maior recuperagio para o benomil, usando a fase imobilizada por irradiacio gama
(80 kGy). Isto pode ser explicado pelo fato deste material apresentar volumes de
breakthrough maiores.

Agua de torneira também foi analisada para verficar o potencial do
método desenvolvido na anilise de amostras reais. Os resultados obtidos para os
trés parametros de validacio, Tabela IV.11, indicaram a eficiéncia do sorvente

preparado na sua utilizagio em EFS.
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O detector utilizado foi 0 DAD, este tipo de instrumento ndo é tio
seletivo quanio o EM, mesmo assim, conseguiu-se obter uma boa seletividade
para os pesticidas. Para isso foram necessirios empregar dois comprimentos de
onda: 220 nm (deteccio de: benomil, simazina, atrazina e ametrina) e 0 252 nm
(detecgio do tebutiuron e do diuron), que foram escolhidos com base nos
espectros de UV/Vis dos pesticidas. O pico da simazina, algumas vezes sofreu
interferéncia dos constituintes da matriz (igua de tometra), porém os picos dos
outros pésticidas ficaram bem separados. Este método é ideal para sereening, sendo
que se forem detectados picos nos tempos de retencio correspondentes aos dos
padrdes de pesticidas, sio necessirias anilises adicionais para confirmar a
presenca do contaminante. A Figura IV.9 apresenta um cromatograma de uma
amostra de igua de torneira. Nas amostras analisadas nio detectou a presenca
dos pesticidas estudados.

O método mostrou ser robusto, pois foram testados dois lotes diferentes
da coluna cromatogrifica, diferentes temperaturas da coluna, acetonitdla de
diferentes marcas e nio se observou nenhuma alteracio significativa no perfil

cromatografico.
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Figura IV.9 - Cromatogramas de uma amostra de 4gua de torneira. A) Branco A = 220 nm; B)
Branco A = 252 nm; C) Fortificada (0,5 ug/L) A = 220 nm e D) Fortificada 0,5 pg/1) A=
252 am. 1) benomil, 2) tebutiuron, 3) simazina, 4) atrazina, 5) diuron e 6) ametrina. Condigdes
cromatograficas: coluna Hypersil ODS, 5 um, 250 x 4,0 mm, Agilent. Temperatura ambiente,

eluicio por gradiente, solvente A: 4gua:NH,OH 100:0,1 (v/+); solvente B: ACN:NH,OH

100:0,1 (v/v). O gradiente iniciou com 95% A e foi até 5% A, em 20 min, em seguida foi 2

100% de A em 5 minutos, onde permaneceu por mais 5 min até o inicio da préxima andlise.
- Vazio: 1mL/min. '

IV.3.2.1.3. Extragido de Pesticidas em Urina no Modo Offline

Este trabalho foi realizado para verificar o potencial do sorvente tip6 C-18
em ser utilizado para pré-concentracio e ckan-up de amostras biologicas. Dessa
forma, foi feito um estudo, em colaboragio com a aluna de doutorado Joseane
Montagner Pozzebon, sob orentagio da Profa. Dra. Isabel Cristina Sales Fontes
Jardim, a fim de comparar a eficiéncia de extragio dos herbicidas linuron, diuron
e 0 metabdlito 3,4-dicloroanilina, em urina humana, seguida de pré-concentracio

e ckan-@, utilizando cartuchos tipo C-18 obtidos através de imobilizagio térmica.
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Este método de imobilizagio foi escolhido por ter apresentado bom desempenho

na andlise de pesticidas em 4gua aliado i facilidade no preparo.

A Figura IV.10 apresenta dois cromatogramas: um branco de uma amostra
extraida, Figura IV.10.A, e uma fortificada, Figura IV.10.B. Pode-se observar
que o método apresentou uma boa seletividade. O cromatograma apresenta um
pico relativo 2 3,4dic10romﬂ]ina, porém a recuperagio para este composto nio

foi quantificada.

