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RESUMO

Este trabalho apresenta um estudo sobre o desenvolvimento do método de analise
multiclasse/multirresiduo de pesticidas para ser aplicada &s 4guas do Rio Cai, um dos
formadores do Lago Guaiba.

A importéncia deste estudo se deve aos seguintes fatos: existe uma produgio agricola
diversificada na bacia hidrografica do Rio Cai, levando & utilizacio também diversificada de
pesticidas (em torno de 40 tipos); suas dguas sdo utilizadas em vérias cidades situadas na
regifo e, além disso, Porto Alegre retira a 4gua que consome do Lago Guaiba. Sendo assim, €
necessaric um controle permanente da qualidade dessas 4guas.

O estudo consta da otimizagdo de cada uma das duas etapas da andlise: a pré-
concentracdo, feita através da extracio em fase sélida (SPE), e a andlise propriamente dita
feita através da cromatografia gasosa capilar com uma coluna apolar € outra medianamente
polar, utilizando diferentes detectores (ECD, NPD, MSD).

Na otimizag@o da SPE foram estudados principalmente a técnica de empacotamento
dos cartuchos, as fases sélidas, a adigdo de modificador de polaridade & amostra e o solvente
de eluicdo. Foi feita a opgéo pelo empacotamento misto (seco e em seguida ressuspendido nos
solventes de ativacio e condicionamento), pela SPE em série (XAD-7 — Ciz — pNNPA),
pela adicdo de metanol (solugdo 20%) como modificador de polaridade e pela elui¢do com

uma solugdo binaria de solventes (10% rn-hexano em acetato de etila).

Na otimizac¢io da analise cromatografica foram estudados: o modo de injegdo, o tempo
de amostragem, a linearidade do detector, a faixa de linearidade, 0 LOD e o LOQ de cada
pesticida.

O resultado mostrou que o método estudado permite a andlise dos pesticidas citados,
com resposta no ECD, com a faixa de recuperac¢io entre 79,8 % para o forato e 120,2 % para
a simazina, ficando abaixo apenas o mevinfos (60,2 %) e o folpet (67,0 %). Enquanto no
GC-MSD a faixa de recuperacdo obtida foi de 71 % para a simazina a 127 % para o
metolacloro. Ficaram fora da faixa de recuperagdo exigida os compostos que apresentam
picos mal formados, o que leva a um alto desvio padrio relativo nas medidas das édreas, como
malation, iprodiona, flumioxazin e cis-permetrina. O mevinfés e o acefato, que co-eluem,

também tém a andlise dificultada.



XIvV

Os LOD determinados estdo em uma faixa que varia de 2,3 x 10~ para o oxadiazon a
0,261 pg mL™" para a simazina, no GC-ECD e de 0,839 para o forato a 15,2 pg mL™' para a
Iprodiona, no GC-MSD. Os LOQ variam de 7,8 x 10~ para o oxadiazon a 0,868 para a
simazina, no GC-ECD e de 2,8 para o forato a 50,6 pg mL™ para a iprodiona, no GC-MSD.

As faixas de linearidade variaram de 5 a 25 ng mL™' para o oxadiazon até 297 a
990 ng mL™! para o mevinfés, no GC-ECD. Enquanto no GC-MSD as faixas encontradas
foram de 593 a 5600 ng mL™" para o forato até a de 3370 a2 6720 ng mL™" para a deltametrina.

O método estudado e otimizado foi aplicado a uma amostra coletada no Rio Cai, em
novembro de 2003. Embora esta amostra nio tenha apresentado contaminacgo por residuo dos
pesticidas, nos niveis estudados, com a amostra real fortificada, analisada pela mesma
metodologia, foram obtidas recuperacdes dentro dos niveis aceitaveis (entre 84,4 ¢ 116,2%),
na maioria dos pesticidas, para uma metodologia multiclasse-multirresiduo. As excegdes
foram metamidof6s, mevinfos, acefato, captan, folpet e vamidotion (baixas recuperagdes) €
ainda metalaxil e iprodiona (altas recuperacdes).
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ABSTRACT

This work comprehends a study on the development of methodology for
multiclass/multiresidues pesticides analysis to be applied to the waters of Cai River, one of
the main forming streams of Guaiba Lake (Rio Grande do Sul).

The importance of this study is due to the following social-environmental
characteristics: presence of a diversified and extensive farming activity along Cai Basin,
which in turn leads to a wide use of several pesticides (around 40 different types). Besides,
most of the towns located in the Cai Valley are supplied by water from Cai River, as well as
Porto Alegre (state capital) which is supplied by water from Guaiba Lake. Thus, it becomes
necessary to have a permanent and efficient control of water quality.

This study encompass the optimization of two main steps in the analysis: (a) pre-
concentration, done by solid phase extraction (SPE) and (b) final analysis, carried out by
capillary gas chromatography, using one polar column and one medium polarity column and
differents detectors, such as ECD, NPD and MSD.

For the SPE optimization, the study focused on cartridge packing, the nature of the
solid phases, the addition of a polarity modifier to the sample and the elution solvent. It was
decided to choose mixed packing (dry, followed by resuspension in activating solvents and
conditioning), tandem SPE (XAD-7 — C;3 — pNNPA), the addition of methanol (20%
solution) as polarity modifier and elution with a binary solvent mixture (10% n-hexane in
ethyl acetate).

For the optimization of the chromatographic analysis the study focused on injection
mode, sampling time, detector linear range, LOD LOQ and linear range for each pesticide

under investigation.

Experimental results pointed out that for ECD, the chosen methodology allows the
analysis of the selected pesticides, with a recovery range between 79.8 % for phorate and
120.2 % for simazine. Mevinphos (60.2 %) e folpet (67.0 %) were below the minimum
required value (70 %). For those with response on GC-MSD, the recovery ranges were: from
71 % for simazine to 127 % for metolachlor. Some pesticides, like malathion, iprodione,
flumioxazin and cis-permethrin, gave values outside the required recovery range, because
presented distorted peaks with a high RSD in the integration values. Mevinphos and acephate,

exhibited co-elution.
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Experimental values for LOD were in the ranges of 2.3 x 10~ for oxadiazon to
2.6 x 107" pg mL! for simazine, using GC-ECD, and of 8.4 x 107" for phorate to
15.2 pg mL™ for iprodione, using GC-MSD. While values for LOQ ranged from 7.8 x 107
for oxadiazon to 8.7 x 10™ ug mL™" for simazine, using GC-ECD and from 2.8 for phorate to
50.6 pg mL™" for iprodione, using GC-MSD.

The linearity ranges varied from 5 to 25 ng mL™" for oxadiazon, and up from 297 to
990 ng mL™" for mevinphos, using GC-ECD. However, for GC-MSD, the experimental values
were 593 to 5,600 ng mL™" for phorate and up from 3,370 to 6,720 ng mL™' for deltamethrin.

After optimization, the method was applied to a real sample from the Cai River,
collected in November, 2003. Although this sample showed no contamination by residual
pesticides, at the concentration level under investigation, with a fortified real sample, recovery
ranges were within acceptable levels (between 84.4 to 116.2%), for most chosen pesticides,
using a multiclass/multiresidue methodology. Some exceptions were methamidophos,
mevinphos, acephate, captan, folpet and vamidothion (lower recoveries) and metalaxil and
iprodione (higher recoveries).
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1. FUNDAMENTOS

1.1 INTRODUCAO AO TEMA

A produgido agricola na bacia hidrografica do Cai € bastante diversificada, sendo que
uma das causas € a diversidade de relevo. As dguas do Rio Cai s3o utilizadas por diversas
cidades ao longo do seu curso e ao final desagua no lago Guaiba em cuja margem esta situada
Porto Alegre.

As aguas superficiais devem ser constantemente monitoradas para que seja garantida a

sua qualidade, para que estejam em conformidade com a legislagdo.

Para situagdes como a da bacia hidrografica do Rio Cai € mais eficiente fazer o
monitoramento de residuos de pesticidas através de um método de analise
multiclasse/multirresiduo. Assim varios residuos de pesticidas sdo analisados em uma Unica
marcha analitica. E uma metodologia flexivel, pois muitas vezes novos residuos podem ser
acrescentados sem que o método tenha que ser modificado. A escolha dos pesticidas a serem
incluidos no estudo foi feita com auxilic do Engenheirc Agrénomo Valdir A. Secchi, da
Empresa de Assisténcia Técnica e Extenséo Rural do Rio Grande do Sul (EMATER/RS), que
fez o levantamento dos pesticidas empregados na regifio do Rio Cai, nas cidades que possuem
escritério da empresa. O objetivo da utilizagdo deste levantamento sempre foi o de uma
aplicacio real para a metodologia desenvolvida. O estudo enfocou 22 pesticidas de 10

diferentes classes quimicas.

Para analisar residuos de pesticidas em aguas superficiais € necessario primeiro uma
etapa de pré-concentragdo e limpeza (remogio de interferentes) da amostra, feita aqui através
da extragdo em fase sdlida. Por causa da diversidade de fungGes quimicas e polaridade dos
pesticidas em estudo foi feita a opgio pelo uso de uma seqiiéncia de fases sélidas, com
diferentes caracteristicas. A elui¢do dos analitos foi realizada com uma solu¢do binaria de
solventes orgénicos. A solugdo dos analitos, devidamente concentrada foi entio analisada por

Cromatografia Gasosa.

Quando uma amostra com larga faixa de propriedades quimicas € injetada no
cromatégrafo, pode ocorrer discriminacio. E necessdrio que o injetor esteja livre de sitios

ativos para evitar a adsor¢do e/ou degradacdo dos compostos. A amostra tem que ser



transferida integral e rapidamente para a coluna. O que leva & necessidade de otimizagdo da
injec3o e a utilizacdo de uma alta vazdo do gas de arraste.

Em uma amostra real tem que haver um cuidado especial para que nfo ocorram
resultados falso positivo. Por isto ¢ mandatdrio que, além da anslise, seja feita a confirmac3o.
Para analise de multirresiduo de pesticidas duas séo as opgdes: ou sdo utilizadas duas colunas

com polaridades diferentes ou € utilizado um espectrometro de massas.

As duas opg¢des foram usadas neste estudo. A Cromatografia Gasosa com Detector de
Captura de Elétrons (GC-ECD) e as colunas CROMA 5 e OV 5-MS (apolar) para anélise e as
colunas CROMA 1701 e OV 1701 (moderadamente polar) para confirmagdo. Na
Cromatografia Gasosa com Detector Seletivo de Massas com Monitoramento Seletivo de fons
(GC-MSD-SIM) foi utilizada a coluna OV 5 (apolar), com trés ions para a confirmagio € o

ion mais intenso para a quantificaggo.

Este trabalho teve como objetivo fazer um estudo dos problemas envolvidos no
desenvolvimento de uma metodologia de analise multiclasse/multirresiduo, j& que neste caso
ndo ha uma condicdo ideal de analise. Toda vez que foi feita uma modificagdio com o objetivo
de methorar a recuperagio de uma determinada classe de pesticidas a recuperaco de outra
classe (ou outras) piorou (aram). Em todos os fatores estudados o objetivo foi atingir o meihor

compromisso nos resultados.

1.2 BACIA HIDROGRAFICA DO RIO CAl: RELEVO E PRODUCAO
AGRICOLA

A cidade de Porto Alegre — RS utiliza e € banhada pelas dguas do lago Guaiba, que é

formado por cinco rios, sendo um deles o rio Cai.

A produgdo agricola na bacia do rio Cai, em termos do tipo de exploragdo, area
cultivada e nivel tecnologico, € bastante diversificada e heterogénea. Na porgo mais elevada,
o planalto, apesar do relevo favoravel, o solo com pouca profundidade e rochoso dificulta a
exploracdo agricola, que € feita geralmente em areas individuais reduzidas. Entre as principais
culturas aparecem o milho, a mandioca, o trigo e a batata inglesa. Sdo também produzidos

feijdo, cebola, cana de agticar e batata doce.

Na encosta da serra, a producdo agricola ¢ bem mais variada e intensiva do que no

planalto, ocorrendo em pequenas propriedades rurais, distribuidas em éreas ingremes e as



vezes de dificil acesso, com mio de obra familiar. As atividades abrangem desde a
olericultura (hortalicas), fruticultura, reflorestamento (acécia e eucalipto), producdo de grios,
tubérculos e raizes, até criagdo intensiva de animais (avicultura, suinocultura, bovinocultura
de leite e piscicultura). O terreno acidentade das encostas dificulta ¢ preparo do solo e os
tratos culturais e fitossanitarios, obrigando, na maior parte das vezes, o uso de ferramentas
manuais ou trag3o animal.

Na regido de coxilhas, por sua vez, também se verifica uma produgio variada e um uso
relativamente intenso do solo, mas de forma bem diferente do que ocorre nas encostas. As
lavouras estdo melhor situadas no relevo e, por isso, suas dimensdes sd0 maiores € a
mecanizac3o pode ser utilizada. Predomina o cultivo de frutas citricas, reflorestamento de
acicia e dreas de pastagens para a criagdo de gado. A olericultura também contribui

significativamente para a produg8o agricola.

Nas varzeas que ocorrem na porgéo inferior do rio Cai, em fungdo do relevo plano,
tipo de solo € proximidade da dgua, predomina a cultura de arroz irrigado em rotacdio com
pastagens para criacio de gado, atividades que se desenvolvem em extensas éareas [1].

Como se verifica em todos os tipos de exploragg@o agricola, o emprego de agrotoxicos
para o controle de pragas ¢ doencas das plantas nas éareas irrigadas € generalizado. Na maior
parte das éreas inexistem métodos alternativos de controle, que procurem diminuir a aplicago
desses produtos. Ao contrério, ainda sic comuns casos de utilizacio de uma dose acima da
recomendada ou de excesso de aplica¢Ges preventivas com a finalidade de reduzir os danos a
colbeita. Os prejuizos decorrentes do uso indiscriminado de agrotéxicos abrangem desde
problemas com a satide dos agricultores, custos elevados com a aquisi¢do de produtos além do

recesséario ¢ contaminacio do meio ambiente [1].

Um dos problemas freqiientemente questionados € o transporte dos agrotoxicos ou de
residuos destes para os mananciais hidricos. Todavia, qualquer consideracdio efetuada a
respeito deste tema se depara, ja de inicio, com uma grande dificuldade: especificar e
quantificar cada um dos produtos utilizados na bacia hidrografica do rie Caf {1}.

Essa estimativa € especialmente critica no caso das pequenas propriedades com
sistema de irrigacio, uma vez que sua distribuicfo espacial € espalhada por toda a bacia,
dificultando qualquer controle. Além disso, os produtos empregados dependem muito das
espécies que sic cultivadas em cada local e das condiges ambientais que irfio propiciar ou

ndo o surgimento de pragas e moléstias. Sabe-se que a escolha das espécies tém um carater



dindmico, em fungdo de pregos de mercado, € que a prética da irrigagdo € sazonal, sendo

efetuada nos meses mais quentes do ano.

Para completar o conjunto de dificuldades, nfio existem registros especificos da
comercializacdo de produtos utilizados em éreas irrigadas e em éareas nfo irrigadas. Nessas
propriedades rurais, o eventual transporte dos produtos quimicos utilizados ou de seus

residuos para o leito do rio ocorre principalmente por agfo da dgua da chuva [1}].

1.3 LEGISLACAO

A resolugdo n.° 20 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) de 18 de
junho de 1986 [2] estabelecen, entre outros, os limites de pesticidas para cada classe de agua
segundo seus usos predominantes, conforme pode ser visto na Tabela L

Tabela I: Limites permitidos, em pg L™, de pesticidas para cada classe de 4gua, conforme
Resclucio 20/CONAMA-16/06/86.

