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SIGLAS, EXPRESSOES E ABREVIATURAS

uECD: Micro detector por captura de elétrons (do inglés “Micro Electron-Capture
Detector”)

1D: Monodimensional

'D: Primeira dimens&o

'tz: Tempo de retencdo na primeira dimensao

2D: Bidimensional

’D: Segunda dimens&o

’tr: Tempo de retencédo na segunda dimensao

ANVISA: Associagdo Nacional de Vigilancia Sanitaria

As: Assimetria de pico

ASE: Extracado Acelerada com Solvente (do inglés “Accelerated Solvent Extraction”)
C+s: Fase solida composta por octadecil silano

Clean up: Refere-se a etapa de tratamento de amostra, onde se objetiva eliminar
interferentes do processo analitico.

CV: Coeficiente de variacao

DAD: Detector de Arranjo de Diodos (do inglés “Diode-Array Detector”)

DB-17ms: Fase estacionaria polidimetilsiloxano com 50 % de grupos fenila
DB-1ms: Fase estacionaria 100% dimetilpolisiloxano

DB-5: Fase estacionaria 5% difenil — dimetilpolisiloxano

DB-WAX: Fase estacionaria com 100% etilenoglicol

DTso: Tempo de meia-vida (do inglés “Disappearance Time”)

ECD: Detector por Captura de Elétrons (do inglés “Electron-Capture Detector”)
EPA: Agéncia Americana de Protegdo Ambiental (do inglés “Environmental Protection
Agency”)

Fast-GC: Cromatografia Gasosa rapida, com a utilizacdo de colunas capilares de
comprimento, didmetro de filme e espessura menores que as convencionais
FEPAM: Fundacao Estadual de Protecdo Ambiental Henrique Luiz Roessler

FID: Detector por ionizagdo em chama (do inglés “Flame lonization Detector”)
Florisil: Fase so6lida constituida de silicato de magnésio
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GARP: Grupo de Analistas de Residuos de Pesticidas
Gas de make up: Gas cuja finalidade é manter um fluxo estavel desde a saida da

coluna cromatografica até o detector.

GC x GC: Cromatografia Gasosa Bidimensional Abrangente (do inglés “Comprehensive
Two-Dimensional Gas Chromatography”)

GC: Cromatografia gasosa (do inglés “Gas Chromatography”)

GC-GC: Cromatografia Gasosa Bidimensional de Fragdes Parciais ou de heartcut (do
inglés “Two-dimensional Gas Chromatography”)

GUS: indice de GUS (do inglés “Groundwater Ubiquity Score”)

HP-50+: Fase estacionaria polidimetilsiloxano com 50 % de grupos fenila

HPLC: Cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés “High Performance Liquid
Chromatography”)

HPLC-GC: Cromatografia Liquida acoplada a Cromatografia Gasosa (do inglés “High-
Performance Liquid Chromatography coupled to Gas Chromatography”)

HRMS: Espectrometria de Massas de Alta resolugéo (do inglés “High Resolution Mass
Spectrometry”)

ICH: Conferéncia Internacional em Harmonizacao (do inglés “International Conference
on Harmonization”)

INMETRO: Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial
IUPAC: Uniao Internacional de Quimica Pura e Aplicada (do inglés “International Union
of Pure and Applied Chemistry”)

Ky: Constante da lei de Henry

Koc: Coeficiente de adsorgcdo da matéria organica no solo

Kow: Coeficiente de particdo octanol-agua

LMR: Limites Maximos de Residuos

LOD: Limite de Deteccéao

LOQ: Limite de Quantificagéao

MAE: Extracéo Assistida por Microondas (do inglés “Microwave Assisted Extraction”)
MDL: Limite de Deteccao do Método (do inglés “Method Detection Limit”)

MRC: Material de Referéncia Certificado

MSD: Detector de Espectrometria de Massas (do inglés “Mass Spectrometer Detector”)
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NBR: Norma Brasileira

NPD: Detector de Nitrogénio e Fosforo (do inglés “Nitrogen-Phosphorus Detector”)
PBO: Butoxido de Piperonila (do inglés “Piperonyl Butoxide”)

pH: Potencial hidrogeniénico

Pl: Padréo Interno

pKa: Constante de dissociagao acida

pKy: Constante de dissociacio basica

Py Periodo de modulagao

Pyv: Pressao de vapor

Rs: Resolugao cromatografica

RSD: Desvio Padrao Relativo (do inglés “Relative Standard Desviation”

SFC-GC: Cromatografia de Fluido Supercritico acoplada a Cromatografia Gasosa (do
inglés “Supercritical Fluid Chromatography coupled to Gas Chromatography”)

SFE: Extragdo com Fluido Supercritico (do inglés “Supercritical Fluid Extraction”)

SIM: Modo de Monitoramento de ion Selecionado (do inglés “Selective lon Monitoring”)
TOF: Analisador por Tempo de V6o (do inglés “Time of Flight”)

UV: Ultravioleta
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RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidas metodologias de analise por GC-uECD e GC x GC-
uECD para determinagédo de agrotéxicos em sedimentos de regides sob influéncia da
cultura orizicola do estado do Rio Grande do Sul. Os agrotéxicos estudados foram
triclorfom, propanil, fipronil, propiconazol, trifloxistrobina, permetrina, difenoconazol e
azoxistrobina, sendo o triclorfom posteriormente excluido do estudo por eluir muito
préximo ao solvente. Os dois métodos foram validados levando-se em consideragao
parametros como linearidade, precisdo (repetitividade e precisdo intermediaria),
exatidao e limites de detecgao e quantificagdo. Para 1D-GC foram testadas trés colunas
cromatograficas (DB-5, HP-50+ e DB-WAXetr), sendo que a coluna DB-5 proporcionou
melhores resultados. No processo de validagdo, a repetitividade e precisao
intermediaria das areas e alturas dos picos cromatograficos, para os sete compostos,
foram inferiores a 5%. Os LOD e LOQ instrumentais situaram-se na faixa de 0,60 a 2,31
ug L' e 1,83 a 5,62 ug L™, respectivamente; enquanto os limites de deteccdo do
método variaram de 1,43 a 5,78 ug kg'1. As taxas de recuperacao para permetrina e
azoxistrobina situaram-se entre 60 e 72%, para os niveis de fortificagdo de 15 e 30 pug
kg". No desenvolvimento do método por GC x GC foram testados dois conjuntos de
colunas (DB-5/DB-17ms e HP-50+/DB-1ms), sendo que os melhores resultados foram
obtidos com o conjunto de colunas DB-5/DB-17ms. A repetitividade e precisdo
intermediaria das areas e alturas dos picos cromatograficos foram inferiores a 4%. Os
percentuais de recuperagédo para os compostos investigados ficaram entre 52 e 115%,
para os niveis de fortificagdo de 15, 30 e 150 pg kg”'. Os LOD e LOQ instrumentais
situaram-se na faixa de 0,08 a 1,07 ug L™ e 0,25 a 3,23 ug L, respectivamente. Os
limites de detecgdo do método variaram de 1,92 a 4,43 ug kg™'. Durante a verificacdo da
aplicabilidade do método foram encontrados residuos de ftrifloxistrobina em
concentragoes de 21,18 ug kg™ na 1D-GC e 3,34 g kg’ para GC x GC (base seca) em

um sedimento coletado em local proximo a plantagao de arroz.
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ABSTRACT

A GC-uECD and a GC x GC-uECD method were developed for the analysis of
pesticides in sediments, which are under the influence of nearby rice plantation in the
state of Rio Grande do Sul. The pesticides investigated were trichlorfon, propanil,
fipronil, propiconazole, trifloxystrobin, permethrin, difenoconazole and azoxystrobin,
although trichlorfom had to be excluded afterwards, as it eluted too close to the solvent
peak. Both methods were validated taking into account parameters such as linearity,
precision (repeatability and intermediate precision), accuracy and limits of detection and
quantification. Three chromatographic columns (DB-5, HP-50+ and DB-WAXetr) were
tested for 1D-GC and DB-5 column provided the best results. In the process of method
validation, repeatability and intermediate precision of the areas and heights of
chromatographic peaks for the seven compounds were less than 5%. Recoveries for
permethrin and azoxystrobin were between 60 and 72% for fortification levels of 15 and
30 pg kg™, Instrumental LOD and LOQ were found in the range from 0.60 to 2.31 pg L
and 1.83 to 5.62 g L respectively. The detection limits of the method ranged from
1.43 t0 5.78 pg kg™'. For GC x GC method development two sets of columns were tested
(DB-5/DB-17ms, and HP-50+/DB-1ms), and the best results were obtained with the set
of columns DB-5/DB-17ms. Repeatability and intermediate precision of the areas and
heights of the chromatographic peaks were less than 4%. Recoveries ranged from 52 to
115% for all compounds studied, for fortification levels of 15, 30 and 150 pg kg™.
Instrumental LOD and LOQ were found in the range from 0.08 to 1.07 ug L™ and 0.25 to
3.23 ug L respectively. Detection limits of the method varied between 1.92 to 4.43 ng
kg™". Concentrations of 21.18 pg kg™ through 1D-GC method and 3.34 pg kg™ for GC x
GC (on dry basis) for trifloxystrobin were found in a sediment sample which was
collected close to an area of rice plantation.
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1. INTRODUGCAO

A utilizacao de agrotéxicos nas producdes agricolas vem obtendo cada vez mais
destaque no cenario mundial. O Brasil, que até 2007 era o quarto colocado no ranking
mundial em consumo desses compostos, em 2008 passa para segundo lugar,
considerando o consumo de dez paises que contribuem com 70% do consumo
mundial.’

Existem diferentes definicbes para agrotéxicos, mas de acordo com a Agéncia
Americana de Protecdo Ambiental — EPA (Environmental Protect Agency), sao qualquer
substancia ou mistura de substancias que possuem capacidade de atenuar, prevenir,
destruir ou repelir qualquer tipo de praga.? Eles podem ser classificados de acordo com
sua estrutura quimica (grupo funcional) e com o tipo de pragas alvo (algicidas,
fungicidas, herbicidas, inseticidas, acaricidas, moluscidas, nematicidas, ovicidas, entre
outros). Estas diferentes estruturas contrastam segundo a forma de acado, absorcao,
biotransformagcao e eliminacdo.®*

De acordo com o decreto n® 98.816, publicado no Diario Oficial da Unidao em 11
de janeiro de 1990, o termo “pesticida” deixa de ser utilizado e é substituido por
“agrotdxico”. Esse mesmo decreto define residuo de agrotéxico como sendo uma
substancia ou mistura de substancias remanescentes ou existentes em alimentos ou no
meio ambiente, decorrente do uso ou da presenca de agrotoxicos e afins, inclusive
quaisquer derivados especificos, tais como, produtos de conversdo e de degradacao,
metabdlitos, produtos de reacdo e impurezas consideradas tdxicas e ambientalmente
importantes.®

O controle de pragas, através do uso de diferentes principios ativos, reduziu o
indice de doencas para os homens e animais e proporcionou aumento na producao
agricola. Contudo, residuos desses compostos podem permanecer no ambiente por
longos periodos e causar impactos nocivos a diferentes ecossistemas. Nesse contexto,
0 monitoramento desses compostos em diferentes matrizes como ar, agua, solo e
alimentos se torna de extrema importancia para que problemas de saude publica sejam
minimizados e/ou evitados.®

O estudo da ocorréncia de agrotoxicos em sedimentos fornece informacédo a
respeito da contaminacao do corpo hidrico receptor. Dependendo da sua constituicao
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fisico-quimica, o sedimento se comporta como fonte de acumulacdo de poluentes
(compostos organicos em geral e metais, por exemplo). Essa caracteristica confere ao
sedimento grande importancia no que tange a investigacido de processos fisicos,
geoquimicos e biolégicos no ambiente.

Desta forma, o estudo teve por objetivo a avaliacdo do potencial da GC-uECD e
GC x GC-uECD para a determinacdo de oito agrotéxicos de diferentes classes
quimicas (triclorfom, propanil, fipronil, propiconazol, trifloxistrobina, permetrina,
difenoconazol e azoxistrobina) em sedimentos de rio proveniente de regides sob
influéncia da cultura orizicola no estado do Rio Grande do Sul (Rio Santa Maria e Rio
Gravatai), uma vez que o estado é responsavel por 61% da producado de arroz do pais."
Na regiao da bacia do Rio Santa Maria predomina a agricultura, mais especificamente a
orizicultura, e é praticamente inexistente a presenca de impactos de origem industrial,
descaracterizando a acado de fontes pontuais que afetem a qualidade dos corpos
hidricos, com excecao dos residuos de esgotos. A regidao do Rio Gravatai, além da
influéncia da agricultura também apresenta impactos de origem industrial.” A validacdo
dos métodos foi realizada através da avaliagdo de parametros como curva de
calibracao e linearidade, precisdo (repetitividade e precisdo intermediaria), exatidao

(teste de recuperacao) e limites de deteccao e quantificacao instrumentais e do método.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os agrotéxicos pertencem a classe dos poluentes ambientais mais estudados
atualmente. A determinacdo desses compostos em diferentes matrizes torna-se cada
vez mais necessaria devido a relacao direta entre saude e qualidade ambiental. Com
isso, a otimizacdo de técnicas de separacdo, identificacdo e quantificacdo desses
compostos ganha grande destaque para que seja possivel sua determinacao nas mais
variadas matrizes e para que os limites de deteccdo e quantificacdo de tais métodos
sejam cada vez menores e contemplem os limites maximos de residuos (LMR)

estabelecidos pelos 6rgdaos competentes.

2.1. 0S AGROTOXICOS ESTUDADOS

Os compostos estudados foram triclorfom, propanil, fipronil, propiconazol,
trifloxistrobina, permetrina, difenoconazol e azoxistrobina. Estes agrotéxicos sao
largamente empregados na agricultura, mais especificamente na cultura do arroz da
regido do rio Santa Maria no estado do Rio Grande do Sul.”® A quimica Ewelin
Canizares, da FEPAM (Fundacdo Estadual de Protecdo Ambiental Henrique Luiz
Roessler), realizou pesquisa com os agricultores e com os trabalhadores que fazem a
aplicacao desses compostos na lavoura, bem como com a EMBRAPA (Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) para embasar a escolha dos agrotoxicos.

De um modo geral, as caracteristicas estruturais moleculares dos agrotéxicos
determinam o grau de interacdo dos mesmos com o0 ambiente. A presencga de grupos
funcionais contendo oxigénio, nitrogénio e enxofre pode tornar os compostos organicos
mais reativos quimicamente e biologicamente, mais sollveis em agua e menos volateis,
quando comparados aos hidrocarbonetos com o mesmo numero de carbonos.
Entretanto, a presenca de halogénios na molécula contribui com a diminuicdo da
solubilidade em &agua, volatiidade e reatividade, tornando-os mais estaveis
ambientalmente.® Algumas caracteristicas referentes aos analitos investigados neste

estudo estédo descritas a seguir.
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2.1.1. Triclorfom

O triclorfom é um inseticida pertencente a classe dos organofosforados.
Organofosforado € uma designacao genérica que compreende todos os inseticidas que
apresentam na sua estrutura quimica um atomo central de fésforo pentavalente ao qual
esta ligado um atomo de oxigénio ou enxofre, através de uma dupla ligacdo. Sao
ésteres do acido fosforico ou do acido fosforotidico, podendo ser subdivididos em
diferentes classes, tais como fosfatos, fosfonatos, fosforotioatos, fosforoditioatos e

fosforoamidatos. A Figura 1 apresenta a estrutura quimica do triclorfom.'%3

1
CI,C CHP(OCH,),
|

OH
Figura 1. Férmula estrutural do triclorfom.

Os agrotoxicos desta classe sofrem rapida degradacao no ambiente (meia vida
nas plantas de 2 a 10 dias), apresentam baixa acéo residual e acumulacao limitada em
organismos vivos, uma vez que 80 a 90% dos compostos sao eliminados apds 48 h de
contato. Possuem um poder de toxicidade agudo relativamente alto na maioria dos
casos. Em geral, sdo bastante volateis em comparacdo com outros grupos de
agrotoxicos.'%11:14

A agéo inseticida dos organofosforados inibe a enzima acetilcolinesterase nos
sistemas nervosos dos vertebrados e invertebrados. Outra caracteristica desses
compostos € a capacidade de serem espontaneamente hidrolisados, principalmente em

pH alto e de sofrerem degradacao por hidrolases.'

2.1.2. Propanil

O propanil é um herbicida seletivo de contato e pés-emergente (aplicado apos a
brotacdo das plantas daninhas) derivado das cloroanilidas. E um dos herbicidas mais
intensivamente utilizados no Brasil, na cultura do arroz, para o controle de plantas
daninhas de folha larga e estreita. Em meio fortemente acido e alcalino sofre clivagem
hidrolitica originando 3,4- dicloroanilida (3,4-DCA) e &cido propibnico. As cloroanilidas

sdo absorvidas as substancias humicas do solo, podendo permanecer ligadas durante
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anos apds sua aplicacdo. Também estdo sujeitas a dimerizacdo e polimerizacao,
formando compostos azo, altamente estaveis e resistentes & mineralizagdo.”>'® O
principal efeito téxico do propanil € a ocorréncia da metemoglobinemia (doenca que
incapacita o transporte de oxigénio pelo ferro no sangue) e anemia hemolitica
(destruicdo prematura dos glébulos vermelhos)."

As moléculas dos herbicidas apresentam cargas elétricas e, portanto, séo
atraidas pela matéria organica e argila do solo. O teor de matéria organica e argila
influencia diretamente a atividade dos herbicidas e afeta sua eficiéncia e persisténcia.
Solos com baixo teor de matéria organica e argila favorecem o processo de lixiviagao

dos herbicidas.'® A Figura 2 apresenta a férmula estrutural do herbicida propanil. '

Cl NHCOCH,CH,
Cl

Figura 2. Formula estrutural do propanil.

2.1.3. Fipronil

O fipronil € um inseticida pertencente a classe dos pirazéis. Foi descoberto em
1987 por Rhone-Poulenc Agro, mas somente foi registrado como agrotéxico em 1996."°
O inseticida apresenta afinidade pela matéria organica do solo e da dgua. Na superficie
do solo é propenso a fotodegradacgao, entretanto, abaixo da superficie, ocorre quebra
gradativa das moléculas por agdo microbiana, sendo que os produtos de degradacao
(desulfinil fipronil, fipronil sulfeto e fipronil sulfona) sdo mais téxicos aos organismos
aquaticos do que o préprio agrotéxico.?°

Em relagdo a caracteristica inseticida do fipronil, o principal modo de acéo esta
relacionado ao bloqueio do &cido y-amino-butirico (GABA) regulador dos canais de ions
cloreto na membrana celular, resultando em uma perturbacéo do funcionamento normal
do sistema nervoso central.'®?' A Figura 3 apresenta a férmula estrutural do inseticida

fipronil. 3
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F.C N

Cl NH, ‘cF,

Figura 3. Formula estrutural do fipronil.

2.1.4. Propiconazol

O propiconazol é um fungicida pertencente a classe dos triazois e foi registrado
pela primeira vez em 1981 por Ciba Geigy.'” Os triazéis sdo uma das classes mais
importantes de fungicidas devido a sua grande abrangéncia no combate a diferentes
doencas e culturas.?

Este agrotéxico atua inibindo uma enzima envolvida na biossintese do ergosterol,
que é de grande importancia para a formacado das paredes celulares nos fungos e,
assim, atenua ou faz cessar o crescimento dos fungos. E usado em uma série de
culturas agricolas, frutos, plantas ornamentais e relva; também atua como agente de
preservacao de madeira e como um conservante antimicrobiano em produtos adesivos,
tintas, revestimentos de couro, papel, téxteis e produtos industriais.'” A Figura 4
apresenta a férmula estrutural do fungicida propiconazol.

cI
cl ‘/i/|r
o
X
CH.CH.CH, ©

Figura 4. Formula estrutural do propiconazol.
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2.1.5. Trifloxistrobina

Trifloxistrobina é um fungicida pertencente a classe das estrobilurinas (beta-
metoxiacril éster). O sitio de acdo das estrobilurinas esta localizado na respiracao
mitocondrial. Como resultado, trifloxistrobina é um potente inibidor da germinacao dos
esporos e crescimento micelial de fungos.’

Estudos laboratoriais indicam que a mobilidade da trifloxistrobina no solo é baixa
ou mesmo nao movel. Nao se espera lixiviagdo da trifloxistrobina no solo abaixo de 30
cm de altura, portanto, o agrotéxico nao tem caracteristica de contaminante de aguas
subterraneas. Contudo, o produto de degradacao (CGA-321113) apresenta persisténcia
no solo, com mobilidade moderada a alta.?® A Figura 5 apresenta a férmula estrutural

do fungicida trifloxistrobina. '3

CH,
0. = CF
N

CRO\*~co,cH,

Figura 5. Formula estrutural da trifloxistrobina.

2.1.6. Permetrina

A permetrina é um inseticida pertencente a classe dos piretroides. Os piretréides
sao derivados sintéticos das piretrinas, ésteres dos acidos crisantémico e pirétrico com
os alcoois piretrolona, cinerolona e jasmolona. Sao isolados das flores das espécies de
Chrysanthemum cinerariaefolium e espécies relacionadas.?*?

A permetrina é uma mistura racémica dos isdmeros cis e trans que foi sintetizada
em 1973 por Elliott, sendo o primeiro piretroide desenvolvido com estabilidade
adequada para uso na agricultura. E um composto fotoestavel, com fotoestabilidade
cerca de 10 a 100 vezes maior do que a dos piretréides ndo halogenados.'’** A Figura

6 apresenta a férmula estrutural da permetrina.’
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Cl

~ CH,
/C=CH—VCOHCH2 0
c. T0
CHZ{

Figura 6. Formula estrutural da permetrina.

Os piretrdides, ao atingir dguas naturais, sao prontamente adsorvidos pelo
sedimento e matéria organica em suspensdo. Nao sdo susceptiveis a dispersdao no
ambiente, pois apresentam baixa pressdo de vapor e forte adsor¢cdo pela matéria
organica do solo.?* No controle de pragas, agem no sistema nervoso central dos

insetos, tendo como alvo os canais de sodio da membrana celular.'

2.1.7. Difenoconazol

O difenoconazol é um fungicida pertencente a classe quimica dos triazois, assim
como o propiconazol. A estrutura quimica dos fungicidas triazdicos apresenta o anel
1,2,4 — triazol que é um anel heterociclo aromatico contendo trés atomos de nitrogénio
dispostos nas posicdes 1, 2 e 4 de um anel de cinco membros, conectado ao restante
hidrofébico da molécula pela posicdo 1.2° A Figura 7 apresenta a féormula estrutural do

difenoconazol.™

N.
g« N
N
Figura 7. Férmula estrutural do difenoconazol.

2.1.8. Azoxistrobina

A azoxistrobina é um fungicida sistémico da classe das estrobilurinas, assim
como a trifloxistrobina. O fungicida foi comercializado pela primeira vez em 1998 e foi
descoberto durante estudo com cogumelos (Oudemansiella mucida e Strobilurus
tenacellus) comumente encontrados em florestas da Republica Checa. Os cogumelos
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atrairam a atencao de cientistas devido a sua capacidade de defesa, que se baseia na
secrecao de duas substancias, a estrobilurina A e oudemansina A. Estas substancias
permitiam aos cogumelos manter seus agressores a distancia e até mesmo destrui-los.

27.28 A Figura 8 apresenta a férmula estrutural da azoxistrobina.®

Figura 8. Formula estrutural da azoxistrobina.

2.2. A IMPORTANCIA DO ESTUDO DOS AGROTOXICOS EM SEDIMENTOS

De acordo com Golterman e colaboradores,?® sedimento é um termo geral que
serve para descrever tanto material em suspensao, como depositado, sendo que todas
as aguas naturais contém quantidades variaveis de sedimento em suspensdo. O
sedimento contempla todo material particulado que é carreado para dentro de um
sistema aquatico, ou que é formado no corpo hidrico.

Os compostos organicos tendem a acumular-se nos sedimentos, visto que estes,
de forma geral, apresentam carater lipofilico. Essa caracteristica confere ao sedimento
grande importancia no que tange a investigacao de processos fisicos, geoquimicos e
bioldgicos no ambiente.*

De acordo com Gao e colaboradores,®’

0s contaminantes no ambiente aquatico
podem ser dispersos em trés diferentes fases: na solugao aquosa, no carbono organico
dissolvido ou na fragdo coloidal e no sedimento. Essa distribuicdo dos agrotéxicos no
ambiente é dependente das propriedades fisico-quimicas dos mesmos.*?

