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‘O dentista ndo estuda a natureza porque é util fazé-lo”, escreveu Henri Poincaré, o grande cientista
tedrico francés, quase no fim do século XI X. “Ele a estuda porque tem prazer nisso, edetem prazer
porqueda ébda. Sea natureza ndo fosse bela, ndo valeria a pena conhecé-la, e a vida ndo valeria a
pena ser vivida. N&o falo, é daro, daquela beleza que atinge os sentidos, da beeza das qualidades e

gparéndas. L onge de mim despreza-la, mas ea nada tem a ver coma dénda. Refiro-me aquela bdeza

mais intima, que vern da ordem harmoniosa das partes e que a inteigéncda pura pode apreender... A
beezaintdectual, ao contrario, é auto-suficientg eépor da, talvez mais do que pelo bem futuro da
humanidade, que o cientista se condena a longos e penosos trabalhos.”

Trechos do livro Rivalidades Produtivas, de Michad White pagina 29

“Em relagdo a todos os atos deiniciativa e de criagdo, existe uma verdade fundamental cujo
desconheciment o mata inumeras idé as e planos espléndidos: € que no momento em que nos
comprometemos definitivament e a providéncia move-se também. Toda uma corrent e de acontecimentos
brota da decisdo, fazendo surgir a nosso favor toda a sorte deincidentes, encontros e assisténcia
material que nenhum homem sonharia que viesse en sua diregdo. O que quer que vocé possa fazer ou
sonhe que o possa, faga-o. Coragem contém genialidade, poder e magia! Comece agora’.

Johann Wolfgang von Goethe

(Frankfurt amMain, 28 de Agosto de 1749 — Wemar, 22 de M arco de 1832) — E scritor e pensador
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RESUMO

Titulo: APLICACAO DE POLISSILOXANOS IMOBILIZADOS SOBRE SILICA COMO FASE ESTACIONARIA E COMO
SORVENTE NA DETERM INAGAO DE AGROTOXICOSEM AGUA e CALDO DE CANA

Autora: Camila Rosa Moraes Vigna
Orientadora: Carol Hollingworth Collins

Co-orientadora: Carla Beatriz Grespan Bottoli

Neste trabalho verificou-se a potencialidade de uso de sorventes e fases estacionarias (FE), obtidos a partir da
sorgdo e/ou imobilizagdo do polimero poli(metiloctilsiloxano) (PMOS) sobre suportes de silica Kromasil
utilizando tamento térmico, na separagao, quantificacdo e validacdo de uma metodologia para analise de
agrotdoxicos em amostras de agua e caldo de cana-de-aglcar (garapa). Os materiais desenvolvidos foram
caracterizados com testes quimicos e fisicos e aplicados nas etapas de concentragdo das amostras por
extracdo em fase sélida nos modos off-line e on-line, com posterior separagdo, por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia com detecgdo UV-Vis. Utilizou-se também o método QUEChERS como alternativa na etapa de
extracdo das amostras de garapa. Os sorventes PMOS mostraram desempenho comparavel aos sorventes
comerciais, além de sua preparagao ser simples, rapida e de menor custo. A FE Kromasil/PMOS utilizada
propiciou uma boa separacao entre os componentes das amostras de diversos agrotéxicos analisados, similar
as fases comerciais, com boas eficiéncias, resolugdo e seletividade. A metodologia desenvolvida foi validada e
mostrou bons resultados de recuperagao para todos os agrotoéxicos, além de precisdo < 15% e coeficiente de
correlagao > 0,99. O limite de quantificagao do método permitiu que os limites maximos de residuos impostos
pelas agéncias reguladoras para todos os compostos estudados fossem atingidos. Os métodos desenvolvidos e
validados foram aplicados na analise de amostras de garapa do comércio local. Nao foram observados niveis

detectaveis dos agrotéxicos estudados nas amostras analisadas.
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ABSTRACT

Title: APPLICATION OF POLYSILOXANES IMM OBILIZED ON SILICA FOR STATIONARY PHASES AND AS SORBENTS
IN DETERM INATION OF AGROTOXICSIN WATER AND SUGAR CANE JUICE

Author: Camila Rosa Moraes Vigna
Supervisor: Carol Hollingworth Collins

Co-supervisor: Carla Beatriz Grespan Bottoli

This work investigated the potentiality of use of sorbents and stationary phases (SP), obtained from the
sorption and/or immobilization of poly(methyloctylsiloxane) (PMOS) onto the surface of a porous silica
Kromasil support using heat, in the separation, quantification and validation of a methodology for analysis of
agrochemicals in water and sugar cane samples. Physical-chemical characterization of the developed materials
were carried out and applied in the concentration step of the samplesin solid phase extraction (SPE) in off-line
and on-line mode, with posterior separation, for High Performance Liquid Chromatography (HPLC) with UV-Vis
detection. The QUEChERS method (Quick, Easy, Cheap, Effective and Safe) was also used as alternative in the
extraction of the sugar cane samples. PMOS sorbents showed comparable performance to the commercial
sorbents, with simple, fast and cheap preparation. The Kromasil/PMOS SP used demonstrated a good
separation to the components of the samples of agrotoxics analyzed, similar to the commercial phases, with
good efficiencies, resolution and selectivity. The developed methodology was validated and showed good
results of recovery for the agrotoxics, with precision value < 15 % and correlation coefficient > 0,99. The limit
of quantification (LQ) of the method allowed that the maximum residues limits (MRL) for the regulating
agencies for all the studied compounds were reached. The developed and validated methods were applied in
the analysis of sugar cane samples of the local commerce. Detectable levels of the agrochemicals studied in

the analyzed samples were not detected.
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Introducao

Capitulo I - Introducao

A ampla utilizagao de agrotéxicos em plantagdes trouxe para a sociedade aspectos positivos e negativos.
A principal vantagem é o controle eficaz de pragas e de outros elementos nocivos as plantagdes, ocasionando
a aceleragao do crescimento da producédo de alimentos, suprindo assim grande parte da demanda mundial por
alimentos. Em contrapartida a este grande avango, o seu uso continuo e abusivo tem provocado a
contaminacdo de 4guas, solos e alimentos, prejudicando a saude dos seres humanos e poluindo o meio
ambiente.

O monitoramento da qualidade das aguas tem assumido grande importancia nos ultimos anos. Os
agrotéxicos que sdo aplicados na lavoura, eventualmente, sdo transportados por diferentes rotas para as
aguas superficiais e/ ou subterraneas mais préximas, através de varios mecanismos. Os residuos de agrotéxicos
podem permanecer no meio ambiente, levando a sua contaminacgéo.

Atualmente, o Brasil é o principal produtor mundial de cana-de-aglicar, sendo que o estado de Sdo
Paulo, por sua vez, responde por mais de 60% da producdo nacional [1,2]. O uso de herbicidas é uma pratica
comum no controle de ervas daninhas e a aplicacdo desses agrotéxicos de forma abusiva nas lavouras de
cana-de-aglcar pode acarretar na acumulacao de residuos e seus derivados. O caldo de cana ou garapa é um
dos produtos apreciados da cana, obtido pela extragdo do suco da cana-de-aglcar no processo de moagem.

A determinagado de agrotéxicos em baixas concentragdes requer usualmente uma ou mais etapas de
preparo de amostras utilizando técnicas de extragdo e concentracdo, que visam isolar e concentrar os analitos
de interesse a serem determinados. Existem diversas técnicas de extracdo descritas na literatura, mas, de
forma geral, a extragdo liquido-liquido (LLE, do inglés liquid-liquid extraction) juntamente com a extragdo em
fase solida (SPE, do inglés solid phase extraction) tém sido as técnicas mais utilizadas para os mais diversos
tipos de amostras [3]. Recentemente, o método de extracdo QUEChERS (do inglés quick, easy, cheap, effective,
rugged and safe) tem sido muito utilizado para analise de amostras complexas e possui inimeras vantagens,
dentre as quais: minimizar as etapas de preparo das amostras, capacidade de extrair agrotéxicos altamente
polares e de elevada acidez ou basicidade, utilizar pequenas quantidades de solvente e ser relativamente mais
rapido e robusto [4,5].

As técnicas instrumentais mais comumente utilizadas para quantificagdo de residuos de agrot6xicos sao
as cromatograficas e mais recentemente a eletroforese capilar [6]. A expansdo do emprego da cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) deve-se as inUmeras vantagens que ela possui em relagdo a cromatografia
gasosa, na qual é dificil a andlise de algumas classes de compostos que possuem instabilidade térmica, baixa

volatilidade e alta polaridade [7]. O desenvolvimento ainda continuo e a disponibilidade de fases estacionérias
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(FE) de alta qualidade e equipamentos de alto desempenho se apresentam como fatores primordiais para o
crescente interesse de pesquisas e aplicagdes em CLAE

Ha quase duas décadas nosso grupo de pesquisas (LabCrom, Laboratério de Pesquisas em Cromatografia
Liquida [8]) vem desenvolvendo novas fases estacionarias para CLAE com 6timos resultados na analise de
diversas amostras [9,10]. Estas fases sdo baseadas na deposi¢ao e imobilizagdo de polimeros em suportes de
silica nua ou silica modificada por metais[11,12]. Os bons resultados obtidos na preparacédo dessas FE abriram
caminho também para pesquisas baseadas no desenvolvimento de sorventes para SPE obtidos a partir da
sor¢ao e imobilizagdo térmica de polissiloxanos. Os cartuchos preparados no laboratério desenvolvidos ja
foram aplicados na analise de agrotoxicos em agua [13], tomate [14], uva [15] e urina [16] com o6timos

resultados.

I.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia € um método fisico-quimico de separagdo dos componentes de uma mistura por meio
da distribuicdo deles entre duas fases, uma que permanece estatica, a fase estacionaria (FE), e outra que se
move através dela, a fase movel (FM). O desenvolvimento cromatografico se da através das interagdes
diferentes dos componentes da amostra com a FE e, dependendo do tipo de cromatografia, com a FM. Desta
forma, cada um dos componentes é seletivamente retido pela FE, resultando em migragdes diferenciais destes
componentes[17].

A cromatografia liquida de alta eficiéncia tem valor reconhecido e seu emprego em varios laboratérios é
considerado indispensavel. O crescimento explosivo desta técnica deve-se a detectabilidade do método, sua
pronta adaptabilidade para determinagdes quantitativas, a possibilidade de separagao de espécies ndo volateis
e termicamente instaveis e sua aplicabilidade em varios campos da ciéncia e tecnologia: analises de alimentos,
farmacéuticas, clinicas, toxicolégicas, bioquimicas, ambientais e outras [18,19]. A Unica exigéncia da CLAE é
que a amostra seja soluvel na FM. No entanto, a CLAE utiliza instrumentos caros e sofisticados. Também néao
se pode desprezar o custo elevado das FM (de alto grau de pureza), das FE ou das colunas prontas e da
reposicao periédica de componentes diversos da coluna ou do equipamento [20].

Na cromatografia liquida de fase reversa (FR) a FEtem carater menos polar que a FM. Aproximadamente
entre 70 e 80 % das separagdes utilizam essa modalidade da cromatografia liquida. Embora o desenvolvimento
dessa modalidade da CLAE tenha iniciado ha quase quatro décadas, pesquisas e aplicagdes envolvendo tal
modalidade ainda ocupam um lugar proeminente na literatura. A grande popularidade da CLAE-FR se deve

principalmente as suas inUmeras vantagens, tais como: rapido equilibrio da coluna apés a mudanga de FM;
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boa repetibilidade dos tempos de retengédo; amplo campo de atuagao, devido a possibilidade de separagao de
compostos de diferentes polaridades, massas molares e funcionalidades; dentre outras [21]. Normalmente, as
fases estacionarias usadas em cromatografia liquida de fase reversa sao constituidas de espécies organicas
ligadas quimicamente [22,23] ou imobilizadas [24,25] ou apenas sorvidas [26,27] em um suporte

cromatografico, convencionalmente um 6xido inorganico, tal como a silica.