PESTICIDAS CLASSE 1 CLASSE 2 CLASSE 3
Malation 0,1 0,1 100,0
Paration 0,04 0,04 350

Organofosforados
Carbamatos totais em 10,0 10,0 100,0
Paration

OBSERVACAO: Classes 1, 2 ¢ 3 sdo classes de dgua doce que podem ser utilizadas para abastecimento
doméstica com diferentes graus de tratamento. O tratamermo de dgua para consumo ndo elimina residuc de

A Portaria n.° 36 do Ministério da Satude de 19 de janeiro de 1990 [3] estabeleceu os
padrdes de potabilidade de dgua destinada ac consumo humano. Nenhum dos pesticidas alvo
desse trabalho foi citado nessa portaria. Esta Portaria foi substituida pela de n.° 1469 do
Ministério da Satide de 29 de dezembro de 2000 [4] que estabelece os atuais padrdes
de potabilidade de agua destinada ao consumo humano. Nesta nova Portaria os pesticidas
estdo dispostos em classes & parte e no case dos pesticidas alvo desse trabatho os valores
mAximos permissiveis (VMP), em pg L', sdo: Atrazina, 2; Metolacloro, 10; Permetrina, 20;
Simazina, 2.

Apenas para comparagdo, registramos que a legislagio na Comunidade Econdmica

Européia estabelece como limites para agua de superficiede 1 a3 pg L 'e para agua potavel o



valor individual de 0,1 ug L™ de residuo de pesticida, sendo que o total de residuos nio pode
ultrapassar o valor de 0,5 pg L™ [5 —8]. Enquanto nos Estados Unidos a regulamentagio ¢
definida e estabelecida de acordo com a toxicidade de cada composto [6, 7].

1.4 PESTICIDAS

14.1 Definicico

Muitas substéncias sio utilizadas na eliminagdo de formas de vida, tanto animais como
vegetais indesejéveis. Elas sfo aplicadas nas culturas agricolas, na pecudria, em nossas casas,
nos jardins e também nos casos de saude publica no combate de vetores de doencas

transmissiveis (maléria, dengue) [9].

O maior uso dessas substincias € na agricultura, no combate as pragas (insetos,
fungos, acaros, etc.) as doengas e as ervas daninhas. Por isto recebem ¢ nome de
defensivos agricolas, enquanto que por influéncia da lingua inglesa também s3o chamados
de pesticidas [9].

1.4.2 Pesticidas Alvo

Os pesticidas alvo deste estudo foram definidos a partir do resultado de levantamento
executado pela EMATER/RS na pessoa do Eng.® Agr® Valdir Antonio Secchi (Arexo A).
Esses pesticidas foram os oficialmente utilizados no ano agricola 1999/2000 nas culturas mais

representativas da regidio escolhida, nos municipios com escritério da EMATER/RS.

Informacdes relacionadas ao uso, propriedades quimicas, propriedades fisicas e
toxicidade de alguns pesticidas, em especial aqueles analisados neste trabalho, estdo
apresentadas no Anexo B.

Dos quarenta e seis pesticidas mais utilizados, segundo o levantamento, foram
descartados como alvo deste estude os inorgénicos (oxicloreto de cobre, sulfato de cobre e
enxofre), o abamectin (proveniente de fermentacdo microbacteriana), o dleo mineral (mistura
de hidrocarbonetos parafinicos, ciclo parafinicos e aromdticos saturados e insaturados
provenientes da destilagdo do petrdleo), os analisdveis exclusivamente por Cromatografia

Liquida e ainda outros por falta de padréo. Os pesticidas alvos sdo apresentados na Tabela I1.



1.4.3 Multiclasse/Multirresiduo de Pesticidas

A contaminagio de aguas superficiais por fontes nio pontuais ¢ um importante
problema ambiental pois € de dificil detecgBio. Quando essas dguas estdo em éareas populosas é
necessario um controle constante, principalmente quando as fontes de contaminagdo estdo
dispersas ao longo do curso do rio, além disso os contaminantes mudam ao longo do ano e
talvez sejam diferentes de um ano para o outro. Nesta situagio monitorar cada pesticida
isoladamente €, além de muito care, pouco predutive, sendo entfio recomendado uma analise
de multiclasse/multirresiduo de pesticidas.

Tabela II: Pesticidas alvo, analisiveis neste trabalho.

PESTICIDA CLASSIFICACAO CLASSE QUIMICA

Atrazina Herbicida Triazina

Simazina Herbicida Triazina

Metolacloro Herbicida Cloroacetanilida

Flumioxazin Herbicida Ftalimida

Captan Fungicida Ftalimida

Folpet Fungicida Ftalimida

Clorotalonil Fungicida Ftalonitrila

Metalaxil Fungicida Alalinato

Iprodiona Fungicida Carbamoil-hidantoina
Procimidone Fungicida Dicarboximida

Fipronil Inseticida Fenil pirazol

Acefato Inseticida e Acaricida Organofosforado

Metamidofos Inseticida e Acaricida Organofosforado

Mevinfés Inseticida e Acaricida Organofosforado

Fenitrotion Inseticida Organcfosforade — Fosforotionato
Fention Inseticida e Acaricida Organofosforado — Fosforotionato
Paration metilico Inseticida € Acaricida Organofosforado — Fosforotionato
Forato Inseticida e Acaricida Organofosforado — Fosforoditionato
Malation Inseticida e Acaricida Organcfosforade — Fosforaditionato
Vamidotion Inseticida e Acaricida Organofosforado

Deltametrina Inseticida Piretréide Sintético

Permetrina Inseticida Piretréide Sintético

Segundo o Pesticides Analytical Manual (PAM) do Food and Drug Administration
(FDA) [10], métodos multirresiduo de pesticidas s3o capazes de simultaneamente determinar

mais que um residuo em uma Unica andlise. Esta capacidade € provida pelas técnicas



cromatograficas — Cromatografia Gasosa (GC) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC), que separam os residuos uns dos outros antes da detecgio. O conceito de
multirresiduo tem a sua dimensfio ampliada quando um unico extrato é examinado também

para diferentes classes — multiclasse/multirresiduo — de pesticidas.

O reconhecimento de que nenhum método multiclasse/multirresiduo €
quantitativamente valido para todos os residuos de pesticidas que sfio detectados € inerente
desta metodologia de analise. Assim, uma nova analise por outro(s) método(s) € requerida
quando um residuo(s) ¢ identificado por um métode que € incapaz de uma identificagdo
confirmatdria e/ou de obter a exatiddo exigida na quantificacdo [10}.

Esse tipo de andlise envolve uma etapa de pré-concentragido das amostras aquosas, que
atualmente ¢ feita principalmente através da Extracdo em Fase Sélida (SPE). Se esta extragio
for feita seletivamente, utilizando mais de uma fase (com diferentes caracteristicas quimicas)
em seqii€ncia, diferentes classes de pesticida sfo retidos em diferentes fases. Benfenati [11}
utilizou, com sucesso, as fases de silica quimicamente ligadas a octadecil e a fenil, em um
mesmo cartucho. J& Nélieu [12] e Sabic [13] utilizaram SPE com os cartuchos em seqii€ncia,
contendo as fases: de silica quimicamente ligadas a octadecil e uma trocadora forte de cétions.
Em seguida os pesticidas s3o eluidos com o solvente adequado. O eluato € entfo, analisado
por GC utilizando detectores especificos (Detector de Captura de Elétrons — ECD ou Detector
Termoidnico de Chama — FTD). A confirmacéc dos analitos € feita com uma segunda coluna
mais polar que a de andlise e/ou por cromatografia gasosa com detector seletivo de massas
(GC-MSD). Dabrowska [14], analisou pesticidas em solo obtendo-os por extrac3o acelerada
por solvente (ASE). Na etapa de limpeza do extrato de solo ele utilizou SPE com uma
combinacgio de trés fases estacionérias em seqii€ncia.

1.5 PRE-CONCENTRACAQ DOS PESTICIDAS

1.5.1 Comparacic de Técnicas: LLE, SPE e SPME

A determinacdo de contaminantes organicos (inclusive pesticidas) em agua € de
fundamental importincia na solugdo dos problemas relacionados a protecdo do meio
ambiente. Quando esses contaminantes estdo em concentragdes baixas na amostra aquosa, na
faixa de pg L', e a quantidade efetivamente analisada ¢ usualmente 1 pL, é necessario antes

de analisé-los, concentra-los, apds sua extragéo da amostra real.



A concentragdo classica € feita por extragg@o liquido-liquido (LLE), e foi revisada por
Namiesnik [15] e por Balinova [16], com 10 referéncias citadas. A LLE apresenta como

desvantagens: grande consumo de solvente, ser demorada e formar emulsio com facilidade.

Atualmente as metodologias analiticas s@o geralmente desenvolvidas tendo como
técnica de concentragdo a SPE que possui vantagens como a utilizacdio de pequenas
quantidades de solvente, rapidez, ndo formacio de emulsdo (j& que uma das fases € s6lida),

possui um alto fator de concentragic € um grande potencial para automacio [16].

Uma alternativa de uso da SPE, com maior sensibilidade, é¢ a Micro Extragdo em Fase
Sélida (SPME) na qual a fase solida consiste em um polimero que recobre uma fibra que ¢
colocada em contato com a amostra [17 —22]. A sua principal vantagem € a inexisténcia de
solvente extrator. A SPME apresenta também algumas desvantagens sendo a falta de
reprodutibilidade a principal delas.

Neste trabatho optou-se por um método analitico baseado na SPE.
1.5.2 Extracio cm Fasc Sélida: Histérico

A SPE teve seu inicio na década de 70 [23]. Em 1972 Burnham [24] usou um
polimerc porosc em uma coluna e percolou até 150 L de &gua para extrair poluentes orgénicos
que conferiam sabor e odor desagradédvel a agua potavel. Em seguida os contaminantes foram
ehiidos da coluna com 15 ml de éter dietilico € separados por GC. O polimero poroso
utilizado foi XAD-2 Rohm and Haas — particulas porosas de poli(estireno) reticulado. Este
métado ficou conhecido como métedo do polimere poreso. Em seguida, ele foi aplicado para
diferentes classes quimicas em um estudo feito por Junk [25] cujos resultados indicaram que o
método era confidvel e exato. Este método foi o precursor da atual SPE. O primeiro cartucho
foi introduzido em 1978, os com formato de seringa em 1979 e as pré-colunas, para
acoplamento com a cromatografia liquida, no inicio dos anos 80 [26]. As resinas do tipo XAD
disponiveis nas décadas de 70 e 80 apresentavam um sério problema: a presenga de
impurezas, como etilbenzeno, acido benzéico, etc., que ficavam aprisionadas na resina
durante a etapa de polimerizagdo. As particulas produzidas ainda tinham que ser trituradas e
peneiradas para que o material tivesse entfic a granulacfc adequada ac usc em SPE. Mas nio
s6 as fases apresentavam problemas, também os cartuchos de poli(propileno), os discos
retentores (frits) ¢ mesmo a fase de C;3 quimicamente ligada a silica lixiviavam

contaminantes para a amostra. Fritz [27] apresenta duas tabelas com os compostos lixiviados



dos componentes da fase solida e em uma delas ele mostra que estes compostos poderiam
variar de um lote para o outro. Mesmo acrescentando uma etapa de lavagem dos componentes
os problemas de repetibilidade/reprodutibilidade persistiam. Sendo assim o desenvolvimento
da técnica foi lento até a década de 90, quando as industrias fornecedoras de componentes
para SPE resolveram os problemas tecnologicos € comecaram a fornecer material confidvel e

reprodutivo.

O grande desenvolvimento da SPE ocorreu a partir de 1994 com os varios
aperfeicoamentos em formato (introdugic das membranas ou discos), automacio ¢ introdugio
de novas fases, agora com a capacidade de aprisionar analitos polares [26, 28]. Uma razio
para este desenvolvimento foi a pressio para a diminui¢c3o do uso de solventes organicos nos
laboratérios, por causa do impacto que a grande quantidade de residuos gera no meio
ambiente. A introducic das listas de compostos a serem controlados (survey list) que
passaram a conter também analitos polares, como alguns produtos de decomposigdo
de micropoluentes organicos também contribuiu para o desenvolvimento da SPE . Estes
analitos polares s@o parcialmente soliiveis em 4agua, por isso possuem uma baixa recuperagéo
na LLE [26, 28]. A importancia dessa técnica para a andlise de tragos orgénicos pode ser
vista através da sua abordagem em livros [27, 29], pelas revisdes encontradas nos
periédicos [23, 26, 28, 30 —35] e pelas novas tendéncias da técnica que sfo apresentadas éor
Pocle [36].

1.5.3 Fundamentos da SPE

A SPE ¢ a técnica de extragdo que coloca uma amostra liquida (ou gasosa) em contato
com uma fase s¢lida (sorvente), onde o analitc ¢ fixado seletivamente na superficie sélida.
Em seguida solventes sdo passados pela fase sélida. O primeiro destes é usualmente o de
lavagem, para remover possiveis componentes da matriz que tenham sido fixados. O solvente
para a eluigdo € colocado em contato com o sorvente para, seletivamente, dessorver o(s)
analito(s).

Este eluato pode entdo passar por um processo de limpeza (clean-up), por uma pré-
concentragio ¢ finalmente ser analisado. O ideal € que a etapa de extragdo faca
simultaneamente o clean-up e a pré-concentragdo. A fase sélida, cuja massa varia de 100 a
1000 mg [37] ¢ usualmente empacotada em pequenos tubos de plastico ou de vidro

(cartuchos). O sorvente também ¢ empregado em discos, semelhantes a um disco de papel de
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filtro, que sdo utilizados em vidraria de filtragdo de solventes. Neste caso as particulas do
sorvente sdo dispersas em uma rede de fibras de poli(tetrafluoretileno) — PTFE. Como a
tendéncia atual ¢ miniaturizagio, Fritz [38] modificou a SPE em disco utilizando uma
membrana com espessura de 1,2 mm e difmetro de 0,7 mm adaptada & agultha de uma
microseringa. No desenvolvimento do método analitico, uma primeira consideragdo € o
processo que ocorre durante a extracio. Ele € compardvel a uma cromatografia liquida onde o
sorvente ¢ a fase estaciondria e a fase mével € a dgua, enquanto na eluicdo a fase movel € o
solvente. Compostos que nic eliem com a &gua sfo retidos na fase estacionéria. Os analitos
apresentam altos fatores de concentragdo quando s@o fortemente retidos no sorvente em
presenca da dgua, permitindo assim a percolagio de um grande volume de amostra, € quando

ha uma baixa retencio no momento da eluigdo com solvente orgénico [28, 37].
1.5.4 Etapas da SPE

A pré-concentragdo da amostra através da SPE consiste de cinco etapas, cada uma
caracterizada pela natureza e tipo de solvente utilizado, que por sua vez depende das
caracteristicas do sorvente e da amostra. As etapas sfo as seguintes: 1. Ativagdo (wetting) do
sorvente, 2. Condicionamento do sorvente, 3. Adic3c da amostra ¢ percolacdo da mesma
através do sorvente, 4. Eluicio dos interferentes (clean-up), 3. Eluic8o dos analitos.