A persisténcia dos agrotéxicos no solo e sedimento é dependente da eficiéncia de
processos fisicos de transformacdo no ambiente, tais como evaporacéao, lixiviagao,

erosdao e absorcdo pelas raizes de diferentes culturas. Outros fatores ambientais
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também contribuem com a taxa de degradacdo desses compostos. A temperatura,
conteudo de matéria organica, acidez, umidade e tipo de solo influenciam neste
processo. Os solos argilosos, com alto teor de matéria organica, providenciam maior
retencdo desses residuos.® Mesmo quando esses compostos sdo aplicados diretamente
sobre as plantas, cerca de 50% da dose total pode vir a contaminar o solo,
independente da forma de aplicacdo e, 1a chegando, essas substancias podem ser
transportadas por processos de volatilizagdo, lixiviagdo e escoamento superficial. A
lixiviacao tem sido apontada como sendo a principal forma de contaminacao dos lengdis
freaticos e corresponde ao transporte vertical dos contaminantes no solo pela agua da
chuva ou de irrigacdo. O escoamento superficial € devido ao transporte dos
contaminantes através da agua de enxurrada pela superficie do solo, que pode ter
como destino final os rios e lagos. A volatilizacdo favorece o carreamento desses
compostos pela atmosfera, os quais podem ser depositados nas aguas superficiais. As
informagdes sobre o movimento de agrotdxicos sédo Uteis para se fazer uma previsdo da
sua eficacia quimica, sendo que os processos de decomposicdo desempenham
importante fungcdo para a dissipacdo de muitos agrotdéxicos no solo e o seu
desaparecimento pode se dar por varios processos quimicos, inclusive foto
decomposicao, entre outras reacdes quimicas.>**

Para avaliar o potencial de contaminacdo de aguas superficiais e subterraneas
sao utilizados estudos através de modelos matematicos e de varredura (screening), que
permitem uma avaliagdo preliminar do risco de contaminagdo desses ambientes. Estes
estudos podem ser realizados analisando-se diretamente a agua e/ou o solo, uma vez
que o potencial de contaminacdo da agua subterrdnea por agrotéxicos depende da
mobilidade dos mesmos no solo ou sedimento. Os parametros mais utilizados nesta
avaliacao sao o de screening da Agéncia de Protecao Ambiental dos Estados Unidos
(do inglés, “United States Environmental Protection Agency”, USEPA), a medida do
indice de vulnerabilidade de &guas subterraneas (indice de GUS, do inglés
“Groundwater Ubiquity Score”) e a aplicacdo do Método de Goss. Esses parametros
consideram algumas propriedades fisico-quimicas para avaliacdo de risco, tais como
solubilidade em agua, Ko (coeficiente de adsorcdo a matéria organica no solo),

coeficiente de particao octanol-agua (Kow), Ku (constante da lei de Henry), constante de
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ionizacao acida ou basica (pKa ou pKp), meia vida no solo e agua (DTsp, do inglés
“Disappearance Time”), porosidade do solo, potencial de lixiviagdo (referente ao indice

de GUS), entre outras.®®>3¢

2.3. PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DOS AGROTOXICOS E O RISCO DE
CONTAMINAGCAO DO SOLO E SEDIMENTO

O comportamento dos agrotoxicos no solo pode ser influenciado por alguns
fatores como: adsorcdo, movimento e decomposicdo. O processo de adsor¢ao tem
influéncia direta nos efeitos de biodegradabilidade, bioacumulacao, entre outros, e
consiste na interagao do soluto da fase liquida com a superficie das particulas da fase
sblida do solo, a qual é constituida majoritariamente por argila, minerais, matéria
organica, silica, 6xidos e hidréxidos de aluminio e de ferro.®

Na pratica, pode-se avaliar o processo de adsorcao através das caracteristicas
do solo, calculando-se a constante de adsorcdo (K., a qual estd baseada na
quantidade de carbono organico contida no solo. Moléculas altamente sollveis tendem
a apresentar valores de Ko relativamente baixos (menores que 150 cm® g™'), podendo
ser mais rapidamente biodegradados no solo e na agua.*

A adsorcdo dos agrotéxicos ao sedimento também é influenciada por alguns
fatores como acidez ou alcalinidade, indicada pelo pKa ou pKy do composto, polaridade
e polarizabilidade (polarizacdo transiente de moléculas ou radicais estruturalmente
apolares). Outros fatores como intensidade de uso, época de aplicacdo, forma de
aplicacao e caracteristicas do meio fisico também influenciam a ocorréncia da adsor¢ao
de agrotéxicos em sedimento.®’

A adsorcao também pode ser influenciada pelos grupos funcionais que
caracterizam e determinam a carga de uma molécula. Através da constante de
dissociacao acida (pK,) e do pH do solo é possivel prever a forma ionizavel ou
molecular predominante de um agrotoxico acido, sendo que 0 mesmo raciocinio pode
ser feito com a constante pKp, para agrotéxicos alcalinos.*"-%

Outra propriedade importante é a solubilidade em &gua, pois influencia no
comportamento, transporte e destino desses compostos no ambiente. Esse parametro

indica a tendéncia do agrotoxico ao carreamento superficial no solo, fazendo com que o
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mesmo possa atingir aguas superficiais. A constante da Lei de Henry (Ky), também
conhecida como coeficiente de particado ambiental ar-agua, juntamente com a pressao
de vapor (Py) mostra a tendéncia do agrotoxico a volatilizagdo ou permanéncia na fase
aquosa.’

O coeficiente de particdo octanol-agua (Kow) indica a tendéncia dos compostos
em se distribuir em regides ambientalmente hidrofébicas. E definido como sendo a
razao entre as concentragdes de um determinado composto distribuido entre duas
fases imisciveis em equilibrio. Essa propriedade demonstra a tendéncia dos agrotoxicos
a bioconcentracdo e traz indicativos sobre a capacidade de transporte na cadeia
alimentar. O tempo de meia vida também é um critério usado para determinar os efeitos
ambientais relacionados a volatilizacao, potencial de lixiviacdo e caracteristicas de
degradacdo de varios compostos quimicos.®%

A Tabela | apresenta algumas propriedades fisico-quimicas importantes dos
agrotoxicos estudados.
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Tabela I. Propriedades fisico-quimicas dos agrotéxicos estudados.*

Massa Solubilidade Log Kow a DTsg Qo
Agrotoxico  Molecular em agua a 25°C pH7e Ky a 25°C (Pa m®mol™) DTsz’ d?:s?OIo agua/sedimento Incgcfjesde Ko (ML g7)
(g mol™) (mg L") 20°C (dias)
Triclorfom 257,40 120000 - alta 0,43 - baixa 4,50 X 107 — o volati 18 — ndo : s77-ata 100
’ ’ ’ persistente lixiviacao muito alta
2 _ nio 0,42 — 400 —
Propanil 218,08 225 - moderada 2,29 - baixa 1,74 X 10°*— nao volatil Srsistente - baixa mobilidade
pers| lixiviagdo moderada
142 _ 68 — 2,67 — 577 -
Fipronil 437,15 3,78 - baixa 3,75-alta 2,31 X 10%* = nao volatil ersistente moderadamente  estado de  ligeiramente
persi rapida transigao moével
014 — 2,25 — 1086 —
Propiconazol 342,22 150 - moderada 3,72 -alta 9,20 X 10%° = nao volatil istent 636 - estavel estado de ligeiramente
persistente transicao movel
7 — nio 0,53 — 2377 —
Trifloxistrobina 408,37 0,61 - baixa 45—alta 2,30 X 10%—nao volatil stant 2,4 - rapida baixa ligeiramente
persistente lixiviagao mével
-01 ~ 40 - 1,11 —
Permetrina 391,30 0,2 — baixa 6,1 —alta Mo d;r’sga)r(ng(r)wte ;olétil p1e?si_stne?1c;e moderadamente baixa rjé?c??’noc’?vgl
rapido lixiviagdo
120 - 0,88 — 3760 —
Difenoconazol 406,26 15 — baixa 42-alta 1,50 X 10 - nao volatil Stent 1053 — estavel baixa ligeiramente
persistente lixiviagdo moével
70 — 2,53 - 423 —
Azoxistrobina 403,40 6,7 — baixa 2,5—baixa 7,30 X 10%°=nao volatli moderadamente 232 — lento estado de mobilidade
persistente transicao moderada

Os compostos cujo coeficiente de particdo octanol/agua é alto e cuja solubidade em agua é baixa (natureza

hidrofébica) podem sofrer forte adsor¢céo no solo ou sedimento e, também, bioacumular-se em organismos aquaticos.

Os agrotdxicos que apresentam indice de GUS menor que 1,8 ndo apresentam tendéncia a lixiviacao. Valores

entre 1,8 e 2,8 estdo na faixa de transicdo. J& os compostos com valores maiores que 2,8 estao sujeitos a lixiviagao.
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2.4.TECNICAS DE EXTRAGAO DE AGROTOXICOS EM SEDIMENTOS

As propriedades fisico-quimicas dos agrotdxicos podem influenciar tanto no
transporte e destino desses compostos no ambiente quanto no comportamento dos
mesmos durante as etapas de extracdo, clean up e andlise instrumental. A interacédo
existente entre os agrotéxicos e o sedimento pode ser bastante forte, resultando em
residuos quimicamente ligados. Nesse contexto, esfor¢o significativo vem sendo
realizado para o desenvolvimento de métodos eficientes que possibilitem a andlise
multirresiduo de agrotdxicos, minimizando etapas de extracdo e de clean up das
amostras. Na sequéncia deste texto serdo apresentados alguns dos métodos de

extracdo empregados para determinacdo desses compostos em sedimentos.3#4°

2.4.1. Soxhlet

O processo de extracao por Soxhlet foi inventado em 1879 por Franz von Soxhlet
e é 0 mais utilizado para amostras soélidas. Apesar de ser um método moroso (18 a 24
horas) e de utilizar grandes quantidades de solvente, é relativamente simples, eficaz,
barato e apresenta bons resultados de recuperacdo de analitos em diferentes
amostras.*' No processo de extracdo a amostra é colocada em um cartucho poroso e
imersa em solvente. A extracdo compreende uma série de etapas que envolvem
processos de destilacdo e condensagao do solvente com preenchimento periédico do
mesmo dentro e fora da camara de extragdo, fazendo com que ocorra uma mistura
intima da amostra com o solvente.*

Woudneh e Oros*® desenvolveram método analitico para a determinagdo de
agrotoxicos das classes das piretrinas, piretrides e butdéxido de piperonila (PBO, do
inglés “piperonyl butoxide”) por GC/HRMS (Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas de Alta resolugéo, do inglés “Gas Chromatography coupled
to High Resolution Mass Spectrometry”). A extracado foi realizada com diclorometano
por 16 horas, seguida de clean up com Florisil e extracao em fase solida com cartuchos
de fase aminopropil — silica para remocao de acidos humicos e fulvicos, acidos graxos e
fendis. O estudo de recuperacao foi realizado através de extracdo com amostra
fortificada nas concentracdes de 10 e 5 ng g, variando de analito para analito, com

resultados na faixa de 89,7 a 135% de recuperacdo. A aplicabilidade do método foi
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verificada através da analise de seis amostras de sedimentos, onde foi observada a
presenca de piretrdides e PBO. Esta técnica também foi utilizada por Darko e
colaboradores* na determinacdo de organoclorados em amostras de peixe, agua e
sedimentos. Os solventes extratores utilizados foram acetona e hexano na proporcao
20:80 v/v, por 4 horas a 50 °C. O clean up foi realizado com coluna de C+g € a andlise
por GC-ECD (Cromatografia Gasosa com deteccao por Captura de Elétrons, do inglés
“Electron- Capture Detection”). Para o estudo de recuperacdo, as amostras foram
fortificadas com mistura dos padrdes na concentracdo de 1 ng g', sendo que as
amostras de sedimento apresentaram recuperacdes de 76 a 95% com desvio padrao
relativo de 4 a 12%.

Covaci e colaboradores® utilizaram a extracdo por Soxhlet na determinacédo de
agrotoxicos organoclorados, bifenilas policloradas e éteres difenilicos polibromados. O
tempo de extracdo utilizado foi de duas horas em fungcdo da pequena quantidade de
amostra (4 g) e os solventes extratores foram hexano e acetona (3:1, v/v). A etapa de
clean up foi obtida com o auxilio de silica acidificada e a analise dos compostos
realizada por GC-uECD (UECD, do inglés “micro electron-capture detector”).

Extracdo em Soxhlet com diclorometano e clean up com duas fases sélidas como

silica e alumina também é um processo comumente utilizado.**®

2.4.2. Ultra-som

A produgdo de ultra-som €& um fendmeno fisico associado ao processo de
cavitacdo. Durante este processo ha criacdo, aumento e implosdo de cavidades de
vapor e gases em um liquido, proporcionando um contato mais efetivo entre a matriz e
o solvente. Quando a pressao do sistema é positiva ocorre a compressao das bolhas de
vapor e, quando a pressao é negativa, resultando em “vacuo”, ocorre a expansao. Esse
ciclo de compressao-expansao é responsavel pela geracdo das cavidades.*

Em um liquido com particulas sélidas dispersas, os gases sdo adsorvidos nos
poros das particulas. Quando ocorre a compressao, 0S gases ou vapores, no interior
das cavidades, sao comprimidos para o interior da particula; ja na etapa de expansao
sao direcionados para fora da mesma. Devido a essas atividades, ha aumento no
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tamanho das cavidades, que se direcionam para o interior do liquido e separam-se da
particula.*

Vagi e colaboradores®® desenvolveram método de extracdo e andlise para 17
agrotoxicos da classe dos organoclorados em sedimento marinho, com auxilio de
banho de ultra-som e analise por GC-ECD. Parametros como tipo e quantidade de
solvente e tempo de sonicagdo foram otimizados. Os solventes utilizados foram
acetona, metanol, hexano, diclorometano e acetato de etila, sendo que os melhores
resultados de recuperacao foram obtidos com extracdo em duas etapas de 20 minutos
com diclorometano.

A otimizagdo do processo de extragdo para cinco piretrdides, um
organofosforado e vinte organoclorados também foi descrita por You e colaboradores.*
Diferentes solventes foram utilizados para verificagdo da capacidade extratora (hexano,
diclorometano e mistura de diclorometano e acetona), sendo que os melhores
resultados foram alcancados com a utilizacdo de mistura 50:50 v/v de acetona e
diclorometano, com recuperacao dos analitos na faixa de 84 a 111 %. Para a etapa de
clean up, os autores utilizaram Florisi em dois estados: somente ativado por
aquecimento e ativado/desativado com agua destilada (6% m/v), sendo que o ultimo
apresentou melhores resultados de recuperacao para todos os compostos estudados.

Xue e colaboradores®' determinaram compostos organoclorados em amostras de
sedimento através da extracdo por banho de ultra-som com metanol e acetonitrila
(50:50 v/v) por duas vezes a 30 minutos e analise por GC-uECD. Para verificagdo da
recuperacao do método, as amostras foram fortificadas com concentracoes de 0,5; 5 e
50 ug Kg' dos padrdes dos analitos. A recuperacéo ficou entre 71 e 103% com desvio

padrao relativo de + 4 a 8%.

2.4.3. Outras Técnicas

A extracdo com fluido supercritico (SFE, do inglés “Supercritical Fluid

52-54

Extraction”)>“™", extracdo acelerada com solvente (ASE, do inglés “Accelerated Solvent

55-57

Extraction”) e extracdo assistida por microondas (MAE, do inglés “Microwave

,,)58-60

Assisted Extraction sdo outras técnicas bastante utilizadas na determinagcédo de

agrotoéxicos em sedimentos.
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2.5. TECNICAS CROMATOGRAFICAS PARA DETERMINACAO DE AGROTOXICOS
EM SEDIMENTOS

Atualmente, a Cromatografia Gasosa € a técnica mais utilizada para a
determinacao de agrotoxicos em diferentes matrizes. Uma limitacdo dessa técnica é
qgue ela demanda que a amostra seja volatilizavel e termicamente estavel. Compostos
nao volateis ou instaveis podem ser derivatizados a fim de se obter resposta por GC. A
técnica possui alto poder de resolucao e detecta compostos em escala de nano a
picogramas.* A cromatografia gasosa com deteccdo por espectrometria de massas
(GC/MS) no modo monitoramento de ion selecionado (SIM — “Selective lon Monitoring”)
€ uma das técnicas mais empregadas para separacdo e andlise quantitativa de
agrotéxicos em sedimentos. Neste caso, mesmo no modo SIM, é possivel que ocorram
coeluicbes com interferentes que apresentam em sua estrutura os ions escolhidos para
o monitoramento dos analitos. Além disso, apesar do GC/MS ser altamente especifico e
eficiente, em alguns casos, pode ocorrer degradacdo e/ou isomerizacdo dos
agrotéxicos na camera de ionizagao, dificultando a identificacdo desses compostos.®
Em estudo realizado por Smalling e colaboradores,®? para determinagdo de agrotéxicos
em sedimento, foram verificados os limites de deteccdo instrumentais para oitenta e
cinco agrotoéxicos, por GC-uECD e GC/MS. Os resultados obtidos mostraram a grande
sensibilidade da GC-uUECD, pois os limites de deteccao foram mais baixos para essa
técnica (0,5 a 1 ug kg para GC-uECD e 1 a 2 ug kg™ para GC/MS).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés “High Performance
Liquid Chromatography”) é outra opcdo para este tipo de analise e, neste caso,
compostos n&do volateis e termicamente instaveis podem ser alvo desta técnica.* Entre
os detectores mais utilizados para determinacdo de agrotdxicos por cromatografia
liguida encontram-se o detector de ultravioleta (UV), arranjo de diodos (DAD, do inglés
“Diode-Array Detector”) e espectrometro de massas.®®

A Cromatografia Gasosa Bidimensional Abrangente (GC x GC) € uma técnica
relativamente recente, desenvolvida em 1991 por Liu e Phillips®* e que apresenta
grande poder de separacdo. Para amostras complexas, contendo de 150 a 250
compostos de interesse, por exemplo, a separacao obtida por GC com uma Uunica
coluna ndo é suficiente para separacdo de todos os compostos. Outras técnicas
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multidimensionais como GC-GC (Cromatografia Gasosa Bidimensional de Fracdes
Parciais ou de heartcut), HPLC-GC (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada
a Cromatografia Gasosa) e SFC-GC (Cromatografia de Fluido Supercritico acoplada a
Cromatografia Gasosa) também nao providenciam uma separacao efetiva de todos os
analitos.®>®® Neste texto sera dado destaque & GC x GC em virtude de ter sido utilizada

no desenvolvimento desse trabalho.

2.5.1. Cromatografia Gasosa Bidimensional Abrangente - GC x GC
2.5.1.1. Principios e Operacao

Na GC x GC duas colunas cromatograficas de diferentes mecanismos de
retencdo sdo acopladas em série, sendo a coluna da primeira dimensdo ('D)
comumente de 30 m de comprimento e diametro interno de 0,25 a 0,32 mm. A coluna
da segunda dimensdo (°D) deve ser mais curta, do tipo fast-GC, para que o perfil de
separacdo obtido na 'D seja mantido.’” A Figura 9 apresenta um diagrama

representativo de um sistema cromatografico da GC x GC.

MODULADOR

L

2

\

4

Figura 9. Diagrama dos constituintes da GC x GC. (1) injetor, (2) primeira
coluna, (3) modulador, (4) segunda coluna e (5) detector.

O modulador é considerado o “coragao” da técnica e é acoplado entre as duas

colunas, sendo que sua funcéo € de amostrar e focalizar as estreitas fragdes eluidas da
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primeira coluna e, em seguida, liberar essa porcao, rapidamente, para a segunda
coluna.®® O modulador, ao focalizar o efluente proveniente da primeira coluna e
introduzir o mesmo na segunda dimensao, deve fazé-lo em uma freqiéncia correta de
amostragem para que a resolugcdo cromatogréafica encontrada na primeira separagao
seja mantida. Uma amostragem de 3 a 4 fatias por pico proveniente da primeira
dimensao é ideal para manter o perfil de separacdo obtido na primeira coluna. O
periodo de amostragem corresponde ao periodo de modulacao (Py), que é a duragao
de um ciclo completo de modulagéo, e ao tempo de separagao na coluna da segunda
dimensao. Devido ao tempo de separagdo da segunda dimensao ser muito curto,
geralmente de 2 a 10 segundos, a separacao na segunda coluna é essencialmente
isotérmica.®® A Figura 10 apresenta o processo de modulagdo gerado pelo modulador
térmico de dois estagios.

12 estagio 2° estagio

Jato frio ligado  Jato frio desligado

¢ 4

' SRR

Jato quente ligado Jato frio ligado

. 4

LN - o Wy W - ee o - - 6 g

2 el eI SGE B S e R
Jato frio ligado Jato frio ligado
-U ll
3 .n.: -:.-o :-...‘n. ::: ‘.:
Jato frio ligado Jato quente ligado
"'r
4 LIE B Y ) .'-. :::

Figura 10. Representacao do processo de modulag¢édo. Adaptado da referéncia 69.

O primeiro e 0 segundo estagios sdo observados quando ocorre a concentragao
e a reconcentracdo da banda cromatografica, respectivamente, proveniente da primeira
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coluna. Um unico periodo de modulacado é composto por quatro passos distintos, como
mostra a figura acima: (1) no 12 estagio ha o aprisionamento da banda cromatografica
proveniente da primeira coluna pela acao de um jato frio; (2) liberacado do efluente para
0 2° estagio, através de um jato quente; (3) no 12 e 2° estagios ocorre novamente o
aprisionamento da banda e (4) no 2° estagio ocorre a liberacéo do efluente amostrado,
através do jato quente, com a liberacdo para a coluna da segunda dimensdo. Cada
modulagao produz o fatiamento do pico, sendo que o numero de fatias amostradas
dependera do periodo de modulacdo e da largura do pico proveniente da primeira
dimens&o.”

O termo “abrangente” é utilizado para designar que todo o efluente da primeira
dimensdo, ou uma parte representativa do mesmo seja introduzido na segunda
dimensdo, sem perda das caracteristicas da separacdo na 'D. Na separacio
abrangente, trés fatores devem ser verificados: (1) todos os constituintes da amostra
estdo sujeitos a duas separagdes de mecanismos distintos; (2) os constituintes da
amostra separados na 'D seguirdo separados na ?D; (3) o perfil de eluicdo de ambas as
colunas é mantido.”'""*

A ortogonalidade de um sistema multidimensional é verificada quando os
mecanismos de separacdo das duas colunas sao completamente independentes.
Geralmente, a fase estacionaria da 'D é apolar, ou de baixa polaridade, onde o
processo de separacao ocorre por diferencas no ponto de ebulicdo dos analitos; ja a
coluna da ?D possui fase estacionaria polar, ou de média polaridade (separagéo por
polaridade). Esse fator é de grande importancia, pois determina a magnitude da
separacao no espaco bidimensional, sem obrigatoriamente promover étima resolucao
cromatografica. A eficiéncia da separacao depende do tipo de amostra e do conjunto de
colunas empregado na primeira e segunda dimens&do e n&o, necessariamente, da
ortogonalidade do sistema. Na pratica, existe uma relacao direta entre ortogonalidade e
aumento na capacidade de pico, que representa o numero maximo de compostos que
podem ser colocados lado a lado em um espaco de separacdo com uma dada
resolucdo e em um determinado intervalo de tempo.”"">7®
Mondello e colaboradores’” descrevem a GC x GC como sendo uma das

inovacdes mais revolucionarias na cromatografia gasosa. Os autores também afirmam
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que, provavelmente, a diferenca do poder de separacao entre a GC x GC e a 1D-GC
seja ainda maior do que a diferengca existente entre as colunas capilares e as
empacotadas.

Em geral, a GC x GC apresenta quatro vantagens sobre a 1D-GC: (1) aumento
de resolucgao, (2) aumento de sensibilidade devido a reconcentracao da banda do soluto
na 2D, favorecendo a deteccdo de componentes em nivel de tragos, (3) construcdo de
cromatograma 2D (bidimensional) com estruturacdo por compostos quimicamente
similares e (4) aumento da capacidade de pico, pois a retencdo nas duas colunas
através de diferentes mecanismos de interacdo analito — fase estacionaria, faz com que
a capacidade tedrica de pico na GC x GC se aproxime do produto das capacidades de

pico das duas dimensdes.®®"’

2.5.1.2. Interpretacao dos Dados Gerados na GC x GC

Do mesmo modo como ocorre na 1D-GC, a GC x GC também proporciona
informacdes qualitativas e quantitativas a respeito de uma amostra cromatografada.
Contudo, a representacao grafica dos resultados é diferenciada. Através de softwares
especificos, sdo gerados graficos tridimensionais, onde o eixo x € representado pela
separacdo na 'D, o eixo y a separacdo na D e um terceiro eixo, z, representa a
intensidade do sinal gerado pelo detector. A Figura 11 apresenta a construcdo da
representacao grafica gerada por um sistema cromatografico bidimensional abrangente.
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A Cromatograma
L Monodimensional
N

U- 1. Modulagdo
F ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

Al

Cromatograma Bidimensional
(2* coluna)

B

2y 2. Transformagdo Diagrama de cores

o A~ - 3. Visudlizagdo D
-‘I" "'I| -""

e ,A
C il __.-‘ ""f#'.-'" Pl
’; / Croma'rograma da °D

colocado lado a lado

Figura 11. Geracdo e visualizacdo do sinal cromatografico por GC x GC.
Adaptado da referéncia 74.

A Figura 11 apresenta uma banda cromatografica composta por trés analitos
que ndo foram separados na 'D (A). Essa banda é amostrada e injetada na segunda
coluna na forma de pulsos estreitos e periddicos pelo modulador. Conforme ja
mencionado, cada pico eluido da primeira coluna é fatiado de trés a quatro vezes num
sistema cromatografico adequado,®® o que resulta na formagdo de, no minimo, trés
cromatogramas consecutivos da separacdo ocorrida na 2D (B), gerando o
cromatograma bruto da ?D. Através do uso de softwares especificos cada
cromatograma individual da 2D ¢é fatiado e disposto lado a lado (C), mas desta forma, a
interpretacdo dos dados se torna bastante dificultada. Para facilitar a interpretacao, os
cromatogramas sao convertidos em diagramas tridimensionais (D), onde a altura dos

picos € representada por linhas de contornos ou por uma escala de cores. O software
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utiliza o periodo de modulacao e o tempo em que ocorrem 0s pulsos de injecao para a
segunda coluna para fatiar o cromatograma original e gerar o cromatograma da
segunda dimensao.®’

Os picos gerados por um sistema GC x GC apresentam dois tempos de retencéo,
na primeira e segunda dimensdo ('ts e s, respectivamente). Essa caracteristica
proporciona grande vantagem analitica, pois se refere a dois mecanismos de
separacao, podendo ser utilizada com o propésito de identificacdo de compostos, uma
vez que a técnica é equiparada a espectrometria de massas.”®

Diferentemente da 1D-GC, na GC x GC mais de dois picos podem ser
considerados como vizinhos de um determinado analito e este novo conceito de
vizinhanga foi introduzido por Schure,”® que foi o primeiro autor a propor a abordagem
relacionada a teoria da razdo vale-pico para a avaliagdo da resolugdo entre picos
gerados por cromatografia bidimensional. Para tanto, utiliza-se a distancia entre os
maximos de dois picos, o ponto de menor intensidade na reta entre estes dois picos e
os valores de intensidade nesses trés pontos. Contudo, essa abordagem é valida
apenas para picos gaussianos. Peters e colaboradores® propuseram uma abordagem
para calculo de resolucdo baseada na teoria da razdo vale-pico (monodimensional), a
qual pode ser aplicada tanto para picos gaussianos, quanto ndo gaussianos. Por outro

lado, Adam e colaboradores®':®

calcularam a resolugcdo em GC x GC como sendo a
média euclidiana das resolucdes em cada uma das duas dimensdes. Neste trabalho, as
resolucdes foram calculadas de acordo com esta ultima abordagem. Para a 1D-GC a
resolucdo entre dois picos genéricos A e B pode ser calculada de acordo com a

Equacao 1.

4(5,) y
Rs= \/ (wA(+ trw)B ) Equacao 1

Onde:
dy. diferenca entre os tempos de retencao de dois picos A e B genéricos;

@: largura do pico na base.
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A Equacao 2 apresenta a férmula utilizada para o calculo da resolugao na GC x
GC .81,82

2 2
Rs 2D = \/( 2.0x j +( 29y j Equac&o 2
WA, x + WwB, x WA,y + wB,y

Onde:

ox e o, diferenga entre os tempos de retengdo de dois picos na 'D e 2D,
respectivamente;

@, e w,: largura do pico na base na 'D e °D, respectivamente. oy corresponde ao
produto entre numero de modulagdes por pico e o periodo de modulagédo. wy é referente
ao pico modulado mais intenso.