1.1.1. Fases estacionarias com polimeros sorvidos ou imobilizados em suportesde silica

Apesar da silica ainda ser o melhor suporte cromatografico para o preparo das fases estacionarias, ela
apresenta duas grandes limitacdes. A primeira restringe a sua utilizacdo numa faixa de pH entre 2 e 8, a partir
do qual ocorre sua degradacéo, e a segunda refere a presenca dos grupos silanéis residuais, os quais causam a
assimetria de pico quando amostras basicas sdo analisadas.

Em meio acido, em pH menor que 2, as ligagdes =S-C, que sdo responsaveis por manter os grupos
organicos imobilizados na superficie da silica, ficam mais susceptiveis a hidrélise. Dessa forma, os grupos
organicos sdo mais facilmente lixiviados, quando se emprega fases méveis com pH abaixo de 2. Em meio
basico, em pH acima de 8, a silica pode solubilizar rapidamente e, como consequéncia, o leito cromatografico
dentro da coluna é alterado, resultando em baixas eficiéncias e alargamento frontal de pico [28].

O desenvolvimento da cromatografia liquida de alta eficiéncia estd diretamente associado ao
desenvolvimento da tecnologia de preparo das fases estacionarias. O material idealizado por qualquer analista
engajado em separagdes cromatograficas deveria combinar as propriedades da silica com a versatilidade dos
materiais poliméricos a serem utilizados em uma ampla faixa de pH, com consideravel estabilidade quimica e
completa auséncia dos silanois residuais [29].

Como as fases estacionarias para utilizagdo como fase reversa devem apresentar carater apolar e a
superficie dos éxidos utilizados como suporte sdo polares, deve-se entao introduzir grupos organicos apolares
nas suas superficies. Existem varias formas de se obter as camadas organicas apolares sobre a superficie dos
diferentes 6xidos. O método mais comum ocorre através da introdugao de monocamadas organicas via reagao
com reagentes apropriados, produzindo as chamadas fases quimicamente ligadas. Outros envolvem o
recobrimento superficial dos 6xidos com polimeros organicos [30].

A preparagado de fases reversas através da deposicdo e imobilizagdo de polialquilsiloxanos sobre a
superficie da silica cromatogréfica foi inicialmente desenvolvida por Schomburg e colaboradores [31], na
década de 80. No inicio, essas fases apresentavam baixa eficiéncia, o que era atribuido ao total preenchimento
dos poros da silica pelo filme polimérico, afetando drasticamente a transferéncia de massa e,

consequentemente, a eficiéncia durante a separagao cromatografica. Com a otimizagao do processo de sorgao
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e imobilizagdo dos polimeros, hoje ja se sabe que essas fases apresentam caracteristicas semelhantes as fases
quimicamente ligadas do tipo C8 e C18, inclusive quanto a eficiéncia cromatografica [32].

Em principio, as fases estacionarias recobertas com polimeros combinam as propriedades mecanicas de
oxidos inorgénicos (silica, zirconia, titania, etc.) com a inércia quimica e a seletividade de polimeros orgéanicos.
Estas fases apresentam uma série de vantagens que as tornam extremamente atrativas para uso em CLAE-FR,
tais como: melhor protegao dos silandis residuais (silica) ou de sitios acidos de Lewis (zircdnia, titania, alumina)
comparado as fases estacionarias quimicamente ligadas (FEQL), evitando interagbes indesejaveis com
componentes da amostra; protecdo mais eficaz da matriz do suporte inorganico contra o ataque quimico de
fases méveis agressivas; maior facilidade de preparo; etc.[30]. Além disso, a seletividade destas fases depende
essencialmente dos grupos funcionais do polimero imobilizado. Devido a disponibilidade de uma vasta gama
de polimeros com diferentes funcionalidades, as fases recobertas com polimeros permitem o ajuste flexivel da
seletividade cromatografica dentro de uma ampla faixa, dependendo apenas da escolha do polimero
apropriado para a separacao [33,34].

Uma grande variedade de polimeros foi empregada no preparo de fases estaciondrias recobertas para
CLAE-FR, dentre estes se destacam: o poli(etileno) [35]; o poli(butadieno) [36,37,38]; o poli(estireno) [39] e,
principalmente, os polissiloxanos — poli(dimetilsiloxano) (PDMS) [40], poli(metiloctilsiioxano) (PMOS)
[12,41,42], poli(metiloctadecilsiloxano) (PMODS) [43] e o poli(metil-3,3,3-trifluorpropilsiloxano) [44].

A forma mais simples de preparar o compdsito suporte-polimero é pela deposicdo de uma camada
polimérica sobre a superficie do suporte, sem promover a reticulagio entre as cadeias do polimero e também
sem a ligagao quimica entre o polimero e o suporte. Neste caso ocorre uma contribuicdo de um ou mais tipos
de interagdes como dipolo-dipolo, ligagbes de hidrogénio e interagdes eletrostaticas entre as cadeias do
polimero e o suporte. A insolubilidade do polimero na fase mével também é importante neste tipo de fase
[30]. A sorcao do polimero no suporte cromatografico € um processo complexo governado por um balango
muito sutil entre fatores energéticos e entrépicos e deve ser controlado cuidadosamente para a obtengao de
fases estacionarias confidveis e reprodutiveis [45]. A quimica da superficie do suporte também tem uma
influéncia significativa na sorgdo dos polimeros. Os grupos reativos superficiais agem como pontos de
ancoragem, nos quais os polimeros podem se ligar covalentemente [46] ou apenas interagir fracamente [47].

Basicamente, o polimero sorvido pode formar um filme fino na superficie da silica ou preencher todo
volume do poro; é possivel também haver uma combinagdo destas duas formas. Em ambos os casos, as

cadeias poliméricas podem apenas recobrir (por mecanismo de adsorgdo) as paredes dos poros sem
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entrecruzamento e sem ligagdo a superficie, podem formar uma camada densamente entrecruzada sem
ligagdo quimica com a superficie dos poros ou entdo podem se ligar quimicamente as paredes dos poros [33].

Em estudos recentes em nosso laboratério, Bottoli [48] observou que a retengdo do PMOS nos poros da
silica aumentava com o tempo sem a aplicagdo de tratamento especifico para promover a imobilizagao. Foi
sugerido que, com o tempo, modificagdbes ou rearranjos das cadeias do polimero nos poros da silica
acontecem, tornando a cadeia do polimero insoluvel frente a FM, isto é, imobilizada. Este processo foi
denominado de auto-imobilizagdo, ja que ndo h& necessidade de um agente externo indutor como calor,
peréxidos ou radiagdo gama para inducao do entrecruzamento das cadeias poliméricas.

Para fornecer uma maior estabilidade a FE, geralmente é necessario uma etapa de imobilizacdo posterior
a sorgao para o melhor rearranjo do polimero no suporte. Atualmente, as FE imobilizadas sdo obtidas através
de reacdes entre as moléculas individuais da fase liquida sorvida, induzidas ou ndo por processos de
entrecruzamento ou entre a fase liquida e o suporte [48]. Essas reacdes de entrecruzamento resultam em
camadas estaveis, quando comparadas com as FE sorvidas, e sdo insolGveis nas fases méveis comumente
empregadas em CLAE-FR Varios sdo os métodos utilizados para que essas reagbes ocorram, tais como:
tratamento térmico [49], radiacdo microondas [50], radiagdo gama [51,52], ou ainda por agentes quimicos
como peréxidos e azocompostos [53].

O tratamento térmico é uma fonte de energia empregada para as mais diversas finalidades. Este vem
sendo o principal procedimento para a obtencao de fases reversas imobilizadas com [26] ou sem [12,25,48,54]
0 uso de agentes quimicos de entrecruzamento. O principio da imobilizagio térmica baseia-se no aquecimento
da amostra por condugdo de calor, no qual o recipiente contendo a amostra é aquecido e ocorre a
transferéncia de calor para a amostra. O tratamento térmico é empregado para acelerar a imobilizagao do
polimero nos suportes cromatograficos, auxiliando no processo de auto-imobilizagdo [12]. A auto-imobilizagao
€ um processo lento de imobilizagdo a temperatura ambiente, sendo necessario um longo periodo de tempo,
dependendo do tipo de fase e de suporte, para que ocorra o rearranjo das moléculas do polimero na formade
uma camada estavel sobre a superficie dos poros do suporte [48]. Bottoli et al. [25] prepararam fases de PMOS
e de PMODStermicamente imobilizadas em particulas de silica, empregando temperaturas na faixa de 80 a 220
°C. Os autores observaram que, em temperaturas mais baixas, 120 °C para o PMOS e na faixa de 80 a 100 °C
para o PMODS, as fases apresentam melhores desempenhos cromatograficos devido a formagao de uma
monocamada polimérica. Em temperaturas mais elevadas, o desempenho cromatografico é inferior, devido a
formagao de uma camada polimérica mais espessa, resultando em um processo mais lento de transferéncia de

massa. A imobilizagdo térmica foi empregada também para o preparo de fases estaciondrias baseadas em
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suportes de silica metalizada, apresentando comportamento cromatografico semelhante as fases baseadas em
silicanua[11,55].

Ainda nao existe uma fase estacionaria ideal, e cada tipo de fase tem seus pros e contras. A principal
desvantagem das fases recobertas (sorvidas ou imobilizadas) com polimeros é a dificuldade de se obter uma
camada polimérica uniforme ou bem definida na superficie dos poros do suporte cromatografico. Nawrocki et
al. [34] sugeriu que o recobrimento polimérico resultante, de uma forma geral, € invariavelmente retalhado e
desigual (ndo homogéneo). Collins et al. [55] mostrou que a deposi¢ao na forma de um filme polimérico fino e
uniforme ao longo de uma 4&rea superficial muito grande é energicamente desfavoravel e que,
preferencialmente, ocorrera a formagéo de gotas ou plugs dispersos ao longo de toda extensdo da superficie
da silica. Desta forma, a ndo homogeneidade do recobrimento resultard em exposicdo dos grupos silandis
residuais e, consequentemente, havera interagdo indesejavel do suporte com solutos da amostra e locais
suscetiveis ao ataque quimico de fases méveis alcalinas, acelerando a dissolugéo da silica. O grande desafio do
preparo de fases recobertas com polimeros hoje é a obtencéo de fases estacionarias com numero reduzido de

sitios de interagdes residuais e o desenvolvimento de suporte estavel em uma faixa de pH ampla.

1.1.2. Avaliacdo cromatografica das fases estacionarias

Nos ultimos anos, os avangos na tecnologia de preparagdo de FE tém disponibilizado comercialmente
uma grande variedade de colunas para CLAE no modo fase reversa. Entretanto, as centenas de fases reversas,
em muitos casos nominalmente idénticas, disponiveis atualmente, dificultam a selecdo de uma melhor coluna
para um problema especifico de separagdo. Este problema se estende tanto as fases quimicamente ligadas
quanto as fases recobertas por polimeros. Desta forma, para que a selegdo da coluna contendo a fase
estacionaria apropriada, para a separagdo em questdo, ndo se torne um problema, uma completa
caracterizagdo da fase estacionaria é extremamente desejavel para diferenciar caracteristicas aparentemente
similares [21]. Frequentemente sdo empregados métodos espectroscopicos [57], termogravimétricos [58] e
fisico-quimicos para a caracterizagdo das FE. Porém, estes métodos destroem a fase estacionéria durante a
analise. Uma alternativa mais apropriada é o uso de testes cromatograficos que avaliam a qualidade, as
caracteristicas e a viabilidade analitica das fases com base em interagdes intermoleculares entre o analito, a
fase estacionaria e a fase movel, sem a destruicdo da coluna [59].

O cromatograma da separagao de uma determinada mistura-teste, contendo compostos previamente

selecionados, pode ser utilizado para fornecer informagdes a respeito do desempenho de uma coluna
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cromatografica. Para isto, alguns parametros cromatograficos séo calculados a partir de dados caracteristicos

dos compostos obtidos no cromatograma, como mostrado na Figura 1:

|
I
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Figura 1: Cromatograma com as medidas relacionadas a determinagdo de paréametros cromatograficos.

Adaptado de [60].