1.5.4.1 Ativacio do Sorvente

A ativa¢do do sorvente permite que as cadeias alquilicas, quimicamente ligadas a
silica, sejam solvatadas e assim se estendam formando uma cerda, o que aumenta a éarea
superficial da silica e assegura um bom contato entre os analitos € o sorvente na fase de
adsor¢@o. Como nas fases poliméricas mais de 99% da édrea superficial da fase estd na érea
interna dos poros, é imprescindivel que a fase liquida penetre nos poros. A permeagdo
completa da dgua através dos poros s¢ € assegurada pela molhabilidade do polimero, primeire
com um solvente organico, miscivel com agua [39]. Portanto, ¢ também importante que a fase
sélida permaneca Gimida nas proximas duas etapas, para uma boa recuperacdo dos analitos.
Esta etapa deve constar de uma lavagem com o solvente de elui¢do do método, depois

metanol e em seguida ¢€ feito o condicionamento [16, 40].
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1.5.4.2 Condicionamento do Sorvente

O condicionamento do sorvente consiste em percolar o solvente (dgua — amostra de
aguas de superficie) ou solucio tampdo, similar & solugfo teste a ser extraida, através da fase
solida. Na etapa de condicionamento, a 4gua, que deve estar em maior quantidade, desloca o
solvente orgédnico da ativagdo e vai ocupando o espago entre as moléculas orgéanicas
solvatadas, o que garante o contato dos analitos com a fase organica na etapa de percolagio da
amostra. Sem ¢ processo de ativagio, ou quando ocorre a secagem da fase antes que seja
iniciada a terceira etapa, ocorre o colapso das moléculas organicas € a agua passa por
caminhos preferenciais, mais hidrofilicos, nfio acontecendo o contato dos analitos com a fase
orgdnica, portanto ndo ha retencdo dos mesmos. Alguns autores [16, 39] ndo fazem distingéo

entre estas duas etapas, considerando-as como uma sé € chamada de condicionamento.

1.5.4.3 Percolacio da Amostra

A seguir a amostra € adicionada e a sua passagem ¢ forcada através da fase solida,
utilizando-se ou vacuc na saida ou uma leve pressfo positiva no topo das minicolunas.
A velocidade de percolagdo da amostra tem que ser ajustada porque tem que haver um
balango entre o tempo necessério para que toda a amostra passe através da fase € o tempo
necessario para que se estabeleca contato entre o analito e a fase. Para cartuchos esta
velocidade deve ficar entre 3 ¢ 10 mL min™ [29].

1.5.4.4 Eluicdo dos Interferentes

Este processo € seguido pela lavagem com o solvente adequado para que substincias
estranhas possam ser removidas sem que os analitos sejam afetados. O ideal € que a extracio
e a eluicdo dos interferentes ocorram na mesma etapa. Isto pode ser conseguido através da
escolha criteriosa do adsorvente ou uma combinacdo deles e/ou o condicionamento da
amostra através do pH ou da forga i6nica. Em amostras aquosas ambientais o ponto critico

tem sido a remogdo de acidos hiimicos e falvicos [26].
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1.54.5 Elicio dos Analites

A etapa de eluigdo dos analitos, a de maior interesse, depende da interagdo deles com a
fase sélida € com ¢ solvente a ser usado. O solvente de ehuigdo deve ficar em contate com a
fase s6lida, que contém os analitos, por pelo menos 1 min e em seguida escoar com baixa
velocidade, gota a gota [37] O solvente escolhido deve ser forte o suficiente para remover
todos os pesticidas enquanto deixa retido o maximo de impurezas possivel. Os analitos sdo
eluidos da fase sélida com ¢ minime de solvente, o suficiente para remové-los
quantitativamente [29]. A polaridade do solvente determina a sua forga como tal, ou seja, a
sua capacidade de eluir o analito usando quantidade reduzida de solvente. Para se ter um bom
solvente na extragdo dos pesticidas da fase sélida, pode-se usar um tnico solvente, ou uma

mistura binaria {41}, ou eventualmente uma mistura ternéaria [42].
1.5.5 Fatores que Afetam a SPE

O estudo dos fatores que afetam a SPE ¢ feito através da medida da recuperacéo.
Recuperacio ¢ a razdo entre a quantidade extraida e a quantidade percolada, expressa em
percentagem. Alguns desses fatores sfio: 1. Tipo de agua analisada, 2. Presenga de outras
substancias — interferentes, 3. pH da amostra, 4. Volume de amostra, S. Adigdo de um
modificador de polaridade na amostra.

1.5.5.1 Caracteristicas da Agua Analisada

No desenvolvimento da metodologia de andlise multiclasse/multirresiduo de pésticidas
se inicia com &gua pura, ou seja a amostra tem baixa forga iGnica € esta livre de particulas
coloidais. Contudo uma amostra real contém vérias substancias que podem afetar em maior

ou menor grau a recuperagdo obtida na SPE.
1.5.5.2 Presenc¢a de Qutras Substincias

A presenca de 4cidos humicos e fulvicos na amostra diminui a recuperagdo dos

analitos uma vez que estas substdncias se apresentam em estado coloidal e funcionam como
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concorrentes dos sitios ativos das fases estaciondrias. Os analitos sdo adsorvidos por essas
particulas através de ligagcGes covalentes, ou compostos de transferéncia de carga, ou ligacoes
de hidrogénio, ou por interages de Van der Waals [39]. Como essas particulas apresentam
poros, a drea superficial especifica € grande, ¢ que aumenta ainda mais a competicio com a
fase sélida.

A presenca de detergente na 4gua diminui a reteng8o de pesticidas em fase s6lida, um

efeito devido provavelmente ao aumento de solubilidade dos pesticidas em agua [39].
1.5.5.3 pH da Amostra

O pH também afeta a andlise de uma amostra ambiental, ja que afeta a estabilidade dos
pesticidas, bem como a estabilidade de algumas fases s¢lidas. O ajuste do pH ¢ necessério
para garantir que os compostos a serem analisados estejam na forma apropriada para serem
retidos pela fase utilizada. As fases a base de silica quimicamente modificada podem
sofrer hidrdlise em valores extremos de pH. Sendo assim, a faixa de trabalho recomendada é
2 < pH < 8. A maioria das fases poliméricas nio sdo afetadas por extremos de pH, embora
alguns acrilatos possam ser hidrolisados em pH alto [39}.

1.5.5.4 Volume de Amostra

O volume de amostra também deve ser considerado cuidadosamente [39], pois
a recuperacidco na SPE € fortemente afetada por ele. Este volume costuma ser na faixa de
0,5 — 1 L, embora Benfenati [11] utilize 10 L e Balinova [16] cite referéncias onde também
sdo usados volumes maiores, de at€ 8 — 10 L. Em SPE o solvente no gqual o soluto esta
dissolvido (i.e. 4gua para amostras ambientais) € capaz de eluir o soluto da coluna, ou seja, o
analito tem um fator de capacidade finito no sclvente da amostra. Assim, ¢ cuidade em
estabelecer este volume se deve ao fato de que um maior volume favorece os limites de
detecgio mas por outro lado desfavorece as recuperagGes de alguns compostos, especialmente
os primeiros a serem eluidos dos cartuchos, que se perdem mais facilmente. Além disso,
grandes volumes anulam algumas das vantagens da SPE. O aumento do volume de amostra
leva a um aumento no tempo de extracdo bem como a um aumento da possibilidade de
ocorrer entupimento do cartucho e também a formac¢io de caminhos preferenciais [16]. O

efeito do volume de amostra na recuperagéo em SPE ¢ de importancia crucial para amostras
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ambientais A saturagdo da fase sélida constitui-se em um importante parametro de avaliagdo
da SPE pois indica a quantidade de amostra (ou de analito) que pode ser pré-concentrada,
eluida e assim estaré disponivel para a analise cromatografica.

Trés fatores s@o responsaveis pela saturagdo da fase slida: a retengfo insuficiente dos
analitos pelo sorvente, a saturac@o deste devido ao excesso de analitos € a presenca de outras
substdncias em concentragdo elevada. A retengfio insuficiente dos analitos podera ocorrer
quando estes se encontrarem em niveis muito baixos (soluges extremamente diluidas). Neste
caso, os analitos serdo arrastados pelo solvente da amostra (geralmente agua) ao invés de
ficarem retidos na fase solida. Isto se deve ao deslocamento do equilibrio do processo de
adsorgdo/dessor¢éo no sentido da dessor¢do, em decorréncia do aumento do favorecimento
entrépico da permanéncia do analito na solugdo. A saturagio da fase s¢lida devido ao excesso
de analitos se dd quando a quantidade de compostos que irdo interagir com o sorvente
ultrapassa a capacidade de adsor¢do do mesmo. Quando isto acontece, parte dos analitos
atravessa a fase solida sem a possibilidade de interagir com a mesma, ji que ndo ha sitios
ativos disponiveis para a adsorvé-los. Na presenca de outras substéncias hé uma competigdo,
entre essas substdncias e os analitos, pelos sitios ativos. Desta forma, a massa de analitos
presentes no extrato final (a ser analisado) serd inferior aquela presente na amostra inicial,
havendo perda de analito [37, 43]. ‘

1.5.5.5 Adicdo de um Modificador de Polaridade na Amostra

A escolha do solvente a ser adicionado a amostra aquosa (modificador de polaridade)
afeta diretamente a retencdo do analito na fase s¢lida, bem como a sua eluigio. A razdo para
este comportamento pode ser explicada por Gritti [44], que desenvolveu um estudo sobre
heterogeneidade da superficie de diferentes fases estaciondrias do tipo C;s. Segundo ¢le, a
heterogeneidade pode surgir ou no processo de fabricagdo ou no condicionamento (ativagio),

quando ocorrem diferentes graus de ativagio das particulas de fase.

Para melhorar a etapa de condicionamento pode ser adicionado um modificador de
polaridade. Com a adi¢io de uma alta concentragdo de um modificador orgénico (acima de
60% de metanol), as cadeias de C;s adotam uma conformagio solvatada (como uma cerda) o
que torna a superficie mais homogénea. A heterogeneidade da superficie aumenta com a

diminui¢do do conteido de metanol na amostra, o que equivale a um decréscimo da
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temperatura, ou seja a um congelamento das cadeias de C;3 em uma conformagdo dobrada,
citada na literatura como o colapso das cadeias alquilicas quimicamente ligadas [44].

No desenvolvimento da metodologia analitica muitas vezes é adicionado metanol,
perém em menor quantidade. Quintana [7] adiciona 5 mlL de metanol para 500 mL de
amostra, enquanto Albanis [45] adiciona os mesmos 5 mL s6 que para 1 L de amostra.
Lacorte [46] s6 adiciona 0,5 mL de metanol para 1 L de amostra, porém ele utiliza disco de
Cis. Como nos discos ha um melhor contato entre a solu¢io e a fase sélida, pode ser utilizado
um menor volume de metancl. A adig@io de metanocl além de melhorar a interagio entre
analito e fase sOlida, elimina o fendmeno de adsor¢do nos frascos e tubos de conexdo.
Entretanto a quantidade de modificador deve ser cuidadosamente otimizada, j& que ele
diminui a retencio de compostes polares [28].

1.5.6 Caracteristicas Desejiveis em uma Fase Solida

As caracteristicas desejaveis em uma fase solida sdo uma grande area superficial
especifica, inéreia e capacidade de fixar grande variedade de compostos orgénicos presentes
em grandes volumes de agua. A extragdo em fase sdlida € baseada na distribui¢do de
compostos dissolvidos entre o sorvente sélido € a dgua. Os compostos s3o extraidos da dgua
pelo sorvente de acordo com as suas constantes de distribui¢do para o sistema sorvente-agua
em particular [15]. Sendo que os principais mecanismos de retengio do analito na fase sélida
sdo: adsorgdo e particdo. As fases poliméricas, XAD-4 ¢ XAD-7, retém os analitos através do
mecanismo de adsorgo,enquanto as que s3o a base de silica modificada, como a Cys, 0 fazem
por particdo [39]. Sugere-se que a fase p-NNPA, o faca por adsor¢io, ja que o espagador (é a
parte da molkécula que liga a silica ac grupo de interesse — p-nitroanilina) nfo ¢ longo (C3) e ¢
grupo que foi utilizado para modificar a silica € pequeno ¢ polar.

1.5.7 Problemas no Desenveolvimento da Metodologia Multiclasse/Multirresidue

Os problemas associados & extragdo de compostos com uma ampla faixa de
propriedades fisico-quimicas sio numerosos € podem surgir nas diferentes etapas da
seqiiéncia de SPE. Compostos polares sdo facilmente perdidos durante a percolagdo da
amostra, se hd uma pequena afinidade deles pelo sorvente, enfatizande a necessidade de uma

cuidadosa sele¢@o do mesmo. Por outro lado os compostos apolares s3o eficientemente retidos
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na C;s (fase a base de silica quimicamente modificada através da ligagdo com o grupo
octadecil), contudo, eles tém a tendéncia & adsor¢3o nas paredes dos tubos de conexdo €
frascos plasticos. Além disso, sua dessor¢do pode ser dificil devido a alta retengdo em
sorventes hidrofébicos. A extragio de compostos ionizaveis pode requerer um ajuste do pH da
amostra para melhorar sua retencio. Problemas também podem resultar da perda de
compostos voliteis durante a etapa de concentragio do ehiato. AKm dos problemas
relacionados as propriedades dos analitos, compostos interferentes presentes na matriz podem
ser co-extraidos [28].

O desenvolvimento do método estd relacionado as propriedades dos analitos de
interesse, a faixa de concentrac@o em nivel de tragco que € requerida, & natureza da matriz, ao
tipo de cromatografia envolvida na etapa de separagdo e ao modo de deteccdo. Para entender
o processo de extragdo também ¢ necessario entender as interagdes entre analito, matriz e
sorvente. Os parametros a serem determinados sdo indicados na seqii€éncia da SPE. Séo eles: a
selecdo do tipo € da quantidade de sorvente, a determinacio do volume de amostra que pode
ser aplicado sem perda na recuperagéo, a adi¢do de um modificador de polaridade 4 amostra, a
composicdo € o volume da sclugio de lavagem (cleanup) que pode ser aplicado sem que haja
perda de analito e finalmente a composicdo € o volume de elhiiggo [26].

Koester [47], em uma revisdo sobre andlises ambientais aponta dois caminhos na
selecio das fases para SPE dependendo da especificidade requerida ou do objetive do método
a ser desenvolvido. Quando o objetivo € identificar e quantificar varios analitos com uma
larga faixa de polaridade e de estrutura quimica, fase de largo-espectro, fases misturadas ou
tandem SPE tém sido usadas.

1.5.8 Escolha da(s) Fase(s)

Uma decisdo a ser tomada logo no inicio do desenvolvimento do método de analise €
a seleciio do tipo de sorvente € ¢ modo de extragio em fase sGlida. A escolha das fases
a serem testadas tem como critério a disponibilidade das mesmas no laboratdrio, bem
como o uso indicado na literatura para as fases disponiveis. Neste trabalho foram
testadas quatro fases, com diferentes polaridades: Amberlite XAD-4 ¢ XAD-7, Ci3 ¢
p-nitro-N-propilamina (pNNPA), uma vez que vérios métodos j& foram desenvolvidos
utilizando XAD-4 [7, 40, 48, 49], XAD-7 [50, 51] e C,3 [41, 52 -55].
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Cis é uma fase apolar cujo carater hidrofobico € devido aos grupos organicos (cadeia
hidrocarbénica de octadecil) presentes na superficie da silica, j& que aos grupos silanéis restantes
aplica-se a técnica de “end-capping”(protecdo destes grupos) que consiste em torna-los inertes.
Sendo assim, a fase Cyg € capaz de interagir com outras moléculas apenas por forgas de van der
Waals, as quais sdo muito fracas. Na andlise de residuo de pesticidas em 4guas ambientais €
necessério pré-concentrar grandes volumes de amostra, € para methorar o processo de retencio,
pode ser aconselhavel utilizar C;s cujos grupos silandis restantes ndo tenham sido protegidos,
representada por Cis-OH. A vantagem, neste caso, € que ocorrem também interages mais fortes,
dos tipos dipolo-dipolo, ponte de hidrogénio e eletrostitica, entre os analitos medianamente
polares € os grupos silandis remanescentes da silica, levando a um consideravel aumento na
interagdo entre analitos e fase estaciondria [26]. Observa-se uma relagio direta entre o fator de
retencio do analito e seu coeficiente de particio octanol/agua (P = K,,,,). Assim Cyg € uma boa fase
para reter compostos com Kow > 2, enquanto Ci-OH retém analitos mais polares [28].