A Tabela IV.12 apresenta as recuperagdes, a exatiddes e os valores de RSD
obtidos através de testes intraensaio (no mesmo dia e mesmas condigdes) e testes
interensaio (dias diferentes), utilizando o cartucho preparado neste trabalho. As
medidas das recuperagdes foram feitas em trés niveis de fortificacio. Para o

diuron foram feitos nos niveis 30, 60 e 120 pg/L e para o linuron foram feitos

nos niveis 50, 100 e 200 pg/L. A precisio interensaio foi calculada somente para
a fortificagio comespondente ao nivel intermedidrio. De acordo com os
resultados obtidos pode-se verificar que o cartucho desenvolvido neste trabalho é
de qualidade, uma vez que as recuperagdes bem como as precisdes intra e
-interensaio foram consideradas aceitiveis para anilises toxicoldgicas.” Além
disso pode-se comparar com os resultados obtidos com cartuchos comerciais,

Tabela IV.13, mostrando que os resultados foram similares.
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Figura IV.10 — Cromatogramas obtidos apds a extragio e ckan-#p dos

pesticidas em urina humana: A) branco e B) amostra fortificada. Condicdes de

anilise: Coluna Nova-Pak C18, 4 um, 150 x 4,6 mm, Waters. Temperatura

ambiente, Fase Movel: acetonitrila/4gua 40:60 (v/v), detecgio em 254 nm.

Tabela IV.12 — Resultados de validagio obtidos apéds a pré-concentragio e

termicamente (120°/4h).

. clean-up dos herbicidas em urina humana, usando um cartucho C-18 imobilizado

Precssio
o)
Pesticida | Fortificacio | Recuperagio Intraensaio® | Interensaio’
(ng/L) (%) (n=3) (n=3)
30 88 0,9
Diuron 60 89 1,0 1,0
120 97 0,3
50 80 1,0
Linuron 100 83 1,2 1,3
200 95 0,9

* Precisdo intraensaio = andlises realizadas no mesmo dia

.® Precisio interensaio = analises realizadas em trés dias diferentes.
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Tabela IV.13 — Resultados de validagio obtidos apés a pré-concentracio e

clean-up dos herbicidas em urina humana, usando um cartucho C-18 comercial.

. Precisdo

. [ R ' _ (0/0)_ 3

Pesticida | Fortificacdo | Recuperacio ["Tnimensaio* | Interensaio®
kgL | ) @3 | @)
30 91 1,7

Diuron 60 95 1,4 1,0
120 100 2,0
50 80 0,7

Linuron 100 82 0,6 0,8
200 88 0,1

* Precisio intraensaio = analises realizadas no mesmo dia

* Precisdo interensaio = analises realizadas em trés dias diferentes.
IV.3.2.2. Extragbes em Cartuchos Tipo C-8

Baseado nos resultados obtidos com os sorventes tipo C-18, resolveu-se

realizar um estudo com o sorvente C-8, que é o segundo tipo mais empregado
em EFS.

O PMOS foi imobilizado sobre a silica através de irradiagio gama e
térmica. Nio foi utilizado microondas neste tipo de fase devido aos problemas
~ apresentados na preparagio do sorvente tipo C-18, tais como, formagio de

aglomerados, coloragdo amarela e extracio de interferentes.

As Tabela IV.14

recuperagdes, exatiddes e precisdes para a mesma mistura utilizada para testar o

e Tabela IV.15. apresentam os resultados das

C-18, obtidas apbés a pré-concentracio da igua deionizada fortificada nas

concentragbes 0,1 e 10 pg/L, respectivamente.
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Estes materiais apresentaram resultados muito bons e tém potencial para

serem utilizados em pré-concentragio de pesticidas em amostras de 4gua.

IV.4. Conclusdes

- O presente trabalho oferece um novo processo para obtencio de
sorventes do tipo C-8 e C-18 para extragio em fase sélida. As fases solidas
aqui propostas sio obtidas através da imobilizagio (térmica, irradiagio
gama ou microondas) do polimero sorvido sobre a silica. Este
procedimento apresenta uma sére de vantagens que estio descritas a
segutr:

< Simplicidade: O procedimento proposto é extremamente simples
visto que a preparagio do material envolve reagentes pouco toxicos.
Entre as técnicas estudadas, a imobiliza¢io usando um aparelho
microondas do tipo caseiro é considerada mais simples, pois o
forno é de ficil aquisicio e o tempo necessirio para a etapa de

imobilizacio é de apenas 15 min.

< Disponibilidade dos reagentes: Os materiais necessirios, tais

como a silica gel, os polissiloxanos e demais solventes sdo
disponiveis comercialmente.

= Preparagio envolvendo menor nimero de etapas: As

caracteristicas apresentadas pelos matertais dispensa a etapa de

capeamento, diminuindo portanto o custo e o tempo de preparo.