O fator de assimetria (As) de um pico esta diretamente relacionado a eficiéncia e
resolucdo cromatografica. Fatores de assimetria entre 0,8 e 1,2 sdo considerados
satisfatérios, com pouca ou nenhuma influéncia de cauda nos picos cromatogréaficos.®
Esse fator é calculado utilizando-se a razao entre as larguras B e A a 10% da altura do
pico, conforme Figura 12. Na GC x GC a assimetria de pico é avaliada levando-se em

consideracao o pico modulado mais intenso.
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Figura 12. Representagdo de um pico cromatografico genérico, ilustrando os
parametros empregados para calculo do fator de assimetria.

Quando um composto apresenta tg maior do que um periodo de modulagédo
ocorre o fendbmeno chamado “wraparound” ou pico fora de ciclo. Um pico fora de ciclo
podera representar um problema na interpretacdo dos dados, devido a sua eluigao

tardia, no préximo ciclo de modulacao, juntamente com outros compostos que sao
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introduzidos na ?D. Esse fendmeno pode ocasionar a coeluicdo com compostos de
interesse, prejudicando o processo de separacido e quantificacéo.®

A separacao espacial por classes quimicas € uma outra caracteristica da GC x
GC. O efeito “telhado” é observado para amostras complexas que contenham séries
homélogas como constituintes. Neste caso, o perfil de agrupamentos de picos dentro de
uma classe quimica € repetido para cada numero de carbonos. Cada ‘“telha”
corresponde a um grupo de compostos pertencentes a uma classe quimica que
apresenta um determinado numero de carbonos. Esta distribuicao espacial de “telhas”
em seqléncia facilita a identificacdo dos compostos, principalmente em amostras

complexas.®*

2.5.1.3. Deteccao

O detector exerce funcao de grande importancia em um sistema cromatografico.
Os detectores utilizados na GC x GC devem apresentar rapidez na velocidade de
aquisicao, sendo que esta velocidade esta relacionada a rapidez no processo fisico-
quimico que ira produzir o sinal e também a rapidez no processamento eletrénico deste
sinal. Assim, o volume do detector deve ser pequeno e a taxa de aquisicao de sinal
deve ser de pelo menos 50 Hz (50 — 200 Hz), evitando-se alargamento de pico por
volume extra coluna e reconstrucdo incorreta do pico, respectivamente.®>¢ Alguns
detectores vém sendo empregados na determinacdo de agrotéxicos em diferentes
matrizes, e dentre eles estdo o detector por ionizacdo em chama (FID), de
espectrometria de massas (MS), de nitrogénio e fosforo (NPD) e de captura de elétrons
(ECD).

O detector por ionizacdo em chama (FID) é muito empregado em GC x GC, pois
trabalha com velocidade de aquisicao de sinal de até 200 Hz e com praticamente
nenhum volume extra coluna. Outro detector amplamente utilizado para diferentes
matrizes e analitos é o de espectrometria de massas com analisador por tempo de véo
(TOFMS), visto que ele possui freqiéncia de aquisicao de dados de 50 a 500 Hz e
possibilita acesso a informacdes estruturais dos analitos, maior sensibilidade,
deconvolucado espectral, tendo como desvantagem seu alto custo. O detector de
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nitrogénio e fésforo (NPD) também é utilizado para determinacdo de agrotoxicos, uma
vez que trabalha com freqiiéncia de aquisi¢do de sinal de até 200 Hz.%

O detector por captura de elétrons (ECD) apresenta taxa de aquisicdo de dados
de até 50 Hz e volume interno de 1,5 mL, o que implica em alargamento do pico
cromatografico. A miniaturizacao do ECD, o micro-ECD (uECD), com 150 uL de volume
de célula, possibilitou a diminuicdo do efeito de cauda nos picos cromatograficos, mas
ainda apresenta picos cerca de duas vezes mais largos que os obtidos no FID. 8%

O UECD, detector utilizado no desenvolvimento desse trabalho, contém uma fonte
de ionizagao de particulas B, de baixa energia, que colidem com as moléculas do gas
de arraste gerando elétrons livres de baixa energia. Quando algum constituinte da
amostra apresenta grupos de alta afinidade eletrénica, como por exemplo halogenados,
fosforados e grupos nitro, os elétrons livres gerados sao capturados por esses
componentes da amostra, com formacao de ions carregados negativamente. O sinal
gerado pelo detector € emitido devido a diminuicdo na corrente elétrica provocada pela
captura dos elétrons livres. O ECD é um detector seletivo, extremamente sensivel para
quantificacdo de compostos organohalogenados, sendo que a principal fonte radioativa
utilizada é o ®Ni, que apresenta um tempo de vida média de aproximadamente 100
anos.®® Essas importantes caracteristicas de detecgdo quando aliadas ao potencial
de separacdo da cromatografia gasosa bidimensional abrangente propiciam étimos
resultados de separacdo e deteccdo. O esquema referente ao WECD pode ser

observado na Figura 13.
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Figura 13. Esquema do uECD. Adaptado da referéncia 88.

2.5.1.4. Aplicacao da GC x GC na Determinacao de Agrotoxicos

O numero de publicac¢des cientificas relacionado a determinagéo de agrotoxicos
por GC x GC ainda é relativamente pequeno, mas suficiente para demonstrar as
potenciais vantagens da técnica em relagéo a 1D-GC.

Uma conseqiiéncia importante da utilizacdo dos agrotéxicos na agricultura é a
possivel presenca de residuos desses compostos e de seus metabdlitos em alimentos.
Investigacdo sobre o poder de separacdo da GC x GC/TOFMS para determinacéao de
58 compostos da classe dos organofosforados e nitrogenados em amostras
alimenticias foi realizado por Dalliige e colaboradores.®® Os autores observaram que a
determinacao de alguns compostos por GC/TOFMS seria prejudicada em funcéo da
coeluicdo com interferentes da matriz, jA que o espectro de massas obtido pela
deconvolucao espectral ou pela subtracdo da linha de base ndo é claro o suficiente
para proporcionar a identificacdo dos analitos. Em outro estudo de otimizagdo de
metodologia para determinagdo de 51 agrotdxicos em uva, Banerjee e colaboradores®
verificaram que a sensibilidade da analise por GC x GC /TOFMS foi consideravelmente

aumentada quando comparada a GC/TOFMS. A GC x GC ainda proporcionou a
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separacdo cromatografica de alguns compostos que coeluem quando analisados por
GC/MS, embora estes tenham sido identificados por deconvolugdo espectral na
cromatografia monodimensional. Além disso, a GC x GC possibilita a obtencdo de
espectros de massas mais nitidos, evitando assim a possivel confirmacao de falsos
positivos. O aumento de sensibilidade analitica da GC x GC-NPD quando comparada a
GC-NPD, para andlise de vegetais, foi verificado por Khummueng e colaboradores,®
visto que a soma das alturas dos picos cromatograficos obtidos pela técnica
bidimensional abrangente foi cerca de 20 vezes maior do que aquela obtida na
monodimensional.

O potencial da GC x GC-ueECD foi também verificado por Bordajandi e
colaboradores® através de desenvolvimento de método para determinacdo de
poluentes quirais como toxafeno em oOleo de peixe. O método descrito para
determinacdo de cinco congéneros do toxafeno, com coluna enantiosseletiva na 'D e
coluna de média polaridade na 2D, providenciou completa separacdo dos isdmeros,
enquanto que para a 1D-GC, com a mesma coluna enantiosseletiva, ocorreu
sobreposicao de dois compostos. Além disso, a GC x GC possibilitou excelente
separacao entre os compostos estudados e os interferentes da matriz complexa.

A Tabela Il apresenta alguns trabalhos cientificos que utilizam a GC x GC como

ferramenta analitica para determinacao de agrotéxicos em diferentes matrizes.
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Tabela Il. Aplicagdes da GC x GC para determinacao de agrotéxicos em diferentes matrizes.

Analitos Tipo de amostra Deteccao Ref.
20 agrotoxicos de diferentes classes quimicas Maca e péssego TOFMS 73
Nove fungicidas Vegetais LECD 92
Cinco enantidmeros do toxafeno Oleo de peixe UECD 93
Seis compostos da classe dos piretréides Uva LECD 94
Agrotéxicos organoclorados (OCPs) e toxafeno Carne de porco, ovos e leite materno LECD 95
Agrotoxicos organoclorados (OCPs) e toxafeno Sedimento e poeira WECD 96
Toxafeno Misturas técnicas LECD 97
Agrotéxicos organoclorados (OCPs) Leite e soro humano TOFMS 98
36 agrotoxicos de diferentes classes quimicas Chas de frutas, verde e preto TOFMS 99
Agrotoxicos organoclorados Mistura de padrées FID 100
15 agrotéxicos de diferentes classes quimicas Soro humano FID 101
32 compostos pertencentes a classe dos organoclorados e Fumo TOEMS 102
organofosforados
106 agrotoxicos de diferentes classes quimicas Cereal TOFMS 103
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2.6. PARAMETROS DE MERITO

O processo de validacdo possibilita uma avaliacdo da eficiéncia de um
processo analitico, quando do seu desenvolvimento, adaptacdo ou implementacao.
A validagao garante que um método analitico oferega informagdes confiaveis e
interpretaveis sobre uma amostra.'® O conceito de validagdo de metodologia é
amplamente diversificado na literatura. Pesquisadores'® e é6rgaos reguladores, tanto

198197 quanto internacionais®'"® discutem como e quais parametros

nacionais
devem ser levados em consideragdo num processo de validagao.

Geralmente, os parametros avaliados num processo de validagdo séao:
especificidade e seletividade, linearidade e curva de calibragdo, precisdo
(repetitividade e precisdo intermediaria), limite de deteccdo (LOD), limite de

quantificacao (LOQ) e exatidao (teste de recuperagao).

2.6.1. Seletividade e Especificidade

Tanto a seletividade, quanto a especificidade estdo relacionadas com o
processo de deteccdo do método.'” A seletividade é a capacidade de distincdo
entre um analito e outro, ou interferentes da matriz, quando um método gera
resposta para varios compostos. A especificidade é verificada quando um método
gera resposta para apenas um analito.’”” Com o intuito de evitar confusdo em
relagdo a esses dois conceitos, a Unidao Internacional de Quimica Pura e Aplicada -
IUPAC (do inglés “International Union of Pure and Applied Chemistry”) recomenda
que seja utilizado o termo seletividade, j4 que existem poucos métodos
cromatograficos que respondem a apenas um Unico analito. Se a seletividade do
método nao for constatada, pardmetros como exatiddo, linearidade e precisao
estardo seriamente comprometidos.’® A seletividade é um parametro avaliado

qualitativamente.

2.6.2. Linearidade e Curva de Calibracao

O conceito de linearidade estd relacionado a capacidade de um método
produzir resultados diretamente proporcionais a concentracdo de um analito em um
determinado intervalo de concentracdo.'®*'%” Com isso, torna-se necesséario o uso
de solugdes padrao para a verificacdo da relacao entre a concentracao e a resposta

analitica, pois na pratica a linearidade é verificada através da curva de calibraggo.'®
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Por meio da curva de calibragdo é gerado um gréafico, com no minimo cinco
pontos, representado por uma reta, que relaciona a resposta do equipamento com
as varias concentraces dos analitos em estudo. Assim, a resposta instrumental é
linearmente relacionada com a concentracdo das solugbes padrdo ou da matriz
fortificada. Essa resposta pode ser verificada matematicamente através da
regressao linear, descrita pela equagéo y = ax + b, onde y corresponde a variavel
dependente (sinal analitico obtido para as diferentes concentracbes); a é o
coeficiente angular da reta (inclinagdo da curva); x é a variavel independente
(relaciona-se as varias concentragdes das solucbes padrdo) e b representa o
coeficiente linear da reta de calibragao.'®*1%>!""

Outro parametro importante é o coeficiente de correlacao (r) que é utilizado
com o intuito de verificar a adequagdo da reta como modelo matematico. Um
coeficiente de correlacéo igual a 1 indica uma correlagéo perfeita.’'' De acordo com
a Associacao Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA e Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial - INMETRO, valores de r iguais a
0,99 e 0,90, respectivamente, sdo considerados satisfatorios. O coeficiente de
determinacdo (r?) é outro parametro utilizado para verificar a linearidade de uma
curva analitica, sendo que valores de r? acima de 0,98 sdo considerados

satisfatérios.''?

2.6.3. Precisao

A precisédo indica a concordancia entre varios resultados obtidos para uma
mesma amostra, ou seja, através da avaliacdo da precisdo analitica consegue-se
perceber a dispersdo entre os diversos resultados gerados para ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
solucdes padrao.'®'%” Tanto a precisdo quanto a exatiddo de um processo analitico
sao considerados parametros de grande importancia no processo de validacao, pois

permitem estimar os erros e variagdes associados a um determinado método.'"

Normalmente, a precisdo é numericamente estimada através do desvio padrédo
relativo (RSD) ou coeficiente de variacdo (CV) — Equacao 3, sendo que, para
andlise de agrotoxicos e outros compostos em nivel de tragos ou impurezas, sdo

aceitos RSD de até 20%. %4
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RSD % = WS x 100 Equacao 3

Onde:
S é o desvio padrao de uma amostra;
M é a média das determinacgdes.

A repetitividade, precisao intermediaria e reprodutibilidade séo trés diferentes
expressOes da precisdo analitica. A repetitividade é o estudo da precisao realizado
em um mesmo laboratorio, em pequeno intervalo de tempo (mesmo dia, analista e
equipamento). A precisdo intermediaria € expressa pela variagdo entre resultados
obtidos em dias diferentes pelo mesmo laboratério. A reprodutibilidade refere-se aos
resultados obtidos através da colaboragdo entre laboratérios, com mudanga de
operador, local, equipamentos, entre outros. A reprodutibilidade é considerada em
situagdes como a padronizagdo de procedimentos analiticos a serem incluidos em
agéncias regulamentadoras, como métodos oficiais de analise.'*'"?

Em estudos cromatograficos, a precisdo é determinada através de injecdes de

no minimo cinco replicatas de solugéo padrao.'®'"®

2.6.4. Exatidao

A exatiddo de um processo analitico representa o quanto os resultados
individuais, de um determinado ensaio, concordam com um valor de referéncia
aceito como verdadeiro. Esse parametro mede o desvio do valor obtido em relacédo
ao valor adotado como real.”®'® S3o quatro os métodos utilizados para a
verificacdo da exatiddo analitica: uso de material de referéncia certificado (MRC),
comparacao de método proposto com método de referéncia, testes de recuperagéao
com matriz fortificada e estudos colaborativos entre varios laboratérios. Geralmente,
em analise de residuos de agrotéxicos, sao utilizados os testes de recuperacao, em
que sao adicionadas quantidades conhecidas de padrdo de agrotéxicos a amostra
em estudo ou a amostra controle.'®

Para determinacdao de agrotdoxicos sao aceitos diferentes intervalos de
recuperacao, variando de 70 a 120%, 80 a 110% e 70 a 130%, com precisao de até
20%."%4""%  Para amostras complexas, a literatura considera satisfatéria
recuperacdes entre 50 e 120%, com precisdo de 15%.'%* A Equacdo 4 descreve a
porcentagem de recuperacgdo de uma amostra fortificada.®’
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m
R % =————x100 Equacao 4
M AD

Onde:
R %: Recuperacgao percentual dos agrotdxicos;
m: massa determinada na amostra fortificada (ug);

Map: massa de agrotéxico adicionada a amostra (ug).

2.6.5. Limite de Deteccao (LOD), Quantificacao (LOQ) e Limite de Deteccao do
Método (MDL)

O limite de deteccao pode ser definido como sendo a menor quantidade de
um analito que pode ser detectada, mas nao necessariamente quantificada, ou seja,
€ a menor concentragdo de um analito que pode ser diferenciada do ruido gerado
por equipamentos que produzem linhas de base.'®™ O limite de quantificacdo é a
menor concentracao do analito que pode ser determinada com um nivel aceitavel de
exatiddo e precisdo.'”’

A determinacdo do LOD e LOQ pode ser realizada de diferentes maneiras.
Nao existe um consenso para a efetivacdo de um Unico método para a determinacao
desses dois parametros. As metodologias aceitas para avaliagdo do LOD e LOQ sao
a do método visual, método relagédo sinal-ruido e métodos baseados em parametros
da curva analitica. Tanto o LOD quanto o LOQ sado medidos em unidades de
concentragao.'*

O limite de deteccao do método, MDL (do inglés, “Method Detection Limit”) é
a minima concentracdo de uma determinada substéncia que pode ser medida e
reportada com 99% de confianga de que a concentragdo seja maior do que zero. O
MDL é determinado através da analise de uma amostra fortificada e €, geralmente,
maior do que o LOD. O MDL de procedimento analitico deve variar em funcao das
caracteristicas da matriz. Este descreve a precisdo da quantificacdo, enquanto que o
LOD descreve o qudo segura é a detecgao instrumental.®%'™

A metodologia utilizada neste trabalho para a determinacdo do LOD e LOQ

esta descrita no item 3.7.4.
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PARTE EXPERIMENTAL
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. MATERIAIS EMPREGADOS

Os solventes utilizados no processo de extracao foram de grau analitico e
bidestilados (acetona, hexano, diclorometano e éter etilico, da Nuclear - Diadema,
Sao Paulo, Brasil). Para o preparo das solu¢des padrao foi utilizado acetato de etila
grau HPLC (Mallinckrodt, Phillipsburg, Nova Jersey, EUA). Os padrdes dos
agrotoxicos foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Seelze, Alemanha), com grau de
pureza acima de 97%, sendo que o padrao do agrotoxico permetrina constitui-se de
mistura dos isdmeros cis e trans e o padrao do composto propiconazol de mistura
dos estereoisébmeros. 3,4,5-tricloroguaiacol (Ultra Scientific, Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brasil) com pureza acima de 95% foi utilizado como padrao interno. O sulfato
de sbdio anidro (Quimex, Sao Paulo, Brasil) utilizado para retirar a umidade residual
dos sedimentos foi previamente seco em estufa a 400 °C por 4 horas e armazenado
em dessecador. Os papéis filtro utilizados foram de grau quantitativo (Quanty,
Alemanha). As colunas cromatograficas foram todas adquiridas da Agilent
Technologies - J&W Scientific (Palo Alto, CA, EUA).

3.2. EQUIPAMENTOS

As analises por 1D-GC e GC x GC foram realizadas em cromatégrafo Agilent
6890N (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA) com micro detector por captura
de elétrons, equipado com amostrador automatico Combi PAL (CTC Analytics AG,
Zwingen, Suica). O cromatdgrafo ainda apresenta um forno secundério (LECO, St.
Joseph, MI, EUA) e um modulador térmico com quatro jatos de N2 (quad jet), sendo
dois jatos quentes que sdo aquecidos pelo proprio bloco do modulador e dois jatos
frios, resfriados por N liquido, gerando duas armadilhas criogénicas em série. Para
a extracao dos sedimentos foi utilizado um banho de ultra-som Maxiclean (Unique,
Indaiatuba, Brasil) com poténcia de 120 Watts. Para pesagem dos padrdes dos
agrotoxicos, sedimentos e sulfato de sédio foi utilizada balanca analitica de precisao
(Shimadzu, AY220, Kioto, Japao).
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3.3. PREPARO DAS SOLUCOES PADRAO

As solucbes padrao estoque foram preparadas pesando-se os agrotéxicos em
frascos individuais e dissolvendo-os em acetato de etila grau HPLC em balbes
volumétricos de 5 mL, previamente silanizados. As diluicoes posteriores foram
também feitas em baldes volumétricos de 5 mL, utilizando-se micropipeta (Brand,
Wertheim, Alemanha) para coleta das aliquotas. Todas as solugcbes foram

guardadas no freezer a —18 °C, em frascos de vidro &mbar silanizados.

3.4. AMOSTRAGEM DOS SEDIMENTOS

As coletas foram realizadas por técnicos da FEPAM na regido da Bacia do
Rio Santa Maria e na regido do Rio Gravatai. Foi coletado em média 1 kg de
sedimento, com retirada de qualquer vegetacao presente, proximo a margem, em
locais de deposicao de particulas finas (preferencialmente), e pouca profundidade.
Nao foi adicionado nenhum componente para preservacdo das amostras. Os
sedimentos foram coletados em frascos de vidro e transportadas a 4 °C, até o
laboratério, onde foram congelados a —18 °C em freezer, antes do processo de
extracdo. A Tabela Ill apresenta a localizacdo geografica dos locais de coleta dos
sedimentos estudados.

Tabela lll. Localizacao geografica dos sedimentos analisados.

Amostra Localizacao Geografica

31°8 11” — latitude sul / 54° 22’ 42” — longitude oeste

SD; ) .
Rio Santa Maria

30°16’ 49” — latitude sul / 54° 54’ 10” — longitude oeste

SD», ) .
Rio Santa Maria

29°56’ 10” — latitude sul / 50° 36’ 05” — longitude oeste
Rio Gravatai

Amostra controle
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3.5. EXTRAGAO DAS AMOSTRAS DE SEDIMENTOS

O processo de extracdo empregado para as amostras de sedimentos foi
baseado no método reportado por You e colaboradores,”® EPA 3550C'"° e NBR
(Norma Brasileira) 13408/95."'

A 4gua residual presente no sedimento foi retirada e o mesmo foi
homogeneizado. Em seguida, foi parcialmente seco ao ar, a temperatura ambiente,
em vidros de relégio e cobertos com papel aluminio. Para a etapa de extragao,
foram pesados 20 g de sedimento e 1 g para determinagéo do percentual de peso
seco. Para esta determinagéo, o sedimento foi deixado em estufa a 90 °C por 12 h e
colocado em dessecador antes da pesagem.''® O calculo da porcentagem de peso
seco (sélidos secos) é feito de acordo com a Equacao 5.

Material Seco (g) . B
x 100 = % Sdlidos Secos Equacao 5

Amostra (g)

Dez gramas de sulfato de sédio anidro foram adicionados a 20 g de
sedimento, procedendo-se a homogeneizacdo do material. Uma aliquota de 50 mL
de mistura 50:50 v/v de acetona:diclorometano foi adicionada a amostra,
submetendo-se a mesma a extracao por 15 min no banho de ultra-som. Essa etapa
foi repetida por mais duas vezes, empregando-se 0 mesmo periodo de tempo e
mesma quantidade de solvente em cada extracdo. Os extratos obtidos foram
decantados e filtrados em papel filtro sobre 2 g de sulfato de sdédio. A seguir, 0s
extratos foram combinados, evaporados até a secura e ressuspensos com 1,5 mL
de acetato de etila.

As caracteristicas fisico-quimicas dos sedimentos analisados neste trabalho
foram cedidas pela FEPAM. A Tabela IV apresenta algumas caracteristicas fisico-

quimicas desses sedimentos.
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Tabela IV. Caracteristicas fisico-quimicas dos sedimentos analisados por 1D-GC e
GC x GC.

Carbono . . .
Amostras L Cascalho Areia Silte Argila
Organico
%
SD; 2,53 3,20 70,97 19,49 6,33
SD, 0,99 0 83,11 10,20 6,69
Amostra controle 1,98 24,90 66,20 5,08 3,77

3.6. OTIMIZACAO DOS PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

Para a determinacdo das melhores condicbes de programacao de
temperatura do forno e verificacdo dos tempos de retencdo dos analitos, foram
realizadas inje¢cdes de solucdo padrao contendo os nove compostos (oito
agrotoxicos e um padrao interno - 3,4,5-tricloroguaiacol), na concentragdo de 100 pug
L. As injecdes foram realizadas com volume de 1 pL, no modo splitless com pulso
de pressdo de 60 psi. Durante todas as analises, a temperatura do detector foi
mantida entre 20-25°C acima da temperatura mais alta do forno, a fim de evitar e/ou
diminuir o efeito de cauda nos picos e manter a célula do detector limpa.”” A
confirmacdo da identidade de cada analito foi obtida com injecao individual dos
agrotéxicos e do padrdo interno na concentracdo de 1 mg L™". A Tabela V apresenta
a relacao de colunas cromatogréaficas utilizadas nos experimentos, bem como a

caracteristica das fases estacionarias das mesmas.
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Tabela V. Colunas utilizadas nas otimizacées dos parametros cromatograficos para

1D- GC e GC x GC.

Conjunto 1D-GC* e Primeira Dimenséo ('D) Segunda Dimenso (°D)
de
Nome Fase Nome Fase Dimensoes
Colunas
) DB.5 5% difenil-95% DB- 50% fenil-50% 1,70m x 0,18
dimetilpolisiloxano 17ms | metilpolisiloxano | mm x 0,18 um
50% fenil - 50% DB- 100% 1,70 m x 0,10
(2) HP-50+ I I
metilpolisiloxano 1ms | metilpolisiloxano | mm x 0,10 um

*As dimensées das colunas empregadas em 1D-GC ou na 'D foram sempre 30 m x 0,25 mm
x 0,25 um.

3.6.1. Cromatografia Gasosa Monodimensional (1D-GC)

Os parametros experimentais que influenciam na andlise dos compostos
estudados, tais como programacao de temperatura do forno, temperatura do injetor,
fluxo de gas de make up (N2, 99,999%, Linde Gas, Canoas, RS, Brasil) e coluna
cromatografica foram otimizados para a andlise por GC—uECD. O fluxo de gas de
arraste (Hz, 99,999%, Linde Gas Canoas, RS, Brasil) utilizado nos experimentos foi
de 2 mL min™.

Devido a maior resisténcia térmica da coluna DB-5, foi verificada a influéncia
de trés diferentes temperaturas do injetor (250, 280 e 300 °C) na eficiéncia processo

cromatografico.

3.6.2. Cromatografia Gasosa Bidimensional Abrangente (GC x GC)

A partir dos melhores resultados obtidos para a 1D-GC, como temperatura de
injecdo e programacao de temperatura do forno, parametros como periodo de
modulacao, diferenca de temperatura entre forno primario e secundario e duracao do
jato quente foram otimizados para as analises por GC x GC—uECD, utilizando-se

diferentes jogos de colunas.
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3.7. PARAMETROS DE MERITO

O processo de validacgao foi realizado para as duas técnicas de analise (mono
e bidimensional). Os parametros validados foram: seletividade, linearidade e curva
de calibracao, limites de deteccédo e quantificacdo instrumentais, limite de deteccao
do método, precisdo (repetitividade e precisdo intermediaria) e exatidao (teste de

recuperacao).