Amberlite XAD-4 é uma resina polimérica a base de poli(estireno-divinilbenzeno) que
embora seja apolar, permite uma methor interacdo com compostos pouce polares. Ela possibilita
interacGes mais fortes do tipo 7-% € pode ser utilizada em uma ampla faixa de pH (1 a 14) [26].

Amberlite XAD-7 é também uma resina polimérica a base de poli(acrilato), apresentando
carater hidrofilico. Devido ao fato de ser composta de um polieletrélito, € uma fase bastante polar,
cuja capacidade de adsorcdo € fortemente dependente do pH da solucdo da amostra [56].

p-nitro-N-propilanilina (pNNPA) ¢ uma fase medianamente polar, a base de
silica quimicamente modificada, através da adicdc do substitvinte 4-nitro-N-propilanilina
(Figura 1), permitindo interagdes através da nuvem de elétrons © do anel benzénico. Também
possui grupos polares como os grupos nitro € amina. Sugere-se que a sua eficiéncia em SPE possa
ser afetada pela variagdo do pH da amostra aquosa. Quando a extragdo tem como alvo compostos
analisdveis por cromatografia liquida, existe a possibilidade de testd-la como uma fase idnica,
onde através da variacdo de pH, pode-se levar o analito a ser adsorvido ou eluido.

.

Figura 1. Esquema da estrutura da fase p-Nitro-N-propilanilina (pNNPA).
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1.6 ANALISE CROMATOGRAFICA

1.6.1 Consideracges Gerais

ApoOs a fase de pré-concentragdo dos analitos, executada através da SPE, os mesmos
devem ser separades (por GC elou LC) e, finalmente, identificados. S3c as caracteristicas
fisico-quimicas de cada analito que determinam o tipo de analise ¢ detecgdo. Usualmente sdo
analisados por GC os compostos organoestanho (GC — FPD); organofosforados (GC - FPD e
GC — NPD); triazinas (GC — NPD); piretréides (GC — ECD) e outros. Enquanto que por LC
tem-se: alalinatos, N-metilcarbamatos, dinitro compostos, derivados de benzimidazola
derivados de aminas aromdticas, “quats” (do grupo quimico bipiridilio, sais de aménio
quaternério) ¢ acidos carboxilicos [57]. O Anexo C contém um levantamento das técnicas de
andlise encontradas na literatura para os pesticidas utilizados na regifio da bacia hidrogréfica
deo Rio Cai.

Algumas das vantagens da GC sobre HPLC sdo: separagdo com alta eficiéncia,
disponibilidade de véarios detectores extremamente seletivos € sensiveis € a alta velocidade de
analise. A informag&o obtida por GC pode ser ampliada com a utiliza¢8o de diferentes colunas

¢ detectores simultaneamente [58].

A escolha da coluna depende da natureza dos pesticidas a serem separados. Por
exemplo, para a separacdo de organoclorados e piretréides ¢ usada uma fase estaciondria
apolar como DB-1 ou OV-1 (100% dimetil polissiloxano) e CROMA-5, DB-5 ou BPX-5
(5% fenil — 95% dimeti! polissiloxanc). Para a separagdo de compostes mais polares, como
organofosforados, as colunas CROMA-1701, OV-1701 ou DB-1701 (14% cianopropilfenil —
86% dimetil polissiloxanc) podem ser utilizados. Enquanto uma fase polar como DB-wax
(carbowax) € aconselhdvel para compostos mais polares como metamidofos, apresenta
aplicacdo himitada a alguns detectores, devido a problemas de sangria da coluna. As fases
estaciondrias apolares sdo geralmente as preferidas em métodos de rotina para controle de
multirresiduo de pesticidas, devido a sua robustez [57]. A Cromatografia Gasosa acoplada a
diferentes detectores € a principal técnica de separagdo e identificagdo de multirresiduo de
pesticidas. A identificag@o inequivoca de um determinado pesticida € feita através do uso de
duas colunas cromatograficas: uma apolar e outra polar ou medianamente polar como a
CROMA 1701 ou OV 1701. Sendo assim a analise € feita inicialmente através de um

procedimento de separacdo baseado no ponto de ebulicio dos compostos enquanto a
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confirmagdo da identidade dos compostos € baseada na interagdo seletiva entre analitos e
coluna [59]. Uma outra forma de confirmar a identidade dos pesticidas € o uso de detectores
alternativos, como por exemplo ECD, NPD e MSD.

1.6.2. Injecdo

Na injecio de uma amostra que contenha compostos que apresentem uma larga faixa
de propriedades fisicas ¢ quimicas pode ocorrer discriminac8o. A discriminac8o, conduz 2
falta de repetibilidade e a resultados de baixa qualidade. Consequentemente, € necessério a

otimizac3o do modo de injecdo.

A injec@o no modo splitless permite que seja atingido um baixo limite de detecgdo,
mas pode causar problemas devide ao longo tempo de residéncia da amostra volatilizada no
interior do injetor. O maior tempo de residéncia da amostra nas altas temperaturas do injetor
pode provocar degradacio e/ou adsor¢io de alguns compostos. Consequentemente €
importante que o injetor esteja livre de sitios ativos, porque eles levam a perda de alguns

compaostes ou por adsorgdo ou por degradacg3o.

Em se tratando de andlise quantitativa, € essencial que pelo menos 95% da amostra
injetada seja transferida para a coluna, com um minimo de diluiciio pelo gas carreador. Tal
condigdo € favorecida pela utilizagdo de um gas rapido, como o hidrogénio, e uma alta vazdo,
de pelo menos 2 mL min™' [60, 61]. Klick [62], ao estudar diferentes técnicas de injegdo na
CG, verificou que com uma alta vazgo inicial de gas, a degradagdo dos analitos no injetor,
pela presenca de tracos de impurezas, foi reduzida, consequentemente, ocorreu a diminuicao
do tempo de residéncia da amostra no injetor. Grob Jr. [60] mostrou a dependéncia entre
guantidade de amostra transferida para a coluna e os pardmetros vazic do gas carreador €
tempo em que a valvula de split permanece fechada (periodo de splitless). O periodo de
splitless € um parametro que deve ser otimizado na andlise multiclasse/ multirresiduo. O
melhor tempo de splitless depende do compromisso entre dois fatores opostos: um pico de
solvente estreito {(favorecide por um curto pericdo de tempo em splitless) € uma transferéncia
eficiente da amostra (favorecida por um longo tempo de splitless) [61]. Quando uma amostra
contém varios analitos de diferentes classes quimicas, com diferentes propriedades fisicas, o
tempo ideal de splitless deve ser determinado experimentalmente através do grafico de area

do pico de cada um dos componentes versus periodo de splitless [63 —65].
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Grob [61], ao descrever alguns métodos de inje¢do, mostra que a discriminagdo de
componentes de alto ponto de ebulicio ocorre devido a perdas dentro da agulha da seringa
(ndo volatilizaggio). Ele comprovou que a utilizagdo do método da agulha quente associado ao
de lavagem com sclvente apresenta menos discriminacgio. A comparagio € feita com a injegdc
diretamente na coluna (on-column) que fornece a real composi¢do da amostra, sem

discriminagio [61].

No modo splitless de injecdo a banda é larga e alguma forma de foco secundério
(reconcentracio da banda) ¢ exigido [66]. E necessario utilizar o efeito do solvente. Este
efeito melhora a transferéncia da amostra para a coluna porque a condensagéo do solvente
cria um vacuo na parte de tras da banda de condensac@io. Esta zona de vécuo € entdo
rapidamente preenchida pela amostra vaporizada no injetor, com isso a sua transferéncia
para a coluna ¢ acelerada. Com ¢ efeito do solvente a reconcentracio da banda de solvente &
obtida [60, 61, 63 —65].

1.6.3 Detecgiic

1.6.3.1 Determinacdo da Faixa de Linearidade de Detector [67]

A verdadeira linearidade de um detector é de fato um conceito tedrico, visto que todos
os detectores apenas tendem a apresentar uma resposta ideal em uma determinada faixa de
concentragdo do analito [67]. A real linearidade do detector ira estabelecer a exatiddo da
anélise e, portanto, € importante ter algum métode para medir a linearidade do detector, em
termos numéricos. Um procedimento que pode ser usado, assume que o sinal do detector na
regifio de linearidade pode ser expresso por:

o=yc* 1)
onde: @ € o sinal do detector,

y € uma constante,

¢ ¢ a concentracio do soluto no detector e

a. € o indice de resposta

O valor numérico de o d4 uma medida exata de quio proxima da linearidade estrita

esta a medida do detector. Quando o indice a € 1 o detector é realmente linear, conhecendo o
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valor de a, ele pode ser usado para corrigir alguma falta de linearidade que possa existir,
melhorando assim a exatiddo da analise.

Aplicando logaritmo & equagdo 1, tem-se:
logg=logy+aloge 2

Assim o valor de a pode ser obtido a partir de um conjunto de determinagdes
experimentais quando € feito o grafico de logaritmo do sinal do detector, ou seja, logaritmo da
area do pico vs. logaritmo da concentragio.

A linearidade real s6 pode ser assumida se o indice de resposta () se encontrar entre
0,97 ¢ 1,03. Quando o valor de « estiver fora desta faixa, € necessario usé-lo para corrigir o
resultado, devido a ndo linearidade do detector.

A faixa de linearidade dindmica do detector é a faixa de concentra¢do na qual os
valores numéricos do indice de resposta estio dentro de valores definidos (0,98 <a <1,02). A
faixa dindmica € a faixa na qual o detector continua respondendo a mudangas nas
concentragdes, mas nio quantitativamente (0,98 > o > 1,02). Em altas concentracbes de
soluto o detector se desvia da linearidade e, portanto, assim a faixa dindmica linear ¢ menor
do que a faixa dindmica.

1.6.3.2 Determinac¢ao dos Limites de Detecgiio e de Quantificacio [68]

Para a determinagdo do valor de uma concentrag@o desconhecida, € necessério que seja
construida uma curva analitica, de calibrago, utilizando padrdes analiticos. Estas curvas sdo,
geralmente, graficos do sinal do detector em fungfo da concentragdo do padrdo, e podem ser
expressa por:

S=mc¢ + i 3)

Onde m ¢ a tangente da curva (cu a sensibilidade analitica) ¢ i € ¢ intercepto.

Sendo assim, a concentra¢do de uma amostra desconhecida € obtida através da
interpolacdo, do valor do sinal gerado pela amostra desconhecida, na curva analitica.
Entretanto o grau de precisdo do resultado depende da precisdo que pode ser obtida na

determinagdo dos valores de m e i.
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Valores mal definidos de m ¢ i, devido a falta de linearidade da curva analitica ou da
escolha das regiGes inadequadas de amostragem, resultam em erros considerdveis na
determinacio da concentragio da amostra desconhecida.

A defini¢do qualitativa geralmente mais aceita para limite de detec¢do (LOD) [68] ¢
que, € a concentracio minima (ou massa) de analito que pode ser detectada com um
determinado nivel de confianca. Este limite depende da razio entre a magnitude do sinal
analitico e o tamanho da flutuac3o estatistica no sinal do brance.

Isto €, a menos que o sinal analitico seja maior que o do branco, por um multiplo k da
variac3o do branco, devido ao erro randdmico, € impossivel detectar o sinal analitico com
confiabilidade.

Na medida em que o limite de detecgdo € atingido, o sinal analitico e seu desvio
padrio tendem ao sinal do branco - Sy, € a seu desvio padrdc - 8. Logo o menor sinal
analitico que pode ser distinguido - Sp, € representado pela expressdo:

Se=ks, + S “

Experimentalmente S, pode ser determinado fazendo de 20 a 30 medidas,
preferencialmente em diferentes periodos de tempo. Os dados obtidos sfio tratados
estatisticamente para que sejam obtidos os valores de S € Sp. Para o limite de detecgfio k ¢
igual a 3, 0 que da uma probabilidade apenas de 0,13% de que o sinal medido possa ser
resultado de uma flutuagdo do sinal do branco. Uma vez determinado o valor do sinal no
limite de deteccdo - Sg, ele € convertido em concentrac3o através da sensibilidade analitica,

ou seja, a inclinagfo da curva analitica (equagdo 3).
tm=(Sm— Sp}/m 5)

A fim de obter-se o limite de quantificagdo (LOQ) € necessario aumentar o grau de
confiabilidade, assim o valor escolhido para k € 10, na equac8o (4). Da mesma forma, o valor
do sinal resultante da equacio (4) € convertido em concentracdo através da equagdo (5).

1.6.3.3 Detector de Captura de Elétrons (ECD)

A Cromatografia Gasosa é importante na analise de multirresiduo de pesticidas devido
também & disponibilidade de detectores sensiveis e seletivos. O primeire a surgir foi o

Detector de Captura de Elétrons (ECD) que permitiu a analise de vérios pesticidas clorados, e



23

halogenados em geral, em niveis de detecgdo centenas de vezes menores que os dos detectores

de chama entdo disponiveis.

O ECD baseia-se na captura de elétrons gerados a partir de uma fonte de radiagdo f,
geralmente ®*Ni, fechada em uma cela com um gas inerte (N;). Se uma voltagem ¢ aplicada,
os elétrons ao serem capturados pelo 4nodo (eletrodo coletor de elétrons) geram uma corrente
elétrica de fundo. Se moléculas eletrofilicas (por exemplo, compostos orgénicos contendo
halogénio) entram na cela, absorvem parte dos elétrons, sendo negativamente ionizadas [69].
As moléculas negativamente carregadas movem-se mais lentamente que os elétrons livres,
chegando mais tarde ao anodo, e, adicionalmente, podem reagir com ions positivos. Desta
forma a densidade eletrOnica na cela tende a diminuir, ou seja, apenas um pequeno nimero de
elétrons consegue ser capturado pelo 4nodo. O nimero total de elétrons por unidade de tempo
¢ mantido constante pelo aumento da voltagem aplicada e esta variagic de voltagem ¢
proporcional & concentragéo de moléculas que passam pelo detector € absorvem elétrons. A

variacio de voltagem ¢ transformada em sinal cromatografico.
1.6.3.4 Detector de Nitregénic e Fésfore (NPD)

Para compostos organofosforados, e nio halogenados, o ECD ndo possui a mesma
sensibilidade. Neste caso existem detectores especificos como o Detector Fotométrico de
Chama (FPD) que apresenta uma resposta altamente especifica para compostos que
contenham enxofre e fosforo. Outre tipo de detector € ¢ Detector de Nitrogénio e Fésforo que
responde a presenca de nitrogénio e fésforo na molécula. Este detector foi idealizado a partir
do Detector de lonizacdo de Chama (FID) [57]. Pequenas diferencas de projeto no
NPD resultaram em detectores com diferencas minimas entre si: Detector de Ionizagdo de
Chama Alcalina (AFID), Detector de Ionizagdo Termoidnica (TID), Detector Termoidnico de
Chama (FTD) [70 -74].