A distancia wy, é a largura do pico nalinha de base e wy, é a largura do pico a meia altura. O tempo de

retengao do analito (tg) € o tempo que o analito leva para percorrer o sistema cromatografico desde o

momento de sua injegado até o registro do maximo de seu pico. O tempo de retencdo de um composto nao

retido pela fase estaciondria ou tempo de retengao da fase moével (ty, tempo morto) é o tempo gasto por ele

para percorrer todo o sistema cromatografico desde a injecdo até a cela do detector. O tempo de retencao

ajustado (t'g) € o tempo real que as moléculas do analito ficam retidas na fase estacionaria, calculado por:

tR —tM (BEquagéo 1)

Qutro parametro que também diz respeito a retencdo de um soluto é o fator de retengdo Kk,

determinado pela razdo dos tempos em que as moléculas do soluto ficam retidas na FE ou percorrendo a

coluna na fase movel, de acordo com a Equacgao 2. Este par@metro normalizado é bastante Gtil na comparagao

daretengdo de um mesmo composto em diferentes colunas ou em diferentes composi¢cdes da fase movel [17].
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k=R M_R (Equagao 2)

Os valores ideais de k devem variar entre 2 a 10. Valores maiores que 10 significam uma forte interagao
do soluto com a fase estacionaria e, consequentemente, um longo tempo de analise. Por outro lado, valores
de k menores que 2 implicam em pouca interagédo do soluto com a fase estacionaria, o que pode ser prejudicial
aanalise [61].

Dois componentes em uma mistura ndo podem ser separados se apresentarem o mesmo valor de k. O
grau de separacao entre dois compostos adjacentes em um cromatograma normalmente é verificado pelo

fator de separacao (a) [62], conforme mostrado na Equacgao 3:

k tpo -t
a=2 o teo-t

k1 tRi-tR2
(BEquagéo 3)

com ky 2ky. Se a =1, nenhuma separagao ocorre porque os tempos de retencdo dos compostos sao idénticos.
O fator de separagcdo é uma medida do potencial do sistema cromatografico para a separagdo de dois
compostos, ou seja, sua seletividade, que é totalmente dependente das fases estacionaria e movel
empregadas [62].

A resolucao (Rs) € uma medida quantitativa do grau de separacado entre dois picos adjacentes e pode

ser calculada de acordo com a Equagéo 4:

to, —t to, —t .
RSZ[ R2 ~ Rt me[ R2 ~ Rt J (Equagéo 4)
* Wh2 Wh1 T Whe

em que tr e tre S0 0s tempos de retengdo de dois analitos e wy,; € Wy, S0 as larguras dos picos na base,
medidas em unidades de tempo. Ja w,; e wy, se referem as larguras dos picos a meia-altura, também em
unidades de tempo. Valores de Rs acima de 1,5 sdo considerados ideais, indicando uma separagao completa
entre os picos [62].

A simetria de um pico € determinada pelo fator de assimetria (As). Esta medida é realizada a 10 % da
altura do pico, evitando problemas como instabilidade da linha de base (Figura 2). Sabe-se que a assimetria

distorce o pico cromatografico, reduzindo o valor de eficiéncia e prejudicando a sua integracao,
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principalmente nas analises em que a relagado sinal-ruido é muito baixa e quando os dois picos nao estdo bem
resolvidos. Existem vérias causas que podem acarretar no alargamento. Colunas danificadas pelo seu uso
continuo, assim como as colunas preparadas no laboratério, cujo enchimento nao foi bem sucedido, podem
resultar em picos deformados, principalmente para os compostos apolares em condigdes de fase reversa. Ja a
cauda apresentada na eluicdo de compostos basicos ou ionizaveis pode estar relacionada a presenga dos

silandis residuais da silica [28].

Tailing Factor Fator de Assimetria

TF = AB/2AC . As = BC/CA

5% da 1Itu|-'-'|_ N S S } 10% da altura
L] .
a altura{ do pico

do pico

Figura 2: Medidas e céalculo do fator de assimetria e do fator de alargamento do pico.

O fator de As deve ficar no intervalo de 0,8 a 2. Quanto mais simétrico o pico, melhor a separagéo dos
componentes da mistura analisada.

Outro parametro cromatografico que pode ser empregado é o fator de alargamento de pico,
denominado Tg, do inglés Tailing Factor. Nesta abordagem a assimetria € medida a 5 % da altura do pico [63].
Esse valor comecou a ser utilizado por ter sido recomendado pela United States Pharmacopeia (USP) e alguns
pesquisadores [28] acreditam ser uma medida mais precisa que o parametro As. Entretanto, teoricamente nao
existe nenhuma vantagem em medir o alargamento de pico com um método ou outro. O valor ideal de T é
1,0, indicando que o pico cromatografico é totalmente simétrico [18].

A eficiéncia da coluna em uma separagao pode ser expresaa pelo nimero de pratos. Da mesma forma
que a resolugédo, o niumero de pratos € uma medida da qualidade da separagdo cromatografica. Enquanto a
resolucdo é baseada na largura e no tempo de retengédo de dois picos adjacentes, o nimero de pratos leva em
consideragdao um unico pico. A eficiéncia (N) representa a medida do numero de etapas de equilibrio do

analito entre a fase estacionaria e a fase mével, calculado por meio da Equagao 5:
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7 ]

N=16 (&) =554 (&)

) | W

(Equacgéao 5)

Quanto maior o numero de etapas de equilibrio em uma coluna, melhor a separagdo por ela
apresentada. Em um cromatograma, a eficiéncia é observada através do formato do pico, sendo que quanto
mais estreito for o pico, maior é a eficiéncia da coluna na analise deste soluto.

Existem diversos fatores que podem alterar o valor do niumero de pratos obtidos por uma dada
coluna, a saber: tamanho das particulas da fase estacionaria, condi¢des de enchimento da coluna, condi¢des
de andlise, tamanho da amostra, tipo de soluto e comprimento da coluna. Para efeito de comparacao entre
colunas, a eficiéncia é expressa em termos de numero de pratos por metro (N/m), calculado através da divisao
do nimero de pratos da coluna pelo seu comprimento em metros.

A medida da altura de um prato (H) é arazédo entre o comprimento da coluna (L) expressa em metrose o

nimero de pratos (N), e pode ser obtida de acordo com a Equacéo 6:
H=LN (Equacao 6)

Existe outro parametro que é denominado de altura do prato reduzido (h). Este parametro € um namero
adimensional calculado pelo quociente da altura do prato e o didametro médio das particulas que compoe a FE

(h =H/dp). Este pardmetro é Gtil para comparar colunas recheadas com particulas de tamanhos diferentes [63].

A eficiéncia de uma coluna depende da vazao que se utiliza e este comportamento pode ser verificado

empregando a equagao classica de van Deemter, que matematicamente pode ser expressa como:

H= A+§+Cu (Equagéo 7)
1)

sendo que H=£ € a velocidade linear da FM. A Figura 3 mostra o formato desta curva e as vérias

M

contribuicbes de cada um dostermos.
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H=A+B/p + C.pn

C.p

_H(m)

Hminimo e |

Figura 3: Curva da equagédo de van Deemter mostrando as contribuigbes dos varios termos e a velocidade
linear 6tima [64].

O termo A, chamado de difusdo turbilhonar, refere-se ao alargamento dos picos devido aos caminhos
multiplos percorridos pelas moléculas do analito. Este termo pode ser minimizado usando colunas com
diametro interno reduzido, com boa compactagdo do recheio cromatografico constituido de particulas
uniformes e de tamanho reduzido.

Otermo B é devido a difusao longitudinal e esta relacionado com a difusdo molecular do soluto naFM e
pode ser minimizado empregando-se maiores velocidades lineares de FM. Este termo é mais importante em
cromatografia gasosa que em CLAE, ja que o coeficiente de difusdo no liquido € muito menor que no gas.

O termo C estéa relacionado com a velocidade de transferéncia de massa, ou seja, com a facilidade que
as moléculas do soluto tém em serem transferidas da FM para a FE ou vice-versa [17]. Um fator que minimiza
o termo C é a espessura do filme polimérico ligado/imobilizado/adsorvido a superficie das particulas do
suporte. Quanto menor for esta espessura, menor sera o termo Ce maior a eficiéncia da coluna.

A curva da Figura 3 mostra que existe uma vazao (F) étima, que esta diretamente relacionada com a
velocidade linear 6tima (Letima), Na qual H terda um valor minimo e, consequentemente, a eficiéncia seré
maxima. Na prética, a definicdo da vazdo 6tima é obtida variando a velocidade do fluxo no sistema
cromatografico e medindo o N ou H em cada velocidade.

Um grande nimero de testes cromatograficos tem sido discutido na literatura. Apesar da maioria dos
protocolos sugeridos fornecer apenas um sistema de qualificagao das préprias fases, que em nada contribuem
para um sistema objetivo de caracterizagdo geral, alguns protocolos simples para avaliagdo de fases

estacionarias reversas foram sugeridos para tal propésito. Estes protocolos permitem a comparagao das

11
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propriedades (tais como: retengao, hidrofobicidade, seletividade estérica, atividade silanofilica, capacidade de
troca ibnica e habilidade de formar ligagdes de hidrogénio, além da eficiéncia da coluna) de uma determinada
fase em relagdo a outra em especifico, ou em relagdo a valores encontrados na literatura [65]. Os mais
conhecidos e frequentemente empregados foram sugeridos por Tanaka et al. [66], Engelhardt e Jungheim [67]
e Neue et al. [68]. Além da simplicidade e da possibilidade de uma comparagdo geral entre fases
aparentemente idénticas, estes testes também contribuem para um entendimento mais detalhado da

retencao e seletividade em CLAE-FR.

1.2. Analise de Residuos de Agrotdxicos

No mundo, as perdas anuais devido a agdo de pragas na agricultura chegam a 1 bilhdo de toneladas,
correspondendo a uma reducdo de 20 a 30% na producgdo. Os agrotéxicos, desde seu desenvolvimento,
desempenharam um importante papel no crescimento da agricultura moderna. A utilizagdo destes compostos
quimicos que, por um lado, geram beneficios, por outro, sdo responsaveis pela contaminagao do solo, agua e
alimentos [69]. Assim, a determinacao de residuos de agrotoxicos em alimentos e em amostras ambientais é
importante devido aos riscos que estes compostos oferecem a salde humana, além da sua persisténcia no
meio ambiente e tendéncia de bioacumulagao.

Pode-se definir um agrotéxico como uma substancia ou uma mistura de substancias que previnem,
destroem, repelem ou interrompem o crescimento de pragas e pestes [70]. Todos os agrotéxicos tém a
propriedade comum de bloquear um processo metabdlico vital dos organismos para os quais sio téxicos.
Assim, tém-se as defini¢cdes especificas para cada um de acordo com seu uso, como a seguir: herbicidas para
matar ervas, inseticidas para matar insetos, fungicidas para matar fungos, raticidas para matar roedores,
moluscocidas para matar moluscos [71].

Como os agrotéxicos sdo compostos por diferentes substancias ou mistura de substancias, incluindo
diferentes derivados especificos como produtos de degradacdo, metabodlitos e impurezas, eles podem ter
composigdes significativamente téxicas. De acordo com a sua composi¢io e toxicidade, os agrotoxicos sao
classificados como cancerigenos, mutagénicos, teratogénicos e mimetizadores de horménios [72,73].

No Brasil, o decreto federal n® 4.074, de 04 de janeiro de 2002, que regulamenta a lei n® 7802/1989,
estabelece que os defensivos agricolas, ou agrotoxicos, sdo produtos e agentes de processos fisicos, quimicos
ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores de produgao, no armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protecao de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de

ambientes urbanos, hibridos ou industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢cao da flora ou da fauna, a
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fim de preserva-las da agdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como as substancias e produtos
empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento [74].

A aplicagdo de agrotéxicos sintéticos tem sido uma pratica rotineira na agricultura nos ultimos
cinqiienta anos. A sua utilizagdo dentro de um manejo adequado pode aumentar a produgéo em até 40%, mas
0 uso indiscriminado desses compostos pode acarretar prejuizos ambientais, muitas vezes irreparaveis, e
trazer sérias consequéncias a salde humana. Residuos de agrotdxicos tém sido identificados em todos os
compartimentos ambientais (ar, agua e solo) e em todas as regides geograficas incluindo aquelas mais
distantes de sua liberagéo original, como oceanos, desertos e zonas polares [72,75].