3.7.1. Linearidade e Curva de Calibracao

A linearidade do método foi verificada através de injecdes de solugao padrao
para obtencao da curva de calibracdo. A curva foi construida através de injecbes de
solugdes padrao preparadas em acetato de etila, em quintuplicata, na faixa de 5 a
415 ng L™, contendo o padréo interno na concentracdo de 100 pg L. As injecdes
foram realizadas em ordem crescente de concentragdo, sendo que o método da
padronizagéo interna foi escolhido a fim de compensar as flutuagdes nas respostas
geradas pelo uECD.

3.7.2. Precisao

A repetitividade do método foi avaliada através do coeficiente de variagdo das
areas e alturas dos picos cromatograficos. Foram realizadas oito inje¢cdes sucessivas
de solugdo padrao contendo os agrotéxicos estudados e o padrao interno (3,4,5-
tricloroguaiacol), na concentragdo de 100 pg L. A precisdo intermediaria também foi
avaliada através do coeficiente de variacdo das areas e alturas dos picos
cromatograficos gerados através de injecoes realizadas em dois dias diferentes,

num total de oito injecdes (quatro injecdes a cada dia).

3.7.3. Exatidao

A exatidao foi verificada através dos testes de recuperacado em trés niveis de
concentracdo (15, 30 e 150 pg kg™). Foi realizada uma média aritmética dos LOQ
para 1D-GC e, entdo, escolhidos os valores de fortificacdo como sendo 1 x LOQ, 2 x
LOQ e 10 x LOQ."*

Os testes foram realizados com amostra de sedimento isenta dos agrotoxicos
estudados. A amostra foram adicionadas quantidades de 300, 60 e 30 pL de uma
solucdo a 10 mg L contendo os analitos estudados, para obtencédo da fortificagdo a

150, 30 e 15 g kg™', respectivamente. As amostras foram deixadas em contato com
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a solucao padrao contendo os agrotdxicos durante 24 horas, apés homogeneizagao
e evaporagao do solvente.

3.7.4. Limites de Deteccao (LOD), Quantificacao (LOQ) e Limite de Deteccao do
Método (MDL)

A determinacao dos limites de deteccdo e quantificagdo instrumentais foram
realizadas de acordo com o que preconiza a Conferéncia Internacional em
Harmonizacéo — ICH (do inglés “International Conference on Harmonization”).'®® Os
célculos foram baseados no desvio padrao, s, da intersec¢ao da curva analitica e no
coeficiente angular, S, da curva conforme Equacoes 6 e 7.

Para o limite de detecc¢ao:

LOD = 3,3(s/S) Equacao 6
Para o limite de quantificacdo:
LOQ = 10(s/S) Equacao 7

O limite de deteccdo do método (MDL) foi avaliado através da extracdo de
sete replicatas de sedimento fortificado a 10 pg Kg'. O nivel de fortificacdo foi
escolhido de acordo com a descricao do “Analytical Detection Limit Guidance”, que
determina que a fortificacdo fique entre 1 a 5 vezes o limite de detecgéao
instrumental.'™ O MDL é expresso conforme Equacao 8:

MDL = st (0,99; n-1) Equacao 8

Na equacgdo acima, s € o desvio padrdo das replicatas e t € o valor da

distribuicéo t de Student, com 99% de confianca e n-1 graus de liberdade.®*'"
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. CROMATOGRAFIA GASOSA MONODIMENSIONAL (1D-GC)

A Tabela VI apresenta os parametros experimentais otimizados para cada
coluna cromatograéfica.

Tabela VI. Condi¢des cromatograficas obtidas para 1D-GC.

Colunas Cromatograficas

Condicoes
¢ HP-50+ DB-5 DB-WAXetr
Programagéo de 50°C (1,5 min)-30°C min- | 60°C (2,53 min)-35°C min- rr‘11|221((;05)c1§0CC
Temperatura do | '/190°C-5°C min-"/220°C-7°C | 1/180°C-4°C min-'/240°C- min-1/235°C (44
Forno min-1/255°C (44 min) 12°C min-/300°C (2 min) min)
Temp. Injetor (°C) 280 280 260
Temp.oDetector 280 325 260
(°C)
Pulso d?S;Dresséo 36,6 29.4 36,6

4.1.1. Fase Estacionaria Polidimetilsiloxano com 50 % de Grupos Fenila (HP-
50+)

A temperatura maxima de trabalho para a HP-50+, em condi¢bes isotérmicas,
€ de 280 °C, mas os compostos de elevada Ky e massa molecular como
difenoconazol e azoxistrobina (406,2 g mol” e 403,4 g mol ™, respectivamente) eluem
em temperaturas mais elevadas. Com isso, um tempo maior de analise ao final da
mesma foi necessario para que todos os compostos fossem eluidos. Ao final da
andlise, intervalos de 30 a 60 minutos foram testados a 255 °C, sendo que 44
minutos foram suficientes para a completa eluicdo dos analitos. Esta programacgao
de temperatura representa a melhor condigcao encontrada depois de diversos testes
com varias rampas de temperatura.

O manual do equipamento® recomenda o emprego de diferentes fluxos de gas
de make up para operagao em 1D-GC e em GC x GC. No caso de 1D-GC, o fluxo
minimo de gas de make up a ser empregado é de 10 mL min™', enquanto o maximo
é de 150 mL min™'. Entretanto, o intervalo tipico para fluxos de gas de make up situa-
se entre 30 e 60 mL min'. Desta forma foram testados estes dois fluxos
recomendados pelo fabricante. A condicdo de 30 mL min™ foi considerada a mais
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apropriada devido a obtencdo das melhores intensidades de sinal para os
agrotoxicos em estudo e, por esta razdo, nos experimentos posteriores, essa
condi¢ao foi mantida. A diminuicao de fluxo de gas de make up faz com que o efeito
de diluicio dos compostos no detector seja minimizado, com conseqlente
diminuicao na largura da base dos picos, proporcionando melhor desempenho no
processo cromatografico.

A partir dessa condicdo foram realizadas injecdes sem divisdo de fluxo com
pulso de pressao de 60 psi com diferentes periodos de duracao, a fim de se obter
uma transferéncia mais rapida da banda cromatogréafica para o interior da coluna,
bem como conseqiiente estreitamento e aumento de intensidade da mesma.'’” A
literatura reporta algumas vantagens da utilizacao da injecdo com pulso de presséo,
tais como o aumento da velocidade de transferéncia de analitos com elevado ponto
de ebulicdo e de compostos que possam ser adsorvidos no injetor; reducéo do
tempo de residéncia da amostra no injetor e aumento da capacidade do mesmo, em
funcdo do volume de vapor ser inversamente proporcional a pressdo.''® Entretanto,
verificou-se que a eluicdo do triclorfom durante o pulso de pressédo faz com que a
intensidade de sinal deste pico aumente desproporcionalmente em relagdo aos
demais analitos, podendo também ocorrer coeluicdo do triclorfom com o pico
cromatografico do solvente. A escolha de um pulso de pressao cuja duracao seja
apropriada (36,6 s para HP-50+ e DB-WAXetr; 29,4 s para DB-5) resulta em um
gerenciamento adequado destes fen6menos, proporcionando uma condicdo
cromatografica satisfatéria. As trés colunas utilizadas para os experimentos
apresentam dimensdes idénticas, mas fases estacionarias diferenciadas, o que
implica em tempos de retengao distintos para os analitos e solvente em cada fase e,
com isso, duracdes de pulso de presséo diferenciadas.

A Figura 14 apresenta um cromatograma tipico dos nove analitos em coluna

capilar HP-50+.
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Figura 14. Cromatograma obtido para a mistura de padrdes na concentracao de 100

Mg L™ em uma coluna HP-50+. Condigées cromatograficas descritas na Tabela VI.
1) Triclorfom, 2) 3,4,5-Tricloroguaiacol (PI), 3) Propanil, 4) Fipronil, 5) Propiconazol | e Il, 6)
Trifloxistrobina, 7A) Permetrina cis, 7B) Permetrina trans, 8) Difenoconazol | e Il e 9) Azoxistrobina.

4.1.2. Fase Estacionaria 5% difenil — dimetilpolisiloxano (DB-5)

Inicialmente foram testadas varias rampas de programacao de temperatura,
sendo que a condicao 6tima escolhida esta registrada na Tabela VI.

Sabendo-se que a DB-5 apresenta maior resisténcia a temperaturas elevadas
do que a HP-50+ (325 e 280 °C em condicao isotérmica, respectivamente), foram
realizados testes com trés diferentes temperaturas de injecdo — 250, 280 e 300 °C, a
fim de verificar a influéncia deste pardmetro na determinacdo dos compostos. O
aumento da temperatura do injetor pode minimizar efeitos de discriminagéo,
aumentando o sinal cromatogréafico para analitos mais suscetiveis a estes efeitos.
Neste caso, o aumento da resposta se relaciona a uma melhor performance
cromatografica, que é consequéncia de maior eficiéncia na transferéncia da banda
cromatografica durante a injecdo. De acordo com a Figura 15, de forma geral, nao
ha diferenga significativa nas alturas relativas dos picos nas diferentes temperaturas.
Contudo, a temperatura de 280 °C foi escolhida por ter propiciado maior intensidade
do sinal cromatografico do componente fipronil. Zhang e colaboradores'"® também
verificaram que ocorre uma melhora do sinal cromatografico para varios analitos,

quando da utilizacdo de temperaturas mais elevadas no injetor.
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Figura 15. Comparagdo das médias das alturas dos picos cromatograficos (n = 3)
para diferentes temperaturas de injecao.

1) Triclorfom, 2) Propanil, 3) Fipronil, 4) Propiconazol I, 5) Propiconazol Il, 6) Trifloxistrobina, 7)
Permetrina cis, 8) Permetrina trans, 9) Difenoconazol I, 10) Difenoconazol Il e 11) Azoxistrobina.

Para esta fase estacionaria, também foi testada a duracao do pulso de pressao
durante a injecao cromatografica, de forma semelhante ao que foi feito para a HP-
50+, objetivando-se o melhor comportamento cromatografico para o triclorfom. A
Figura 16 apresenta um cromatograma tipico dos nove analitos em coluna capilar
DB-5.
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Figura 16. Cromatograma obtido para a mistura de padrdes na concentracéo de 100
Mg L™ em uma coluna DB-5. Condicées cromatogréficas descritas na Tabela VI.

1) Triclorfom, 2) 3,4,5-Tricloroguaiacol (Pl), 3) Propanil, 4) Fipronil, 5) Propiconazol | e Il, 6)
Trifloxistrobina, 7A) Permetrina cis, 7B) Permetrina trans, 8) Difenoconazol | e Il e 9) Azoxistrobina.
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4.1.3. Fase Estacionaria Polietilenoglicol (DB-WAXetr)

A temperatura maxima de trabalho em condicao isotérmica para a DB-WAXetr
€ de 235 °C. Nas andlises realizadas, observou-se que, mesmo apo6s 180 min a 235
°C, nao se verificou a eluicdo de dois dos compostos: difenoconazol e azoxistrobina.
Além da dificuldade de eluicdo destes analitos, constatou-se que a DB-WAXetr
possivelmente provocou sor¢ao parcial dos compostos devido a sua alta polaridade.
Isto pode ser observado através da baixa intensidade dos sinais cromatogréficos,
quando comparados aqueles obtidos em anadlises feitas com as mesmas solugdes
em outras fases estacionarias. A Figura 17 apresenta um cromatograma tipico da
melhor condi¢do de analise utilizando-se esta fase estacionaria.

357
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5 J ¥
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833 1566 25 3333 41.66 S0
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Figura 17. Cromatograma obtido para a mistura de padrdes na concentracéo de 100

Mg L™ em uma coluna DB-WAXetr. Condicées cromatograficas descritas na Tabela VI.
1) Triclorfom, 2) 3,4,5-Tricloroguaiacol (PI), 3) Propanil, 4) Fipronil, 5) Propiconazol | e Il, 6)
Trifloxistrobina, 7A) Permetrina cis e 7B) Permetrina trans.

4.1.4. Comparacao Entre as Fases Estacionarias

O uso da fase estacionaria DB-WAXetr mostrou-se inviavel, visto que dois dos
analitos nao eluiram apds 180 min de analise. A comparagdo entre os resultados
obtidos com as colunas HP-50+ e DB-5 mostra uma maior vantagem analitica para a
segunda coluna cromatogréfica. Além de apresentar menor tempo de analise na
separacao dos nove compostos (27, 9 min — DB-5 e 61,1 min — HP-50+), a DB-5

ainda oferece melhor resolucdo na separacdo dos picos cromatograficos, com
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excecgao do propiconazol Il (5) e do trifloxistrobina (6) que apresentam resolucao de
1,26 e 2,04 para DB-5 e HP-50+, respectivamente.

A resolucao obtida para os picos dos isbmeros da permetrina e propiconazol,
na coluna HP-50+, foi de 1,76 e 0,84, respectivamente. Para a DB-5, a resolucao
obtida para esses isdmeros foi de 2,23 e 1,64, respectivamente. Utilizando-se a
coluna DB-5, observou-se a separac¢ao dos dois isdmeros do difenoconazol (8) com
resolucao de 0,89, enquanto que na HP-50+ estes dois isbmeros coeluem. Isto se
deve as diferengas nas interacdes entre analito e fase estacionaria e também ao fato
de a DB-5 permitir o emprego de uma temperatura maxima maior (300 °C) na
analise cromatografica do que a temperatura maxima da HP-50+ (255 °C).

Tanto a HP-50+ quanto a DB-5 apresentaram, em geral, valores satisfatorios
de assimetria. A Tabela VIl apresenta os tempos de retencao, fatores de assimetria
e 0 desvio padrdo para os picos cromatogréaficos obtidos com as duas colunas
citadas.
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Tabela VII. Tempo de retencao (tr), fator de assimetria (As) e desvio padrao (DP)
para os picos cromatograficos com a utilizacdo das colunas HP-50+ e DB-5.

Analito HP-50+ DB-5
tr(min) A (DP) | tg(min) A (DP)

Triclorfom 0,77 1,4 (0,07) 0,59 2,0(0,87)
3,4,5-Tricloroguaiacol (Pl) 7,74  1,5(0,29) 7,46 1,0 (0,24)
Propanil 10,93 1,0 (0,00) 9,90 1,5 (0,29)
Fipronil 11,77 0,8 (0,14) 12,59 1,0 (0,19)
Propiconazol | 16,54 1,0(0,19) 16,75 1,0 (0,00)
Propiconazol Il 16,63 1,3 (0,34) 16,98 1,3 (0,33)
Trifloxistrobina 16,87 1,0(0,14) 17,14 1,1 (0,23)
*Permetrina cis 21,79 0,9 (0,08) 22,43 1,0 (0,14)
*Permetrina trans 22,19 1,0(0,07) 22,65 1,0 (0,19)
**Difenoconazol | 36,80 - 25,24 1,5 (0,00)
**Difenoconazol I - - 25,31 1,0 (0,24)
Azoxistrobina 57,35 1,1(0,07) 25,89 0,7 (0,19)

*A identificagdo dos isémeros cis e trans foi baseada no certificado de andlise do padrdo do
agrotéxico. **O fator de assimetria para o difenoconazol, com a utilizagao da coluna HP-50+, nao foi
calculado em fungéo da coelui¢ao parcial entre os isbmeros.

A luz dos resultados obtidos para os varios testes realizados com as trés

colunas cromatogréficas, a DB-5 foi escolhida por sua melhor performance.

4.1.5. Parametros de Mérito
4.1.5.1. Linearidade e Curva de Calibracao

Em funcdo da ampla faixa de concentragdo estudada, néo foi possivel obter
linearidade com apenas uma unica curva analitica para 1D-GC. Com isso, foi
necessaria a divisdo da curva, com obtencdo de dois intervalos de concentracao,
como esta representado na Tabela VIII. Rhoden'® apresenta trabalho de validagao
de método de determinacdo de nove agrotdéxicos em frutas (dentre eles, a
azoxistrobina), utilizando GC-uECD, onde também foi necesséria a divisdo da curva

de calibracado, tendo em vista o comportamento diferente dos analitos em duas
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faixas de concentracdo distintas. Explicagdo para a auséncia de dados para o
triclorfom seré apresentada no item 4.1.5.2.

Tabela VIII. Parametros da curva de calibracdo para os compostos estudados por
1D-GC.

Compostos Equacao da Reta r? Linearidade (ug L™)
W
y = 0,0023x + 0,0387 )
Propanil y = 0,0036x - 0,3308 8’3%2 11755 _145105
y = 0,0114x + 0,0526 )
Fipronil y =0,016x - 1,6674 88822 1§5 12?5
y = 0,0064x - 0,0248 )
Propiconazol * y = 0,0069x - 0,4449 8833; 1550 _93555
y = 0,0048x + 0,0229 )
Trifloxistrobina y = 0,0045x - 0,1565 . I
Permetrina ® y = 0,0019x + 0,0052 0,9988 5-95
y = 0,0013x + 0,0233 0,9904 115-415
Difenoconazol ° y = 0,0018x - 0,0044 0,9960 15-175
y = 0,0028x - 0,2981 0,9557 150 - 355
Azoxistrobina y = 0,0042x + 0,0217 0,9917 5-150
y = 0,0055x - 0,4425 0,9931 175 - 415

%°Soma dos estereoisdmeros.

® Soma dos isémeros cis e trans.

Através das equacOes obtidas para as curvas analiticas pode-se observar que
o método proposto apresentou boa linearidade, com coeficientes de determinacao
() acima de 0,98, com excecdo de alguns analitos, tais como o propanil que
apresentou r° de 0,9778 e 0,9765 para ambas as faixas de concentragao,
propiconazol com r? de 0,9799 na faixa de concentracdo de 150 a 355 ug L™ e
difenoconazol que ndo apresentou linearidade na faixa de 150 a 355 pg L™,
resultando em um coeficiente de determinacao de 0,9557.

As curvas obtidas para cada segmento, primeira e segunda faixa de

concentracao, estao apresentadas nas Figuras 18 e 19.
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Figura 18. Curvas analiticas obtidas para os sete agrotoxicos na primeira faixa de
concentracao (faixa descrita na Tabela VII) por 1D-GC.

Legenda:e Azoxistrobina, ® Difenoconazol, = Fipronil, « Permetrina, > Propanil, ¢ Propiconazol, +
Trifloxistrobina. Area relativa = Apadrdo/API
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Figura 19. Curvas analiticas obtidas para os sete agrotdxicos na segunda faixa de
concentracao (faixa descrita na Tabela VII) por 1D-GC.

Legenda: e Azoxistrobina, ® Difenoconazol, = Fipronil, « Permetrina, * Propanil, ¢ Propiconazol, +
Trifloxistrobina. Area relativa = Apadrao/Api

A Associacdo Nacional dos Especialistas em Residuos, Contaminantes e
Poluentes Organicos (GARP) recomenda que as injecoes das solucdes da curva de
calibragdo apresentem desvio padrdo relativo inferior a 5%.'"* Neste trabalho, os
resultados obtidos obedeceram a este critério, a excecao das solugdes de 5 e 150
ug L, onde foram verificados desvios entre 5 e 12% para o propiconazol e

difenoconazol.
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4.1.5.2. Precisao

Durante os estudos de precisdo, em que foram realizadas injegoes
sucessivas de uma mistura dos padrdes a 100 ug L', constatou-se a grande
variabilidade do tempo de retencéo do triclorfom, devido a sua eluigdo muito proxima
ao solvente. Com isso, optou-se pela exclusao deste analito nos procedimentos de
validacao, ja que a identificacdo do mesmo ficou bastante dificultada. A Tabela IX
apresenta os valores obtidos para o coeficiente de variagdo (CV %) para o estudo da

precisao analitica.

Tabela IX. Avaliagdo da precisdo analitica da 1D-GC expressa através do
coeficiente de variagao (CV %) para repetitividade e precisao intermediaria (n = 8).

Compostos Repetitividade Precisao Intermediaria
Area Altura Area Altura

Propanil 1,58 2,57 1,11 1,67
Fipronil 1,85 1,75 1,72 1,18
Propiconazol | 2,71 3,63 1,52 2,95
Propiconazol Il 3,85 2,86 2,50 3,46
Trifloxistrobina 2,43 1,96 1,38 2,45
Permetrina cis 2,89 2,75 0,90 1,26
Permetrina trans 3,88 3,00 1,50 1,37
Difenoconazol | 2,58 3,54 3,89 3,56
Difenoconazol I 4,17 3,53 2,87 2,42
Azoxistrobina 3,29 4,38 1,62 1,98

Para a repetitividade, as areas dos picos cromatograficos, para os sete
compostos, apresentaram valores de coeficiente de variagdo de 1,58 a 4,17%. Para
as alturas dos picos, os valores situaram-se entre 1,75 e 4,38%. Os coeficientes de
variagao relativos aos tempos de retencéo variaram de 0,003 a 0,015%.

Para a precisao intermediaria, o coeficiente de variacdo para a area dos

compostos situou-se entre 0,90 e 3,89% e para as alturas 1,18 e 3,56%. Os
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coeficientes de variacao relativos aos tempos de retengdo variaram de 0,009 a
0,047%.

Para andlise de constituintes em nivel de tragos, recomenda-se que o
coeficiente de variagdo para a precisdo analitica deve ser de no maximo 20%,
dependendo da complexidade da amostra.'® Portanto, 0 método cromatografico
proposto para a determinagédo dos sete compostos pode ser considerado preciso.

4.1.5.3. Exatidao

A Tabela X apresenta os valores encontrados para os testes de recuperacao

com trés niveis de fortificacao.

Tabela X. Niveis de recuperagdo em base seca e coeficiente de variacdo (CV %)
para os valores obtidos em sedimento (amostra controle) por 1D-GC.

Nivel de

Fortificacéio 15 (ug kg™) 30 (ug kg™) 150 (ug kg™)
Analito Recuperacgéo CcVv Recuperacgéo CcVv Recuperagao cv
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Propanil 43 13 47 3 70 22
Fipronil 46 16 46 9 52 28
Propiconazol ® 34 13 35 13 64 39
Trifloxistrobina 47 15 44 12 41 33
Permetrina ® 68 19 72 13 262 42
Difenoconazol ° 155 13 135 21 100 55
Azoxistrobina 72 16 60 20 122 57

%°Soma dos estereoisdmeros.

® Soma dos isémeros cis e trans.

O método se mostrou eficiente para os compostos permetrina e azoxistrobina,
pois tanto a exatiddo quanto a precisdo do método para esses compostos foi
satisfatéria para os niveis de 15 e 30 pg kg™'. Apesar da baixa recuperacédo obtida
para os compostos propanil, fipronil, propiconazol e ftrifloxistrobina o método foi
considerado aplicavel a estes analitos, pois o coeficiente de variagcao foi menor do
que 20%, o que indica que o método foi repetitivo, com excelente precisdao analitica.

O difenoconazol apresentou recuperacao elevada (> 120%) o que inviabiliza a

utiizacdo do método para determinacdo desse composto, uma vez que altas
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recuperacoes podem favorecer a confirmacao de falsos positivos. Coeluigbes com
interferentes da matriz, provavelmente, favoreceram esses resultados.

As recuperacbes obtidas com o nivel de fortificacdo de 150 upg kg’
apresentaram baixa precisao analitica para todos os compostos, com coeficientes de
variagdo maiores que 20%.

A resposta relativa obtida para alguns compostos no ECD, como os
hidrocarbonetos, é de 0,01 (tendo como base o clorobenzeno com resposta igual a
1)."?" Caso ocorra coeluicdo dos agrotdxicos estudados com esses compostos, por
exemplo, pode ocorrer uma contribuicdo negativa na resposta analitica, com
diminuicdo de intensidade de sinal. No banho de ultra-som o transdutor é
diretamente preso no fundo da cuba do aparelho e a energia ultra-sonora é
transmitida através da &gua.'® Com isso, ha muita dispersdo de energia e,
consequentemente, maior probabilidade de geracdo de pontos de maior e menor
intensidade de extracdo. O sinergismo causado pelo efeito negativo no sinal (sinal
diminuido por coeluicdes com compostos de baixa resposta relativa no ECD) e pela
alta variabilidade no processo de extracao no ultra-som pode ter contribuido para
que os resultados de recuperacéao obtidos na 1D-GC fossem insatisfatérios.

A analise de sedimentos pode apresentar varios interferentes devido aos altos
teores de matéria organica. Os resultados obtidos poderiam ser melhorados através
da utilizagdo de etapa de limpeza do extrato da amostra. No trabalho descrito por
You e colaboradores® foi utilizada uma etapa de clean up com 10 g de Florisil
ativado e posteriormente, parcialmente desativado com 6 % m/v de agua destilada.
Os autores obtiveram bons resultados de recuperacao. Entretanto, testes realizados
com Florisil (fase sélida mais utilizada na preparagdo de amostras para
determinacdo de agrotéxicos) durante este trabalho, mostraram que, para os oito
agrotéxicos em estudo, houve adsorcdo irreversivel dos analitos na coluna de
Florisil, o que inviabilizou a utilizacdo desta etapa de limpeza. Além disso, os
compostos estudados apresentam caracteristicas fisico-quimicas diferenciadas, o
que implicaria na utilizacao de diferentes eluentes, fazendo com que o processo se
tornasse trabalhoso e de alto custo. Como o objetivo principal deste trabalho é a
avaliacao do potencial da 1D-GC e GC x GC para separagdo destes analitos em
extrato de sedimento e a otimizagdo de método de extragdo ndo faz parte do escopo
desse trabalho, optou-se em utilizar este método empregado por You e
colaboradores,® apesar da baixa recuperacdo obtida para alguns analitos. Esses
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pesquisadores utilizaram os niveis de fortificagdo de 1, 5, 20 e 400 ug kg™'. Entre os
analitos investigados por eles, apenas um agrotoxico, a permetrina, € comum aos
dois métodos multirresiduos. A recuperagdo encontrada por You e colaboradores
variou de 87,1 a 101,3%, com coeficientes de variagdo menores que 10%. A
excelente recuperacdao encontrada pode ter sido influenciada pela utilizacdo de
sonda ultra-sénica, que € mais eficiente que o banho de ultra-som (utilizado nesse
trabalho), pois a sonda encontra-se fixada na extremidade do amplificador do
transdutor, em contato direto com o sistema, enquanto que no banho ha maior
dispersao de energia, pois o transdutor é preso diretamente no fundo da cuba.'?

4.1.5.4. Limites de Deteccao (LOD), Quantificacao (LOQ) e Limite de Deteccao

do Método (MDL)

A Tabela Xl apresenta os limites instrumentais de deteccao e quantificacéo e
o limite de deteccdo do método para os agrotéxicos em estudo.