<= Menor custo: O custo do material é muito menor quando
comparado aos comerciais. Uma estimativa indica que os materais

preparados tém um custo de produgfio de aproximadamente R$9,00
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a umidade; o cartucho para EFS tipo C-18 comercial custa em tomo
de R$18,00 a unidade. O custo detalhado esti apresentado no
Apéndice C.

= Excelente desempenho: O desempenho dos materiais foram
testados para extrair pesticidas pertencentes a diferentes classes e
portanto de caracteristicas fisico-quimica muito diferentes. Tanto os
materiais imobilizados via irradiagio gama (em ambas as -doses)
quanto por imobilizagio térmica forneceram bons resultados
quaisquer que fossem as concentragdes das amostras. Entretanto
em baixas concentragdes (0,1 pg/I) a fase imobilizada por
microondas nido apresentou resultados satisfatérios devido i
presenca de interferentes. Porém, esta técnica (microondas)
MOStrou ser promissora € necessita de maiores estudos de forma 2
otimizar as condi¢ées de imobiltzagio, variando, por exemplo, a

poténcia e o tempo de imobilizagio.

= Vasto campo de aplicagdo: O uso da extracio em fase sélida se
encontra em franco desenvolvimento, sendo uma técnica aplicada
na analise de diversos tipos de matrizes complexas, tais como
alimentos, fluidos biolégicos, amostras ambientais, 4guas e solos.
Entretanto, todos os cartuchos de extracio em fase sdhda
disponiveis comerctalmente 'sio importados e deste modo o tempo
“entre a compra € a entrega pode ser longo, caso as empresas nio os
tenham em estoque. Com o desenvolvimento proposto, os
cartuchos podem ser confeccionados rapidamente e, se for

necessario, em grandes quantidades.
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< Aplicagdio em extrages on-line: Além da aplicagio do material
em extragio no modo ¢ff-dne, ¢ possivel utlizar estes mesmos
sorventes para rechear pequenas colunas (colunas de
enriquecimento de &agos) para uso em extragdes on-ine. Este tipo
de extragdo apresenta uma série de vantagens, sendo uma delas que
uma mesma coluna de enriquecimento de tragos pode ser
empregada varas vezes, quando se usa elui¢io por gradiente,

diminuindo ainda mais o custo por anilise.

= O método desenvolvido para anilise de 4gua de torneira usando
extracbes no modo or-Zne mostrou, apos a validagio, ser simples,
ripido e eficiente e, portanto, adequado para ser implantado em
analises de rotina para monitoramento dos poluentes ambientais
estudados.
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CAPITULO V - COMPARACAO ENTRE

RS

0S8 METODOS DESENVOLVIDOS

“O mais imsportants £ nio parar de questionar. A curiosidads tem a sua pripria ragiio de ser. Nio podentos
Jazer nada sendo contemsplar extasiados os mistérios da eternidade, da vida, da maravilbesa estrutura da
reakdade. E mais que suficients tentarmos simplesmente compreender um powco deste mistério a cada dia.

Nunca perca a sagrada curiosidads.”

Albert Einstein
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V.1. Comparagio Entre os Métodos Desenvolvidos

Neste trabalho, tanto no Capitulo III quanto no Capitulo IV foram
apresentadas as varas possibilidades de analisar os pesticidas (comuns nos dois
capitulos): tebutiuron, simazina, atrazina, diuron e ametrina. Foram estudados os
diferentes métodos de extragio a saber: ELL, EFS of-dne e EFS on-line. Além
~ disso, dois dos principais detectores utilizados na atualidade para anilise de
pesticidas foram empregados: 0 EM e o DAD. Isso permite uma comparagio
entre todas estas metodologias bem como as vantagens e desvantagens de cada

uma.
V.1.1. Comparagio Entre as Técnicas de Extragio

A Tabela V.1 apresenta uma comparacio entre os trés métodos de
extragio utilizados neste trabatho. E clara a vantagem do uso de EFS sobre 2
- ELL e da EFS on-line sobre a gff-kne, a qual é mais ripida, mais barata, menos
- poluente e permite um niimero muito ‘maior de anilises por tempo devido as

- possibilidades de automacio.
V.1.2. Comparagiio Entre os Detectores

A Tabela V.2 apresenta a comparagio feita entre os detectores em termos
de detectabilidade. Pode-se observar que, com as triazinas, simazina, atrazina e
ametrina, por terem cariter levemente bisico e ter usado fase mével icida, hi
formagiio de espécies 10micas que sio detectadas em mais baixo nivel pelo EM
que pelo DAD. O tebutiuron apresentou comportamento semelhante em ambos
os detectores. O diuron, por ser um composto neutro, porém nio muito polar,
ap;'esentou melhor detectabilidade usando o0 DAD que no EM devido ao fato de
ser mais dificil de ionizar utilizando a interface empregada (electrospray).
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Tabela V.1 - Comparagio entre as técnicas de extracio.