Atualmente, no Brasil, mais de 300 principios ativos e mais de 4000 produtos comerciais e formulagdes
de agrotéxicos estdo no mercado e seu uso continua em crescimento, em fungdo do aumento da area
cultivada, apesar da diminuicdo do nimero de usudrios. O maior emprego de agrotdxicos ocorre nas culturas
de soja, seguido pelas culturas de cana-de-aglcar e algodao [76].

Depois da aplicagdo de um agrotéxico, varios processos fisicos, quimicos, fisico-quimicos e biolégicos
determinam seu comportamento. O destino de um agrotéxico no ambiente é governado por processos de
retencao (sorgao), de transformacao (degradacao), de transporte (deriva, volatilizagao, lixiviagdo, escoamento
superficial), e por interagoes desses processos. A Figura 4 apresenta um diagrama esquematico das vias de
poluicdo ambiental por agrotéxicos. Além da variedade de processos envolvidos na determinagéo do destino
ambiental dos agrotoxicos, diferengas nas estruturas e propriedades das substancias quimicas, e nas

caracteristicas e condigdes ambientais, podem afetar esses processos [77].
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Figura 4: Diagrama esquematico das vias de poluicdo ambiental por agrotéxicos[78].

Nas ultimas décadas, laboratérios publicos e privados vém desenvolvendo métodos para a
determinagdo de residuos de agrotéxicos, principalmente em agua e alimentos. Contudo, a maioria dos
métodos oficiais de andlise esta longe do considerado ideal, ou seja, métodos de ampla aplicagao, rapidos,
sensiveis e com resultados confiaveis [79].

Produtos agricolas como frutas, vegetais e cereais sdo as matrizes mais analisadas em laboratoérios de
rotina, apresentando frequentemente residuos de agrotéxicos de diversas classes. Assim, é de fundamental
importancia o desenvolvimento de métodos multirresiduo de agrotdxicos para a determinagao nestes tipos de
alimentos. A diferenca das propriedades quimicas entre estes compostos e a diversidade de matrizes sio
algumas das adversidades a serem contornadas no desenvolvimento destes métodos, o0s quais
frequentemente apresentam etapas laboriosas que demandam tempo, grande custo de material e geram
grandes quantidades de residuos toxicos [80].

A analise de agrotoxicos compreende, basicamente, as etapas de extracdo do analito da matriz,
remocao de interferentes (clean-up ou limpeza), concentragao, identificagdo e quantificagdo das espécies de

interesse [81].

1.2.1 Técnicas de extracao de residuosde agrotoxicos
A recuperacdo (quantitativa) e a pureza do produto isolado sdo as principais medidas da eficiéncia da

extragdo. Um procedimento de extracdo ideal deve ser rapido, seletivo e produzir uma recuperagao
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quantitativa da espécie de interesse. Portanto, devera ter como caracteristicas principais: o minimo de
operagdes instrumentais, simplicidade, baixo custo e possibilidade de automagéo [81].

A extragdo continua sendo a etapa mais critica dentro de todo o processo de andlise e determinagao de
agrotoxicos, ocupando mais da metade do tempo de todo o processo analitico. Existem diversas técnicas de
extragdo descritas na literatura que, dependendo da complexidade da matriz, podem ser empregadas
sequencialmente, num mesmo procedimento.

A busca por limites de quantificacdo cada vez mais baixos conduziu a um crescente desenvolvimento de
técnicas de extracdo e concentracdo de agrotéxicos, cada vez mais eficientes, visando alcancgar os limites

impostos pela legislagao [82]. Os métodos mais frequentemente empregados sao a LLE e a SPE.

1.2.1.1 Extracao liquido-liquido

A LLE, devido ao fato de ser uma técnica operacionalmente simples e estabelecida ha mais tempo, ainda
€ muito recomendada pelos métodos padrao de andlise [83,84]. Baseia-se na particdo dos analitos entre uma
fase aquosa e um solvente organico de baixa polaridade [81]. Apesar do seu grande uso, apresenta inimeras
desvantagens como a possibilidade de formagao de emulsao, necessidade de grandes volumes de solventes,
muitas vezes toxicos e inflamaveis, demandar tempo longo de extragao, além de ser trabalhosa e de dificil

automagcao [85].

1.2.1.2 Extracdo em fase solida

A SPE é uma técnica de extragdo que tem se popularizado, devido ao fato de ser rapida, de menor custo,
consumir menores volumes de solvente e de amostra e ser de facil mecanizagdo. Permite a limpeza das
amostras (clean-up), a extragdo dos analitos e a concentragcdo de analitoa presentes em solugbes muito
diluidas, como agua, para gerar concentragdes de analito em niveis detectaveis [81]. A SPE é atualmente
amplamente empregada em todo o mundo, inclusive em métodos oficiais, como os recomendados pela
Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados Unidos (US-EPA). O grande numero de aplicagbes da SPE é
possivel devido a diversidade e versatilidade dos materiais contidos nos dispositivos de extragdo, permitindo
diferentes modos de operagao e diversos mecanismos de separagdao. Como limitagbes para a SPE pode ser
citado o alto custo de dispositivos comerciais multi-vias (manifolds), a falta de homogeneidade dos sorventes
de mesma caracteristica quimica entre os diferentes fabricantes, a impossibilidade de reaproveitamento dos
cartuchos quando aplicados a matrizes complexas e, eventualmente, a dificuldade em selecionar o material

correto para a aplicagao desejada [86].
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Na maioria das aplicagbes, os sorventes sao recheados em cartuchos ou seringas. Um cartucho tipico é
formado por um tubo de polipropileno contendo cerca de 50 a 500 mg de sorvente, com 40-60 um de
tamanho de particula, retidos no tubo através de dois filtros.

Em geral, existem quatro etapas no procedimento de SPE: 1) condicionamento do sorvente com
solvente adequado, para ajustar as forgas do solvente de eluigdo com o solvente da amostra; 2) adigao da
amostra, quando ocorre a retencdo do analito e as vezes de alguns interferentes; 3) limpeza (lavagem) do
tubo, para retirar os interferentes menos retidos que o analito; 4) eluicdo e coleta do analito [87]. A Figura 5
mostra a sequéncia de um procedimento de extracdo em fase so6lida direcionado para a concentragdo de

analitos e o clean-up (limpeza, ou remocao dosinterferentes) da amostra.

1.CONDICIONAMENTO DO TUBO 2.ADICAO DE AMOSTRA 3.LIMPEZA 4_ELUICAO
[ T ] [ 10 ] [ ] [ ] [ 1 I ]
solvents de

eluigdo 1 :

mistura de )

analitos \ )

(®]

g%%) \E' é o0

% o} g 0
o2 D ,
s o <0 -(
DESCARTE (|

DESCARTE DESCARTE

HPLC

Figura 5: Principais etapas empregadas em SPE off-linevisando o isolamento de um composto [88].

Atualmente, um grande numero de sorventes encontra-se disponivel comercialmente. Os materiais de
recheio empregados para SPE sédo similares aos usados em CLAE. Dessa forma, existem cartuchos recheados
com fases estacionarias quimicamente ligadas (como octadecilsilano (C18), octilsilano (C8), fenilsilano, etc.),
polimeros (como o copolimero de estireno entrecruzado com divinilbenzeno), poliacrilatos substituidos com
grupos polares, carvao ativado, silica gel e silicato de magnésio (Florisil). Os grupos mais usados como
sorventes a base de silica quimicamente ligada sdo do tipo fase reversa, fase normal e troca i6nica [89].

Na SPE empregando fase reversa, a FM apresenta maior polaridade que a fase s6lida, que retém os

analitos menos polares presentes em solventes polares. Em seguida, os analitos retidos seréo eluidos com um
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solvente de baixa polaridade. Uma vez que o aumento do tamanho das cadeias hidrocarbdnicas aumenta o
carater apolar do sorvente, em muitos casos o uso de fases octadecil (C18) pode acarretar em uma retengao
de analitos apolares indesejaveis. Neste caso, empregam-se sorventes contendo cadeias menores como octil
(C8) ou butil (C4), diminuindo a retencao [89].

Recentemente, foram introduzidos novos tipos de sorventes a base de resinas poliméricas (Oasis HLB,
Oasis MCX), que tém fornecido bons resultados para diversos tipos de analises. A Tabela 1 mostra os principais
tipos de SPE e suas caracteristicas. Ja a Figura 6 mostra um diagrama para determinar o procedimento de SPE
de acordo com as caracteristicas da amostra.

Uma alternativa ao uso de cartuchos em SPE foi o desenvolvimento de discos de extracdo, onde as
particulas ativas sdo imobilizadas em matriz inerte e estavel de microfibrilas de politetrafluoretileno (PTFE)
flexivel, embebidas ou impregnadas com a fase estacionaria. Um disco tipico tem 47 mm diametro e 0,5 mm
de espessura, contendo 500 mg de sorvente. Os discos possuem uma série de vantagens devido ao seu
formato, tais como leito mais homogéneo, pressdes menores durante a aplicagdo das amostras e na eluigao,
auséncia de caminhos preferenciais e a possibilidade de utilizar vazbes mais altas e menores volumes de
eluentes na dessorgéao [91].

Os recentes desenvolvimentos em SPE estdo focados na pesquisa de técnicas envolvendo extragoes de
varios analitos (multirresiduo) com ampla faixa de polaridade, visando alta eficiéncia de extragido, com reducao
de tempo e de custo. As pesquisas nesta area tém sido direcionadas para a obtencdo de sorventes mais

seletivos, para novas configuragdes cromatograficas e automacéao [89].
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Tabela 1: Principais modos de operagdo em SPE e suas caracteristicas [90].

FASE REVERSA

FASE NORM AL

TROCA IONICA
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polaridade moderada a
baixa

polaridade baixa
para alta/neutro

carregado ou ionizado
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separagao baseada na
hidrofobicidade

separagao baseada
na polaridade

separagao baseada na carga

M atriz de amostra

aquosa

solvente ndo-polar
organico

aquosa/forgaidnica baixa

Condicionamento/
Equilibrio do sorvente

1. solvatar com organico
polar
2. agua

organico néo-polar

tampéao com forgaidnica baixa

Etapa de lavagem
preliminar

aquoso/tampao

organico néo-polar

tampéao com forgaidnica baixa

Etapas de elui¢ao

aumentar a quantidade de

mistura de solventes

aumentar aforga
eluotroépicada

tampdes mais fortes-forga idnica ou pH
para neutralizar a carga
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organicos
AX [Troca CX[Troca
aniodnica] catidnica]
. . Accell PI MA, Accell PI ,
Funcionalidade do Cis, Cia, Gs, Gz, ON, NH,, silica, alumina, ccell Plus Q ccell Plus CM
sorvente HLB, RDX, Rxn RP Florisil, diol, CN, NH NH,, SAX, MAX, SCX, MCX, WEX,
e R WAX Rxn CX
Polari . - .
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| | lari . . .
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do solvente
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acetato de etila,
acetona, CH;CN
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forcaidnica alta,
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amostra

compostos mais polares
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compostos menos
polares eluem
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Figura 6: Diagrama esquematico para determinar o procedimento de SPE segundo as caracteristicas da

amostra [88].