Tabela XI. Limites de deteccédo (LOD) e quantificacao (LOQ) instrumentais e limite
de deteccdo do método (MDL) obtidos para os compostos estudados por 1D-GC.

Compostos LOD (ug L™) LOQ (ng L) MDL (ng kg™)

Propanil 2,31 3,99 2,17
Fipronil 0,66 2,00 1,51
Propiconazol ® 0,64 1,94 2,62
Trifloxistrobina 0,60 1,83 1,59
Permetrina 0,86 2,60 1,43
Difenoconazol ° 1,85 5,62 5,78
Azoxistrobina 0,63 1,92 2,82

%°Soma dos estereoisdmeros.

® Soma dos isdmeros cis e trans.

Os limites de detecgéo e quantificacao instrumentais variaram de 0,60 a 2,31
ng L' e 1,83 a 5,62 ug L, respectivamente. Os limites do método variaram de 1,43
a 5,78 ng kg'. Nao existe legislacao vigente que estipule LMR (limite maximo de

residuo) para os agrotoxicos estudados. Contudo, para fins de ilustragdo, os LMR
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dos analitos para a matriz arroz variam de 0,01 a 2 mg kg™,'® evidenciando que os

limites encontrados foram considerados satisfatorios.

4.2. CROMATOGRAFIA GASOSA BIDIMENSIONAL ABRANGENTE (GC x GC)

De acordo com Kristenson e colaboradores,®® quanto maior o fluxo do gas de
make up na determinacdao de compostos por GC x GC-uECD, menor é o efeito de
cauda observado nos picos cromatograficos. Contudo, o efeito de diluicdo dos
compostos no detector é maior. Tendo por base os resultados destes pesquisadores

e também de outros,*>%

o fluxo de nitrogénio utilizado para todos os experimentos
foi de 150 mL min™', que é o fluxo maximo permitido pelo equipamento.
A Tabela XIl apresenta as condi¢des otimizadas encontradas para os jogos de

colunas testados.

Tabela XIl. Condi¢des cromatograficas obtidas para GC x GC.

Temperaturas (°C) Tempo (s)
Conj. AT entre Jato
Colunas Programacao do Forno Injetor | Detector 0S Modulagao Quente
Fornos

60°C (2,53 min)-35°C min-1/180°C-4°C

M mint/240°C-10°C min/295°C (3 min) | 280 | 320 | 3 ! 21

50°C (1,5 min)-50°C min-/190°C-5°C

@ | min11220°C5°C min1/280°C (12 min) | 280 | 3% 5 4 08

* A temperatura do modulador foi mantida a 20 C acima da temperatura do forno primario.

4.2.1. Conjunto de Colunas n?1 (DB-5/DB-17ms)

Inicialmente, foram testados diferentes periodos de modulacao (Puy): 2, 4, 6, 7
e 8 s. Destes, foi escolhido 7s, pois neste Py foi observada a melhor distribuicao de
picos no diagrama de cores. O objetivo em empregar diferentes periodos de
modulacao reside na verificacdo da melhor distribuicdo dos analitos, bem como dos
interferentes, no espaco de separagdo bidimensional, visto que o método
desenvolvido pretende determinar a concentracdo dos analitos em uma matriz
complexa utilizando um detector seletivo. Um melhor aproveitamento desse espaco
diminui a probabilidade de coeluicdo dos analitos com os constituintes da matriz.

A duracdo do jato quente é um fator importante na andlise, pois pode
influenciar no formato e intensidade dos picos.”® Com isso, foram testadas diferentes
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duragdes do jato, tais como 0,6 s (valor padréo de operacédo do equipamento); 1,4;
1,75 e 2,1 segundos, sendo que o valor maximo corresponde a 30% do periodo de
modulag¢do. Para uma duragdo de 0,6 segundos do jato quente os formatos dos
picos foram bastante distorcidos. De acordo com o manual do equipamento,® a
utilizacao de um jato quente de 0,6 s é, geralmente, considerada satisfatéria. Outra
regra de operagdo mencionada no mesmo manual € o emprego de 20 a 25% do
periodo de modulacdo para o jato quente, sendo que este tempo deve ser
obrigatoriamente menor do que 50% do Py. Um maior ou menor tempo de duragao
deste jato pode implicar na retencdao de analitos e conseqliente aparecimento de
caudas, por isso a otimizacdo para cada tipo de composto em estudo deve ser
realizada. Além disso, o tempo de duracdo do jato frio é automaticamente
determinado pela escolha do tempo de duragédo do jato quente. Desta forma, para
analitos mais volateis, € importante ajustar estes tempos de forma que o jato frio
seja suficientemente longo para amostrar e concentrar a banda cromatografica deste
tipo de composto. Neste contexto, poucos artigos cientificos reportam o uso de
diferentes jatos quentes para otimizacdo da condigao cromatografica.®

A Tabela XIIl apresenta os valores encontrados para os fatores de assimetria
de acordo com a duragdo de jato quente utilizada, desvio padrdo e tempos de

retencdo na 'D e 2D para o conjunto de colunas n°l e n°2.
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Tabela XIIl. Fator de assimetria (°As) e desvio padrdo para os picos na °D com a
utilizacao de diferentes duragdes de jato quente.

DB-5/DB-17ms HP-50+/DB-1ms

Duracéao dos jatos quentes (s)

1 : 2
i t.,\min)t .
Analito R(min )z, ()| 14 1,75 2,1 0,8 1,0 1,2 ' (min ), (s)

Assimetria /Desvio Padrao

Triclorfom 2,80 2,06 |1,2/0,08 1,1/0,00 1,8/0,14|1,9/0,46 1,7/0,46 1,4/0,00| 2,20 1,58

3,4,5-
Tricloroguaiacol | 7,93 3,16 |1,8/0,11 2,1/0,38 1,4/0,21|2,7/0,87 3,4/0,87 29/0,62| 7,60 1,80
(P1)

Propanil 10,61 5,94 |1,5/0,03 1,6/0,03 1,1/0,31 | 3,6/0,29 3,9/0,29 3,6/0,48 | 10,80 2,12
Fipronil 13,41 4,94 |1,3/0,07 1,3/0,07 1,3/0,03|1,5/0,00 1,5/0,00 2,0/0,28 | 11,66 2,76
Propiconazol | 17,85 1,36 |1,3/0,11 1,4/0,07 1,2/0,12|1,9/0,36 1,9/0,36 2,0/0,12 | 16,60 2,40
Propiconazol Il 18,08 1,30 |1,3/0,10 1,4/0,03 1,2/0,06 - - - - -

Trifloxistrobina 18,2 0,90 |1,1/0,07 1,1/0,11 1,2/0,10|2,1/0,36 2,0/0,36 1,8/0,21| 16,86 2,16
Permetrina cis 23,33 6,00 |1,3/0,03 1,3/0,10 1,2/0,09|1,8/0,18 1,9/0,18 1,9/0,16 | 20,53 2,26
Permetrina trans | 23,56 5,84 |1,1/0,03 1,2/0,03 1,2/0,08 | 2,4/0,00 2,4/0,00 1,9/0,13 | 20,73 2,24
Difenoconazol 26,36 5,94 |1,3/0,03 1,5/0,08 1,3/0,04|2,1/0,17 1,9/0,17 2,2/0,26 | 26,80 3,22

Azoxistrobina 27,18 1,40 |1,3/0,12 1,3/0,06 1,2/0,11|2,2/0,23 2,3/0,36 2,2/0,20 | 34,06 3,44

Utilizando-se um jato quente de 2,1 segundos, a simetria dos picos, em geral,
apresentou melhores resultados em relacdo aos demais periodos. Cabe acrescentar
que as diferentes duracdes de jato quente testadas n&o contribuiram com aumento
de sinal analitico dos compostos.

A diferenga de temperatura utilizada entre o forno primario e secundario foi
mantida em 5 °C, visto que, devido aos maximos de temperatura permitidos para
cada coluna, nao foi possivel variar este parametro.

A Figura 20 apresenta o diagrama de cores obtido para os analitos com o
jogo de colunas n®1— DB-5/DB-17ms, onde é possivel observar que os picos se

encontram dispersos pelas varias regides do espago de separacao.
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Figura 20. Diagrama de cores obtido para a mistura de padrées na concentragdo de

100 pg L™ no jogo de colunas n°1 (DB-5/DB-17ms). Condigées cromatogréficas descritas
na Tabela XII.

1) Triclorfom, 2) 3,4,5-Tricloroguaiacol (PIl), 3) Propanil, 4) Fipronil, 5) Propiconazol | e Il, 6)
Trifloxistrobina, 7A) Permetrina cis, 7B) Permetrina trans, 8) Difenoconazol | e Il e 9) Azoxistrobina.

4.2.2. Conjunto de Colunas n?2 (HP-50+/DB-1ms)

Os parametros otimizados para esse conjunto de colunas foram periodo de
modulacao, diferenca de temperatura entre forno primario e secundario e duracao do
jato quente.

Os periodos de modulacéo testados foram de 2, 4 e 6 s e as diferengas de
temperaturas entre os fornos foram de 5, 20, 30 e 40 °C. Devido a maior resisténcia
de temperatura da coluna da D, o método anteriormente utilizado para 1D-GC foi
modificado para uma isotérmica final a 280 °C (temperatura limite da HP-50+, no
modo isotérmico) com duracdo de 30 minutos. Esse aumento de temperatura
possibilitou diminuicdo no tempo total de andlise em relacdo a 1D-GC, ja que os
compostos eluiram em menor tempo de retencao. O Py que resultou em melhor
distribuicao dos picos cromatograficos no espago de separacao foi o de 4 s.

A variacao da diferenca de temperatura entre os fornos nao contribuiu para
melhor separacdo dos compostos e também nao favoreceu o aumento da
intensidade de sinal dos picos cromatograficos. Entretanto, constatou-se que com

uma diferengca de 5 °C entre o forno primdrio e o secundario, os analitos
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distribuiram-se amplamente no espago de separagao, de forma a melhor aproveita-
lo.

Um terceiro parametro otimizado foi a duracdo do jato quente. Os valores
testados foram de 0,6; 0,8; 1,0; e 1,2 s. De forma geral, ndo houve melhora na
simetria dos picos, quando se alterou a duracao do jato quente. O fator de assimetria
para os picos cromatograficos foi calculado da mesma forma como para o conjunto
de colunas n®1. A Tabela Xll apresenta os valores encontrados para os fatores de
assimetria de acordo com a duracdo de jato quente utilizada, desvio padrdao e
tempos de retencdo na 'D e 2D.

A duracéo de 0,8 s foi escolhida em fungé@o dos valores de assimetria obtidos
ser mais proximos dos valores aceitaveis e por apresentar menor desvio padrao, em
comparagao com o0s outros valores testados. As maiores intensidades dos picos
foram obtidas com a utilizacdo dos jatos quentes com duragbes de 0,8 e 1,2 s,
sendo que as alturas observadas para os picos cromatograficos foram muito
préximas para esses dois valores. A Figura 21 apresenta o diagrama de cores
obtido com o conjunto de colunas n°2 — HP-50+/DB-1ms para a separagao dos nove
compostos.

Tempo de Retencdo na ?D (s)

0 |
2 10 18 27 35

Tempo de Retencdo na 'D (min)

Figura 21. Diagrama de cores obtido para a mistura de padrées na concentragdo de

100 pg L™ no jogo de colunas n°2 (HP-50+/DB-1ms). Condigées cromatogréficas descritas
na Tabela XII.

1) Triclorfom, 2) 3,4,5-Tricloroguaiacol (PI), 3) Propanil, 4) Fipronil, 5) Propiconazol | e Il, 6)
Trifloxistrobina, 7A) Permetrina cis 7B) Permetrina trans, 8) Difenoconazol | e Il e 9) Azoxistrobina.
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4.2.3. Comparacao entre os jogos de colunas DB-5/DB-17ms e HP-50+/DB-1ms

O conjunto de colunas n°1 (DB-5/DB-17ms) proporcionou melhores resultados
analiticos em relagdo ao n°2 (HP-50+/DB-1ms) devido ao menor tempo de analise
(29,4 min para o conjunto n°1 e 35,7 min para o conjunto n°2) e melhor resolugcéao
para permetrina (7) (Rs = 0,72 para o conj. n°1 — Fig. 23 — e Rs = 0,36 para o con;.
n°2 — Fig. 24). A resolucao entre o propiconazol (5) e trifloxistrobina (6) foi de 0,6
para os dois jogos de colunas.

Em relacdo a assimetria de pico, os valores encontrados para o conjunto n°1
foram significativamente melhores que os obtidos para o conjunto n°2 (Tabela XII).
Idealmente, o fator de assimetria deve situar-se entre 0,8 e 1,2.%% Para o conjunto
n°1, os valores ficaram entre 1,1 e 1,8 para o jato quente de 2,1 s, sendo que
apenas quatro compostos apresentaram valores de assimetria acima de 1,2
(triclorfom, 3,4,5-tricloroguaiacol, fipronil e difenoconazol). O conjunto n°2 nao
apresentou fatores de assimetria satisfatérios, com valores entre 1,5 a 3,6, com a
utilizagao da melhor duracao de jato quente (0,8 s).

Apesar do conjunto n°1 ter proporcionado melhor aproveitamento do espaco
de separagdo, o conjunto n°2 apresentou picos mais estreitos na ?D, o que resulta
em um aumento na capacidade de pico e aumento de sensibilidade pelo aumento na
intensidade de sinal analitico. Os picos modulados foram cerca de 8 a 62% mais
estreitos que os obtidos para o conjunto n°1, com excec¢ao do triclorfom e propanil,
que apresentaram picos mais largos, de 31 e 15%, respectivamente.

A maioria dos trabalhos reportados na literatura apresenta o jogo
convencional de colunas (fase estacionaria apolar na 'D e polar na D) como sendo
o que proporciona melhores resultados de andlise para agrotoxicos em diversas
matrizes.”® Khummueng e colaboradores® avaliaram trés conjuntos de colunas
para determinacdo de fungicidas em vegetais, sendo dois conjuntos de geometria
inversa (fase estacionaria polar ou de média polaridade na 'D e apolar na ?D) e um
conjunto de geometria convencional. O conjunto de colunas convencional foi
considerado o mais eficiente, pois resultou na separagdo de todos os compostos
estudados e em bons formatos de pico. Entretanto, Bordajandi e colaboradores®
verificaram que, para a determinac&o de organoclorados, os melhores resultados de

separacao foram obtidos com conjunto de colunas polar versus nao polar, apesar da
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restricdo de ortogonalidade caracterizada pela utilizacdo de um conjunto inverso de
colunas.

O conjunto de colunas n°1 (DB-5/DB-17ms) foi escolhido para o
desenvolvimento do método analitico e sua aplicagao, visto que apresentou melhor
aproveitamento do espaco de separacdo, com ampla distribuicdo dos analitos na 2D
(o que é uma caracteristica importante e desejavel quando da andlise de amostras

complexas), menor tempo de andlise e boa simetria para os picos cromatograficos.

4.2.4. Parametros de Mérito
4.2.4.1. Linearidade e Curva de Calibracao

A Tabela XIV apresenta os parametros da curva de calibragcdo obtidos para
os agrotoxicos estudados por GC x GC.

Tabela XIV. Parametros da curva de calibragdo para os compostos estudados por
GC x GC.

Compostos Equacio da Reta r? Linearidade (ug L)
Propanil y = 0,0023x + 0,0186 0,9992 5-295
Fipronil y = 0,0061x + 0,0756 0,9945 5-415

Propiconazol ? y = 0,0044x - 0,0234 0,9920 15 - 295
Trifloxistrobina y = 0,0029x + 0,0061 0,9993 5-415

Permetrina ® y =0,001x + 0,0013 0,9990 5-295
Difenoconazol y = 0,0014x - 0,0058 0,9942 5-415
Azoxistrobina y = 0,0027x + 0,0092 0,9963 5-415

?Soma dos estereoisdmeros.

® Soma dos isémeros cis e trans.

Através das equacgOes obtidas para as curvas analiticas pode-se observar que

o método proposto apresentou étima linearidade numa ampla faixa de concentracao,
com coeficientes de determinacéo (r°) entre 0,9920 e 0,9993. As curvas obtidas para
cada analito estdo apresentadas na Figura 22.
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Figura 22. Curvas analiticas obtidas para os sete agrotéxicos por GC x GC.
Legenda:e Azoxistrobina, ™ Difenoconazol, Fipronil, Permetrina, >* Propanil, ¢
Propiconazol, + Trifloxistrobina. Area relativa = Apadrao/Api

4.2.4.2. Precisao

A Tabela XV apresenta os valores obtidos para o coeficiente de variacao

(desvio padrao relativo) para o estudo da precisao analitica.

Tabela XV. Avaliagdo da precisdo analitica da GC x GC expressa através do
coeficiente de variagcao (CV %) para repetitividade e precisao intermediaria (n = 8).

Compostos Repetitividade Precisao Intermediaria
Area Altura Area Altura
Propanil 1,60 0,78 1,58 1,15
Fipronil 0,85 0,78 1,01 0,82
Propiconazol | 1,22 1,25 0,66 0,83
Propiconazol Il 0,64 0,77 0,54 0,81
Trifloxistrobina 1,45 1,08 1,60 1,72
Permetrina cis 2,66 2,38 3,50 3,35
Permetrina trans 2,52 2,74 3,34 3,74
Difenoconazol 1,99 2,96 1,99 2,15
Azoxistrobina 3,78 3,16 2,06 3,62
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Para a repetitividade, as areas dos picos cromatograficos, para os sete
compostos, apresentaram valores de coeficiente de variagdo de 0,64 a 3,78%. Para
as alturas dos picos, os valores situaram-se entre 0,77 e 3,16%.

Para a precisdo intermediaria, o coeficiente de variagdo para a area dos
compostos situou-se entre 0,54 e 3,50% e para as alturas 0,81 e 3,74%. Os tempos
de retencdo na 'D ndo sofreram variagdo, enquanto que na °D o coeficiente de
variagao ficou entre 0,11 e 0,66%.

Tendo em vista que os valores obtidos para repetitividade e precisao
intermediaria situaram-se abaixo de 20%, o método cromatografico proposto para a

determinagao dos sete compostos pode ser considerado preciso.

4.2.4.3. Exatidao

A Tabela XVI apresenta os valores encontrados para os testes de

recuperacao com trés niveis de fortificagao.

Tabela XVI. Niveis de recuperacdo em base seca e coeficiente de variagdo (CV %)
para os compostos estudados em sedimento.

fortifoacio 15 (maka™) 30 (ug kg™) 150 (ug kg
Analito Recuperacdo CV  Recuperacdo CV  Recuperacdo CV

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Propanil 74 13 67 9 60 20
Fipronil 64 14 67 11 65 18
Propiconazol # 54 7 61 9 47 18
Trifloxistrobina 40 9 52 9 42 16
Permetrina® 133 20 52 30 39 23
Difenoconazol 254 15 115 9 92 24
Azoxistrobina 127 14 78 9 62 20

4Soma dos estereoisdmeros.

® Soma dos isdmeros cis e trans.
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O presente método se mostrou eficiente (recuperagéo entre 50 e 120 % e CV
< 20 %) para todos os agrotoxicos, com excecdo da permetrina, no nivel de
fortificacao de 30 ug kg™, pois esse composto apresentou coeficiente de variagao de
30%.

Apesar da baixa recuperacao obtida para a trifloxistrobina nos niveis de 15 e
150 ug kg™ e para o propiconazol em 150 pg kg™, considerou-se o método aplicavel
a estes analitos, pois o coeficiente de variagdo foi menor do que 20%, o que indica
que o método foi repetitivo.

Para os compostos difenoconazol e azoxistrobina houve elevada recuperacao
(acima de 120%) que pode ter sido causada por coeluicbes com interferentes da
matriz, no nivel de recuperagdo de 15 ug kg'. Para o difenoconazol, no nivel de
fortificacdo de 150 pg kg™ houve boa recuperacdo, mas a precisdo do método ndo
foi satisfatoria (24%). Para determinagcdo da permetrina o0 método nao foi
considerado satisfatorio.

A Figura 23 apresenta os diagramas de cores e o0 cromatograma

monodimensional para amostra de sedimento fortificada (amostra controle) a 15 ug

kg .
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(A)

Intensidade de Sinal (10°)

Separacao na Segunda Dimensao (s)

Separag¢ao na Primeira Dimensao (min)

Figura 23. Cromatogramas da amostra de sedimento fortificada a 15 ug kg'1 (A)
monodimensional; (B) diagrama de cores do branco da amostra; (C) diagrama de

cores da amostra fortificada. Condigbes cromatograficas descritas nas Tabelas VI e
Xil.

1) 3,4,5-Tricloroguaiacol (Pl), 2) Propanil, 3) Fipronil, 4) Propiconazol | e ll, 5) Trifloxistrobina, 6)
Permetrina cis e trans, 7) Difenoconazol | e Il e 8) Azoxistrobina.

A Figura 24 apresenta os diagramas tridimensionais e os cromatogramas
reconstruidos da 'D e ?D para amostra de sedimento fortificada.
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Figura 24. Diagrama tridimensional (3D) com reconstr1ugéo dos cromatogramas da
'D e ?D: (A) dos padrdes na concentragdo de 200 ug L > (B) da amostra fortificada a

15 ug kg . Condicées cromatogréficas descritas na Tabela XI.
1) 3,4,5-Tricloroguaiacol (Pl), 2) Propanil, 3) Fipronil, 4) Propiconazol | e ll, 5) Trifloxistrobina, 6)
Permetrina cis e trans, 7) Difenoconazol | e Il e 8) Azoxistrobina.

As Figuras 28 e 29 propiciam a observag¢do da distribuicdo dos constituintes
(padrédo e amostra) no espago de separagdo, confirmando que a utilizacdo da
técnica monodimensional n&o seria suficiente para obter separagdo dos analitos com

os constituintes da matriz.

4.2.4.4. Limites de Deteccao (LOD), Quantificacao (LOQ) e Limite de Deteccao
do Método (MDL)

A Tabela XVII apresenta os limites instrumentais de detecgédo e quantificagao
e o limite de detecgdo do método para os agrotéxicos em estudo.
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Tabela XVII. Limite de deteccao (LOD) e limite de quantificacao (LOQ) instrumentais
e o MDL para os compostos estudados por GC x GC.

Compostos LOD (ug L™) LOQ (ng L) MDL (ug kg™)

Propanil 1,07 3,23 2,95
Fipronil 0,26 0,77 3,06
Propiconazol 2 0,08 0,25 1,92
Trifloxistrobina 0,25 0,74 1,97
Permetrina ® 0,19 0,58 2,44
Difenoconazol 0,64 1,94 4,43

Azoxistrobina 0,35 1,06 2,36

4Soma dos estereoisdmeros.

® Soma dos isémeros cis e trans.

Os limites de deteccao e quantificacao instrumentais variaram de 0,08 a 1,07
ug L' e 0,25 a 3,23 ug L, respectivamente. Os limites do método variaram de 1,92
a 4,43 ug kg'. Para fins de ilustracdo, os LMR dos analitos para a matriz arroz
variam de 0,01 a 2 mg kg',"® evidenciando que os limites encontrados foram

considerados satisfatorios.

4.3. ANALISE DAS AMOSTRAS DE SEDIMENTOS

Inicialmente, para verificagdo da aplicabilidade da técnica para determinacao
de agrotoxicos em sedimentos, foram realizadas injecbes de duas amostras de
pontos localizados na regido do rio Santa Maria (RS). Nesta etapa, os extratos das
amostras foram submetidos a um processo de limpeza com Florisil e foram
fortificadas com solucdo padrdo na concentracdo de 500 pug L' no momento da
injecdo. Apesar da obtencdo de separacdo total dos analitos com a técnica
monodimensional, através das injecdes de amostra na técnica bidimensional, foi
possivel perceber claramente as coeluicdes dos analitos com os intereferentes da
matriz. A Figura 25 apresenta o cromatograma monodimensional e o diagrama de
cores de uma amostra de sedimento fortificada.
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Figura 25. Cromatogramas do extrato da amostra de sedimento (A)
monodimensional — nao fortificada; (B) diagrama de cores de uma amostra de

sedimento fortificada com 500 pg L-1 de mistura dos padrées. Condicées
cromatograficas descritas nas Tabelas VI e XIlI.

1) Triclorfom, 2) 3,4,5-Tricloroguaiacol (Pl), 3) Propanil, 4) Fipronil, 5) Propiconazol | e Il, 6)
Trifloxistrobina, 7) Permetrina cis e trans, 8) Difenoconazol | e Il e 9) Azoxistrobina. As setas indicam
os interferentes da matriz que coeluem com os analitos na 1D-GC.

Através analise dos cromatogramas da amostra fortificada com compostos
padrao (Figura 25) e dos obtidos por 1D-GC, observa-se que esta Ultima traria
prejuizo a quantificagdo, caso fossem encontrados os compostos nas amostras,
devido a coeluicao dos analitos com constituintes da matriz.

A aplicabilidade do método de extracdo sem a etapa de limpeza com Florisil
(devido a adsorc¢ao irreversivel dos compostos na coluna de clean up) foi avaliada
através da analise de duas amostras de sedimentos — SDy e SD,. Apenas na
amostra SD, foram encontrados residuos dos agrotéxicos trifloxistrobina e
azoxistrobina. Os valores de concentracao encontrados divergem nas duas técnicas

de analise. Na 1D-GC, a concentragdo encontrada da trifloxistrobina foi de 21,18 ug
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kg, enquanto que para GC x GC foi de 3,34 ug kg', ambas em base seca. Tendo
por base os dados que foram apresentados neste trabalho, supbde-se que a
coeluicao da trifloxistrobina com outros componentes da matriz contribuiu para que a
concentracdo encontrada na 1D-GC fosse maior do que na GC x GC. A
concentracdo para azoxistrobina ficou abaixo do LOD para as duas técnicas de
andlise. A confirmagédo da presenca de um determinado analito em uma amostra
pode ser realizada através do uso do detector de espectrometria de massas ou de
injecbes em colunas cromatograficas de mecanismos de separacao distintos, caso
nao exista a disponibilidade de um detector de espectrometria de massas. Sendo
assim, a confirmacéo da presenga dos residuos de azoxistrobina e trifloxistrobina foi
realizada através de coinje¢cées em colunas de fases estaciondrias diferentes, com o
conjunto de colunas n°2 (HP-50+/DB-1ms), utilizando-se GC x GC-uECD.

Tanto a azoxistrobina quanto a trifloxistrobina apresentam baixa solubilidade
em agua.*® De acordo com o método de GUS, que leva em consideracéo os valores
de meia vida no solo e coeficiente de adsor¢cado a matéria organica [GUS = (log DTsp)
X (4 —log Koo)],'*® esses compostos nédo tendem a lixiviagdo, pois apresentam indice
de GUS < 1,8.