Parimetro ELL EFS off-line EFS on-line
Tempo de extracio 180 30 10
(min)
Volume de residuos 150 4 Nenhum (a prdpria fase
(@l) : movel)
Custo 4,00 18,00 (comercial) 18,00 (comercial)
R¥ 9,00 (sorventes 0,9 (sorventes
' desenvolvidos neste desenvolvidos neste
trabalho) trabaltho)
Acessérios Funil de separagio | Bombade vicuoe | Bomba de média pressio,
sistema de extracio | vilvula de seis vias, sistema
simultinea de gradiente
Possibilidade de dificil Possivel facil
 automagio

Tabela V.2 — Compamgio entre os detectores em termos de LOD.

Pesticida LOD-EM LOD-DAD
(ng) (ng)
Simazina 0,03 0,5
Atrazina 0,03 0,5
Ametrina. 0,03 0,5
. Tebutiuron 0,2 0,3
Diuron 0,2 0,05
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‘O uso do DAD na anilise multirresiduo de pesticidas apresenta vantagens
para compostos neutros e polares de classes diferentes, pois os espectros podem
ser disciminados, auxiliando na confirmacio da presenca dos analitos na
amostra. Além disso, este tipo de detector é relativamente barato, ficil de usar e
ha uma vasta literatura sobre anilises de residuos de pesticidas usando este tipo

de detecc¢io.

Com relacio a0 EM, o seu uso ainda nio é tio comum nos laboratérios
de rotina no Brasil, sendo que alguns sistemas deste tipo tém sido utilizados em
poucos laboratérios de pesquisas. Isso se deve a0 custo elevado deste
equipamento frente aos detectores mais comuns (UV e outros). Entretanto, ao
que tudo indica, 0 EM estard, em um futuro proximo, presente nio s6 na maiotia
dos laboratorios de pesquisas como também nos laboratérios de rotina, pois o
prego deste equipamento vem camndo gradativamente. Além disso, as empresas
tém aperfeicoado 0s equipamentos tornando-os mais robustos e de ficil
operagio. A prova disso é o nimero elevado de artigos cientificos publicados
ulimamente nas mais diversas areas ressaltando a excelente seletividade e
detectabilidade destes mnstrumentos. Uma das grandes potencialidades deste tipo

de equipamento ¢ que ele pode ser empregado tanto como um detector seletivo

como universal.

Um outro fator importante é que o uso de técnicas hifenadas, CL/DAD e
CL/EM, permite a determinagio sobre a pureza do pico cromatogrifico. Isso

nfo acontece com os outros tipos de detecgio mais simples.
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APENDICE

“Tudo dd certo no final, se ndo deu certo € porgue ndo chegou ao fim”
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C) C-18 Irradiagio gama, dose 60 kGy.
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E) C-18 Supelco.
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I) C-8 Irradiacio gama, dose 80 kGy.
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APENDICE B

Espectros de UV dos pesticidas
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D) Atrazina
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APENDICE C

Planilha de custo dos cartuchos

Item | Preco/quantidade (R$) | Quantidade por Preco por
cartucho Cartucho (R$)

Filtros 187,00 (60 unidades) 02 unidades 6,23
Seringa 16,00 (100 unidades) 01 unidades 0,10
Silica 1.501,00 (1 kg) 0,5¢g 0,75
PMODS 400,00 (1 kg) 0,5g 0,20
Pentano 85,00(1L) 6 mL 0,51
Hexano 40,00(1 L) 13 mL 0,52
Metanol 30,00(1L) 18 mL 0,54

Total por cartucho 8.85

Obs: o cartucho comercial similar (Supelco LC-18) tem o prego de aproximadamente
US$65,00 (pacote/30). Considerando os impostos de importagio, o produto é vendido no
mercado nacional ao prego de aproximadamente R$546,00 (pacote c/30), o que equivale a
R$18,00 a unidade (cotagiio agosto de 2001).
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