Durante os anos 1990, outros métodos de extracdo também foram desenvolvidos e tinham como

objetivo a simplificacdo de etapas como, por exemplo, dispersdao da matriz em fase s6lida (MSPD, do inglés

Matrix Solid Phase Dispersion) e microextragdo em fase sélida (SPME, do inglés Solid Phase Micro Extraction)

[92]. Em 1999, foi proposta a extragdo sortiva em barra magnética (SBSE, do inglés Sir Bar Sorptive

Extraction), [93] que fornece baixo limite de deteccéo, especialmente para analitos hidrofobicos [94]. Extracao

por fluido supercritico (SFE, do inglés Supercritical Fluid Extraction) [95], extracdo acelerada por solventes (PLE,

do inglés Pressurized Liquid Extraction) e extragdo assistida por micro-ondas (MAE, do inglés Microwave

Assisted Extraction) sdo exemplos de métodos que apresentam [96], dentre outras caracteristicas, elevada

eficiéncia, entretanto geralmente demandam investimento consideravel em instrumentagdo. Estes novos

métodos que tém como base a instrumentagdo, sendo a extragcdo muitas vezes automatizada, demandam

analistastreinados e etapas de limpeza entre as extragdes, o que implicaem um maior tempo de
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analise. Outra desvantagem geralmente apresentada é o escopo limitado de agrotdxicos que podem ser
extraidos sob determinadas condi¢cdes. Sendo assim, estes procedimentos, podem ser empregados em

algumas aplicagdes, mas estao distantes de serem considerados ideais para um método multirresiduo [97].

1.2.1.3 QUEChERS

Em 2003, Anastassiades et al. [98-100] com o objetivo de superar limitagbes praticas dos métodos
multirresiduo de extragdo disponiveis na época, introduziram um novo método rapido, facil, econémico,
efetivo, robusto e seguro de preparo de amostras para extracdo de residuos de agrotéxicos, conhecido como
QUEChERS. Durante o seu desenvolvimento, grande énfase foi dada para a obtencdo de um procedimento
dindmico, que pudesse ser aplicado em qualquer laboratério, devido a simplificacdo das etapas como

representado no fluxograma da Figura 7.

10 g de amostra
{tubo de teflon™50 mL)

I
10 mL MeCHN

Agitar vigorosamente por 1 min

4 g Mg50y e 1 gde NaCl

Agitar vigorosamente por 1 min

Adicionar o padrao interno
(trifenilfosfato)

Agitar par 30 5 e centrifugar

Transferir para ocutro tubo 1 mL
de extrato e adicionar 150 mg de
Mg3S0s e 25 mg PSA

Agitar por 30 s e centrifugar

Andlise
Cromatografica

Figura 7: Fluxograma representativo do método QUEChERS original [101].

1.2.1.3.1. Tamanho da amostra
Para garantir de maneira simples uma maior eficiéncia do procedimento de preparo de amostra,

usualmente é utilizada a menor quantidade possivel de amostra, desde que esta garanta representatividade
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estatistica ao resultado final [98]. De maneira geral, amostras s6lidas, como a maioria dos alimentos, requerem
etapas mais complexas e demoradas durante seu preparo [102]. Uma das possibilidades de obterem-se
amostras sOlidas homogéneas é através do corte das amostras em pedagos menores seguido de
processamento em homogeneizadores [103]. Entretanto, Fussel et al. demonstraram que a realizagdo desta
etapa a temperatura ambiente pode provocar a perda de alguns analitos como, por exemplo, bitertanol,

heptenofés, isofenfds e tolilfluanida [104].

1.2.1.3.2 Escolha do solvente de extracao

A selecao do solvente de extragdao é um dos pontos fundamentais no desenvolvimento de um método
de extracdo multirresiduo. Muitos aspectos devem ser considerados, entre eles: habilidade de extragcdo de um
amplo espectro de agrotéoxicos com diferentes polaridades, apresentar seletividade durante a extracéo,
particdo e limpeza, compatibilidade com diferentes técnicas cromatograficas, baixo custo, segurancga, além de
observar a legislacdo ambiental [105].

Os solventes mais utilizados para extragdo multirresiduo de agrotdxicos sdo: acetato de etila, acetona e
acetonitrila, sendo que cada um destes apresenta vantagens e desvantagens. Acetato de etila tem
demonstrado ser um solvente com caracteristicas universais, uma vez que possui capacidade para extrair
agrotoxicos de diferentes classes em diversos tipos de amostras, porém os percentuais de recuperagado de
agrotoxicos com carater basico (pKa > 4) sdo baixos devido a problemas de degradagao, sendo necessaria a
adicéo de hidroxido de s6dio para um aumento destes percentuais [106]. Acetona e acetonitrila sdo misciveis
com &gua e promovem a extragdo em uma fase Unica quando em contato com a matriz. Quando uma extragao
¢é realizada com acetona ha necessidade de adigdo de solventes apolares para que ocorra a separagao entre as
fases organica e aquosa. O mesmo nao é necessario quando se utiliza acetonitrila, uma vez que a adigao de
sais ao extrato faz com que ocorra tal separagéo [105].

A utilizagao de acetonitrila possibilita a extragdo de uma menor quantidade de coextrativos lipofilicos
provenientes da amostra, como por exemplo, ceras, gorduras e pigmentos, e proporciona a extragdo de uma
ampla faixa de agrotdoxicos com diferentes polaridades [107]. Acetonitrila, quando acidificada, permite
recuperagdes satisfatérias de agrotéxicos que geralmente apresentam problemas de estabilidade. Outra
grande vantagem é que acetonitrila € mais adequada para cromatografia liquida acoplada a espectrometria de

massas (M S, do inglés Mass Soectrometry) do que acetona e acetato de etila[105].
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1.2.1.3.3 Adicao de sais e a separacao de fases

A adigao de sais para promover o efeito salting out tem sido utilizada em varios métodos multirresiduo.
Dependendo da natureza do solvente utilizado na etapa de particdo, a adigdo de sais proporciona melhores
percentuais de recuperagdo para analitos polares, uma vez que os sais diminuem a solubilidade destes
compostos na fase aquosa, bem como a quantidade de agua na fase organica e vice-versa[109].

Nos métodos multirresiduo que utilizam acetona, a particao é controlada através de uma combinagao de
NaCl e solventes apolares, porém tem como desvantagens a diluicdo do extrato e o consumo de um maior
volume de solvente [110]. Entretanto, os métodos multirresiduo que utilizam acetonitrila, desenvolvidos até
entdao, ndo empregam adicdo de nenhum tipo de solvente apolar no processo de particdo. Na extracdo com
acetonitrila, a adicdo de sais € muito conveniente uma vez que é répida, facil, apresenta baixo custo, tem a
grande vantagem de nao diluir o extrato da amostra e proporciona a separagio das fases organica e aquosa
[111].

A utilizagdo de sais secantes para melhorar a recuperacdo de agrotéxicos polares foi descrita por

Andersson et al. [112] os quais utilizaram sulfato de sédio (Na,SO,).

1.2.1.3.4 Clean-up ou limpeza

A etapa de limpeza é essencial para promover robustez e confiabilidade aos resultados obtidos pelo
sistema cromatografico. Em cromatografia gasosa (GC, do inglés Gas Chromatography) componentes nao-
volateis da matriz podem ficar aderidos no conjunto injetor-insersor e também na coluna cromatogréfica,
alterando a resposta do sistema e aumentando a frequéncia de manutengdes necessarias [113,114]. Em CLAE,
alguns componentes nao desejaveis podem produzir picos sobrepostos, interferindo na quantificagao.

Tradicionalmente as etapas de limpeza empregam SPE. Muitos fatores afetam a precisdo quando se
trabalha com SPE, entre eles o ajuste do sistema de vacuo e o fluxo dos solventes. Quando o0 modo manual é
usado, esta técnica envolve o uso de diferentes solventes para lavagem do sorvente, etapas de evaporagao e
secagem. Quando essa técnica é usada de forma automatizada, é necessario manutencgao frequente, além dos
sistemas hoje disponiveis apresentarem um custo consideravel [115].

As modificagbes j& realizadas no método QUEChERS indicam um futuro promissor na andlise
multirresiduo de agrotéxicos em alimentos e outros produtos agricolas. O método tem sido aplicado com
sucesso para a extragdo de agrotoxicos em varias outras matrizes. Lee et al. utilizaram o método QUEChERS
para extragdo de 49 agrotéxicos multiclasse em folhas de fumo. Na determinagcdo destes compostos

empregou-se GC-MSMS. Os valores de recuperagao ficaram na faixa de 71,9 a 120,1%, com valoresde RSD <
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13,9% e valores de limite de quantificagdo (LQ) na faixa de 0,015 a 0,157 mg/kg [116]. As técnicas de GC-MSe
LC-MS MS foram utilizadas na determinagao de 24 agrotéxicos em amostras de solo, que foram extraidas
utilizando o método QUEChERS. Os compostos analisados apresentaram recuperagao média de 72,7%, com
RSD na faixade 1,5 a 18,3%. As faixas de LQ ficaram entre 0,08 e 292,0 pg/kg [117].

O método QUEChERS possui muitas vantagens sobre os métodos tradicionais de preparo de amostra
para determinacdo de residuos de agrotoxicos, dentre elas podemos citar: altos percentuais de recuperagao
(>85%) sao obtidos para um grande numero de compostos de diferentes polaridades e volatilidades, incluindo
agrotoxicos reconhecidos por sua dificuldade de analise como, por exemplo, metamidofés, ometoato, imazalil,
tiabendazol, diclorvos, piretroides, entre outros; o método é exato e preciso, sendo estes itens assegurados
pela utilizagdo de padréao interno que permite que sejam feitas corregbes relacionadas aos diferentes teores
de agua presentes na amostra e, com isso, flutuagdes de volume em diferentes matrizes; permite o preparo de
10 a 20 amostras entre 30 e 40 min; utilizagdo de um pequeno volume de solventes, além de nao utilizar
solventes clorados, a adigdo de acetonitrila quando realizada com dispensadores faz com que o analista tenha
uma exposicdo minima a este solvente; um Unico analista pode realizar o preparo da amostra; ndo requer a
utilizacdo de muitos materiais e equipamentos, bem como espaco fisico durante a execugdo do método [101].

A principal desvantagem deste método esta relacionada com a relagdo amostra/extrato final que é de 1
g por 1 mL. Este valor é menor quando comparado com os obtidos com outros métodos que utilizam uma
etapa de concentracdo, apresentando relagdo amostra/extrato final de 2 a5 g por 1 mL[118]. Portanto, se a
matriz ndo é uma fonte de ruidos nas analises isto pode conduzir, no método QUEChERS, a valores de LQ mais
elevados, para o mesmo volume de injecdo. Entretanto, considerando a alta a detectabilidade das técnicas
cromatograficas disponiveis atualmente, principalmente com GCMSMSe LC-MSMS, o método QUEChERS é
adequado e constitui o estado da arte para a determinagao multirresiduo de agrotéxicos em diferentes

alimentos[101].

1.2.2 M odos de extracao off-line e on-line
1.2.2.1 Principios, desenvolvimento e aplicacoes da cromatografia acoplada a extragao no modo on-line

O pré-tratamento de amostras de forma eficiente é a chave para o sucesso de qualquer analise. Embora
algumas amostras j& estejam prontas para analise, na maioria dos casos os instrumentos analiticos sao
incapazes de analisar as matrizes diretamente, sendo que alguma forma de preparo de amostra é necessaria
para extrair e isolar os analitos de interesse. Amostras sélidas e semi-s6lidas, em particular, tipicamente

requerem preparagao de amostras complexas e em varias etapas.
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Nos ultimos anos, muito esforcos tém sido feitos no desenvolvimento e otimizagdo de técnicas de
separagao, particularmente na cromatografia. Sistemas répidos e eficientes tém sido desenvolvidos para
separagdes em baixas concentragdes e métodos com alto desempenho estdo disponiveis. Porém, raramente a
preparagdo de amostra estd no mesmo nivel de desenvolvimento que o método de separagdo. Muitos
métodos de preparagdo de amostra vém sendo utilizados ha décadas, praticamente sem nenhuma
modificagdo durante os anos. Sabendo-se que as etapas de amostragem e preparagdo de amostra sdo
responsaveis por 80 % de todo o tempo de analise e que a qualidade destas etapas determina largamente o
sucesso da analise de matrizes complexas, a melhoria na preparagcdo da amostra deve ser considerada
importante. O tratamento impréprio da amostra invalida toda a analise e mesmo um método de separagao
muito mais poderoso nado dara um resultado valido. As tendéncias atuais na preparagdo da amostra estdo
claramente direcionadas para o desenvolvimento de métodos automatizados e sistemas miniaturizados, que
aumentam a precisao, rendimento, reprodutibilidade e o custo [119].