A determinacao de agrotoxicos e outros poluentes em sedimentos é de grande
importéncia, pois séo indicadores da qualidade ambiental do corpo hidrico onde se
situa. A investigacdo desses compostos pode levar a informagdes relevantes quanto
ao seu destino no ambiente e a ma utilizagdo pelos agricultores, ja que podem vir a
causar danos a toda uma populacédo que de alguma forma utiliza o recurso hidrico e

ao meio ambiente como um todo.
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5. RESUMO DOS RESULTADOS

Na etapa de desenvolvimento de método para 1D-GC, a coluna DB-5
proporcionou melhores resultados dentre as trés colunas testadas (DB-5, HP-50+ e
DB-WAXetr). A coluna DB-5 proporcionou menor tempo de analise e melhor
resolucao cromatografica com assimetria de pico satisfatéria. A otimizacado da vazao
do gas de make up indicou um fluxo de 30 mL min™' como sendo o ideal, quando
comparado a 60 mL min™, pois as intensidades dos picos cromatograficos foram
maiores, em funcdo da menor diluicdo dos compostos no detector. Esses dois fluxos
sao os recomendados pelo manual do fabricante. A temperatura de injecdo pode ser
um parametro critico na determinacdo de agrotéxicos. Portanto, a verificacdo da
melhor temperatura de injecao para os compostos estudados foi realizada. Dentre as
trés temperaturas testadas (250, 280 e 300 °C), 280 °C foi escolhida por ter
propiciado maior intensidade do sinal cromatografico do componente fipronil, sendo
que, de forma geral, ndo ocorreu diferenga significativa nas alturas relativas dos
picos dos outros compostos nas temperaturas de 280 e 300 °C.

No desenvolvimento de metodologia por GC x GC foram testados dois
conjuntos de colunas (DB-5/DB-17ms e HP-50+/DB-1ms). Os parametros avaliados
na técnica bidimensional foram: periodo de modulagdo, diferenca de temperatura
entre os fornos e duracao do pulso quente. O fluxo de gas de make up utilizado nos
experimentos foi de 150 mL min™ (fluxo méximo permitido pelo equipamento), pois
quanto maior o fluxo do gas de make up na determinacdo de compostos por GC x
GC-uECD, menor é o efeito de cauda observado nos picos cromatograficos.®® O
conjunto de colunas n°1 (DB-5/DB-17ms) proporcionou melhores resultados
analiticos em relagdo ao n°2 (HP-50+/DB-1ms) devido ao menor tempo de analise
(29,4 min para o conjunto n°1 e 35,7 min para o conjunto n°2) e melhor resolugcéao
para permetrina (Rs = 0,72 para o conj. n°1 e Rs = 0,36 para o conj. n°2). A escolha
do periodo de modulacdo foi feita de modo que todos os compostos ficassem
distribuidos dentro do espaco de separagao. A duragédo dos jatos quentes utilizada
foi aquela que proporcionou os melhores resultados de assimetria de pico. As
melhores condicoes de andlise obtidas para o conjunto DB-5/DB-17ms foram:
periodo de modulagédo de 7 s, duracdo de pulso quente de 2,1 s e diferenca de
temperatura entre forno primario e secundario de 5 °C.

JULIANA MACEDO DA SILVA 74



Dissertacao de Mestrado — PPGQ/UFRGS

Em relacdo ao tempo de analise, as duas metodologias praticamente se
equivalem, com 27,9 min para 1D-GC e 29,4 min para GC x GC. O processo de
validagao para as duas técnicas de andlise confirmou a maior sensibilidade da GC x
GC frente a 1D-GC. Os limites de deteccao instrumentais para a técnica
bidimensional foram cerca de 36% mais baixos do que os obtidos para a
monodimensional. Os resultados obtidos para o MDL foram bastante préximos, com
valores entre 1,92 e 4,43 pg kg’ para a GC x GC, enquanto que para 1D-GC ficaram
entre 1,51 e 5,78 ug kg'. A precisao analitica, expressa em termos de repetitividade
e precisao intermediaria foi excelente para as duas técnicas, pois os coeficientes de
variacao para area e altura dos picos ficaram abaixo de 20%. A exatidao dos
métodos, verificada através dos testes de recuperacao, indicou melhores resultados
para a GC x GC, possivelmente pela maior sensibilidade da técnica e também
devido a menor contribuicdo das coeluicbes com componentes da matriz, as quais
puderam ser minimizadas pela maior capacidade de pico da técnica.

Durante a verificagcdo da aplicabilidade do método foram encontrados residuos
de dois agrotoxicos em uma amostra de sedimento: azoxistrobina e trifloxistrobina. A
azoxistrobina foi encontrada em concentragdes abaixo do LOD e a trifloxistrobina em
concentracdes de 21,18 ug kg’ na 1D-GC e 3,34 ug kg™ para GC x GC, ambas em
base seca. Possivelmente, coeluicbes com interferentes da matriz favoreceram uma

maior concentracao da trifloxistrobina na 1D-GC.
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6. CONCLUSOES

Este trabalho possibilita a futura aplicacdo de dois métodos analiticos
validados para determinagdo de poluigdo ambiental em sedimentos influenciados
pela orizicultura no estado. Os resultados obtidos apontam para um numero maior
de vantagens analiticas com a utilizacdo da GC x GC-uECD, quando comparada a
GC-uECD para determinacao de agrotoxicos em sedimentos localizados em areas
sob influéncia da cultura de arroz.

Inicialmente, a proposta do trabalho era desenvolver e validar os métodos de
andlises para oito compostos. Contudo, devido a eluicdo do triclorfom ser muito
proxima ao do solvente, optou-se em retirar esse agrotdéxico do processo de
validagéo. Através desse processo foi possivel verificar que o método foi satisfatério
apenas para dois compostos, permetrina e azoxistrobina, por 1D-GC. Para GC x
GC, o processo de validagao indicou que o método apenas nao foi satisfatério para a
permetrina.

Verificou-se maior sensibilidade da GC x GC em relagdo a técnica
monodimensional, tendo aquela apresentado melhores limites de deteccao e
exatidao analitica. Os LOD foram, em média, cerca de 36% mais baixos do que os
da 1D-GC e os testes de recuperacdao indicaram maiores faixas aceitaveis de
recupera¢cao com boa precisao.

O uso da GC x GC para andlise das amostras de sedimentos evidenciou
também a maior seletividade e capacidade de pico desta técnica relativamente a 1D-
GC para a separagdo e quantificacdo dos analitos com menor probabilidade de
interferéncia de constituintes da matriz. Uma clara demonstracdo disto é a
quantificacao da trifloxistrobina em amostra de sedimento nas concentragdes de
21,18 ug kg' na 1D-GC e 3,34 pg kg' para GC x GC, onde se verificou a
capacidade de separacdao de interferentes em coeluicdo com os analitos
providenciada pela técnica bidimensional.

Estas vantagens tornam possivel o uso de um detector seletivo, como o
LECD para determinagcdo desses compostos em sedimentos, tornando-o uma
alternativa interessante comparativamente ao emprego de um GC/MS no modo SIM,
visto que os riscos de coeluicdo sdo minimizados, os custos de ambos os

equipamentos sao semelhantes e o uECD apresenta maior sensibilidade.
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DEVELOPMENT OF ANALYTICAL METHODS FOR PESTICIDES IN SEDIMENTS
BY MONODIMENSIONAL AND COMPREHENSIVE TWO-DIMENSIONAL GAS
CHROMATOGRAPHY WITH MICRO ELECTRON-CAPTURE DETECTION

Abstract

The development of analytical methods for determination of eight pesticides of
different chemical classes (trichlorfon, propanil, fipronil, propiconazole, trifloxystrobin,
permethrin, difenoconazole and azoxystrobin) in sediments with gas
chromatography-micro-electron capture detector (GC-uECD) and comprehensive
two-dimensional gas chromatography (GCxGC-uECD) is described. These methods
were applied to real sediment samples, and the best results were obtained using a
5% diphenyl-methylpolysiloxane column for 1D-GC. For GCxGC the same column
was employed in the first dimension and a 50%-phenyl-methylpolysiloxane stationary
phase was placed in the second dimension. Due to the superior peak capacity and
selectivity of GCxGC, interfering matrix peaks were separated from analytes,

showing a better performance of GCxGC.

Keywords: pesticides, GCxGC, uECD.
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INTRODUCAO

O homem vem usufruindo os recursos naturais sem levar em consideragcao
todo o cuidado necessario com sua reposi¢ado ou preservagao e, com isso, muitos
recursos hidricos se encontram em situagao precaria, seja pela atividade agricola ou
por outras atividades antropicas. A utilizacdo de agrotdxicos na agricultura vem
obtendo cada vez mais destaque no cenario mundial. O Brasil, que até 2007 era o
quarto colocado no consumo desses compostos, em 2008 passou a ocupar 0
segundo lugar, considerando o consumo de dez paises que contribuem com 70% do
consumo mundial.’

Os agrotéxicos pertencem a classe dos poluentes ambientais mais estudados
atualmente e sua determinacdo em diferentes matrizes se torna cada vez mais
necessaria devido a relagdo direta entre saude e qualidade ambiental. Nesse
contexto, o desenvolvimento de técnicas de separacao, identificacdo e quantificagao
desses compostos ganha grande destaque para que os limites de deteccao e
quantificacao de tais métodos sejam cada vez menores e contemplem os limites
maximos de residuos (LMR) estabelecidos pelos érgaos competentes. Atualmente, a
Cromatografia Gasosa € a técnica mais utilizada para a determinagdo desses
compostos em diferentes matrizes. 2

A cromatografia liquida de alta eficiéncia tem sido intensamente aplicada na
pesquisa de residuos em diferentes matrizes devido a capacidade de detectar
compostos termicamente instaveis e néo volateis, que ndo sao identificados por
cromatografia gasosa. A literatura cientifica apresenta alguns artigos de revisdo em
que o potencial desta técnica acoplada a espectrometria de massas € discutida.
Devido ao grande poder de separagdo para analise de matrizes complexas, a
técnica é considerada sensivel e seletiva e prové identificacdo segura em baixas
concentragbes para diferentes analitos. >* Porém, para amostras complexas,
contendo de 150 a 250 compostos de interesse, por exemplo, a separacao obtida
por cromatografia gasosa ou liquida, com uma unica coluna, néo € suficiente para
separacao de todos os compostos. Outras técnicas multidimensionais como GC-GC
(Cromatografia Gasosa Bidimensional de Fracdes Parciais ou de heartcut), HPLC-
GC (Cromatografia Liquida acoplada a Cromatografia Gasosa) e SFC-GC
(Cromatografia de Fluido Supercritico acoplada a Cromatografia Gasosa) nao
produzem também a separacao efetiva de todos os analitos.>®
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A Cromatografia Gasosa Bidimensional Abrangente (GCxGC) é uma técnica
relativamente recente, idealizada em 1991 por Phillips’ e apresenta grande poder de
separacao. Na GCxGC, geralmente, duas colunas cromatograficas de diferentes
mecanismos de retencdo sdo acopladas em série, sendo a primeira de dimensdes
convencionais e a segunda mais curta, do tipo fast-GC. O modulador é considerado
0 “coracao” da técnica e é acoplado entre as duas colunas, tendo a funcdo de
amostrar e focalizar as estreitas fragcdes eluidas da primeira coluna e, em seguida,
liberar estas porgdes, rapidamente, para a segunda coluna. O termo “abrangente” é
utilizado para designar que todo o efluente da primeira dimensdo, ou uma parte
representativa do mesmo seja introduzido na segunda dimensdo (°D), sem perda
das caracteristicas da separagdo na 'D (primeira dimensdo). Os principios da
GCxGC, aspectos instrumentais, nomenclatura e aplicagdes a diversas matrizes
encontram-se abordados na literatura cientifica.®'?

Mondello e colaboradores'® descrevem a GCxGC como sendo uma das
inovagbes mais revolucionarias na cromatografia gasosa. Os autores também
afirmam que, provavelmente, a diferenca do poder de separacao entre a GCxGC e a
1D-GC seja ainda maior do que a diferenca existente entre as colunas capilares e
empacotadas. Em geral, a GCxGC apresenta quatro vantagens sobre a 1D-GC: (1)
aumento de resolugdo, (2) aumento de sensibilidade devido a re-concentracao da
banda do soluto durante o processo de modulagéo, favorecendo a detecgdo de
componentes em nivel de tragos, (3) construgdo de cromatograma 2D
(bidimensional) com estruturacdo por compostos quimicamente similares e (4)
aumento da capacidade de pico, pois a retengdo nas duas colunas através de
diferentes mecanismos de interacao analito — fase estacionaria, faz com que a
capacidade tedrica de pico na GCxGC se aproxime do produto das capacidades de
pico das duas dimensdes.®'>'*

Uma conseqtiéncia importante da utilizacao dos agrotéxicos na agricultura é a
possivel presenca de residuos desses compostos e de seus metabdlitos em
alimentos. Investigacdo sobre o poder de separagdo da GCxGC/TOFMS (TOFMS,
detector de espectrometria de massas com analisador por tempo de véo - do inglés
“Time-of-Flight Mass Spectrometry’) para determinacao de 58 compostos da classe
dos organofosforados e nitrogenados em amostras alimenticias foi realizado por

Dalltige e colaboradores. '® Os autores observaram que a determinagéo de alguns
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compostos por 1D-GC/TOFMS seria prejudicada em fungdo da coeluicdo com
interferentes da matriz, ja que o espectro de massas obtido pela deconvolugao
espectral ou pela subtracdo da linha de base ndo é claro o suficiente para
proporcionar a identificagdo dos analitos de interesse. Em outro estudo de
otimizacao de metodologia para determinacao de 51 agrotéxicos em uva, Banerjee e
colaboradores'® verificaram que a sensibilidade da analise por GCxGC /TOFMS foi
consideravelmente aumentada quando comparada a 1D-GC/TOFMS. A GCxGC
ainda proporcionou a separagao cromatografica de alguns compostos que coeluem
quando analisados por GC/MS; embora estes tenham sido identificados por
deconvolucao espectral na cromatografia monodimensional. Além disso, a GCxGC
possibilita a obtengcdo de espectros de massas mais nitidos, evitando assim a
possivel confirmacao de falsos positivos. O aumento de sensibilidade analitica da
GCxGC-NPD quando comparada a GC-NPD, para analise de vegetais, foi verificado
por Khummueng e colaboradores, visto que a soma das alturas dos picos
cromatograficos obtidos pela técnica bidimensional abrangente foi cerca de 20 vezes
maior do que as obtidas na técnica monodimensional.'®

O potencial da GCxGC-UECD foi verificado por Bordajandi e colaboradores'®
através de desenvolvimento de método para determinacdo de poluentes quirais
como toxafeno em 6leo de peixe. O método descrito para determinacao de cinco
congéneros do toxafeno com coluna enantiosseletiva na 'D providenciou completa
separacdo dos isbmeros, enquanto que para a 1D-GC, com a mesma coluna
enantiosseletiva, ocorreu sobreposicao de dois compostos. Além disso, a GCxGC
possibilitou excelente separagédo entre os compostos estudados e os interferentes da
matriz complexa.

Korytar e colaboradores' avaliaram a separacdo de doze diferentes classes
de poluentes, dentre eles agrotéxicos da classe dos organoclorados e toxafeno, por
GCxGC-uECD. Nesse estudo foram utilizados cinco conjuntos de colunas, sendo
que em todas as combinagdes a fase estaciondria apolar 100% dimetilpolisiloxano
(DB-1) ou semelhante foi empregada para a separacgdo na 'D. A fase estacionaria
constituida de 65% fenil-metilpolisiloxano (007-65HT) proporcionou melhor
separagao para os agrotoxicos organoclorados e também possibilitou a ordenagéo
estrutural dos congéneros do toxafeno, baseada no numero de substituintes

clorados. A fase estacionaria contendo 70 a 90% de grupos ciano (VF-23ms)
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proporcionou excelente separacdo na D para os organoclorados e toxafeno, embora
nao tenha sido possivel visualizar a separagéo de todas as doze classes estudadas.
Para avaliar o potencial da técnica, os autores determinaram dibenzodioxinas e
dibenzofuranos policlorados (PCDD/F) em amostras de sedimentos e éteres
difenilicos polibromados (PBDEs) e alcanos policlorados (PCAs) em amostras de
poeira.

O numero de publicacbes cientificas contemplando a determinacdo de
agrotoxicos por GCxGC ainda é relativamente pequeno, mas suficiente para
demonstrar as potenciais vantagens da técnica em relacdo a 1D-GC.?° Nao é do
conhecimento destes autores a existéncia de artigos publicados envolvendo a
determinacgao de agrotéxicos por GCxGC-UECD em sedimentos.

Este estudo tem por objetivo o desenvolvimento de métodos analiticos por
1D-GC e GCxGC-uECD para a determinacdo de oito agrotdxicos de diferentes
classes quimicas em sedimentos de rios provenientes de regides sob influéncia da
cultura do arroz, utilizados no estado do Rio Grande do Sul, uma vez que 0 mesmo é
responsavel por 61% da producdo desse cereal no pais." Estes niveis de producéo
sdo alcangados através do intenso uso de agrotdxicos durante o plantio.

PARTE EXPERIMENTAL

Os Sedimentos e Agrotéxicos Estudados

Para os estudos qualitativos, como verificagdo da complexidade da matriz,
foram analisadas duas amostras de sedimentos de pontos localizados em diferentes
bacias hidricas: Rio Gravatai (latitude sul = 29° 56’ 10” e longitude oeste = 50° 36’
05”) e Rio Santa Maria (latitude sul = 30° 52' 15" e longitude oeste = 55° 20' 57").
Foram coletados em média 1 kg de sedimento com auxilio de pa de ago inoxidavel,
proximo a margem e em locais de deposicdo de particulas finas e de pouca
profundidade. Os sedimentos foram armazenados em frascos de vidro e
transportados a 4 °C até o laboratério, onde foram congelados a —18 °C em freezer
antes do processo de extracao.

Os compostos estudados foram triclorfom, propanil, fipronil, propiconazol,
trifloxistrobina, permetrina, difenoconazol e azoxistrobina (pureza > 97%, Sigma-
Aldrich, Seelze, Alemanha). Estes agrotdxicos sdo largamente empregados na
agricultura, mais especificamente na cultura do arroz da regido do Rio Santa Maria
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no estado do Rio Grande do Sul. ?'?* A quimica Ewelin Canizares, da FEPAM,
realizou pesquisa com os agricultores e com os trabalhadores que fazem a aplicacao
desses compostos na lavoura, bem como com a EMBRAPA para embasar a escolha
dos agrotéxicos. A Tabela 1 apresenta algumas caracteristicas e estruturas

quimicas dos compostos estudados.
TABELA 1

Extracao das Amostras de Sedimentos

O processo de extracdo empregado estd baseado no método reportado por
You e colaboradores. A agua residual presente no sedimento foi retirada e o
mesmo foi homogeneizado. Em seguida, foi parcialmente seco ao ar, a temperatura
ambiente, em vidros de reldgio. Para a etapa de extragédo, foram pesados 20 g de
sedimento e adicionados a este, 40 g de sulfato de s6dio anidro (Quimex, SP,
Brasil), procedendo-se a homogeneizagdo do material. Uma aliquota de 50 mL de
uma solucao 50:50 v/v de acetona:diclorometano foi adicionada a amostra, e esta foi
submetida a extracdo em 3 ciclos de 15 min no banho de ultra-som Maxiclean
(Unique, Indaiatuba, SP, Brasil) com poténcia de 120 Watts. A etapa de purificacao
(clean up) foi realizada em colunas de vidro de 30 cm de altura por 14 mm de
didmetro interno, contendo 10 g de Florisil (60-100 mesh; T.J. Baker, Phillipsburg,
EUA) ativado a 90°C por 12 horas e, posteriormente, parcialmente desativado com
agua destilada (6% m/v). No topo da coluna foi colocado aproximadamente 1 cm de
sulfato de sédio anidro para reter qualquer umidade residual. A eluicao dos analitos
foi realizada com 50 mL de solucdo 30% de éter etilico em hexano. O extrato foi
levado a secura e o residuo final dissolvido com 1,5 mL de hexano. Todos os
solventes utilizados para extracdo sdo grau analitico (Vetec, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) e bidestilados.

Desenvolvimento dos Métodos Cromatograficos

As andlises por 1D-GC e GCxGC foram realizadas em um cromatografo
Agilent 6890N (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA) com uECD, equipado com
amostrador automatico Combi PAL (CTC Analytics AG, Zwingen, Suica). O
cromatégrafo também possui um forno secundario (LECO, St. Joseph, MI, EUA)
utilizado nas andlises por GCxGC e um modulador térmico de dois estagios com

quatro jatos (quad jet) de Ny (dois jatos quentes e dois frios que sao resfriados por
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N2 liquido). Durante o desenvolvimento dos métodos foram utilizadas colunas
cromatograficas de diferentes fases estacionarias que estdo apresentadas na
Tabela 2. Outros parédmetros experimentais que influenciam na analise dos
compostos estudados, tais como programagao de temperatura do forno, temperatura
do injetor (250, 280 e 300 °C) e fluxo de gas de make up (N2, 99,999%, Linde Gas)
foram otimizados para a anadlise por GC—uECD. O fluxo de gas de arraste (Ho,
99,999%, Linde Gas) utilizado nos experimentos foi de 2 mL min™'. A partir dos
melhores resultados obtidos para a 1D-GC, parametros como periodo de
modulagao, diferenga de temperatura entre forno primario e secundario e duragao do
jato quente foram otimizados para as anadlises por GCxGC-uECD, utilizando-se
diferentes jogos de colunas.
TABELA 2

Para a verificacdo dos tempos de retencao dos analitos, foi realizada a injecao de
solugdo padrao contendo os nove compostos (oito agrotoxicos e um padrao interno -
3,4,5-tricloroguaiacol para posterior estudo quantitativo), na concentragdo de 100 g
L. As solugdes padrdo estoque foram preparadas pesando-se os agrotdxicos em
frascos individuais em balanca analitica de precisdo (Shimadzu, AY220, Quioto,
Japao) e dissolvendo-os em acetato de etila grau HPLC (Mallincrrodt, Phillipsburg,
EUA) em baldes volumétricos de 5 mL, previamente silanizados. As diluicbes
posteriores foram também feitas em bal6ées volumétricos de 5 mL e em acetato de
etila, utilizando-se micropipeta (Brand, Wertheim, Alemanha) para coleta das
aliquotas. Todas as solugdes foram guardadas em freezer a —18 °C m frascos de
vidro ambar silanizados. As injecdes foram realizadas com volume de 1 uL, sem
divisdo de fluxo e com pulso de pressdao de 60 psi. Durante todas as andlises, a
temperatura do detector foi mantida entre 20-25 °C acima da temperatura mais alta
do forno, a fim de evitar e/ou diminuir o efeito de cauda nos picos e manter a célula

do detector limpa. 2*

RESULTADOS E DISCUSSAO

Cromatografia Gasosa Monodimensional (1D-GC)
Inicialmente foram feitos testes para verificar a influéncia do gas de make up

(N2) na resposta do detector aos diferentes agrotdxicos, empregando-se para isto a
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coluna HP-50+. Os fluxos testados foram de 30 e 60 mL min’, que sdo os
recomendados pelo manual do fabricante. ®* A condicdo de 30 mL min™" foi
considerada a mais apropriada devido a obtencdo das melhores intensidades de
sinal para os agrotéxicos em estudo e, por esta razao, nos experimentos posteriores
essa condicdo foi mantida. A diminuicao de fluxo de gas de make up faz com que o
efeito de diluicdo dos compostos no detector seja minimizado, com consequente
diminuicao na largura da base dos picos, proporcionando melhor desempenho no
processo cromatografico. A partir dessa condicdo foram realizadas injecées sem
divisdo de fluxo com pulso de pressdao de 60 psi com diferentes periodos de
duragao, a fim de se obter uma transferéncia mais rapida da banda cromatografica
para o interior da coluna, bem como conseqliente estreitamento e aumento de
intensidade da mesma. % A literatura reporta algumas vantagens da utilizacdo da
injecao com pulso de pressao, tais como o0 aumento da velocidade de transferéncia
de analitos com elevado ponto de ebulicado e de compostos que possam ser
adsorvidos no injetor, redugdo do tempo de residéncia da amostra no injetor,
aumento da capacidade do mesmo, em fungcdo do volume de vapor ser
inversamente proporcional a pressdo. #° Verificou-se que a eluicdo do triclorfom
durante o pulso de presséo faz com que a intensidade de sinal deste pico aumente
desproporcionalmente em relacdo aos demais analitos, podendo também ocorrer
coeluicdo do triclorfom com o pico cromatografico do solvente. A escolha de um
pulso de pressdo cuja duracao seja apropriada (36,6 s para HP-50+ e DB-WAXetr;
29,4 s para DB-5) resulta em um gerenciamento adequado destes fenémenos,
proporcionando uma condicdo cromatografica satisfatéria. As trés colunas utilizadas
para os experimentos apresentam dimensfes idénticas, mas fases estacionarias
diferenciadas, o que implica em tempos de retencdo distintos para os analitos e
solvente em cada fase.

Outras duas fases estacionarias foram utilizadas na 1D-GC e diversos testes
de programacgéo de temperatura do forno foram testados. A Tabela 3 apresenta as
condicdes analiticas que resultaram na melhor performance cromatografica para
cada coluna capilar empregada. A DB-5 foi a coluna cromatografica que permitiu a

melhor separagéo de todos os compostos em um menor tempo de analise.
TABELA 3

Sabendo-se que a DB-5 apresenta maior resisténcia a temperaturas elevadas
do que a HP-50+ (325 e 280 °C em condicao isotérmica, respectivamente), foram
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realizados testes com trés diferentes temperaturas de injecao — 250, 280 e 300 °C —
a fim de verificar a influéncia deste parametro no sinal cromatografico obtido para os
compostos em estudo. De acordo com a Figura 1, os dados indicaram que, de
forma geral, ndo ha diferenga significativa nas alturas relativas dos picos nas
temperaturas de 280 e 300 °C. Contudo, a temperatura de 280 °C foi escolhida por
ter propiciado maior intensidade do sinal cromatografico do componente fipronil.
Zhang e colaboradores®’ também verificaram que ocorre uma melhora do sinal
cromatografico para varios analitos, quando da utilizagdo de temperaturas mais

elevadas no injetor.
FIGURA 1
Em fungéo da baixa temperatura maxima de trabalho em condi¢ao isotérmica

para a coluna DB-WAXetr, de fase estacionaria 100% polietilenoglicol, observou-se
que, mesmo apos 180 min a 235 °C, nao houve a eluicdo de dois dos compostos -
difenoconazol e azoxistrobina - 0s quais possuem massas moleculares maiores do
que as dos demais analitos (406,2 g mol™ e 403,4 g mol™, respectivamente). Tal fato
inviabiliza o uso da DB-WAXetr. Além da dificuldade de eluicdo destes compostos,
constatou-se que essa coluna possivelmente provocou sorcao parcial dos
compostos, devido a sua alta polaridade. Isto pode ser observado através da baixa
intensidade dos sinais cromatograficos, quando comparados aqueles obtidos em
analises feitas com as mesmas solugdes em outras fases estacionarias.