O primeiro deles (TID) foi proposto em 1964 quando foi observado que, a presenga de
um metal alcalino na chama de um Detector de Ionizagio de Chama (FID), aumentava a
ionizacdo de compostos de nitrogénio e fosforo. Surgiu entdo o primeiro detector com baixo
limite de detecc@o e boa seletividade para estes compostos [S7, 74]. Este detector contém
como fonte idnica uma pérola de um sal de metal alcalino (Rb) ligada a uma espiral de arame
de platina que ¢ suprida com uma corrente alternada que a aquece. Os componentes da

amostra, eluidos da coluna, sdo misturados com uma pequena quantidade de hidrogénio
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colidindo com a pérola de metal alcalino incandescente [70]. Um desenho esquematico deste

tipo de detector esta apresentado na Figura 2 [70].

| Hpr———=- Cabo do sinal
Transformador —§ /INF——— Cabo alimentador

| 1 Isolante
o cerdmico

Sal alcalino

Bico injetor de |
quartzo ;

Figura 2. Esquema geral de um Detector de Nitrogénio e Fosforo [70].

Embora o mecanismo de reag@o deste detector ndo seja completamente conhecido,
pode-se descrevé-lo aproximadamente da seguinte forma: os compostos organicos contendo
nitrogénio sdo transformados em radicais ciano (CN*) depois de sua decomposigio térmica
na superficie do metal aquecido. Os elétrons descarregados pela superficie do metal
sdo fornecidos ao radical CN* que se transforma em ion cianeto (CN"). Estes ions se
combinam com o hidrogénio, fornecido a saida da coluna, enquanto o metal alcalino se
transforma em cétion apés emitir elétrons, gerando uma corrente que ¢ transformada em sinal
cromatogréfico [70]. Um mecanismo muito semelhante pode ser proposto para compostos

fosforados, os quais formariam os fon PO, [71].
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1.6.3.5 Detector Seletivo de Massas (MSD)

As técnicas espectroscopicas, aliadas a Cromatografia Gasosa, sdo particularmente
interessantes por fornecer informacdes sobre a estrutura da molécula da substéncia que foi
previamente separada. A utilizagdio das colunas capilares na GC facilitou o acoplamento da
mesma com a Espectrometria de Massas (MS), tornando-se a Cromatografia Gasosa acoplada
a um detector seletivo de massas (GC-MSD) uma técnica hifenada robusta e largamente
utilizada [75 —81]. A razio disto € a combinagfo da grande capacidade discriminadora da MS
com a capacidade separadora da GC. Em GC-MSD a seletividade ¢ melhorada, se comparada
apenas a MS, pela separagio fisica dos componentes de uma mistura através da
cromatografia, antes da anélise pelo espectrémetro de massas [82].

As caracteristicas da técnica levaram a sua larga utilizag#o, a partir do inicio da década
de 70, nas analises ambientais. Entre os muitos tipos de compostos analisados, destacam-se
os pesticidas, devido a sua toxicidade e efeitos no meio ambiente. Tais caracteristicas
fazem destes compostos uma classe dominante das investigagdes realizadas nas ciéncias
ambientais [79].

Em GC-MSD um dos modos de ionizagdo € o impacto eletronico (EI) onde
fregitentemente ocorre uma fragmentaco significativa do ion molecular do analito. Este nfo é
o modo de ionizagdo indicado para obter a massa molar do composto, caso seu ion molecular
ndo seja suficientemente estidvel. Contudo neste caso a informacio fornecida € o padrio de
fragmentagdo, incluindo as abundéncias relativas bem como as massas dos fragmentos.
Através de uma comparacdc computadorizada dos espectros de massa de compostos
desconhecidos com espectros padrdes, o analito € entfo tentativamente identificado. Os
espectros padrdes ou pertencem 3 biblioteca que acompanha o software do aparelho ou
pertencem a biblioteca que ¢ montada pelo analista utilizando padrdes analiticos, injetados

individualmente.

INSTITUTO DE QUIMICA/UFRGS
BIBLIOTECA
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A Tabela III apresenta dados sobre a pureza declarada e origem dos padrdes de
pesticidas alvo deste trabalho.

Tabela III: Pureza declarada, origem e doador dos padrdes de pesticidas.

Pesticidas Pureza (%) Origem Gentilmente Doado por
ACEFATO 98,5 Hokko do Brasil CROMA

ATRAZINA 99,05 - CROMA

CAPTAN 98,94 Hokko do Brasil Hokko do Brasil
CLOROTALONIL 98 ChemService CROMA
DELTAMETRINA 98,8 Aventis CropScience Ltda. Aventis CropScience Ltda.
FENITROTION 98,1 Supelco CROMA

FENTION 98,0 Supelco CROMA

FIPRONIL 99,4 Aventis CropScience Ltda. Aventis CropScience Ltda.
FLUMIOXAZIN 100 Hokko do Brasil Hokko do Brasil

FOLPET 100 Hokko do Brasil Hokko do Brasil

FORATO 97,6 Cyanamid Cyanamid

IPRODIONA 99,7 Aventis CropScience Ltda. Aventis CropScience Ltda.
MALATION 98 Supelco CROMA

METALAXIL 97,05 - CROMA

METAMIDOFOS 98 Supelco CROMA
METOLACLORO 97,18 CIBA CROMA

MEVINFOS 92 (E) 6(Z) Supelco CROMA

OXADIAZON 99,8 Aventis CropScience Ltda. Aventis CropScience Ltda.
PARATION(PI) 100 Supelco CROMA e LARP
PARATION METILICO 995 Supelco CROMA

PERMETRINA 96,4 Supelco CROMA

PROCIMIDONE 100 Hokko do Brasil Hokko do Brasil
SIMAZINA 99,7 Aventis CropScience Ltda. Aventis CropScience Ltda.
VAMIDOTION 98,4 Aventis CropScience Ltda. Aventis CropScience Ltda.
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As principais fases s6lidas utilizadas neste trabatho foram:
AMBERLITE XAD 4, resina polimérica nfo idnica, poli(estireno-divinilbenzeno)

(PS-DVB), 20 — 60 mesh, Rohm Haas. Tem érea superficial especifica de 750 m® g,
estrutura hidrofobica [51].

AMBERLITE XAD 7, resina polimérica nfo i6nica, poli(acrilato), 20 — 60 mesh, Aldrich
Chemical Company, Inc, Lote # 03001TG. Tem érea superficial especifica de 450 m* g,
estrutura hidrofilica, estabilidade térmica até 150 °C [51}

Cis (6%) padrdes, Sample Prep., “End capped” 35 — 75 um, Alltech Associates, Inc.,
Lote # 167S.

p-NITRO-N-PROPILANILINA (pNNPA): sintetizada no Laboratério de Quimica do Estado
Sélido e Superficies do Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
pelo Prof. Dr. Edilson V. Benvenutti. Foi obtida pelo método de enxertia [83] do substituinte
p-nitro-N-propilanilina nos grupos silanol das particulas de silica com érea superficial
especifica de 320 m” g”'. A fase possui 0,27 mmol de substituinte por grama de silica. Sua
estrutura esta apresentada na Figura 1 (pagina 17).

Os solventes usados foram grau pesticida ou equivalente: Acetato de KEtila,
Mallinckrodt Nanograde; Acetora, grau ACS / HPLC / GC, Mallinckrodt UtimAR;
n-Hexano, pro andlise ACS, Merck, Mallinckrodt Nanograde; Metanol, Mallinckrodt
Nanograde e Tolueno, Mallinckrodt Residue analysis.

A 4gua usada foi de grau Milli-Q. Os demais reagentes foram de grau p.a. ou
equivalente: & de vidre silapizada, Lot. # 1539, Alltech Associates, Inc);
Diclorodimetilsilano (99%, Aldrich); Hidroxido de Potassio (p.a. Merck) e Sulfato de
Sédie anidro (p.a. Merck).

Para a Extracdc em Fase Sohda foram utilizados os seguintes equipamentos:
o Dispositivo para extragio em fase sélida, da SUPELCO (Foto no Anexo D);

e Dispositivo para extra¢do em fase solida, com valvulas de agulha, home made, (Foto
no Arexe D);

e Sistema de vidro para filtragdo de solvente, da Millipore. Usado com o filtro de

membrana para filtrar a amostra real (Foto no Anexo D);
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o Filtro de membrana de éster de celulose, 0,45 pm de poro, 47 mm de didmetro,
branco, liso, Millipore HAWP04700, Lot NR: BIHN35491.

e Disco Retentor de PTFE, utilizado nos cartuchos.
Para a Cromatografia Gasosa foram utilizados trés sistemas:

Cromatografo a Gds com Detector de Captura de Elétrons e Detector de Nitrogénio e
Fdsforo: usou-se um equipamento Shimadzu GC-17A, com coluna capilar € injetor manual
split/splitless. O ECD com fonte de ®*Ni [69] e o NPD [70] operando com uma pérola de sal
de rubidio, cujo esquema geral esta apresentado na Figura 2 (pagina 24).

Cromatografo a Gds com Detector de Espectrometria de Massas: usou-se um equipamento
Shimadzu QP 5050A, com celuna capilar e injetor manual split/splitless, operande no modo
de ionizac3o eletrOnica com 70 eV.

22. AFERICAQ E SILANIZACAO DA VIDRARIA

Como este é um trabalho que visa quantificar residuo de pesticidas, € necessério
tomar-se algumas providéncias para garantir a exatidio dos volumes medidos e evitar
adsor¢do dos analitos na superficie da vidraria. A exatiddo é garantida através da aferigdo das
pipetas ¢ baldes volumétricos [84].

A adsorgdo na superficie do vidro é evitada fazendo-se a silanizaggo de toda a vidraria,
inchusive dos cartuchos, que entram em contato com a solugc@o de pesticidas. Esta silanizacio
é feita com uma solugdo 10% (v/v) de diclorodimetilsilano em tolueno [85]. A vidraria, apos
permanecer durante a neoite em uma solugdo 5% de KOH em etanol, € lavada com é4gua da
torneira e em seguida com a seqiiéncia de solventes: dgua destilada, metanol, acetona,
n-hexano ¢ seca em estufa a 105 °C (com excegdio da vidraria volumétrica, seca ao ar). Uma
vez seca, ¢ imediatamente silanizada ou protegida em folha de aluminio, para posterior
silanizac3o. O material a ser silanizado € entdc cheio com a soluglo silanizante e colocade
dentro de um saco plastico. O saco plastico € purgado com nitrogénio gasoso duas vezes €
permanece inflade com nitrogénio, Sendo fechado com o auxilio de um elastico. A vidraria
permanece dentro do saco plastico, na capela por pelo menos uma noite. Essa caixa de luvas
improvisada com saco pléstico ajuda a aumentar a vida atil da solugio silanizante, case o
clima esteja muito timido, e retém o HCI formado, nfio sendo necessério deixar a exaustdo da

capela funcionando durante todo o processo. Ao término do periodo da reagéo, os frascos sdo
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enxaguados com tolueno e em seguida com metanol, e secos em estufa a 105 °C (com excegdo

da vidraria volumétrica, seca ao ar).

2.3. PREPARO DAS SOLUCOQES

Com o intuito de minimizar os rejeitos € tendo em vista que as solugdes sofrem
degradac3o ao longo do tempo, foram preparados somente 1,00 mL de solugdo dos padrbes
(pesados com precisdo de 10~ ou 107 g) em acetato de etila. Cada solugdio individual foi
chamada de Solucio Estoque (SE). A concentragio da sclugfio estoque de cada um dos
pesticidas variou entre 1000 e 3000 pg mL™. Estas solugdes foram utilizadas em até 6 meses.

A Solucio Mie (SM) contém a mistura de todos os pesticidas, em uma concentragio
multipla da concentragio de trabalho. As Solugées de Trabalhe (ST) usadas foram de dois
tipos: ST1 - solucdo de pesticidas em acetato de etila, obtida pela diluigdo de um volume
definido da SM a 1 mL em acetato de etila, e ST2 - solugdo aquosa fortificada com o0 mesmo
volume da SM usado para obter a ST1. Estas solu¢cdes devem ser analisadas em no maximo
7 dias.

Apds todo o processo de extragdo das ST2, reduz-se o volume a 1 mL e, se a
recuperacdo for de 100%, tém-se as mesmas concentragdes de pesticidas da ST1. Todas as
solu¢des sdo mantidas no freezer, na temperatura de -20 °C. As solugGes aquosas nunca sio

estocadas como tal

Na primeira etapa do trabalho, a quantidade de amostra para cada cartucho foi 100 mL
de solucdio aquosa (4dgua Milli-Q) fortificada com diferentes concentracGes de cada um dos
pesticidas a ser quantificado, conforme a Tabela IV para anilises no GC-NPD, Tabela V
para andlises no GC-ECD ¢ Tabela VI para anélises no GC-MSD. As concentragdes foram
definidas a partir do fator de resposta de cada pesticida nos respectivos detectores utilizados.
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Tabela IV: Concentragdo usada para cada pesticida, nas solugdes ST1 e ST2, para o
GC-NPD.

PESTICIDAS CONC. DA SOL. DE CONC. DA SOL. AQUOSA,
TRABALHO, ST1 (ug mL™) ST2 mgmL'=pgL™?)
Acefato 100 200
Atrazina 50 100
Fenitrotion 50 100
Fention 50 100
Forato 50 100
Linuron 50 100
Malation 50 100
Metalaxil 50 100
Metamidofos 50 100
Mevinfos 50 100
Paration Metilico 50 100
Simazina 50 100
Triclorfon 100 200

Vamidotion 100 200
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Tabela V: Concentragdo usada para cada pesticida, nas solu¢des ST1 e ST2, para o GC-ECD.

PESTICIDAS CONC. DA SOL. DE CONC. DA SOL. AQUOSA,
TRABALHO,ST1 (ugmL")  ST2 (ngmL’'=pgL™)
Acefato 5,00 50,0
Atrazina 2,99 29,9
Captan 3,71 37,1
Clorotalonil 6,23 2,3
Deltametrina 1,75 17,5
Fenitrotion 1,12 11,2
Fention 4,99 49,9
Fipronil 0,49 4,9
Flumioxazin 3,75 37,5
Folpet 2,50 25,0
Forato 1,26 12,6
Iprodiona 0,76 7,6
Malation 1,24 12,4
Metalaxil 5,00 ' 50,0
Metamidofos 4,99 49,9
Metolacloro 2,99 29,9
Mevinfos 1,24 12,4
Oxadiazon 0,34 3,4
Paration Metilico 1,74 17,4
Permetrina 0,75 7,5
Procimidone 0,63 6,3
Simazina 0,45 4,5

Vamidotion 10 100
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Tabela VI: Concentragdo usada para cada pesticida, nas solugdes ST1 e ST2, para o
GC-MSD.

PESTICIDAS CONC. DA SOL.DE CONC. DA SOL. AQUOSA,
TRABALHO, ST1 (ug mL™) ST2 (ng mL™' =pg L)
Acefato 6,1 61
Atrazina 2,8 28
Captan 7,0 70
Clorotalonil 3,5 35
Deltametrina 10,0 100
Fenitrotion 3,5 35
Fention 3,5 35
Fipronil 2.8 98
Flumioxazin 10,1 101
Folpet 7,0 70
Forato 2,6 26
Iprodiona 10,5 105
Malation ' 6,8 68
Metalaxil 2,4 24
Metamidofos 6,0 60
Metolacloro 2,8 28
Mevinfos 2,9 29
Oxadiazon 3,5 35
Paration Metilico 3,6 36
Permetrina 3,0 30
Procimidone 3,6 36
Simazina 3,5 35

Vamidotion 10,6 106
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O volume de cada solugdo estoque € transferido, com micropipetador ou com seringa
de gases (gas-tight), para um balio volumétrico, cujo volume € completado com acetato de
etila. A amostra fortificada, bem como a solugdo de trabalho (em acetato de etila) € preparada
pela adicdo de um determinado volume de solugio mie de modoe a obter a concentragio de
trabalho desejada.