A preparagdo da amostra para a andlise cromatografica pode ser feita no modo off-line ou on-line
[120,121]. A escolha do melhor procedimento para cada situacdo depende de diversos fatores. Para a
preparagdo de um numero apropriado de amostras, os métodos necessitam ser selecionados ndo somente
com base no desempenho previsto do sistema analitico, mas também de acordo com exigéncias gerais tais
como o numero e o tamanho das amostras, equipamentos do laboratério e a experiéncia do analista. O uso do
modo off-line € uma boa alternativa quando o nimero de amostras é pequeno, onde usualmente nao ha
necessidade de um método automatizado ou 0 consumo de tempo para desenvolver tal método. Nestes casos,
0 uso de métodos convencionais é suficiente para analise. O uso de métodos automatizados on-line é indicado
quando o numero de amostras similares a ser analisadas aumenta. A automacgao tipicamente melhora a
qualidade dos dados, aumenta o rendimento da amostra, diminui custos e melhora a produtividade do analista
e dosinstrumentos[119].

Aspectos instrumentais e de metodologia tem que ser considerados no acoplamento on-line da etapa de
extragdo com o instrumento analitico. Do ponto de vista instrumental, o acoplamento tende a ser
relativamente simples. Entretanto, o método de extragao necessita ser otimizado levando em consideragao a
conexao escolhida, seja cromatografia liquida ou gasosa.

A selecdo de uma técnica é dependente do tipo de amostra e dos analitos de interesse. A SPE, a LLE e as
técnicas usando membrana sdo mais utilizadas com amostras liquidas, quando as outras técnicas sao
tipicamente aplicadas as amostras sélidas. Para analitos volateis, a extragcdo térmica ou por head-space,

destacando a SPME, sdo boas alternativas as técnicas baseadas em solvente.
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Muitos métodos de extragao para amostras liquidas sao relativamente simples de usar em combinagdes
on-line. A SPE é muito usada com a cromatografia liquida, sendo a SPE-LC certamente a mais comum dos
sistemas combinados[121].

Frequentemente uma etapa adicional de limpeza ¢ incluida no sistema on-line, sendo que o uso da SPE
dentre as alternativas disponiveis para extragdo por solvente e cromatografia € muito comum. Ha diversas
razbes para a escolha da SPEcomo ainterface: o volume de solvente pode ser muito grande para transferéncia
direta do extrato a coluna cromatogréafica, o tipo de solvente ndo pode ser apropriado para a etapa

cromatografica, ou o extrato pode estar muito sujo, necessitando de limpeza.

1.2.2.2 Aspectosinstrumentais

O acoplamento on-line requer algumas modificagbes em relagdo as técnicas de extragao off-line. O
acoplamento é geralmente executado com a ajuda de valvulas do tipo multiport e de uma ou mais bombas
para a extracdo dinamica ou transferéncia do extrato ao sistema cromatografico.

Em sistemas on-line, todo o extrato é transferido a coluna cromatografica, em contraste as técnicas off-
line tradicionais onde somente uma parte pequena é injetada. Isto significa que a detectabilidade do método
on-line pode ser muito melhor. Entretanto, a quantidade elevada da amostra injetada conduz facilmente a
saturacdo da coluna analitica. Para evitar isto, recorre-se frequentemente a miniaturizacdo do sistema de

extracao, que pode ser conseguido utilizando-se colunas de extragdo menores.

1.2.2.3. Natureza e volume de eluicao

Depois que o sorvente é selecionado para uso com o cartucho, de acordo com sua eficiéncia de retengéo
para os analitos alvo, a segunda etapa consiste em determinar o melhor solvente ou a mistura de solventes
para fazer a eluigdo dos analitos desejados [122]. Diversos estudos foram conduzidos para selecionar o
solvente mais apropriado para a eluigdo de agrotéxicos, incluindo triazinas, de diferentes sorventes [123]. No
geral, um eluente é escolhido baseando-se no seu alto desempenho, menor volume, toxicidade baixa, nao-

interferéncia com os compostos, e compatibilidade com o sistema cromatografico usado (GCou LC).

1.2.2.4 Quantidade de amostra

Os tamanhos de amostra necessarios na andlise on-line sao freqlientemente pequenos, para evitar
sobrecarga no sistema cromatografico. Como ja foi citado, tipicamente todo o extrato é transferido a coluna
cromatografica, aumentando a detectabilidade. Particularmente, se 0 método da extragdo € nao-seletivo a

proporgdo de compostos contaminantes oriundos da matriz pode ser elevada. Neste caso, o tamanho de
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amostra apropriado dependeréd naturalmente das concentragdes dos analitos alvo e dos outros compostos da
matriz, sendo que a detectabilidade pode ser melhorada aumentando a quantidade da amostra.
O volume da amostra liquida pode variar de cem microlitros a cem millilitros. No caso de amostras

solidas e semi-solidas, tipicamente de 4-1000 mg é suficiente para a analise em baixas concentragdes.

1.2.2.5 Efeito de meméria (carry-over)

Em um sistema on-line, a limpeza eficiente do sistema de extracdo é essencial a fim de evitar efeitos de
membéria. Tipicamente, a limpeza é feita bombeando o solvente apropriado através da coluna de extracédo
enquanto a analise cromatografica prossegue. Se as amostras estiverem muito contaminadas, por exemplo,
pode ser necessario mudar o cartucho entre cada analise. A recolocagdao automatica de cartuchos de SPE é

possivel em alguns sistemas comerciais.

1.2.2.6 Volume de Breakthrough

O volume da breakthrough € uma das caracteristicas mais importantes na determinagéo de uso de um
adsorvente em uma analise. Ele pode ocorrer nas técnicas de SPE devido a retencéo insuficiente dos analitos
(dependendo de suas propriedades fisico-quimicas) ou por injecdo de um excesso da amostra além da
capacidade do sorvente. Varios estudos foram focados neste assunto, particularmente no que diz respeito as

triazinas e seus produtos de degradagéo [124].

1.2.2.7 Técnicas e recentes desenvolvimentos

Ha um grande numero de artigos na literatura de métodos empregando processos on-line e off-line na
determinagdo de agrotdxicos em agua [122]. Além disso, combinagbes on-line de extragdo e meétodos
cromatograficos foram aplicados na analise de muitos tipos de amostras complexas, incluindo alimentos,
combustiveis fésseis, amostras agricolas, solos, sedimentos, tecidos animais e de plantas, plasma e urina[119].

Os métodos de SPE sdo facilmente convertidos em sistemas on-line totalmente automatizados,
acoplados as técnicas de LC ou GC. Os procedimentos sdo essencialmente os mesmos realizados no modo off-
line, onde inicialmente é feito o condicionamento do material antes do carregamento da amostra. Geralmente
utiliza-se uma coluna pequena (10-20 mm x 1-4,6 mm de didmetro interno) que é preenchida com o material
apropriado. O uso de materiais poliméricos permite a introducdo de volumes de amostra grandes, e
conseqlientemente, um enriquecimento eficiente dos analitos, até mesmo daqueles que sdo relativamente

polares.
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Mais de 300 artigos que descrevem procedimentos de SPE-LC on-line ja foram publicados,
principalmente na area de bioanalises [120,121]. Véarios instrumentos comerciais, tais como Prospekt-2tm e
OSP-2 estao disponiveis no mercado. A maioria dos métodos de SPE-LC utiliza a cromatografia liquida em fase
reversa como o método analitico final. Na pratica, varios adsorventes para fase reversa como C18 [125,126],
materiais de troca iénica [127], os imunosorventes [128], materiais de acesso restrito (RAM, do inglés
Restricted Access Materials) [129] e materiais impressos molecularmente (MIP, do inglés Molecularly

Imprinted Polymer) [130, 131] ja foram aplicados em sistemas on-line.

1.2.3 M étodosde deteccdo de agrotoxicos

A deteccado feita na regido do ultravioleta (UV) em um Unico comprimento de onda ou em varios
comprimentos de onda utilizando detecgdo por arranjo de diodos (DAD, do inglés Diode Array Detector) é
comumente empregada em CLAE, assim como as detecgdes por captura de elétrons (ECD, do inglés Eectron
Capture Detector) e espectrOmetro de massas sdo bastante utilizadas em GC. Os limites de deteccao
alcancados em LC-DAD séo a niveis de pg/L e normalmente comparaveis aos obtidos por GC-M S, os quais séo,
geralmente, mais sensiveis que os obtidos por GC-ECD [132].

Publicagdes mostram que ha uma tendéncia em se utilizar, na determinacgéo de residuos de agrotoxicos
em aguas, técnicas sofisticadas como GC-MSe LC-M S[133,134].

No entanto, os fatores mais importantes na escolha da técnica para andlise de agrotéxicos sio:
caracteristica do analito (estrutura quimica, propriedade fisico-quimica, etc), o comportamento do analito no
sistema cromatografico, a necessidade, ou ndo, de derivatizagdo do analito e o trabalho necessério paraisso, a

disponibilidade da técnica no laboratério e o propoésito geral da analise [135].

1.2.4 Analise de agrotoxicos em amostras de agua

A analise de residuos de agrotéxicos em agua é dificultada pela grande variedade de compostos
existentes, bem como pelos baixos niveis de concentragéo encontrados [136].
Rios, lagos, barragens e mananciais podem ser contaminados por agrotdxicos, que seguem distintas rotas de
contaminacdo. Tais rotas dependem das propriedades fisico-quimicas dos agrotdxicos bem como das
propriedades do ambiente em estudo [137]. A degradagdo dessas classes de agrotdxicos pode resultar em
metabdlitos muito mais prejudiciais que o préprio agrotdxico original [138].

As maioresrotas de transferéncia de agrotoxicos para sistemas aquaticos sdo o escoamento superficial e
a drenagem. O tipo de planta e a topografia do terreno tém decisiva importancia na maior parte desses

procesos [139]. Esses produtos, quando aplicados sobre os campos de cultivo, podem atingir os corpos d'agua
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diretamente, através da agua da chuva e da irrigagdo, ou indiretamente através da percolagdo no solo,
chegando aos lengdis freaticos. Outras formas de contaminacdo indireta podem ocorrer através da
volatilizagdo dos compostos aplicados nos cultivos e pela formagao de poeira do solo contaminado [140, 141]
e/ou da pulverizagao de agrotéxicos, que podem ser transportados por correntes aéreas e se depositarem no
solo e na 4gua, distantes das areas onde foram originalmente usados. Por fim, tais substancias sdo capazes de
interagir com o organismo vivo, causando multiplas alteragbes que podem gerar graves desequilibrios
ecoldgicos, dependendo do grau de contaminagao e do tempo de exposicao.

No Brasil, o controle da qualidade da agua para o abastecimento publico é regulamentado pela portaria
518, de 25 de marco de 2004, do Ministério da Saude [142]. Este regulamento estabeleceu procedimentos e
responsabilidades relativas ao controle da qualidade da agua para consumo humano, além de seu padrédo de
potabilidade, limites para a qualidade microbiolégica, turbidez da agua filtrada, presenca de substancias
quimicas, e constituintes radioativos, que representam risco a saude, além do padrdo de aceitagdo para o
consumo humano [143]. Nesta mesma portaria, sdo estabelecidos valores maximos permissiveis para alguns
grupos de agrotéxicos. Apesar disso, o0 numero de ingredientes ativos monitorados pela legislagdo brasileira
ainda é muito pequeno, comparado com a quantidade dos mesmos que atualmente se encontram em uso
[142].

A EPA estabeleceu, em 2001, os padrdes aceitaveis para agua potavel, com indicagao do nivel abaixo do
qual nao ha risco para a saude do consumidor e também do mais alto nivel que é permitido [144]. A Uniao
Européia estabelece limites mais rigidos, segundo a Diretiva n°.98/83/ECC de 03 de novembro de 1998. Para
agua potavel é permitida uma concentragdo maxima de 0,1 pug/L para agrotéxicos individuais e 0,5 pg/Lpara a
soma de agrotoéxicos, incluindo metabdlitos ou produtos de degradagao téxicos. Para aguas superficiais, que
serdo destinadas a tratamento para posterior consumo humano, este limite maximo permitido € de 1 a5 ug/L
[145].