O uso da DB-5 oferece vantagens em relacdo a HP-50+, pois além de
proporcionar menor tempo de analise na separag¢ao dos nove compostos (27,9 min e
61,1 min, respectivamente), ainda oferece melhor resolugédo na separag¢ao dos picos
cromatograficos, com excegdo do propiconazol Il e do trifloxistrobina que
apresentaram resolugdo de 1,26 e 2,04 para DB-5 e HP-50+, respectivamente. A
coluna DB-5 também proporcionou a separagéao dos dois isdmeros do difenoconazol
com resolucao de 0,89, enquanto que na HP-50+ estes dois isbmeros coeluem. Isto
se deve as diferencas nas interagbes entre analito e fase estaciondria e também ao
fato de a DB-5 permitir o0 emprego de uma temperatura maxima maior (300 °C) na
analise cromatografica do que a temperatura maxima da HP-50+(255 °C).

O fator de assimetria (A,) de um pico cromatografico esta diretamente
relacionado a eficiéncia cromatogréfica. Fatores de assimetria entre 0,8 e 1,2 sdo

considerados satisfatdrios, com pouca ou nenhuma influéncia de cauda nos picos

cromatograficos. Tanto a HP-50+ quanto a DB-5 apresentaram, em geral, valores
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satisfatérios de assimetria. A Tabela 4 apresenta os fatores de assimetria para os
picos cromatograficos e os tempos de retencdo obtidos para os compostos
estudados. Esse fator foi calculado utilizando-se a razdo entre as larguras B e A a
10% da altura do pico, conforme Figura 2.%°
FIGURA 2

A luz dos resultados obtidos para os varios testes realizados com as trés

colunas cromatograficas, a DB-5 foi escolhida por sua melhor performance.
TABELA 4

Cromatografia Gasosa Bidimensional Abrangente (GCxGC)

De acordo com Kristenson e colaboradores, 2° quanto maior o fluxo do gas de
make up na determinacdo de compostos por GCxGC-uECD, menor é o efeito de
cauda observado nos picos cromatograficos. Contudo o efeito de diluicdo dos
compostos no detector é maior. Tendo por base os resultados destes pesquisadores

e também de outros, & %

o fluxo de nitrogénio utilizado para todos os experimentos
foi de 150 mL min™, que é o fluxo maximo permitido pelo equipamento. A Tabela 5
apresenta as melhores condi¢des de andlise obtidas para a GCxGC.
TABELA 5

Parametros como periodo de modulagdo e duracado dos jatos quentes foram
testados para todos os conjuntos de colunas. Os maximos periodos testados para a
duragdo do jato quente foram de 30% do periodo de modulacdo. A Tabela 6
apresenta os tempos de retencao na primeira e segunda dimensdes, obtidos para os
analitos com a utilizacdo dos diferentes jogos de colunas, bem como os fatores de
assimetria encontrados para as diferentes duragdes de jato quente. O texto a seguir

discute os resultados obtidos.
TABELA 6

Conjunto de colunas n21 (DB-5/DB-17ms)

Inicialmente, foram testados diferentes periodos de modulacéo (Pu): 2, 4, 6, 7
e 8 s. Destes, foi escolhido 7 s, pois neste Py foi observada a melhor distribuicdo de
picos no diagrama de cores. A duragdao do jato quente € um fator importante na
andlise, pois pode influenciar no formato e intensidade dos picos. 3! Com isso, foram
testadas diferentes durag6es do jato, tais como 0,6 s (valor padrdo de operacao do
equipamento); 1,4; 1,75 e 2,1 s. Os fatores de assimetria para esse conjunto de
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colunas foram calculados levando-se em consideragdo o pico modulado mais
intenso."” Para uma duragdo de 0,6 s, a simetria dos picos no diagrama de cores é
bastante distorcida, fazendo com que ocorra coeluicdo parcial entre alguns
compostos e, portanto, o fator de assimetria ndo foi calculado para esse parametro.
Com a utilizacdo de uma duragcdo de jato quente de 2,1 s, houve melhoria da
simetria dos picos relativamente aos demais periodos testados. Cabe acrescentar
que as diferentes duracdes de jato quente testadas nao contribuiram com aumento
de sinal analitico dos compostos.

A diferenca de temperatura utilizada entre o forno primario e secundario foi
mantida em 5 °C, visto que, devido aos maximos de temperatura permitidos para

cada coluna, nao foi possivel variar este parametro.

Conjunto de colunas n?2 (HP-50+/DB-1ms)

Os periodos de modulacao testados foram de 2, 4 e 6 s e as diferencas de
temperaturas entre os fornos foram de 5, 20, 30 e 40 °C. Devido a maior resisténcia
de temperatura da coluna da ?D (DB-1ms), o método anteriormente utilizado para
1D-GC foi modificado ao final para uma isoterma a 280 °C (temperatura limite da
HP-50+, no modo isotérmico) com durag¢ao de 30 min. Esse aumento de temperatura
possibilitou diminuicdo no tempo total de andlise em relagdo a 1D-GC, ja que os
compostos eluiram em menor tempo de retencao. O Py que resultou em melhor
distribuicado dos picos cromatograficos no espago de separagdo foi o de 4 s. A
variacao da diferenca de temperatura entre os fornos nao contribuiu para melhor
separagdo dos compostos e também nao favoreceu o aumento da intensidade de
sinal dos picos cromatograficos. Entretanto, constatou-se que com uma diferenca de
5 °C entre o forno primario e o secundario, os analitos distribuiram-se amplamente
no espaco de separacao, de forma a melhor aproveita-lo.

Um terceiro parametro otimizado foi a duracdo do jato quente. Os valores
testados foram de 0,6; 0,8; 1; e 1,2 s. De forma geral, ndo houve melhoria na
simetria dos picos, quando se alterou a duracao do jato quente, sendo que esse
fator foi calculado da mesma forma como para o conjunto de colunas n®1. Nenhum
dos valores testados contribuiu para a obtencao de bons resultados para a simetria.
Em relacdo a altura dos picos, as maiores intensidades foram obtidas com a
utilizacdo dos jatos quentes com duragdes de 0,8 e 1,2 s, sendo que as alturas
observadas foram muito préximas para esses dois valores. A duragao de 0,8 s foi
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escolhida em funcdo dos valores de assimetria obtidos serem mais préximos dos
valores aceitaveis e por apresentar menor desvio padrdo, em comparagao co 0S

outros valores testados.

Comparacao entre os jogos de colunas DB-5/DB-17ms e HP-50+/DB-1ms

O conjunto de colunas n°1 (DB-5/DB-17ms) proporcionou melhores resultados
analiticos em relacao ao n°2 (HP-50+/DB-1ms) devido ao menor tempo de analise
(29,4 min para o conjunto n°1 e 35,7 min para o conjunto n°2) e melhor resolugao
para permetrina (Rs = 0,72 para o conj. n°1 e Ry = 0,36 para o conj. n2). A
resolugcao entre o propiconazol e trifloxistrobina foi de 0,6 para os dois jogos de
colunas. Diferentemente da 1D-GC, na GCxGC mais de dois picos podem ser
considerados como vizinhos de um determinado analito e este novo conceito de

% que foi o primeiro autor a propor a

vizinhanga foi introduzido por Schure,
abordagem relacionada a teoria da razdo vale-pico para cromatografia
bidimensional. Para tanto, utiliza-se a distancia entre os méaximos de dois picos, 0
ponto de menor intensidade na reta entre estes dois picos e os valores de
intensidade nesses trés pontos. Contudo, essa abordagem é valida apenas para
picos gaussianos. Peters e colaboradores®® propuseram uma abordagem para
célculo de resolugdo baseada na teoria da razao vale-pico (monodimensional), a
qual pode ser aplicada tanto para picos gaussianos, quanto ndo gaussianos. Por

outro lado, Adam e colaboradores®*

calcularam a resolugdo em GCxGC como
sendo a média euclidiana das resolu¢gées em cada uma das duas dimensdes. Neste
trabalho, as resolu¢des foram calculadas de acordo com esta ultima abordagem.

Em relacdo ao fator de assimetria dos picos, o conjunto n°1 apresentou
melhores resultados, com valores entre 1,1 e 1,8 para o jato quente de 2,1 s, sendo
que apenas quatro compostos apresentaram valores de assimetria acima de 1,2
(triclorfom, tricloroguaiacol, fipronil e difenoconazol). O uso do conjunto n°2 nao
resultou em fatores de assimetria satisfatérios, apresentando valores entre 1,5 a 3,6.
Apesar do conjunto n°1 ter proporcionado maior aproveitamento do espaco de
separacdo, o conjunto n° apresentou picos mais estreitos na 2D, o que resulta em
aumento de sensibilidade pelo aumento na intensidade de sinal analitico e,
eventualmente, aumento na capacidade de pico. Os picos modulados foram cerca

de 8 a 62% mais estreitos que os obtidos para o conjunto n°1, com excecao do
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triclorfom e propanil, que apresentaram picos mais largos, de 31 e 15%,
respectivamente.

A maioria dos trabalhos reportados na literatura apresenta o jogo
convencional de colunas (fase estacionaria apolar na 'D e polar na D) como sendo
0 que proporciona melhores resultados de andlise para agrotoxicos em diversas
matrizes.'®®* Khummueng e colaboradores '” avaliaram trés conjuntos de colunas
para determinacdo de fungicidas em vegetais, sendo dois conjuntos de geometria
inversa (fase estacionaria polar ou de média polaridade na 'D e apolar na ?D) e um
conjunto de geometria convencional. O conjunto de colunas convencional foi
considerado o mais eficiente, pois resultou na separacdo de todos os compostos
estudados e em bons formatos de pico. Entretanto, Bordajandi e colaboradores *°
verificaram que, para a determinac&o de organoclorados, os melhores resultados de
separacgao foram obtidos com conjunto de colunas polar versus ndo polar, apesar da
restricdo de ortogonalidade caracterizada pela utilizagcdo de um conjunto inverso de
colunas. Em concordancia com a maior parte dos estudos relatados anteriormente, o
conjunto de colunas n°1 (DB-5/DB-17ms) apresentou melhor aproveitamento do
espaco de separacdo, com ampla distribuicdo dos analitos na 2D, o que é uma

caracteristica importante e desejavel quando da andlise de amostras complexas.

Analise de Amostras Reais de Sedimentos

A aplicabilidade dos métodos por 1D-GC com a coluna DB-5 e GC x GC com o
jogo de colunas n°1 (DB-5/DB-17ms) foi investigada através da analise de duas
amostras de sedimentos. Em nenhuma das amostras foi verificada a presenca dos
analitos estudados, mas percebe-se claramente, através do cromatograma de uma
amostra fortificada com compostos padrdo (Figura 3), que a analise por 1D-GC
traria prejuizo a quantificacdo, caso fossem encontrados os analitos nas amostras,
devido a coeluigcdo dos mesmos com constituintes da matriz.
FIGURA 3

Uma das técnicas mais empregadas para separacao e andlise quantitativa de
agrotdxicos em sedimentos é a GC/MS no modo monitoramento de ion selecionado
(SIM). Neste caso, mesmo no modo SIM, & possivel que ocorram coeluigbes com
interferentes que apresentam em sua estrutura os ions escolhidos para o
monitoramento dos analitos. A separagdo em duas dimensodes, proporcionada pela

GC x GC, minimiza a possibilidade de coeluigcbes. Em estudo realizado por Smalling
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e colaboradores *’

para determinacdo de agrotdéxicos em sedimento foram
verificados os limite de deteccdo instrumentais para oitenta e cinco agrotoxicos, por
GC-uECD e GC/MS. Os resultados obtidos mostraram a grande sensibilidade da
GC-uECD, pois os limites de deteccao foram mais baixos para essa técnica (0,5 a 1
ug Kg' para GC-uECD e 1 a 2 ug Kg' para GC/MS).

A maior seletividade e capacidade de pico do sistema GCxGC proporcionou a
possibilidade de separacdo entre os analitos e os interferentes da matriz, fazendo
com que seja possivel o emprego da GCxGC com um detector seletivo, como o
LECD para determinagdo desses compostos em sedimentos. Outra opgao seria o
uso de um detector universal, como o TOFMS, que permite deconvolugéo espectral
nos casos de coeluicdo. Entretanto, o seu custo é ainda proibitivo para muitos
laboratérios. Por outro lado, o custo de um GCxGC-uECD se assemelha ao de um
GC/MS O UECD é um detector que apresenta alta sensibilidade e seletividade para
a determinacdo de compostos halogenados.®® Essas importantes caracteristicas de
deteccdo quando aliadas ao potencial de separacdo da cromatografia gasosa
bidimensional abrangente propiciam 6timos resultados de separacédo e deteccao.
Assim, os resultados obtidos até agora, apontam para o desenvolvimento de um
método analitico para determinagdo destes oito agrotoxicos em sedimentos

localizados em areas proximas a lavouras de arroz.

CONCLUSOES

A analise das amostras de sedimentos por GCxGC, devido a alta seletividade
e capacidade de pico da técnica, possibilita a separagao dos oito agrotdxicos com
menor probabilidade de interferéncia de constituintes da matriz. Através dos
cromatogramas das amostras fortificadas com padrbes dos agrotdxicos ficou
evidente o maior potencial da técnica GCxGC (conjunto de colunas DB-5/DB-17ms)
em relacdo a 1D-GC para a separacao e quantificacdo dos compostos estudados.
Em relacdo ao tempo de analise, as duas metodologias praticamente se equivalem,
com 27,9 min para 1D-GC e 29,4 min para GCxGC.

Os resultados obtidos até agora apontam para a possibilidade de
desenvolvimento de um método analitico para determinagao destes oito agrotoxicos,
provenientes da orizicultura do Rio Grande do Sul, em sedimentos, através do

emprego de GCxGC-uECD, sem a necessidade de emprego de um detector de mais
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alto custo, como o TOFMS. Tal método podera, futuramente, contribuir para o
monitoramento de rotina da qualidade ambiental dos sedimentos localizados em

sitios préximos a lavoura de arroz neste estado.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1. Comparacdo das médias das respostas relativas dos picos
cromatograficos (n=3) para diferentes temperaturas de injegdo. 1) Triclorfom, 2)
Propanil, 3) Fipronil, 4) Propiconazol I, 5) Propiconazol Il, 6) Trifloxistrobina, 7 e 8)

Permetrina cis e trans, 9) Difenoconazol I, 10) Difenoconazol Il e 11) Azoxistrobina.

Figura 2. Representacdo de um pico cromatografico genérico, ilustrando os
parametros empregados para calculo do fator de assimetria.

Figura 3. Cromatogramas do extrato da amostra de sedimento (A)

monodimensional; (B) diagrama de cores de uma amostra de sedimento fortificada

com 500 ug L-1 de mistura dos padrdes. 1) Triclorfom, 2) Tricloroguaiacol (Pl), 3)
Propanil, 4) Fipronil, 5) Propiconazol | e Il, 6) Trifloxistrobina, 7) Permetrina cis e
trans, 8) Difenoconazol | e Il e 9) Azoxistrobina. As setas indicam os interferentes da

matriz que coeluem com os analitos na 1D-GC.
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Tabela 1. Agrotoxicos estudados, uso, grupo quimico e férmula estrutural.

Nome Uso Grupo Quimico Férmula Estrutural
(@]
Triclorfom Inseticida Organofosforado Cl,C CHP(OCH,),
I
OH
Propanil Herbicida Anilida C'QN”COC”ZC“G
cl
]
N CN
Inseticida Pirazol ¢
Fipronil e N\;[s"o
Cl NH, CF,
cl s Cl
NG
Propiconazol Fungicida Triazol
CH.CHCH, O ch
N
‘ N
a1l
CH,
O\N/ CF,
Trifloxistrobina Fungicida Estrobilurina
CHOW*~co,cH,
Cl\ 4 CH,
Permetrina Inseticida Piretréide CI/C-CH_"{_C%CHQ\@/O\@
CH,
Cl o
Difenoconazol Fungicida Triazol O)D’ Q
Cl
CHaJ:O CH,
N.
N
7
Azoxistrobina Fungicida Estrobilurina N4\|N
o)\)\o
CN CH,O _~

CO,CH,
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Tabela 2. Colunas utilizadas nas otimiza¢des dos parametros cromatograficos para

1D-GC e GCxGC.

Conj.de  Primeira Dimensio ('D) e para 1D-GC* Segunda Dimensio (°D)
Colunas Nome Fase estacionaria Nome Fase estacionaria Dimensoées
5% difenil-95% 50% fenil-50% 1,70 m x 0,18 mm x
(1) DB-5 o DB-17ms o
dimetilpolisiloxano metilpolisiloxano 0,18 um
50% fenil - 50% 100% 1,70 m x 0,10 mm x
(2) HP-50+ o DB-1ms o
metilpolisiloxano metilpolisiloxano 0,10 um

* As dimensées das colunas empregadas em 1D-GC ou na 'D foram sempre 30 m x 0,25 mm x 0,25
um. A coluna DBWAXetr possui fase estaciondria constituida por 100% polietilenoglicol.

Tabela 3. Condi¢des cromatograficas obtidas para 1D-GC.

Colunas Cromatograficas
Condicoes

HP-50+ DB-5

DB-WAXetr

Programacéao de 50°C (1,5 min)-30°C min’

Temperatura (T) do  '/190°C-5°C min™'/220°C-7°C ~ '/180°C-4°C min"'/240°C-

Forno min"/255°C (44 min) 12°C min™//300°C (2 min)
T do Injetor (°C) 280 280
T do Detector (°C) 280 325

Pulso de Presséao

36,6
(s)

29,4

60°C (2,53 min)-35°C min’

40°C (1,5)-12°C
min"'/100°C-30°C
min"'/235°C (44
min)

260

260

36,6
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Tabela 4. Tempos de retencéo (7, ), fatores de assimetria (A,) e desvio padrao (DP)

obtidos para os compostos estudados com as diferentes colunas cromatograficas.

Analito HP-50+ DB-5
tr(min) A (DP) tr(min) A (DP)

Triclorfom 0,77 1,4 (0,07) 0,59 2,0 (0,87)
Tricloroguaiacol

- 7,74 1,5 (0,29) 7,46 1,0 (0,24)
Propanil 10,93 1,0 (0,00) 9,90 1,5 (0,29)
Fipronil 11,77 0,8 (0,14) 12,59 1,0 (0,19)
Propiconazol | 16,54 1,0 (0,19) 16,75 1,0 (0,00)
Propiconazol Il 16,63 1,3 (0,34) 16,98 1,3 (0,33)
Trifloxistrobina 16,87 1,0 (0,14) 17,14 1,1 (0,23)
Permetrina | 21,79 0,9 (0,08) 22,43 1,0 (0,14)
Permetrina Il 22,19 1,0 (0,07) 22,65 1,0 (0,19)
*Difenoconazol | 36,80 - 25,24 1,5 (0,00)
*Difenoconazol Il - - 25,31 1,0 (0,24)
Azoxistrobina 57,35 1,1 (0,07) 25,89 0,7 (0,19)

*O fator de assimetria para o difenoconazol, com a utilizagdo da coluna HP-50+, n&o foi calculado em
fungao da coelui¢édo parcial entre os isbmeros.

Tabela 5. Condi¢des cromatograficas obtidas para GCxGC.

Conij.
Colunas

(1)

()

Temperatura (2C) Tempo (s)
AT entre
~ . Jato
Programacao do Forno Injetor Detector 0s
Quente
Fornos
60°C (2,53 min)-35°C min-'/180°C-4°C min’
] 4 _ 280 320 5 7 2,1
/240°C-10°C min ' /295°C (3 min)
50°C (1,5 min)-50°C min'/190°C-5°C min’
] 4 . 280 335 5 4 0,8
/220°C-5°C min"'/280°C (12 min)

A temperatura do modulador foi mantida a 20 C acima da temperatura do forno primario. Py € o

periodo de modulagdo em segundos.
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Tabela 6. Tempos de retengéo, fatores de assimetria (’A,) e desvio padréo para os

picos na °D com a utilizagao de diferentes duracdes de jato quente.

DB-5/DB-17ms

HP-50+/DB-1ms

Analito

Duracao dos jatos quentes (s) / Desvio padrao

't, (min 'z, (s) ', (min 'z, (s)

1,4 1,75 2,1 0,8 1,0 1,2
Triclorfom 2,80 2,06 |1,2/0,08 1,1/0,00 1,8/0,14|19/0,46 1,7/0,46 1,4/0,00| 2,20 1,58
Tricloroguaiacol
) 793 3,16 |1,8/0,11 2,1/0,38 1,4/0,21 | 27/0,.87 3,4/0,87 2,9/0,62| 7,60 1,80
Propanil 10,61 5,94 |1,50,03 1,6/0,03 1,1/0,31 | 36/0,29 3,9/0,29 3,6/0,48 | 10,80 2,12
Fipronil 13,41 4,94 |1,3/0,07 1,3/0,07 1,3/0,03 | {5/0,00 1,5/0,00 2,0/0,28 | 11,66 2,76
Propiconazol | 17,85 1,36 |1,3/0,11 1,4/0,07 1,2/0,12 |1 9/0,36 1,9/0,36 2,0/0,12 | 16,60 2,40
Propiconazol Il 18,08 1,30 |1,3/0,10 1,4/0,03 1,2/0,06 - - - - -
Trifloxistrobina 18,2 0,90 |1,1/0,07 1,1/0,11 1,2/0,10 | 2.1/0,36 2,0/0,36 1,8/0,21 | 16,86 2,16
Permetrina | 23,33 6,00 |1,3/0,03 1,3/0,10 1,2/0,09|1,8/0,18 1,9/0,18 1,9/0,16 | 20,53 2,26
Permetrina Il 23,56 5,84 |1,1/0,03 1,2/0,03 1,2/0,08 | 2 4/0,00 2,4/0,00 1,9/0,13| 20,73 2,24
Difenoconazol 26,36 5,94 |1,3/0,03 1,5/0,08 1,3/0,04|21/0,17 1,9/0,17 2,2/0,26 | 26,80 3,22
Azoxistrobina 27,18 1,40 |1,3/0,12 1,3/0,06 1,2/0,11|2,2/0,23 23/0,36 2,2/0,20 | 34,06 3,44

JULIANA MACEDO DA SILVA 110



Dissertacao de Mestrado — PPGQ/UFRGS

Figura 1
180 —
C_J280°C
120 = E7z7 280 °C
I =00 °C
140
§ 120
o
=
«o‘_ﬁ 100
©
¥ so
fu]
®
5
[«
w
& a0
20
o
a 1 2
Composto
Figura 2

|
|
|
|
|
|
|
|
|
| 10%
|
/—-7(—%—//

JULIANA MACEDO DA SILVA



Intensidade de sinal (10°)

Tempo de retencdo na D

Dissertacao de Mestrado — PPGQ/UFRGS

Figura 3
(.Y
5

Tempo de retencédo na 'D (min)

JULIANA MACEDO DA SILVA

112



Dissertacao de Mestrado — PPGQ/UFRGS

ANEXO 2. TRABALHO ENVIADO PARA
PUBLICACAO
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APLICACAO DA CROMATOGRAFIA GASOSA BIDIMENSIONAL ABRANGENTE
COM MICRO DETECTOR DE CAPTURA DE ELETRONS PARA DETERMINAGAO
DE AGROTOXICOS EM SEDIMENTOS

Juliana Macedo da Silva, Claudia Alcaraz Zini e Elina Bastos Caramao®.
Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul — Av. Bento
Gongalves, 9500; CEP: 91501-970, Porto Alegre — RS, Brasil.

*e-mail: elina@ufrgs.br

APPLICATION OF COMPREHENSIVE TWO-DIMENSIONAL GAS
CHROMATOGRAPHY WITH MICRO-ELECTRON CAPTURE DETECTION FOR
DETERMINATION OF PESTICIDES IN SEDIMENTS

Abstract

This study evaluated the applicability of GC x GC-uECD for determination of seven
pesticides of different chemical classes in sediments with the column set DB-5/DB-
17ms. The repeatability and intermediate precision of the areas and heights of the
chromatographic peaks were less than 4%. The percentage of recovery for the
compounds investigated were between 52 and 115%. Instrumental LOD and LOQ
were found in the range from 0.60 to 2.31 ug L and 1.83 to 5.62 ug L™, respectively.
The detection limits of the method ranged from 1.43 to 5.78 ug kg™'. Concentrations
of 3.34 ug kg (dry basis) for trifloxystrobin and azoxystrobin (below the LOD) were
found in a sediment sample which was collected close to an area of rice plantation.

Keywords: pesticides, GC x GC, uECD.
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INTRODUCAO

A utilizacdo de agrotéxicos nas producdes agricolas vem obtendo cada vez
mais destaque no cenario mundial. O controle de pragas, através do uso de
diferentes principios ativos, reduziu o indice de doencas para os homens e animais e
proporcionou aumento na produgéo agricola. Contudo, residuos desses compostos
podem permanecer no ambiente por longos periodos e causar impactos nocivos a
diferentes ecossistemas. Nesse contexto, o monitoramento desses compostos em
diferentes matrizes como ar, agua, solo, sedimento e alimentos se torna de extrema
importdncia para que problemas de saude publica sejam minimizados e/ou
evitados.’