Inicialmente foi utilizado 1 mL de solugéo de trabalho para cada 100 mL de solugio
aquosa a ser extraida em fase sélida. Ac final do desenvolvimente foi utilizado um volume
menor, 50 pL, para as solu¢des analisadas por GC-ECD. J4 para as medidas no GC-MSD o
volume foi de 100 pL.

O padrio interno (PI) foi adicionado, em igual concentracéo, tanto a ST1 como ao
extrato final da ST2 levado a 1 mL.

24. PRE- CONCENTRACAO DE PESTICIDAS

2.4.1. Purificacdo das Fases

As quatro fases sOlidas utilizadas sofreram um processo de purificagdo descrito a
seguir.
XAD-4: foi extraida com duas por¢des de metanol por duas horas em ultra-som, sendo

o solvente removido por decantacio. Em seguida 0 mesmo procedimento foi utilizado com

acetona. A resina foi entdo secaemestufaa 105 °C, por 1 h.

XAD-7: foi usado o0 mesmo procedimento, empregado com a XAD-4, o que acarretou
perdas significativas, uma vez que os acrilatos sfc sohiveis em acetona. A resina foi entdo

secaemestufaa 105 °C, por 1 h.

Cys: foi agitada, utilizando-se um agitador magnético, durante duas horas com
n-hexano. A suspensio foi entdo transferida para uma coluna, contendo 13 de vidre silanizada
na sua base, sendo o solvente escoado por gravidade. A fase foi entfo colocada no béquer, o
novo solvente adicionado € o mesmo procedimento foi repetido. Foram utilizados os

solventes: metanol, acetona e acetato de etila. A fase foisecaemestufaa 105°C ,por 1 h.

PNNPA: foi agitada magneticamente com n-hexano por uma hora e quarenta minutos,

seguida de 7 minutos em banho de ultra-som. O solvente foi removido por decantacéo. O
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processo foi entdo repetido com acetato de etila e em seguida com metanol. A fase foi seca
emestufaa 105°C ,por1 h.

O ultra-som nfo foi mais utilizado porque ele modifica a granulometria original da
fase, além de tornar significativa a perda de XAD-7 quando o solvente utilizado € a acetona.
O procedimento de limpeza que se mostrou adequado consta de uma lavagem exaustiva com

uma seqii€ncia de solventes.

Uma massa de aproximadamente 12 g de XAD-7 foi colocada em um béquer e agitada
em um agitador magnético por 2 minutos com aproximadamente 50 mL de dgua Milli-Q, para
remover sais que funcionam como conservantes [51]. A 4gua foi removida por decantagdo e
50 mL de acetona foram adicionados, sendo a mistura agitada também por 2 minutos. Em
seguida a suspensdo foi vertida em uma coluna de vidro, onde foi adicionada 13 de vidro de
borosilicato silanizada para reter a fase. A acetona escoa por gravidade sendo ¢ excesso
removido com a aplicagdo de uma leve pressdo positiva de nitrogénio no topo da coluna. A
fase parcialmente seca foi colocada novamente no béquer € o procedimento anterior foi
repetido. Por fim com a fase na coluna, a saida da mesma foi fechada e a acetona foi
adicionada, até uns 2 cm acima do nivel da fase. Com um bastdc de vidro, a fase foi
ressuspensa no solvente e em seguida foi deixada decantar enquanto o solvente escoava. Este
procedimento foi repetido mais duas vezes. A fase foi entdo parcialmente seca com fluxo .de
nitrogénio. Ela foi novamente transferida para um béquer, 50 mL de metanol foram
adicionados e a agitagdc mantida por 5 minutos. O procedimente acima foi repetido. A
lavagem continuou, com acetato de etila e, finalmente, com n-hexano, seguindo o mesmo
procedimento. Uma vez removido o excesso de n-hexano, a fase € seca em estufa a 105 °C por
1 h, resfriada e armazenada em frasco individual vedado contendo silica para dessecador.

A lavagem da C,3 foi feita com o mesmo processo, descrito no paragrafo acima porém
os solventes foram utilizados em ordem inversa: n-hexano, acetato de etila, metanol ¢
finalmente acetona. A inversdo da ordem deveu-se ao fato da fase ser apolar, apresentando
melhor interagdo com o n-hexane e, portanto, favorecendo a interacdo subseqiiente dos outros

solventes com as cadeias de C;s.

A lavagem da pNNPA foi feita com os mesmos solventes e na mesma ordem utilizada
para XAD-7, nfic sendo necessédria a lavagem com agua, porque nic hé a presenca de sais

como conservante.
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2.4.2. Empacotamento dos Cartuchos

Neste trabalho, diferentes procedimentos de empacotamento dos cartuchos foram
testados: empacotamento Umide, sem e com ultra-som ¢ empacotamento seco. No
empacotamento umido sem ultra-som, foi preparada uma suspensfio da fase sélida no
primeiro solvente da seqgii€ncia a ser usado no condicionamento, € esta suspensio foi vertida
em uma minicoluna. Esta minicoluna consiste em um tubo de vidro contendo um disco
retentor (disco poroso de poli(tetrafluoretilenc) — PTFE) para evitar a perda da fase
estaciondria. A sedimentagdo ocorre por gravidade e em seguida o segundo disco retentor foi
colocado. No empacotamento dmido com ultra-som a compactacdo da fase solida foi feita
com o auxilio do ultra-som e a minicoluna permanece sob o efeito das ondas por pelo menos
50 minutos. No empacotamento a sece, a fase foi vertida diretamente na minicoluna, o
segundo disco retentor foi colocado e a compactagéo entre os dois feita com o auxilio de um
bastdo de vidro. Dos trés tipos de empacotamento testados, o a seco se mostrou mais pratico.
Observou-se que, ndo importando o tipo de empacotamento utilizado, ocorre o surgimento de
bolhas quando da troca de solventes para os de maior polaridade, sendo o pior deles o
empacotamento a seco. Cada minicoluna contém 500 mg de fase sélida.

Depois de vérias tentativas, um procedimento, aqui designado, empacotamento misto
foi o que apresentou o melhor resultado. A fase € pesada e vertida para uma minicoluna, que
j& contém o disco retentor inferior. O primeiro solvente de ativagdo € adicionado, primeiro
gota a gota para que toda a fase seja molhada com o solvente, depois, uma adi¢3o rapida de
porgdes maiores. Esta adi¢do rapida provoca turbilhonamento do meio e a fase fica suspensa
no solvente, garantinde assimb um bom contato entre os dois, bem como a eliminagdo de
bolhas. O solvente é adicionado até que o cartucho fique quase cheio. Neste momento
permite-se que a fase decante por uns pouces minutos €, em seguida, a vélvula do dispositivo
utilizado para extra¢do € aberta, permitindo o escoamento lento do solvente. O restante do
solvente €, entdo, adicionado. A troca de solvente € feita quando ¢ nivel do primeire solvente
estd proximo ao nivel da fase. Neste momento algumas gotas do proximo solvente sdo
adicionadas e aguarda-se até que o nivel de liguido na minicoluna volte & posi¢3o anterior.
Este procedimento de adicdo de algumas gotas € repetido mais duas vezes antes que uma
quantidade maior de solvente seja vigorosamente adicionada. O processe de condicionamento
foi feito com agua Milli-Q ja que o objeto de estudo € a investigagdo de amostras aquosas. A
adic3o da agua segue o mesmo procedimento anteriormente descrito para os solventes ndo

aquosos. A unica diferenca € que na primeira vez em que o cartucho € preenchido o disco
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retentor superior € colocado no lugar. Para evitar a formagdo de bolhas na superficie do disco
de PTFE (o disco ¢ hidrofébico), o mesmo foi umedecido com um minimo de acetato de etila,
até que fique translicido, molhado. O disco foi colocado no topo do cartucho de forma
inclinada, e com um bastio de vidro foi forgado 2 posigio horizontal na parte superior da fase,
2 medida que a 4gua vai percolando através do cartucho.

2.4.3. Ativagie das Cartuches

Inicialmente todas as fases foram ativadas com 10 mL de metanol seguidos por 10 mL
de agua. Entretanto come ¢ acetato de etila € utilizado na eluigio e tem uma polaridade
menor, ¢ mais indicado para iniciar o condicionamento. Sendo assim, a ativagdo foi feita
com 10 ml de acetato de etila, seguidos por 10 mL de metano! e, finalmente, 20 mlL de agua
Milli-Q.

O condicionamento da C;; foi feito com n-hexano, que € o solvente de maior afinidade
com esta fase totalmente apolar. O procedimento de condicionamento e ativagio da Cyg
consistiu na passagem de 10 mL de »n-hexano através do cartucho, seguidos de 10 mL de
acetato de etila, 10 mL de metanol e, por fim, 20 mL de dgua Milli-Q.

2.4.4. Otimizacic da SPE

A otimizagdo da SPE foi feita através da determinacdo da recuperacdo de cada
pesticida. Come era impessivel trabalhar com uma curva analitica devido ao grande nimero
de analitos, ao fato de eles serem instaveis, & pouca quantidade de alguns padrGes e de ser
uma tinica pessoa para fazer toda a preparacée, a op¢do foi por utilizar as solugdes por um
periodo um pouco mais longo. Assim, sempre que uma extragdo era feita, 1 ml. de uma
solucdo em acetate de etila ST1 era preparada, a partir da mesma solugfo mie usada para
obter a solu¢do aquosa fortificada e com a adi¢do da quantidade adequada de PI. Desta forma
ao fim da extragio, quando o eluato era concentrado a 1 mlL, se a recuperagio fosse de 100%
as duas dreas relativas obtidas no cromatograma, para um mesmo pesticida deveriam ser
iguais. A recuperagdo da extragfo € obtida considerando-se a érea relativa do pesticida como

100% na solugdo dos pesticidas em solvente.



37

Virios foram os fatores otimizados para a extracdo: a comegcar pela escolha das

melhores fases, definicio do solvente de ehigfo, etc. Tais fatores estio descritos abaixo.

2.4.4.1. Escotha das Fases

Em uma etapa preliminar, as extragdes foram feitas em paralelo nas quatro fases
{(XAD-4, XAD-7, Cig € pNNPA) escolthidas para teste.

A primeira etapa consistiu em preparar as solucSes: SE e SM.

Os cartuchos foram entdo empacotados com 500 mg de fase. Utilizou-se o
empacotamente tmido com ultra-som (20 min) e foi realizado ¢ condicionamento das fases.

A solug@o aquosa fortificada (ST2) foi preparada com 5,0 mL da solugdo mie
adicionados & agua, para um volume final de 500 ml, dos quais 100 mL foi percolado em
cada cartucho. A velocidade de percolagio ficou em torno de 3 mL min™'.

O excesso de agua foi removido primeiramente através da passagem forgada de ar pelo
cartucho (a parte inferior do mesmo € mantida sob pressdo reduzida) e em seguida por uma
pressdc positiva de nitrogénic na parte superior do cartucho.

A eluicdo foi feita com 10 mL de acetato de etila e mais trés por¢ées de 1 mL do
mesmo solvente.Com o intuito de secar o cluato em uma coluna de vidro, semethante a uma
pipeta Pasteur, é colocado um pouco de 1d de vidro silanizada como material retentor ¢ em
seguida 1,2 g de Na;SOQ4 anidre. O cluate (em torne de 13 ml) € seco ao atravessar esta
coluna de Na,SO;,.

Este eluato € concentrado com um fluxo suave de nitrogénio. Em seguida ¢ transferido
para um baldo volumétrico de 1 mL. O frasco que continha o eluato ¢ lavado com trés
pequenas porgdes de acetato de etila e cada solvente de lavagem ¢ adicionado ao baldo de
1 mL. O fluxo de nitrogénio ¢ utilizado para manter o volume ligeiramente abaixo da marca
do baldo volumétrico. Alguns microlitros da solugdo de Paration (PI) sfo adicionados, sendo a

concentragio final de 5,1 pg mL™\.

Paralelamente foi preparada a solugdo ST1 contendo o PI, com exatamente as mesmas
concentracdes utilizadas na extracio. Esta solugfio ¢ mantida em um frasco escuro fechado,
a — 20 °C até o momento da analise. A recuperagdo obtida na extragdo é calculada em relagdo

a média dos valores das areas relativas obtidas com essa solugzo.
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Em uma segunda etapa, foi feita uma extragdo em cada uma das fases que estavam
sendo utilizadas: XAD-7 (seca e umida), Cis (velha € nova) e pNANPA. Neste momento era
necesséario purificar mais XAD-7 e utilizar C;3 de um novo lote. Assim foi testada a
possibilidade de utilizar-se a XAD-7 diretamente do frasco (chamada XAD-7 umida). A
purificacdo da mesma foi feita durante o processo de condicionamento que € iniciado com
dgua.

As concentragbes da solugdo aquosa (ST2) e da solugdo dos pesticidas (ST1) em
solvente sic apresentadas na Tabela VI A velocidade de percolacio da amostra foi em torno
de 3 mL min™". Os cartuchos foram secos com fluxo de nitrogénio, colocados em um frasco
com silica para dessecador e guardados no freezer (— 20 °C). A eluigio (com 10% n-hexano
em acetato de etila) s6 foi feita no dia da andlise: C3 foi guardada por dois dias, XAD-7 foi
guardada por quatro dias e pNNPA por sete dias.

A soluggio dos pesticidas em solvente puro € ao eluato da extragfio foi adicionado, em
cada solug3o, 10 pL da soligdo estoque de Paration (PI), sendo a concentragdo final do PI de
0,55 pgmL ™.
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Tabela VII: Concentragio usada para cada pesticida, nas solu¢des ST1 e ST2, para o
GC-ECD.

PESTICIDAS CONC. DA SOL. ST1 CONC. DA SOL. ST2
(ugmL™) (ngmL” =pg L)
Atrazina 0,51 0,51
Captan 0,51 0,51
Clorotalonil 0,056 0,056
Deltametrina g,12 0,12
Fenitrotion 0,12 0,12
Fipronil 0,03 0,03
Flumioxazin 0,28 0,28
Falpet 0,40 0,40
Forato 0,15 0,15
Iprodiona 0,12 0,12
Malation 0,16 0,16
Metolacloro 6,63 0,63
Mevinfos 0,50 0,50
Oxadiazon 0,03 0,03
Paration Metilico 0,20 0,20
Permetrina 0.08 0,08
Procimidone 0.08 0,08
Simazina 0.56 0,56

Observagd@o: Nesta solu¢do de trabalho ndo foram adicionados os pesticidas que tém um baixo fator de
resposta no ECD. Sao eles: acefato, fention, metalaxil, metamidofos, e vamidotion.