Para avaliar o possivel impacto dos agrotoxicos nos ecossistemas aquaticos, métodos analiticos sao
requeridos para determinagdes simultaneas de rotina de varios compostos em concentragdes extremamente

diluidas em amostras de dgua [146].

1.2.5 Analise de agrotoxicos em amostras de caldo de cana (garapa)
A cana de aglicar é originaria do norte da india, de onde teria ido para a China e o Oriente Médio. Os
arabes a levaram para o Norte da Africa e para o Sul da Europa, e os chineses a levaram para Java e as

Filipinas. Cristovao Colombo introduziu-a na América espanhola, trazendo-a da llha da Madeira [147]. No
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Brasil, a cultura da cana teve inicio em 1522 na capitania de Sao Vicente, com canas provenientes da llha da
Madeira [148].

A cana de agUcar, pertencente ao género Saccharum, constitui-se em uma das gramineas de maior area
cultivada nas regides tropicais e subtropicais. Ha pelo menos seis espécies pertencentes a este género, mas a
espécie cultivada é o hibrido de nome Saccharum officinarum. No Brasil, constitui-se como matéria prima
basica para as agroindustrias do agucar, do alcool etilico e das aguardentes [149].

A cana de agucar € uma matéria prima de grande versatilidade e viabilidade econ6mica; seu éxito
produtivo justifica-se pela facil adaptagdo ao clima e solo brasileiros, sendo cultivada em todo territério
nacional [150]. De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (Conab), a producao brasileira de
cana de agucar atingiu 612,2 milhdes de toneladas em 2009, alta de 7,1% em relagdo ao periodo anterior. O
estado de Sdo Paulo concentrou 57,8% da producéo e colheu 354,3 milhdes de toneladas, 2,5% a mais do que
em 2008 [151,152].

A bebida obtida da cana-de-aglcar, conhecida popularmente por garapa, é muito popular no Brasil
sendo consumida por pessoas de todas as idades, especialmente nos periodos mais quentes do ano. E obtida
por extracdo em moendas elétricas ou manuais, coada em peneiras metalicas ou plasticas e servida com gelo,
podendo ser consumida pura ou adicionada de suco de frutas acidas. A bebida é comercializada em vias
publicas, parques, pracgas e feiras por vendedores ambulantes[153].

A garapa é constituida basicamente por agua e substancias sélidas solGveis, destacando-se entre eles, os
acucares tais como a sacarose (em maior proporg¢éo), glicose e frutose. O seu valor nutricional e energético
esta diretamente ligado ao seu alto teor de aglcar, uma vez que o0 seu contetdo protéico é extremamente
baixo, o que lhe confere a caracteristica de ser um alimento muito desbalanceado em relagdo a seus
nutrientes. A Tabela 2 mostra a composi¢ao centesimal do caldo de cana-de-aglcar [154].

O caldo de cana é composto também por antioxidantes: acidos fendlicos (caféico, sinaptico e isbmeros
do &cido clorogénico), flavonéides (apigenina, luteolina e derivados de tricina) e outros compostos fendélicos. O
consumo de apenas 250 mL poderia resultar na ingestdao de 40 mg de fendlicos, representando uma
importante fonte desses compostos antioxidantes na dieta [156].

Esta bebida é caracterizada como um liquido opaco, viscoso, de cor parda ao verde escuro, apresentando uma
proporgéo de sélidos soluveis, compreendida entre 15 e 25°Brix. O pH do caldo é pouco acido, variando entre

5e 6, sendo maiscomum o intervalo 5,2 -5,4[147,155].
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Tabela 2: Composicdo do caldo de uma cana sadia e normal, para as condigdes do Brasil [155].

Constituinte Teor (%)
AGUA 75-82 (média 78)
SOLIDOS TOTAIS DISSOLVIDOS 18-25 (média 22)
Aglcares 15-24 (média 20)
sacarose 14,5-23,5 (média 20)
glicose 0,2-1,0 (média 0,4)
frutose 0,0-0,5 (média 0,1)
Nao-aglcares 1,0-2,5
Organicos (matéria nitrogenada, gorduras e ceras, pectina, acidose

0,8-1,5 (média 1,2)
matérias corantes)
Inorgéanicos (cinzas) (silica, K,P,Ca, Mg,Na,SFe,Al,Cl) 0,2-0,7 (média 0,3)

I.3. Validacao de M étodos Analiticos

Para garantir que um novo método analitico possa gerar informagdes confiaveis e interpretaveis sobre a
amostra, ele deve sofrer uma avaliacdo chamada de validacdo. A validagdo pode ser definida como sendo a
comprovagao, por exame e fornecimento de evidéncia objetiva, de que osrequisitos para um determinado uso
pretendido pelo método de analise sdo atendidos. Deve levar em consideragdo todas as incertezas do
processo analitico, incluindo aquelas atribuidas aos equipamentos, padrdes, calibragdes, analista e ambiente
[157,158].

A validagdo faz parte de qualquer documentacdo submetida as agéncias governamentais de
regulamentacdo da Unido Européia, Japao, Estados Unidos e outros paises, quando se pretende o registro de
métodos usados para a quantificacdo de produtos como farmacos em fluidos biolégicos e determinacéo de
residuos de agrotéxicos em varios tipos de matrizes [157,158].

Os parametros de validacdo de métodos tém sido definidos em diferentes grupos de trabalho de
organizagdes nacionais ou internacionais € algumas definicdes sdo diferentes entre diversos grupos. Uma
tentativa para harmonizar estas diferencas foi feita para aplicagdes farmacéuticas, pela ICH (International
Conference of Harmonization). O que se pode notar é que érgaos de credenciamento nacionaiscomo ANVISA e
o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial (INMETRO), e internacionais como a
Uniao Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, do inglés International Union of Pure and Applied
Chemistry), 190 (ISO/IEC 17025) e ICH, exigem o item “validagdo de métodos analiticos” como um requisito

fundamental para a qualidade assegurada e demonstragdo da competéncia técnica [159-164]. Em relagdo as
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normas, pode-se observar que ndao ha um procedimento normatizado que estabeleca como executar a
validagdo de métodosinstrumentais de separacgao.

No Brasil, s6 ha uma resolugdo especifica de validagdo de metodologia analitica para residuos de
agrotoxicos, porém com objetivos que diferem ao desenvolvimento de uma metodologia. A resolucédo enfatiza
os procedimentos para a condugao de ensaios de campo e para o estudo de ensaios de laboratério especificos
e alguns critérios minimos para quantificar os agrotoxicos presentes ou ausentes, resultados de estudos
experimentais no campo. Os agrotoxicos quantificados serdo avaliados para fins de registro e estabelecimento
de LMR (limite méaximo de residuos) para determinada cultura [165].

A validacao total de um método pode ser considerada como a soma de diferentes etapas de validacao a
serem incluidas no processo analitico. Em geral, a validagdo do método envolve a execucdo e interpretacdo de
uma série de experimentos planejados a fim de avaliar as caracteristicas do método. Desta forma, todas as
variaveis de um método devem ser consideradas, tais como: procedimento e amostragem, preparagdo da
amostra, separagao cromatografica, deteccdo e avaliagdo dos dados [157,158].

A seguir, sdo definidos os principais parametros geralmente envolvidos no procedimento de validacao

dos métodos analiticos.

1.3.1 Especificidade e Seletividade

A seletividade de um método instrumental de separagao € a capacidade de avaliar, de formainequivoca,
as substancias em exame na presencga de componentes que podem interferir com a sua determinagdo em uma
amostra complexa. A seletividade avalia o grau de interferéncia de espécies como outro ingrediente ativo,
excipientes, impurezas e produtos de degradagao, bem como outros compostos de propriedades similares que
possam estar, porventura, presentes. A seletividade garante que o pico de resposta seja exclusivamente do
composto de interesse [166]. O mesmo significado tem sido freqlentemente utilizado para o termo
especificidade [164,167]. Para alguns autores um método instrumental de separagao que produz resposta para
uma unica substéncia de interesse, normalmente um dado elemento, pode ser chamado de especifico e um
método que produz resposta para varios compostos quimicos, com uma caracteristica em comum, pode ser
chamado de seletivo [168]. Desde que ha poucos métodos cromatograficos que respondem a apenas uma
substancia, o termo seletividade é mais apropriado, como sugerido pela IUPAC [161]. A seletividade pode ser
obtida de varias maneiras. A primeira forma de se avaliar a seletividade é comparando a matriz isenta da
substancia de interesse e a matriz adicionada com esta substancia (padrao), sendo que, nesse caso, nenhum
interferente deve eluir no tempo de retengao da substancia de interesse, que deve estar bem separada dos

demais compostos presentes na amostra [164,167]. Uma segunda maneira é através da avaliagdo com
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detectores modernos (arranjo de diodos, espectrometro de massas), que comparam o espectro do pico obtido
na separagao com o de um padrao e utiliza-se isto como uma indicagao da presenca do composto puro [169].

Estas duas maneiras sdo as mais utilizadas.

1.3.2 Linearidade

Linearidade é a habilidade de um método analitico em produzir resultados que sejam diretamente
proporcionais a concentracdo da espécie em analise, em uma dada faixa de concentragao [160].

Para a maioria das técnicas analiticas cromatogréaficas, uma relagéo linear de primeira ordem &
observada entre a resposta do detector (y) e a concentragdo ou massa (x) do analito em estudo. Essa relagao
matematica pode ser expressa como uma equacado de reta chamada de curva analitica, descrita pela equacao

8 daregressao linear:

y=ax+b (Equacao 8)

onde:
b é o coeficiente linear (intersecgdo da curva analitica)

a é o coeficiente angular (inclinagdo da reta).

Idealmente, a deve ser reprodutivel e b ndo deve ser estatisticamente diferente de zero [157,158]. O
coeficiente angular da curva (a) representa a sensibilidade do método. Quanto maior o &ngulo de inclinagdo da
reta, maior serda a variagdo do sinal em relagdo a pequenas variagbes de concentragdo e maior sera a
sensibilidade do método.

Além dos coeficientes de regressdo a e b, também é possivel calcular, a partir dos pontos experimentais,
o coeficiente de correlagao r [170]. Este parametro permite uma estimativa da qualidade da curva obtida, pois
quanto mais préximo de 1,0, menor a dispersao do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos
coeficientes de regressao estimados. Um coeficiente de correlagdo maior que 0,99 é considerado como
evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de regressao [167,169]. A ANVISA [159] recomenda um

coeficiente de correlagao igual 2 0,99 e o INMETRO [160] um valor acima de 0,90.
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1.3.3 Faixa linear e faixa linear dinamica

A faixa linear dindmica de um método corresponde ao intervalo entre os niveis superior e inferior da
concentragao do analito que atenda aos requisitos de precisdo, exatidao e linearidade exigidas, ou seja, é o
intervalo onde a curva analitica segue uma relagao linear [171]. Ja a faixa de trabalho deve cobrir a faixa de
aplicagao para o qual o ensaio vai ser usado. A concentragdo mais esperada da amostra deve, sempre que
possivel, se situar no centro da faixa de trabalho e ser linearmente correlacionada as concentragdes. Isto
requer que os valores medidos proximos ao limite inferior da faixa de trabalho possam ser distinguidos do
branco do método [160]. Varias recomendagdes sdo encontradas na literatura para a escolha desse intervalo.
Por exemplo, a ANVISA especifica um intervalo compreendido entre 80-120% da concentragdo tedrica para
farmacos e medicamentos e de até 120% do limite maximo especificado para determinagdo de impurezas
[159]. Para residuos, o GARP (Associacdao Grupo de Analistas de Residuos de Pesticidas) [172] recomenda uma
faixa de concentracdo com valores variando entre a metade e o quintuplo da concentracdo do limite de
quantificacdo. A IUPAC especifica que os pontos da curva analitica devem ser igualmente espacados sobre a
faixa de concentracdo de interesse e que esta faixa compreenda 0—-150% ou 50-150% do valor esperado,
dependendo de qual destas duas opgdes for mais adequada [173]. Para produtos formulados, a ICH, entre
outros, recomenda uma variagdo de * 20% do valor declarado ou esperado [164,167]. As diretrizes da ICH
[164] e da ANVISA [159] especificam um minimo de cinco niveis de concentragado, juntamente com certos
minimos de variagio especificados. O GARP também sugere cinco concentragdes que devem ser injetadas em
ordem crescente de concentragdo, no minimo trés vezes cada, com estimativa do desvio padrao relativo (RSD)
entre asinjecdesinferior a 5%. A IUPACrecomenda seis ou mais niveis de concentragéo [173].