O estudo da ocorréncia de agrotéxicos em sedimentos fornece informagao a
respeito da contaminagao do corpo hidrico receptor. O sedimento se comporta como
fonte de acumulacdo de poluentes (compostos organicos em geral e metais, por
exemplo) e este comportamento se relaciona diretamente com sua constituicao
fisico-quimica. Este fato confere ao sedimento grande importancia no que tange a
investigacdo de processos fisicos, geoquimicos e biolégicos no ambiente.? As suas
propriedades fisico-quimicas podem influenciar tanto no transporte e destino desses
compostos no ambiente quanto no comportamento dos mesmos durante as etapas
de extracao, limpeza (clean up) e analise instrumental. A interagdo existente entre os
agrotdxicos e o sedimento pode ser bastante forte, resultando em residuos
quimicamente ligados a matriz. Tendo em vista este contexto, esforgo significativo
vem sendo realizado para o desenvolvimento de métodos eficientes que possibilitem
a andlise multirresiduo de agrotoéxicos, minimizando etapas de extracao e de clean
up das amostras.®*

Atualmente, técnicas rapidas e automatizadas para extragdo de amostras
solidas, que utilizam altas pressbées e temperaturas, vém sendo reportadas com
destaque na literatura. Dentre estas, podem ser citadas a extragdo com fluido

°1-%3 extragdo acelerada

54-56

supercritico (SFE, do inglés “Supercritical Fluid Extraction”),
com solvente (ASE, do inglés “Accelerated Solvent Extraction”), extracao
assistida por microondas (MAE, do inglés “Microwave Assisted Extraction”), >’ ou
técnica que utiliza forte agitacdo como a extracao por ultra-som (USE, do inglés
“Ultrasonic Extraction”). #%° Outras técnicas como Soxhlet, '®'? extracdo em fase

solida (SPE, do inglés “Solid-Phase Extraction”)'®' e micro extragdo em fase sélida
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(SPME, do inglés “Solid-Phase Micro Extraction”)’>'” também s&o utilizadas para
determinacdo de agrotdxicos em sedimentos. A extracdo por ultra-som € uma
técnica bastante versati que permite a extracdo de varias amostras
simultaneamente, sem demandar o uso de materiais sofisticados.’ O processo de
extracdo por ultra-som proporciona um contato mais efetivo entre a matriz e o
solvente, devido aos processos térmicos, mecanicos e de cavitacdo acustica. A
exposicao a irradiagdo ultra-sénica faz com que haja formagdo de micro bolhas,
quando a pressao negativa exercida no sistema é alta o suficiente; sendo que,
durante periodos de pressao positiva, as bolhas sdo comprimidas. Quando ocorre
um colapso perto da superficie de um soélido, causado pela compressao e expansao
das bolhas, as paredes do sélido podem ser danificadas e ter seu conteludo
(analitos) liberado para o meio."®

Atualmente, a Cromatografia Gasosa € a técnica mais utilizada para a
determinacdo de agrotoxicos em diferentes matrizes.?® A Cromatografia Gasosa
Bidimensional Abrangente (GC x  GC) é uma técnica relativamente recente,
idealizada em 1991 por Liu e Phillips®' e que apresenta grande poder de separacéo.
Na GC x GC, duas colunas cromatograficas de diferentes mecanismos de retencao
sdo0 acopladas em série, sendo a coluna da primeira dimensao (‘D) comumente de
30 m de comprimento e didmetro interno de 0,25 a 0,32 mm. A coluna da segunda
dimens&o (°D) deve ser mais curta, do tipo fast-GC, para que o perfil de separacao
obtido na 'D seja mantido.?> O modulador é considerado o “coracdo” da técnica e é
acoplado entre as duas colunas, sendo que sua funcao € de amostrar e focalizar as
pequenas fracdes eluidas da primeira coluna e, em seguida, liberar essas porgdes,
rapidamente, para a segunda coluna.?® O periodo de amostragem corresponde ao
periodo de modulagéo (Pu), que € a duragdo de um ciclo completo de modulagéo, e
ao tempo de separacdo na coluna da segunda dimensdo. Devido ao tempo de
separacao da segunda dimensao ser muito curto, geralmente de 2 a 10 segundos, a
separagdo na segunda coluna é essencialmente isotérmica.** Os picos gerados por
um sistema GC x GC apresentam dois tempos de retencdo, na primeira e segunda
dimensdo (tr e “r, respectivamente). Essa caracteristica proporciona grande
vantagem analitica, pois se refere a dois mecanismos de separagédo, podendo ser
utilizada com o propésito de identificacdo de compostos.?®
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O numero de publicagbes cientificas relacionado a determinacao de
agrotoxicos por GC x GC ainda é relativamente pequeno, mas suficiente para
demonstrar as potenciais vantagens da técnica em relagdo a cromatografia
monodimensional (1D-GC). As principais vantagens apresentadas pela GC x GC em
relagdo a 1D-GC s&o: aumento de resolu¢do; aumento de sensibilidade devido a re-
concentracdo da banda do soluto na 2D, favorecendo a deteccdo de componentes
em nivel de tracos; estruturacdo do cromatograma 2D (bidimensional) de acordo
com as caracteristicas quimicas dos compostos em analise e aumento da
capacidade de pico.??” A Tabela 1 apresenta alguns trabalhos cientificos que
utiizam a GC x GC-LJECD como ferramenta analitica para determinacdo de
agrotoxicos e organoclorados em diferentes matrizes.

TABELA 1

Desta forma, este estudo teve por objetivo a validagdo de um método
multirresiduo, por GC x GC-uECD, para a determinacdo de sete agrotdxicos
(propanil, fipronil, propiconazol, trifloxistrobina, permetrina, difenoconazol e
azoxistrobina) de diferentes classes quimicas (anilida, pirazol, triazol, estrobilurina e
piretréide) em sedimentos de rio proveniente de regides sob influéncia da cultura
orizicola no estado do Rio Grande do Sul. O processo de validacao foi realizado
através da avaliacdo de parametros como curva de calibracdo e linearidade,
precisao (repetitividade e precisao intermediaria), exatidao (teste de recuperacao) e

limites de detec¢ao e quantificagao instrumentais e do método.

PARTE EXPERIMENTAL

Materiais e Reagentes

Os padrbes dos agrotoxicos foram obtidos da Sigma-Aldrich (Seelze,
Alemanha) com pureza superior a 97%. Para as analises quantitativas foi utilizado o
3,4,5-tricloroguaiacol como padrao interno. As solugdes padrdo estoque foram
preparadas pesando-se 0s agrotdxicos em frascos individuais em balanca analitica
de precisdo (Shimadzu, AY220, Quioto, Japdo) e dissolvendo-os em acetato de etila
grau HPLC (Mallincrrodt, Phillipsburg, EUA) em baldes volumétricos de 5 mL,
previamente silanizados. Todas as solucdes foram guardadas em freezer a —18 °C

em frascos de vidro ambar silanizados. O sulfato de sédio anidro (Quimex, Sao
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Paulo, SP, Brasil), utilizado para retirar a umidade residual dos sedimentos, foi
previamente seco em estufa a 400 °C por 4 horas e armazenado em dessecador. Os
papéis filtro utilizados foram de grau quantitativo (Quanty, Alemanha). O banho de
ultra-som utilizado foi Maxiclean (Unique, Indaiatuba, SP, Brasil) com poténcia de
120 Watts.

Amostragem e Preparacao da Amostra

As coletas foram realizadas por técnicos da FEPAM (Fundacédo Estadual de
Protecdo Ambiental Henrique Luiz Roessler) na regido da Bacia do Rio Santa Maria
e na regido do Rio Gravatai, no estado do Rio Grande do Sul. Foi coletado em
média 1 kg de sedimento, com retirada de qualquer vegetagcao presente, proximo a
margem, em locais de deposicao de particulas finas (preferencialmente), e pouca
profundidade. Os sedimentos foram coletados em frascos de vidro e transportadas a
4 °C, até o laboratério, onde foram congelados a —18 °C em freezer, antes do
processo de extracdo. O processo de extracdo empregado foi baseado no método
reportado por You e colaboradores.*’ A &gua residual presente no sedimento foi
retirada e o mesmo foi homogeneizado. Em seguida, foi parcialmente seco ao ar, a
temperatura ambiente, em vidros de reldgio. Para a etapa de extragdo, foram
pesados 20 g de sedimento e adicionados a este, 10 g de sulfato de sédio anidro,
procedendo-se a homogeneizagdo do material. Uma aliquota de 50 mL de uma
solugdo 50:50 v/v de acetona:diclorometano foi adicionada a amostra, a qual foi
submetida a extragcdo em 3 ciclos de 15 min no banho de ultra-som. O extrato foi
levado a secura e o residuo final dissolvido com 1,5 mL de acetato de etila. Para os
testes de recuperacao foram adicionadas quantidades de 300, 60 e 30 yL de uma
solugdo dos analitos a 10 pg L, para obtencdo da fortificagdo a 150, 30 e 15 ug kg
! respectivamente. As amostras foram deixadas em contato com a solugdo padrdo
contendo os agrotoxicos durante 24 horas, apdés homogeneizacao e evaporacao do
solvente. Todos os solventes utilizados para extragao sédo grau analitico (Vetec, Rio
de Janeiro, RJ, Brasil) e bidestilados. A Tabela 2 apresenta as caracteristicas e

localizagao geografica desses sedimentos.
TABELA 2
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Condicoes Cromatograficas

As anadlises foram realizadas em um cromatografo Agilent 6890N (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, EUA) com uECD, equipado com amostrador
automatico Combi PAL (CTC Analytics AG, Zwingen, Suiga). O cromatografo
também possui um forno secundario (LECO, St. Joseph, MI, EUA) e um modulador
térmico de dois estagios com quatro jatos (quad jet) de Ny (dois jatos quentes e dois
frios que sao resfriados por N2 liquido). A coluna utilizada na primeira dimenséo foi
uma DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) e na segunda dimensao, DB-17ms (1,7 m x
0,18 mm x 0,18 um), ambas adquiridas da Agilent Technologies - J&W Scientific
(Palo Alto, CA, EUA). As temperaturas de injecao e deteccao foram de 280 e 320 °C,
respectivamente. O fluxo de gas de arraste (Ho, 99,999%, Linde Gas, Canoas-RS)
foi de 2 mL min™', enquanto que o fluxo de gas de make up (N2, 99,999%, Linde Gas,
Canoas-RS) foi de 150 mL min™. O Py utilizado foi de 7 s, com duragdo de pulso
quente de 2,1 s. A programacao de temperatura do forno foi de 60 °C (2,53 min)-35
°C min-'/180 °C-4 °C min'//240 °C-10 °C min'/295 °C (3 min), com diferenca de
temperatura de mais 5 °C no forno secundario. As inje¢cdes foram realizadas com
volume de 1 pL, sem divisdo de fluxo e com pulso de pressao de 60 psi por 29,4 s. O
desenvolvimento do método de andlise esta descrito em artigo anteriormente

publicado.*?

Validacao do Método

O processo de validagdo possibilita uma avaliagdo da eficiéncia de um
processo analitico, quando do seu desenvolvimento, adaptacdo ou implementacao.
Este processo garante que um método analitico ofereca informagdes confiaveis e
interpretaveis sobre uma amostra.*> Os parametros avaliados no processo de
validacao foram linearidade e curva de calibracdo, precisdo (repetitividade e
precisao intermediaria), exatidao (testes de recuperacao) e limite de deteccao (LOD)
e quantificacdo (LOQ). A curva de calibracdo foi avaliada através da injecao de
solucdes com concentracdes na faixa de 5 a 415 pg L. Cada solucéo foi analisada
cinco vezes. O composto 3,4,5-tricloroguaiacol foi utilizado como padrao interno na
concentracdo de 100 pg L. A precisdo do método foi verificada em termos de
repetitividade e precisdao intermediaria, expressas como coeficiente de variacdo

(CV%). A repetitividade foi avaliada através da analise de oito inje¢des de solucédo
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padrdo a 100 pg L' em um Unico dia e mantendo-se constante as condigdes
operacionais. A precisdo intermediaria foi verificada através da andlise de oito
injecdbes da mesma solugcdo padrdo, mas em dois dias diferentes. O CV% foi
calculado utilizando-se a média das areas e alturas dos picos cromatograficos para
cada agrotdxico. A exatiddo de um processo analitico representa o quanto os
resultados individuais, de um determinado ensaio, concordam com um valor de
referéncia aceito como verdadeiro. Esse parametro mede o desvio do valor obtido
em relagcdo ao valor adotado como real**** e foi avaliado através dos testes de
recuperacao com amostra fortificada (amostra controle) nos niveis de 15, 30 e 150
ug kg™'. O LOD pode ser definido como sendo a menor quantidade de um analito
que pode ser detectada, mas nado necessariamente quantificada, ou seja, é a menor
concentracdo de um analito que pode ser diferenciada do ruido gerado por
equipamentos que produzem linhas de base.** O LOQ é a menor concentracéo do
analito que pode ser determinada com um nivel aceitavel de exatidao e precisdo.* O
limite de deteccdo do método, MDL (do inglés, “Method Detection Limit”) é a minima
concentracao de uma determinada substancia que pode ser medida e reportada com
99% de confianca de que a concentracdo seja maior do que zero. O MDL foi
avaliado através da extragdo de sete replicatas de sedimento fortificado a 10 ug kg™.
A férmula que expressa o resultado € apresentada abaixo:
MDL = st (0,99; n-1)
Na equacdo acima, s € o desvio padrao das replicatas e t € o valor da

distribuicao t de Student, com 99% de confianca e n-1 graus de liberdade.®4®

RESULTADOS E DISCUSSAO

Condicoes Cromatograficas

A Figura 1 apresenta o diagrama de cores obtido para os sete agrotéxicos
com o jogo de colunas DB-5/DB-17ms, onde é possivel observar que os picos
encontram-se dispersos pelas varias regides do espaco de separagao.
FIGURA 1

A utilizagcado deste jogo de colunas favoreceu o aproveitamento do espaco de
separacdo, com ampla distribuicdo dos analitos na 2D, boa simetria para os picos
cromatograficos, caracteristicas importantes e desejaveis quando da analise de

amostras complexas.*? Estes resultados confirmam o que é reportado na literatura,

JULIANA MACEDO DA SILVA 120



Dissertacao de Mestrado — PPGQ/UFRGS

visto que a maioria dos trabalhos publicados apresenta a geometria convencional de
colunas (fase estacionaria apolar na 'D e polar na °D) como sendo o que
proporciona melhores resultados de analise para agrotoxicos em diversas

matrizes.2®*’

Processo de Extracao por Ultra-som

O processo de extracao empregado foi baseado no método reportado por You
e colaboradores.*' No trabalho descrito por esses autores foi utilizada uma etapa de
limpeza com 10 g de Florisil ativado e posteriormente, parcialmente desativado com
6% m/v de agua destilada. Os autores obtiveram bons resultados de recuperacéo.
Entretanto, testes realizados com Florisil durante este trabalho mostraram que para
os sete agrotdxicos em estudo houve adsorcéo irreversivel dos analitos na coluna de

Florisil, o que inviabilizou a utilizagcao desta etapa de limpeza.

Validacao do Método
As equagdes da curva de calibragdo, coeficiente de determinacéo (r°) e faixa

linear de concentragédo sdo apresentados na Tabela 3.
TABELA 3

Através das equacgdes obtidas para as curvas analiticas pode-se observar que
0 método proposto apresentou étima linearidade numa ampla faixa de concentracéo,
com coeficientes de determinagao (r?) entre 0,9920 e 0,9993. Valores de r? acima de
0,98 sdo considerados satisfatérios.*® Para a repetitividade, as areas dos picos
cromatograficos, para os sete compostos, apresentaram valores de coeficiente de
variagdo de 0,64 a 3,78%. Para as alturas dos picos, os valores situaram-se entre
0,77 e 3,16%. Para a precisdo intermediaria, o coeficiente de variagao relativo as
areas dos compostos situou-se entre 0,54 e 3,50% e para as alturas 0,81 e 3,74%.
Os tempos de retencéo tiveram variacdo de 0,00% para a 'D e de 0,11 a 0,66% para
a ?D. Tendo em vista que os valores obtidos para repetitividade e precisdo

intermedidria situaram-se abaixo de 20%,*34°

o método cromatografico proposto
para a determinagédo dos sete compostos pode ser considerado preciso. A Tabela 4

apresenta os niveis de concentracao encontrados para os testes de recuperacao.

TABELA 4
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O presente método se mostrou eficiente (recuperacdo entre 50 e 120% e CV
< 20%) para todos os agrotdxicos para o nivel de concentracdo de 30 ug kg .
Apesar da baixa recuperacao obtida para a trifloxistrobina nos niveis de 15 e 150 ug
kg' e para o propiconazol em 150 ug kg, o coeficiente de variagdo foi menor do
que 20%, o que indica que o método foi repetitivo. Para os compostos difenoconazol
e azoxistrobina houve elevada recuperacao (acima de 120%) que pode ter sido
causada por coeluicdes com interferentes da matriz, no nivel de recuperacao de 15
ug kg'. Para o difenoconazol no nivel de fortificacdo de 150 ug kg”' e para a
permetrina, no nivel de 30 ug kg', houve boa recuperacdo mas a precisdo do
método nao foi satisfatoria (>20%). A resposta relativa obtida para alguns compostos
no ECD, como os hidrocarbonetos, € de 0,01 (tendo como base o clorobenzeno com
resposta igual a 1).>° Caso ocorra coeluicdo dos agrotoxicos estudados com esses
compostos, por exemplo, pode ocorrer uma contribuicdo negativa na resposta
analitica, com diminuicdo de intensidade de sinal. No banho de ultra-som o
transdutor é diretamente preso no fundo da cuba do aparelho e a energia ultra-
sonora é transmitida através da agua.®’ Com isso, ha muita dispersdo de energia e,
conseqguentemente, maior probabilidade de geracdo de pontos de maior € menor
intensidade de extracdo. O sinergismo causado pelo efeito negativo no sinal (sinal
diminuido por coeluicdes com compostos de baixa resposta relativa no ECD) e pela
alta variabilidade no processo de extracdo no ultra-som pode ter contribuido para
que alguns resultados de recuperagdao nao fossem téo satisfatorios. O emprego de
uma sonda de ultra-som poderia melhorar a repetibilidade do processo de extracao,
como ja constatado por You e colaboradores.*’ A Figura 2 apresenta os diagramas
tridimensionais e os cromatogramas reconstruidos da 'D e ?D para amostra de
sedimento fortificada.
FIGURA 2

A Figura 2 propicia a observagao da distribuigdo dos constituintes (padrao e
amostra) no espaco de separagdo, confirmando que a utilizagcdo da técnica
monodimensional (GC-uECD) n&o seria suficiente para obter separacdo entre os
analitos e os constituintes da matriz. A Tabela 5 apresenta os limites instrumentais
de deteccao e quantificacdo e o limite de deteccdo do método para os agrotoxicos
em estudo. Os limites de deteccao e quantificagao instrumentais variaram de 0,08 a

1,07 ug L' e de 0,25 a 3,23 pg L, respectivamente. Os limites do método variaram
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de 1,92 a 4,43 ug kg '. Para fins de ilustracdo, ja que n&o existe legislagdo vigente
que contemple esses agrotéxicos em sedimentos, os LMR dos analitos para a matriz
arroz variam de 0,01 a 2 mg kg™,* evidenciando que os limites encontrados foram

considerados satisfatorios.
TABELA 5

Aplicabilidade do Método a Amostras Reais

A aplicabilidade do método de extragdo foi avaliada através da andlise de
duas amostras de sedimentos — SDy e SD,. Foram encontrados residuos dos
agrotoxicos ftrifloxistrobina e azoxistrobina somente na amostra SD,. O valor de
concentracdo encontrado para trifloxistrobina foi de 3,34 pg kg, em base seca e
para azoxistrobina a concentragao ficou abaixo do LOD. A confirmagédo da presenca
de um determinado analito em uma amostra pode ser realizada através do uso do
detector de espectrometria de massas ou de injecoes em colunas cromatograficas
cujas fases estacionarias propiciem a separacao através de distintos mecanismos de
separacao, caso ndo exista a disponibilidade de um detector de espectrometria de
massas.*' Sendo assim, a confirmacédo da presenca dos residuos de azoxistrobina e
trifloxistrobina foi realizada através de coinje¢cdes em colunas de fases estacionarias
diferentes, com o jogo de colunas HP-50+/DB-1ms, utilizando-se o yECD.

CONCLUSAO

O método de analise de agrotoxicos proposto neste trabalho apresentou
6timos resultados, evidenciando o potencial da técnica de GC x GC para a analise
de poluentes em nivel de tragcos em matrizes complexas. A alta capacidade de pico
da técnica contribuiu para que o processo de quantificagcéo tivesse pouca influéncia
de coeluicbes de interferentes da matriz com os analitos em estudo, apesar de as
amostras nao terem sido submetidas a uma etapa de limpeza. Além disso, 0s
valores encontrados para os limites de deteccdo e quantificacdo comprovam a
grande sensibilidade da técnica. Este trabalho amplia o uso da GC x GC para mais
uma situacdo especifica de relevante importancia ambiental, visto que o nimero de
aplicacoes desta técnica ainda é pequeno na literatura cientifica. O método em
questao pode ser empregado por laboratérios de instituicdes governamentais de
fiscalizacdo ou por outros laboratorios prestadores de servigo, contribuindo assim
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para obtencao de informacdes relevantes sobre estes compostos no meio ambiente
ou sobre um possivel mau gerenciamento de sua aplicagcdo nas lavouras.
Informagdes obtidas por métodos analiticos como este podem minimizar riscos de

poluicdo do meio ambiente e também riscos a saude da populagao.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1. Diagrama de cores obtido para a mistura de padrdes a 100 pg L™

1) Tricloroguaiacol (Pl), 2) Propanil, 3) Fipronil, 4) Propiconazol | e Il, 5) Trifloxistrobina, 6) Permetrina
cis e trans, 7) Difenoconazol | e Il e 8) Azoxistrobina.

Figura 2. Diagrama tridimensional (3D) com reconstﬁugéo dos cromatogramas da 'D
e °D: (1A) dos padrées na concentracdo de 200 ug L - (B) da amostra fortificada a 15
ug kg .

1) Tricloroguaiacol (Pl), 2) Propanil, 3) Fipronil, 4) Propiconazol | e Il, 5) Trifloxistrobina, 6) Permetrina
cis e trans, 7) Difenoconazol | e Il e 8) Azoxistrobina.
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TABELAS
Tabela 1. Aplicagdes da GC x GC a agrotéxicos e outros poluentes em diferentes matrizes.
Analitos Tipo de amostra Deteccéao Ref.
Seis compostos da classe dos piretroides Uva LECD 28

Agrotédxicos organoclorados (OCPs), bifenilas policloradas (PCBs), éteres
difenilicos policlorados (PBDESs), dibenzo-p-dioxinas policloradas (PCDDs), Carne de porco, LECD 29
dibenzofuranos policlorados (PCDFs), naftalenos policlorados (PCNs), terfenilas ovos e leite materno
policloradas (PCTs) e toxafeno (CTT)

Cinco enantidmeros do toxafeno Oleo de peixe neCD 30

Agrotoxicos organoclorados (OCPs), bifenilas policloradas (PCBs) e polibromadas
(PBBs), éteres difenilicos policlorados (PBDEs), dibenzo-p-dioxinas policloradas
(PCDDs), dibenzofuranos policlorados (PCDFs), naftalenos policlorados (PCNs), Sedimento e poeira LECD 31
terfenils policlorados (PCTs), toxafeno (CTT), naftalenos (PCNs) e dibenzotiofenos
(PCDTs)
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Analitos Tipo de amostra Deteccao Ref.
Nove fungicidas Vegetais LECD 32
Toxafeno Misturas técnicas LECD 33
Eteres difenilicos policlorados, bifenilas policloradas (PCBs) e polibromadas (PBBs) )
o Leite e soro humano  TOFMS 34
€ agrotoxicos organoclorados (OCPs)

20 agrotdxicos de diferentes classes quimicas Maca e péssego TOFMS 35

. _ o Chés de frutas,
36 agrotéxicos de diferentes classes quimicas TOFMS 36

verde e preto

Compostos organoclorados, tridecano, benzenos, fendis, naftalenos aminas e ] B
Mistura de padroes FID 37

ftalatos

15 agrotéxicos de diferentes classes quimicas Soro humano FID 38
32 compostos pertencentes a classe dos organoclorados e organofosforados Fumo TOFMS 39
106 agrotoxicos e outros poluentes, como PCBs e HPAs Cereal TOFMS 40
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Tabela 2. Localizagdo geogréfica e caracteristicas fisico-quimicas dos sedimentos

analisados.
Localizacéo Carbono . . .
Amostra o L Cascalho Areia Silte Argila
Geografica Organico
(%)
31°8’ 11” — latitude sul
SD; 54°22’ 42" — longitude 2,53 3,20 70,97 19,49 6,33
oeste
30°16’ 49” — latitude
sul
SD, ) 0,99 0 83,11 10,20 6,69
54°54’ 10” — longitude
oeste
29°56’ 10” — latitude
Amostra sul
) 1,98 24,90 66,20 5,08 3,77
controle 50° 36’ 05” — longitude
oeste

Tabela 3. Pardmetros da curva de calibragao para os compostos estudados.

Compostos Equacao da Reta r? Linearidade (ug L™)
Propanil y = 0,0023x + 0,0186 0,9992 5-295
Fipronil y = 0,0061x + 0,0756 0,9945 5-415

Propiconazol 2 y = 0,0044x - 0,0234 0,9920 15 - 295
Trifloxistrobina y = 0,0029x + 0,0061 0,9993 5-415

Permetrina ° y =0,001x + 0,0013 0,9990 5-295
Difenoconazol y = 0,0014x - 0,0058 0,9942 5-415
Azoxistrobina y = 0,0027x + 0,0092 0,9963 5-415

a,b A
Soma dos isdmeros.

JULIANA MACEDO DA SILVA
130



Dissertacdo de Mestrado — PPGQ/UFRGS

Tabela 4. Niveis de recuperacao em base seca e coeficiente de variacao (CV %) para

0s compostos estudados em sedimento.

Nivel de

150 (ug kg™)

fortificacao 15 (kg kg 30 (ug ka™)

_ Recuperagao CVv Recuperagao CVv
Analito (%) (%) (%) (%)
Propanil 74 13 67 9
Fipronil 64 14 67 11
Propiconazol ? 54 7 61 9
Trifloxistrobina 40 9 52 9
Permetrina® 133 20 52 30
Difenoconazol 254 15 115 9
Azoxistrobina 127 14 78 9

Recuperagéo
(%)

60
65
47
42
39
92

62

cv
(%)

20
18
18
16
23
24

20

a,.b . A
Soma dos isbmeros.
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Tabela 5. Limite de deteccédo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ) instrumentais e o

MDL para os compostos estudados por GC x GC.

Compostos LOD (ug L") LOQ (ug L) MDL (ug kg™)

Propanil 1,07 3,23
2,95

Fipronil 0,26 0,77
3,06

Propiconazol ? 0,08 0,25
1,92

Trifloxistrobina 0,25 0,74
1,97

Permetrina ® 0,19 0,58
2,44

Difenoconazol 0,64 1,94
4,43

Azoxistrobina 0,35 1,06
2,36

3P Soma dos isdmeros.
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