2.4.4.2. Solvente de Eluicao

Inicialmente foi testada uma eluicdo seqiiencial. O cartucho foi eluido com »-hexano,
em seguida foi seco com um baixo fluxe de nitrogénio. O segundo sclvente foi o acetato de
etila, seguido pela secagem do cartucho e finalmente metanol. O volume de cada eluato foi
reduzido, também com um fluxo suave de nitrogénio, em seguida foi transferido
quantitativamente para um baldo volumétrico de 1 mL. O nivel da solu¢do foi mantido abaixo
da marca do baldc, com nitrogénic, apés a transferéncia de cada porgSc de solvente de
lavagem. Finalmente o volume foi acertado com o respectivo solvente. Os eluatos
concentrados a 1 mL foram analisados. Foi observado que a2 maioria dos residuos de pesticida

eluiam preferencialmente em acetato de etila, com excecfo do forato que eluia em r-hexano.
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Quando os cartuchos eram eluidos com metanol, todos os residuos de pesticida ja haviam sido

removidos.

A observagdo acima resultou na opgdo pela eluicdo com uma mistura de solventes. A
seqiiéncia de solugBes empregada na eluicdc foi: 10% n-hexano em acetato de etila, 20%
n-hexano em acetato de etila e acetato de etila puro.

2.4.4.3. Adicdc de Metanol

Segundo a literatura a adicdo de metanol & amostra melhora a extragdo [45, 46],
embora possa também diminuir a retencdc de compostas pelares [28]. Por isto, a adigdo de
diferentes quantidades de metanol foi testada. Foi adicionado solvente de modo que as
solugdes tivessem uma concentracdo final de 10% e 20% em metanol. Nestes casos foram

usadas as condicdes j& otimizadas anteriormente: a seqgiiéncia de fases ¢ o solvente de eluigdo.
2.4.4.4. Quantidade de Fase

Foram feitas extra¢des com cartuchos empacotados com 500, 350 e 200 mg de fase em
cada um. Os cartuchos foram empacotados j& pelo procedimento miste. As extragdes foram
feita com a seqiiéncia de fases, o solvente de elui¢do e a adi¢do de metanol definidas

previamente.
2.4.4.5. Volume de Amostra

Uma vez definidas as condi¢fes anteriores que apresentavam o melhor compromisso
nos resultados obtides, foram feitas extragdes com diferentes velumes de amostra: 1000, 500,
250 e 100 mL de amostra.

2.4.4.6. SPE Otimizada

A partir das condi¢des estudadas, foi elaborada a proposta para a extragéo de
pesticidas de aguas superficiais por SPE, conforme Figura 3.
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Amostra Real Ativacio e Condicionamento
Filtrar em filtro de membrana 10 mL n-hesano (Cyg);
Tamanho de poro 45 pm 10 mL acetato de etila (todas)
10 mL metanol (todas); 20 mL agua (todas)
U U
1000 mL da amostra filtrada Adicao da Amostra
+250 mL de metanol = Amostra adicionada 8 XAD-7

y
Percolacdo da Amostra

Em seqiiéncia pela XAD-7, Cis, pNNPA
y
Secagem do Cartucho
Ar (pressdo negativa) seguida por
N, (pressfio positiva)
Y
Eluigsio
¢/ 10 mL de uma solugdo 10% r-hexano
em acetato de etila

y
Secagem do Eluato
¢/ Na;SO; anidro (2 g)

y
Concentracio do Eluate al mL ¢

Adicéo do Padrio Interno

U
1 L injetado em

GC-NPD cﬂ GC-ﬂECD |:|:> GC-MSD

Figura 3: Fluxograma do processo de Analise de Multiclasse/multirresiduo de Pesticidas

para aplicar na andlise das aguas do Rio Cai.
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2.5. ANALISE CROMATOGRAFICA

2.5.1. Modas de Injecic

Quando a amostra a ser analisada apresenta uma ampla faixa de ponto de ebuli¢do e ao
mesmo tempo uma diversidade de funcBes quimicas, ¢ tipe de injec8o (split ou splitless) bem
como a maneira de injetar tém importéncia critica na confiabilidade do resultado obtido. Na
analise quantitativa em Cromatografia Gasosa, o volume de amostra, medido por uma micro-
seringa, tem que ter a mesma composic;ﬁo do que entra na coluna, ou seja, tem que ser

mantida a mesma proporgdo entre os analitos € o solvente. Desta forma, nio deve haver
vaporizacdo parcial dentro da agutha, nem discriminacfo da amostra.

Para minimizar estes problemas deve-se usar solventes com um ponto de ebuligdo
mais altc ¢ como métedo de injecio, ¢ método de lavagem com sclvente [61]. Por este
método a agulha da seringa € cheia com solvente (1 uL), em seguida 0,4 pL de ar, 1,0 pL de
amostra e por fim ar. Este método de injecdio € executado de acordo com o método de agutha
fria [61], ou seja, a agulha vazia € inserida no injetor € o émbolo € empurrado imediatamente.
Foi testade também ¢ método de injecBo descrito acima, porém com agulha quente. Neste
caso a agulha vazia é introduzida no injetor e aguarda-se 5 s para que ela entre em equilibrio
térmico com o injetor. Em seguida o émbolo ¢ pressionado a uma velocidade constante, mas
nem muito rapido, nem muito lento. Desta forma nfo s6 o solvente mas toda a amostra
vaporiza ac mesmo tempo. Este foi ¢ métode de injecio que apresentou a methor
repetibilidade.

Compostos de alta volatilidade sdo rapidamente transportados para a coluna.
Entretanto, os de baixa volatilidade demoram mais e s3o mais facilmente perdidos pela
valvula de split, se ela € aberta em pouco tempo apds a injegdo. Para amostras que contém
compostos cuja massa molecular estd distribuida em uma ampla faixa a determinacdo do
tempo Otimo de amostragem (tempo em que a valvula de split permanece fechada) deve ser
feita. Foram feitas injegbes com a vélvula fechada peles seguintes periodos: 0,5 0,7, 0.9,
1,0, 1,1, 1,3, 1,5 min.
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252 GC-NPD

Utilizou-se 0 GC-NPD com a finalidade de analisar apenas os compostos que, em
principio, tém uma boa resposta neste detector. Sdo eles: acefato, atrazina, fenitrotion, fention,
forato, linuron, malation, metalaxil, metamidofés, mevinfés, paration (PI), paration metilico,
simazina, triclorfon e vamidotion. O triclorfon ¢ o vamidotion nio apresentaram resposta
neste detector. As solugdes estoque foram preparadas em acetona. Observou-se que, mesmo
mantidas a —20 °C, havia evaporagio da acetona, logo, ndo € possivel garantir a concentracio
das solugdes estoque. Posteriormente estas solugdes passaram a ser preparadas em acetato de
etila e o frasco de estocagem também foi trocado, o problema foi entfio resolvido. As solucdes
de trabalho foram preparadas em acetato de etila, na concentragio de 10 ou 20 pg mL™

Embora a resposta do NPD dependa somente da massa de analito que estd sendo
eluida da coluna, a estabilidade da linha de base depende da vazidc de gis. A queima do
hidrogénio que sai da coluna juntamente com o que ¢ injetado diretamente no detector, em
contato com a pérela ac rubre, forma um plasma em torno da pérola. A fim de que nfio haja
flutuagGes neste plasma, e consequentemente na linha de base, € necessario manter constante
a vazio de gis que sai da coluna. Se a pressdo na cabeca da coluna € mantida constante
(através do controle de press@o), com o aumento da temperatura durante a analise, a vazio de
gas (H;) diminui, j& que a densidade do gas diminui. Por todas estas razdes ao utilizar-se ¢
NPD € critico que a programagéo de temperatura seja acompanhada simultaneamente por uma
programacio de vazio, que € feita através de alteracSes crescentes na pressdo da cabeca da
coluna. Isto porque o instrumento utilizado nfio permite que o controle de vazio seja feito

diretamente.
As condi¢es cromatogréaficas utilizadas ao final desta fase, foram as seguintes:

e Coluna: CROMA 5 30 mx 0,25 mmx 0,30 yum) = Cromatograma na Figura 4

e Programacdo de temperatura do forno: 70 °C, a 8 °C min' até 162 °C (1 min), a
1,3 °C min’ até 192 °C (1 min) ¢ a 15 °C min"' até 280 °C (5 min)
= Tempo total: 47,44 min

e Programacio de pressio do gas de arraste (H;), na cabeca da coluna: 55 kPa, a

1,8 kPa min ! até 76 kPa (1 min), a 0,3 kPa min™' até 83 kPa (1 min) e a 3,2 kPa min™' até
102 kPa (4,5 min)

o Vaziio na coluna (mL min™'): 1,2 Velocidade Linear (cm s™): 35
e Temperatura do injetor: 250 °C © Splitless (1 min)
e Split (razdo de): 1 : 20 Velume injetado: 1 pL.

e Temperatura do detetor: 280 °C Range: 0 Corrente (pA): 20
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Utiliza-se 0 GC-ECD com a coluna CROMA 5 para analise ¢ com a coluna CROMA
1701 para confirmacdo da identidade dos compostos O desenvelvimento das methores
condi¢es cromatograficas visa obter a melhor resolucdo no menor tempo de analise. Para
isto, além da programac@o de temperatura acrescentou-se a programacdo de pressdo, para
aumentar a vazdo. A programacgéo de vaz?xo neste caso ndo € feita acompanhando a de
temperatura. A pressdo na cabega da coluna € aumentada quando j& ocorreun a eluigdo da
maioria dos analitos e, como os que faltam estdo bem separados, este aumento de pressdo
acelera a eluicdo, j& que a temperatura esta no seu limite. Algumas condi¢des cromatograficas
utilizadas ao longo desta fase, foram as seguintes:

e Coluna: CROMA 1701 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) = Cromatograma na Figuras §

. Programagao de temperatura do forno da coluna: 120 °C, a 10 °C min™" até 180 °C (1 mm),
a 1,0 °C min™ até 193 °C (2 min), a 10 °C min™' até 203 °C (2 min) e a 20 °C min™" até
250 °C (25 min) = Tempo total: 52,35 min

° Programagao de pressdo do gas de arraste (H;), na cabeca da coluna: 91 kPa (25,5 mm)
a 20 kPa min™' até 128 kPa (25 min) = Tempo total: 52,35 min

e Vazdio na coluna (mL min™): 1,79 Velocidade Linear (cms™): 52,18 (120 °C)
o Temperatura do injetor: 250 °C Split (razio de): 1:5 Volume injetado (pL): 1
» Temperatura do detetor: 270 °C Range: 1 Corrente (nA): 1

e Coluna: CROMA 530 mx 0,25 mm x 0,30 ym) = Cromatograma na Figura 6

e Programagao de temperatura do forno: 120°C (2 min), a 10°C min™' até 180°C (1 min), a
1,0°C min™" até 194°C (2 min) e a 15°C min™ até 280°C (15 min) = Tempo total: 45,73 min

* Programacio de pressfio do géas de arraste (H;), na cabega da coluna: 96 kPa (25,0 min),
a 20 kPa min™" até 119 kPa (19 min) = Tempo total: 45,15 min

e Vazio na coluna (mL min™'): 1,92 Velocidade Linear {cm s™'): 34,98
e Temperatura do injetor: 250 °C Split (razdo de): 1:5 Volume injetado (uL): 1
e Temperatura do detetor: 300 °C Range: 1 Corrente (nA): 1
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Nos varios testes feitos para estabelecer as melhores condi¢des cromatograficas houve
problemas de repetibilidade das 4reas. Primeiramente os testes foram desenvolvidos em split
1:5 mas nio € garantida a repetibilidade para um valor de split tdo baixo. Foi entdo, mudado
do modo split para 0 modo splitless, sem que as concentracdes fossem modificadas. Para este
tipo de injecdo as concentragdes de trabalho estavam altas, foram entdo preparadas trés

solucGes (ST1) com as concentracdes apresentadas na Tabela VIIL

Tabela VIII: Concentragdes dos pesticidas nas solugdes de trabalho (ST1).

PESTICIDAS CONCENTRACOES DAS SOLUCOES DE
TRABALHO (ugmL™)
Acefato 2,0 5,0 10,0
Atrazi 1,2 3,0 6,0
Captan 1,5 3,7 7,4
Clorotalonil 0,1 0,2 0,4
Deltametrina 0,7 1,7 3,5
Fenitrotion 0,4 1,1 2,2
Fention 2,0 5,0 10,0
Fipronil 0,2 0,5 1,0
Flumioxazin 1,5 3,7 7,5
Folpet 1,0 2,5 5,0
Forato 0,5 1,3 2,5
Iprodiona 0,3 0,76 1,51
Malation 0,5 1,2 2,5
Metalaxil 2,0 5,0 10,0
Metamidofos 2,0 5,0 10,0
Metolacloro 1,2 3,0 6,0
Mevinfés 0,5 1,2 2,5
Oxadiazon 0,1 4,3 0,7
Paration Metilico 0,7 1,7 3,5
Permetrina 0,3 0,7 1,5
Procimidone 0,2 0,6 1,3
Simazina 0,2 0,4 0,9

Vamidotion 4 10 20
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Nestas andlises, uma nova programagio de temperatura (¢ de pressdo) foi
desenvolvida para investigar a injecdo do tipo splitless, com a temperatura inicial da coluna
abaixo da temperatura de ebulicio do solvente acetato de etita (efeito do solvente). O
resultado esté apresentado na Figura 7.

e Coluna: CROMA S (30 mx 0,25 mmx 0,30 um) = Cromatograma na Figura 7

e Programacio de temperatura do forno: 60 °C (1 min), 2 15 °C min™" até 180 °C (2 min), a
0,8 °C min"'até 188 °C (2 min) e a 15 °C min"' até 280 °C (12,9 min)
= Tempo total: 42,03 min

e Programacdo de pressdo do gas de arraste (H;), na cabega da coluna: 90 kPa (23 min),
a 15 kPa min™" até 105 kPa (28 min) =Tempo total: 42,00 min

e Vazdo na columa (mL min™'): 2,33 Velocidade Linear (cm s™'): 57,87
o Temperatura do Injetor: 250 °C Splitless (0,7 min) Volume injetado (pl): 1
e Temperatura do detetor: 300 °C Range: 1 Corrente (nA): 1

Finalmente foi utilizada uma coluna OV-5 MS e novas condi¢des de analise foram

estabelecidas para esta nova coluna.

e Coluna: OVSMS B30 mx 0,25 mmx 0,25 ym) = Cromatograma na Figura 8

e Programacio de temperatura do forno : 60 °C (2 min), a 20 °C min™' até 140 °C, a
10 °C min'até 180 °C (3 min), a 0,8 °C min 'até 188 °C e a 15 °C min™' até 280 °C
(10,9 min) =Tempo total: 40.0 min

e Press@o do gas de arraste (H,), na cabega da coluna: 80 kPa

» Vazio na coluna (mL min™"): 2,0 Velocidade Linear (cms™): 52
e Temperatura do Injetor: 250 °C Splitless (1,3 min) Volume injetado (uL): 1
e Temperatura do detetor: 320 °C Range: 1 Corrente (nA): 1

Estas foram as condi¢des utilizadas para as analises em parte da otimizago da SPE.

2.5.3.1. Determinacgie do Tempo Otime de Amostragem

Para a andlise de amostras com uma grande faixa de massa molar, envoivendo
compostos com alta volatilidade e outros de baixa volatilidade, deve ser feita a determinacio
do tempo 6timo de amostragem (tempo em que a valvula de split permanece fechada). Nos
primeiros testes foram feitas injegSes com a valvula fechada pelos seguintes periodos: 0,5,

0,7, 0,9, 1,0, 1,1, 1,3, 1,5 min, utilizando a coluna CROMA 5. Os resultados indicaram um
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tempo 6timo acima de 1 min. Com a coluna OV 5-MS, as inje¢des foram feitas nos tempos de
amostragem de 0,9 min em diante. Foi preparada uma solugdo (ST1) cujas concentracdes
estdo na Tabela IX. O procedimento utilizado foi o de fixar um determinado tempo de
amostragem no aparetho € em seguida fazer triplicata de injeclio. A primeira série de
triplicatas foi a de 1 min, seguida pela série de 1,1 min. No outro dia foi feita uma série de 1,3
min, seguida pela de 1,5 min. No proximo dia foram feitas duas injecGes com o tempo de
amostragem de 1,3 min e finalmente a série de triplicatas de 0,9 min.

Tabela IX: Concentragdes dos pesticidas na solugdo (ST1) utilizada para determinagéo do
tempo 6timo de amostragem, para o GC-ECD.

PESTICIDAS CONCENTRACAO PESTICIDAS CONCENTRACAO
(ugmL™) (ugmL™)

Atrazina 0,50 Iprodiona 0,12
Captan 0,50 Malation 0,16
Clorotalonil 0,090 Metolacloro 0,32
Deltametrina 0,12 Mevinfés 0,50
Fenitrotion 0,12 Oxadiazon 0,025
Fipronil 0,034 Paration metilico 0,20
Flumioxazin 0,28 Permetrina 0,080
Folpet 0,40 Procimidone 0,080
Forato 0,15 Simazina 0,55

2.5.3.2. Determinacic da Faixa de Linearidade

A linearidade do detector foi determinada usando-se seis dilui¢des da solugdo mae. Os
seis pentos da curva foram entdo obtidos com 10, 20, 30, 50, 70 e 100 pL de solugio mde,
10 L da solucio de PI de concentragio igual a 55 pg mL ™', diluidos a 1,0 mL com acetato de
etila. A concentragio final do PI € 0,55 pg mL™'. As concentracbes de trabatho dos pesticidas
foram definidas, pela capacidade da coluna (concentra¢Ges altas), e pelas condicSes do

cromatograma (concentragdes baixas).
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2.5.3.3. Determinaciio dos Limites de Detecciio e de Quantificacio

Experimentalmente Sy, foi determinado fazendo-se de 10 a 15 medidas da intensidade
do ruide, no intervale de = 1 min do tempo de retencdo de cada analito. Os dados obtidos
foram tratados estatisticamente e obtidos os valores de Sy € Sp. Para o limite de detecgdo
(LOD) k foi assumido igual a 3 e para o limite de quantificacio (1L.OQ) foi igual a 10. O valor
do sinal nos limites de detecg@o e de quantificagdo - Sy, foram convertidos em concentragio

através da sensibilidade analitica, ou seja, a inclinacio da curva analitica.

As condigdes para as analises cromatograficas com a coluna OV 1701 estdo descritas a
seguir:

e Coluna: OV 1701 30 m x 0,25 mm x 0,25 pym) = Cromatograma na Figura 9

e Programacio de tcmperaxura do forno da coluna: 60 °C (1 min), a 20 °C min™" até
184 °C (2 min), a 1,2 °C min'até 200 °C, a 15 °C min™' até 250 °C (29,2 min)
= Tempo total: 55,1 min

° Programa(;ao de pressdo do gés de arraste (H,), na cabeca da coluna: 110 kPa (25 mm),
a 20 kPa min™! até 130kPa(29 ! min) = Tempo total: 55,1 min

e Vazio na coluna (mL min™"): 3,0 Velocidade Linear (cm s™): 70,4
o Temperatura do Injetor: 250 °C Splitless (0,9 min) Volume injetado (pL): 1
e Temperatura do detetor: 270 °C Range: 1 Corrente (nA): 1

254 GC-MSD

Inicialmente o GC/MSD foi utilizado com a finalidade de comprovar a identidade de
muitos dos padrées, identificar os produtos de decomposicio, ou impurezas, e a existéncia de
isdbmeros. A baixa sensibilidade do detector de Massas no modo SCAN, quando ¢ feita a
varredura dos espectros de massa de cada pico cromatogréfico, torna necessario o uso de altas
concentragdes de cada componente a ser analisado. Injeta-se entdo em torno de 0,2 a 1,0 pL
de cada sclucfio, dependendo da concentragdo da solugfio estoque, que varia de 1000 a
3500 pg mL™'. Estas solugdes foram injetadas separadamente no cromatégrafo. A detecgdo
foi feita pelo espectrémetro de massas, Shimadzu QP 5050A, no modo SCAN, nas seguintes

condi¢des de andlise:
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e Coluna: CROMA 5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm)

o Programacio de temperatura do forno da coluna: 65 °C (1 min), a 5 °C min™" até 75 °C, a
20 °C min~ até 180 °C (1 min), a 1,3 °C min~’ até 220 °C e a 15 °C min™ até 280 °C
(20 min)

e Gas de Arraste: He Vazio de gas: 1,0 mL min™
o Temperatura do Injetor: 250 °C Temperatura do detetor (interface): 300 °C
o Split (razdo de): 1:20 Energia da multiplicadora de elétrons: 1,5 kV

Foram determinados, além dos tempos de retencdo, os principais fragmentos a serem
monitorados no modo SIM. O monitoramento dos quatro ions de maior intensidade,
apresentados na Tabela X, serfo utilizados para confirmacdo, enquanto o mais intenso sera

utilizado para quantificagio.

TFabela X: Fragmentos de massa de maior intensidade, para os pesticidas estudados.

PESTICIDA FRAGMENTOS (em ordem decrescente de intensidade)
Acefato 136 94 64 79
Atrazina 58 200 68 215
Captan 79 149 117 107
Clorotalonil 266 109 124 133
Deltametrina 181 253 77 93 -
Fenitrotion 125 109 277 79
Fention 278 125 109 169
Fipronil 367 213 77 69
Flumioxazin 354 79 52 107
Folpet 76 104 260 117
Forato 75 121 65 97
Iprodiona 56 187 314 70
Malation 127 93 173 158
Metalaxil 206 160 59 132
Metamidof6s 94 141 64 79
Metolacloro 162 238 146 73
Mevinfos 127 109 192 164
Oxadiazon 175 57 258 302
Paration 97 109 291 139
Paration Metilico 109 125 263 79
Permetrina 183 163 77 51
Procimidone 96 67 53 283
Simazina 201 68 55 186

Vamidotion 87 58 145 109
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Na segunda parte do trabalho 0 GC-MSD, no modo SIM, ou seja, pelo monitoramento
de ion selecionado, foi utilizado para quantificar os eluatos obtidos no final da otimizac3o da
SPE. A deteccdo foi feita pelo espectrometro de massas, Shimadzu QP 5050A, no modo SIM,
nas seguintes condicdes de andlise:

e Coluna: OV SMS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) = Cromatograma: Figuras 10, 12 e 13

e Programacio de temperatura do forno da coluna: 60 °C (2 min), a 10 °C min™ até
183 °C (10 min), e a 15 °C min" até 280 °C (14,33 min) = Tempo total: 45 min

e Gas de Arraste: He Vazio de gés: 2,0 mL min™
e Temperatura do Injetor: 250 °C Splitless (1,1 min) Agulha Quente
e Volume injetado (pl): 1 Temperatura do detetor (interface): 300 °C

e Energia da multiplicadora de elétrons: 1,8 kV

Tabela XI: Programacgio de tempo e fragmentos de massa a serem monitorados no modo
SIM.

Faixa defons  Tempo final Fragmentos (m/z)
1 13,50 94 127 136
2 17,00 75 58 266 201
3 21,50 109 206 127 278 162
4 26,00 79 76 367 96 87
5 32,50 175 56 183
6 40,00 354 181

2.5.4.1. Determinacic de Tempo Otimo de Amostragem

Com a mudanga do instrumento utilizado para as analises foi novamente determinado
o tempo 6timo de amostragem. Neste caso houve mudanca do gas de arraste, para He ¢ do
detector, para um MS. As inje¢cGes foram feitas com a vailvula fechada pelos seguintes
periodos: 0,7, 0,9, 1,0, 1,1, 1.3, 1.5 min utilizando a coluna OV 5-MS. Fot preparada uma
solugdo cujas concentragdes estdo na Tabela XII. O procedimento utilizado foi o de fazer seis
replicatas de medidas, cada uma com o conjunto dos tempos de amostragem definidos

anteriormente.

: GS
ITUTO DE QUIMICA/UFR
INST BIBLIOTECA
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Tabela XII: Concentragdes dos pesticidas na solu¢do (ST1) utilizada para a determinagéo do

tempo 6timo de amostragem no GC-MSD.

PESTICIDAS CONCENTRACAO PESTICIDAS CONCENTRACAO
(ugmL™) (ugmL™)
Acefato 6,2 Malation 14,2
Atrazina 9,7 Metalaxil 14,3
Captan 14,4 Metamidofos 4,2
Clorotalonil 7,3 Metolacloro 5,7
Deltametrina 16,8 Mevinfos 5,6
Fenitrotion 7,0 Oxadiazon 7.0
Fention 6,8 Paration metilico 7,1
Fipronil 21,2 Permetrina 5,6
Flumioxazin 21,3 Procimidone 7.3
Folpet 13,9 Simazina 7,1
Forato 5,6 Vamidotion 21,4
Iprodiona 21,3

2.5.4.2. Determinaciio da Faixa de Linearidade

A linearidade do detector foi determinada usando-se oito dilui¢des da solucdo mie. Os
oito pontos da curva foram entfo obtidos com 20, 40, 60, 80, 100, 120, 150 e 200 pl. de
solugdo mie, 5 pL da solugio estoque de PI de concentragdo igual a 2800 pg mL ™, diluidos a
1,0 mL com acetato de etila. A concentragdo final do PI ¢ 14 pg mL™".

2.5.4.3. Determinacic dos Limites de Deteccio e de Quantificacéo

As mesmas consideragGes feitas para o ECD foram empregadas aqui, ou seja, a partir
dos tratamento dos dados da curva de linearidade foram obtidos os valores de LOD ¢ LOQ
para ¢ MSD.
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2.6. COLETA DA AMOSTRA REAL

A coleta de agua foi feita no dia 22/11/2003, no Rio Cai, no Distrito de Sdo José do
Cai, Municipio de Nova Petrépolis. O ponto exato da coleta estd a 61 m de altitude, na
latitude S 29° 19,506’ € na longitude W 051° 07,714°. Nas 48 h que antecederam a coleta nio
ocorreu precipitag@o phiviométrica. A temperatura da dgua do ric estava em torno de 22 °Coe,
na garrafa, no momento do acondicionamento, a temperatura era de 24,6 °C. A temperatura
ambiente era de 31,5 °C. A coleta foi efetuada entre 13 h e 55 min e 14 h, hordério brasileiro de
verdo. O pH da agua era de 5,5. As garrafas foram mantidas em caixas de isopor com gelo
seco. Foram utilizados para a coleta frascos de solvente vazios (4 L e 1 L), de cor dmbar.

No laboratério, os frascos ficaram armazenados em geladeira a 4 °C. Dois dias depois,
j& completamente descongeladas as amostras foram agitadas manualmente e vertidas para
uma proveta. Elas apresentavam uma cor levemente amarelada mas ndo apresentavam
particulas em suspens3o que fossem visiveis a olho nu. O pH da amostra era de 5,3. Foram
entdo filtradas em filtro de membrana. O filtro utilizado foi de éster de celulose, 0,45 um de
tamanho de poro , 47 mm de difmetro, branco ¢ liso.

Apos a filtragdo foram medidas duas amostras com o volume de 1 L cada uma. Uma
delas foi fortificada com 100 pL da solugdo mie de pesticidas. Nas duas foram adicionados
250 mL de metanol, equivalente a uma solugdio 20% em metanol. Logo a seguir, foi feita a
extracio.

A SPE foi feita em seqii€ncia, na seguinte ordem XAD-7, Cyg e por fim na pNNPA,
cada cartucho contendo 500 mg de fase. A velocidade média de ehicio foi de 7,6 mL min™
para a amostra real e para a amostra real fortificada. Os cartuchos foram secos com ar € em
seguida com nitrogénio, embalados em folha de aluminic, colocados em um frasce com silica

para dessecador, fechado € mantido no freezer até a eluic@o para andlise no GC-MSD.

A elui¢do da amostra real foi feita 3 dias depois da coleta e a analise no dia seguinte. A

eluicdo da amostra real fortificada foi feita 4 dias depois da coleta e a anélise no dia seguinte.

Uma amostra de 1 L de agua Milli-Q foi submetida a todo o procedimento descrito
para as amostras real ¢ fortificada e os resultados obtidos dela assistiram na extrac@o e analise

em branco de todos os procedimentos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1  Separacgées Cromatograficas

3.1.1. GC-NPD

Os padrées analisados por GC-NPD foram: organofosforados (acefato, fenitrotion,
fention, forato, malation, metamidofés, mevinfés, paration — PI, paration metilico, triclorfon,
vamidotion), triazinas (atrazina, simazina), alalinato (metalaxil) e derivado de uréia (linuron),
devido 2 magnitude do fator de resposta dos mesmos neste tipo de detector. O padrio de
linuron ja estava com a validade vencida. Por isso em vez de um pico fino ocorre o
alargamento da base ¢ ele aparece como um ombro no pico do fenitrotion, tornando

impossivel a quantificagdo dos dois. Por isto o linuron foi retirado da lista de pesticidas alvo.
Fez-se a identificaco dos analitos através de injegSes individuais dos padrGes e/ou por
adicdo sucessiva de uma solugdo padrdo & mistura acima, na concentragdo de 10 pg mL™,

como pode ser visto através do cromatograma apresentado na Figura 4.
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Figura 4. Cromatograma da solugéo de padrdes de pesticidas para o NPD.

Condigdes: coluna capilar CROMA 5 de 30 m x 0,25 mm (di) x 0,30 um (ef). Prog. de temperatura do forno da
cotuna: 70 °C, a 8 °C min™! até 162°C (1 min), a 1,3 °C min™ até 192 °C (1 min) e 2 15 °C min~’ até
280 °C (5 min). Prog. de pressio do gas de arraste (H,): 55 kPa, a 1,8 kPa min™' até 76 kPa (Imin), a

0,3 kPa min' até 83 kPa (1 min) e a 3,2 kPa min™ até 102 kPa (4,5 min). Splitless (Imin). Outras condigdes
na pagina 43.
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3.1.2. GC-ECD

3.1.2.1. Anilise ¢ Confirmacio

Na seqiiéncia dos trabalhos foram investigados todos os pesticidas disponiveis
{conforme tabela IT) e foi empregado o detector ECD. Apds testes preliminares com a coluna
CROMA 5, foi dado inicio ao estudo com a coluna CROMA 1701.

O enfoque inicial foi a otimizag&o da separagdo, a identificac@o (ordem de elui¢do e
tempo de retencdo), e a obtencdo dos picos com alturas dentro da metade superior do
cromatograma. Fazer este estudo do comportamento cromatografico de pesticidas com larga
faixa de polaridade em uma coluna cuja fase éstacionéria € cianopropilfenil-dimetil
polissiloxano acoplada a um detector ECD, apresenta algumas dificuldades. Sdo muitas as
interacdes entre os analitos, e entre eles e a coluna, ¢ que altera um pouce a forma dos picos,
bem como os tempos de retencdo, se forem comparadas injegdes individuais com a injegdo da
mistura, dificultando assim a identificacio de cada composto. A melthor forma de identifica-
los € a co-injegdo de padrdes individuais de pesticidas partir de uma solugéo contendo todos
os analitos. Deve-se tomar cuidado de co-injetar compostos que apresentam tempos de
retencio bastante diferentes, para evitar dividas no momento da interpretacdo dos resultados.

A utilizagdo da coluna cromatografica que contém o substituinte cianopropil