As curvas analiticas podem ser construidas utilizando-se os seguintes métodos:

(A) Padronizagao Externa: o método compara a area da substancia a ser quantificada na amostra com as areas
obtidas com solugbes de concentragdes conhecidas preparadas a partir de um padréo;
(B) Padronizacdo Interna: consiste na preparagdo de solugbes padrdao de concentragdes conhecidas da
substancia de interesse, as quais se adiciona a mesma quantidade conhecida de um composto chamado de
padrao interno;
(C) Adicao Padrao: é realizada adicionando-se quantidades conhecidas da substancia de interesse que esta

sendo analisada a quantidades conhecidas da amostra, antes de seu preparo [157].

1.3.4 Calibracdo na matriz
O método de calibragdo na matriz (MMC, do inglés matrix-matched calibration) consiste na adigao do

padrao da substancia em diversas concentragbes em uma matriz similar a da amostra, isenta da substéancia, e
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construcdo do gréafico de calibragao relacionando as areas obtidas com as concentragbes dos padrdes. O
método de superposi¢cao de matriz pode ser utilizado para calibragéo, tanto com a padronizagéo interna como
com a padronizagdo externa. Este método é usado para compensar o efeito da matriz ou de possiveis
interferentes e é de suma importancia em determinagdes quando a matriz pode interferir na concentragao,
extragdo, separacdo ou detecgdo da substancia de interesse. Sua principal vantagem sobre o método de
padronizagdo externa é que fornece uma melhor correspondéncia com a composi¢cao da amostra. Apesar de se
obter uma calibragdo confidvel com o método de calibragdo na matriz, ele € somente uma forma para
compensar efeitos da matriz, mas n&o elimina situagdes analiticas tipicas: a intensidade de um efeito e a
concentracado de interferentes na matriz podem diferir de uma matriz ou amostra para outra. Assim, em
amostras nas quais pode ocorrer o efeito da matrize ndo se tem disponivel uma matrizisenta da substancia de
interesse para utilizar o método de calibragdo na matriz, deve-se utilizar o método de adicdo padrao [174].

O uso da calibragdo na matriz em métodos cromatograficos é recente. Um dos primeiros trabalhos foi
descrito por Johnson et. al [175], onde é avaliada a variagdo nos resultados de analise multirresiduo de
herbicidas em vegetagdo, por GC-MS, comparando a calibragdo convencional (ou calibragdo com padrdes
externos) com a calibragdo na matriz. Recentemente, tém sido publicados na literatura estudos envolvendo

calibragdo na matriz, aplicada a andlise multirresiduo de agrotéxicos em frutas e vegetais por CLAE[176].

1.3.5 Limite de Deteccao (LD)

O limite de detecgdo representa a menor concentracdo ou quantidade do analito que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada, por um método analitico com um intervalo de confianga
especificado, ou ainda, que pode ser estatisticamente diferente do ruido. E o ponto onde o valor da medida é
maior que aincerteza a elarelacionada [160,164].

O limite de detecgao do equipamento (LDE) é definido como a concentragido do analito que produz um
sinal de trés a cinco vezes a razao sinal/ruido do equipamento [160].

O limite de detecgdo do método (LDM) é definido como a concentragdo minima de uma substancia
medida e declarada com 95% ou 99% de confianga que a concentragdo do analito € maior que zero [160].

O LD pode ser determinado de trés maneiras diferentes: método visual, método da relagédo sinal-ruido e

pelo método baseado em parametros da curva analitica.
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1.3.5.1 M étodo visual

O LD é determinado através da adicdo de concentragcdes conhecidas da substancia de interesse a matriz,
de tal modo que se possa distinguir entre ruido e sinal analitico pela visualizagdo da menor concentragao visivel
(detectavel). Este procedimento também pode ser feito através do instrumento utilizando parametros de

deteccdo no método de integracéo.

1.3.5.2 M étodo da relacao sinal-ruido

Este método pode ser aplicado somente em procedimentos analiticos que mostram o ruido da linha de
base. E feita a comparacdo entre a medicdo dos sinais de amostras em baixas concentragdes conhecidas do
composto de interesse na matriz[172] e um branco (matriz isenta do composto de interesse) destas amostras.
Assim, é estabelecida uma concentracdo minima na qual a substancia pode ser facilmente detectada. A relagao
sinal-ruido pode ser de 3:1 ou 2:1, proporgdes geralmente aceitas como estimativas do limite de detecgéao.

Podemos usar a equacgao 9 para esse céalculo:

(Bquagéao 9)

onde:

Cé aconcentracdo do composto
Sé o sinal obtido (uAbs)

Ré o ruido (uAbs)

3 é arazdo Y Rminima para um pico ser detectado com seguranca.

1.3.5.3 M étodo baseado em parametros da curva analitica

Olimite de detecgéo (LD) pode ser expresso como:

LD=33%x2
S (BEquagéao 10)
onde:

s é a estimativa do desvio padrao da resposta do coeficiente linear da equacgao

Sé ainclinagdo da curva ou coeficiente angular da curva analitica.
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1.3.6 Limite de Quantificacdo (LQ)

O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentragao do analito que pode ser determinada
em um nivel aceitavel de precisao e exatidao [160].

O limite de quantificagdo do equipamento (LQE) é definido como a concentragao do analito que produz
um sinal de seis a dez vezes a razao sinal/ruido do equipamento [160].

O limite de quantificagdo do método (LQM) é definido como a concentragdo minima de uma substancia
medida e declarada com 95% ou 99% de confianga que a concentragdo do analito pode ser quantificada com
precisao e exatidao. O LQOM é determinado a partir do LQE e do niumero de vezes que a amostra € concentrada
durante o processo de extracao [177].

Os mesmos critérios de LD podem ser adotados para o LQ, utilizando a relagdo 10:1, ou seja, o LQ pode
ser calculado utilizando o método visual, a relagdo sinal-ruido ou pelo método baseado na curva analitica,
conforme aequacgao 11:

LQ=10x=
S (Equacao 11)
onde:
s é a estimativa do desvio padrao da resposta do coeficiente linear da equacao

Sé ainclinagdo da curva ou coeficiente angular da curva analitica.

O método mais utilizado é o da relagao sinal-ruido para técnicas analiticas em geral, porém em técnicas
analiticas de separagao, como as cromatograficas e eletroforéticas, a medi¢ao do ruido nao é trivial e as vezes
subjetiva (ja que a curva analitica € construida com a area e ndo somente o sinal do detector). Além disso,
tanto o LD quanto o LQ podem ser afetados pelas condigbes cromatograficas. Picos maiores aumentam a
relacdo sinal-ruido, resultando em LD e LQ mais baixos. Além disso, a determinagdo cromatografica desses
parametros deve considerar tanto o tipo quanto o tempo de uso da coluna. O melhor caminho para resolver
este problema do calculo do LD e LQ é utilizar o método baseado nos parametros da curva analitica, que é

estatisticamente mais confidvel. A curva analitica deve conter a concentragdo correspondente ao LQ [157].

1.3.7 Exatidao
Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados em um determinado

ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro [160].
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A exatidao é sempre considerada dentro de certos limites, a um dado nivel de confianga (ou seja,
aparece sempre associada a valores de precisao. Estes limites podem ser estreitos em niveis de concentragao
elevados e mais amplos em niveis de tragos.

O numero de ensaios varia segundo a legislagao ou diretriz adotada e também com as caracteristicas da
pesquisa. A ICH estabelece que um minimo de 9 determinagdes envolvendo um minimo de 3 diferentes niveis
de fortificacdo deve ser obedecido [164]. Por exemplo, ensaios em triplicata para trés niveis de concentragao.
Estarecomendacgao é também adotada pela ANVISA [159].

Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método sdo: materiais de referéncia,

comparacao de métodos, ensaios de recuperacao e adi¢ao padrao [157].

1.3.7.1 M ateriais de referéncia certificados (CRM)

Os CRM sao materiais de referéncia de laboratérios credenciados que contém um certificado que possui
o valor de concentragdo de uma dada substancia, ou outra grandeza para cada parametro e uma incerteza
associada. Os valores obtidos pelo laboratério (a média e a estimativa do desvio padrdao de uma série de
replicatas) da mesma amostra padrdao devem ser comparados com os valores certificados do material de

referéncia, para verificar a exatidao do método [157].

1.3.7.2 Comparacédo de métodos

Consiste na comparagéo entre resultados obtidos empregando-se o método em desenvolvimento e os
resultados conseguidos através de um método de referéncia, avaliando o grau de proximidade entre os
resultados obtidos pelos dois métodos, ou seja, o grau de exatiddo do método testado em relagdo ao de
referéncia. Esta abordagem assume que a incerteza do método de referéncia é conhecida. As andlises sao
efetuadas em replicata, utilizando os dois métodos em separado (0 método em desenvolvimento e 0 método
de referéncia), sobre as mesmas amostras, em uma faixa de concentragbes em que se pretende validar o

método [157].

1.3.7.3 Ensaios de recuperacao

A recuperagdo (ou fator de recuperagao) (R) é definida como a proporgao da quantidade da substancia
de interesse, presente ou adicionada na porgdo analitica do material teste, que é extraida e passivel de ser
quantificada [178].

E importante considerar como a eficiéncia do método varia em fungdo da concentragdo da substancia.

Na maioria dos casos, a dispersao dos resultados aumenta com a diminui¢cdo da concentragao e a recuperagao
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pode diferir substancialmente a altas e baixas concentragdes. Por esse motivo, a recuperagao deve ser
avaliada na faixa de concentracdo esperada para o composto de interesse. Isto pode ser feito adicionando a
substancia em pelo menos trés diferentes concentragdes, por exemplo, préximo ao limite de quantificagéo,
préximo a concentracdo maxima permitida pelo método em teste e em uma concentragéo préxima a média da
faixa de uso do método. Para anélises em nivel de residuos, o0 GARP recomenda que se trabalhe nos niveis de
adicdo de 1, 2 e 10 vezes o valor de limite de quantificacdo [172]. Para componentes em maiores
concentragoes, os niveis de adicdo podem ser 50, 75, 100, 125 e 150% do nivel esperado para a substancia
[18].

Os intervalos aceitaveis de recuperagao para andlise de residuos geralmente estao entre 70 e 120%,
com precisao de até £ 15% [172]. Porém, dependendo da complexidade analitica e da amostra, este valor
pode ser de 50 a 120%, com precisdo de até + 20% [172]. A recuperacdao nada mais é que uma medida da
eficiéncia do procedimento de extragdo do soluto a partir de uma matriz que tenha a substancia fortificada.

A recuperacgdo é expressa em termos de porcentagem de analito quantificado em relagdo a quantidade

acrescentada na etapa de fortificagdo, em um determinado nimero de ensaios.

Recuperacao (%) =C,/ C, x 100 (Equagéao 12)
onde:
C1 é aconcentracdo determinada na amostra fortificada

C2 é a concentragdo adicionada a amostra (concentragéo inicial do analito)

1.3.7.4 Adicao padrao

Este método é usado quando for dificil ou impossivel preparar um branco da matriz sem a substancia de
interesse. No método de adigdo padrao, quantidades conhecidas da substancia sdo adicionadas em diferentes
niveis numa matriz da amostra, antes do procedimento de preparo da amostra, que ja contenha quantidades
(desconhecidas) da substancia [179]. A concentracdo da substancia de interesse na amostra original pode ser
determinada gréafica e matematicamente. Em geral, para adigdo padrao, uma boa abordagem é adicionar 25,
50 e 100% da concentragao esperada da substancia na matriz [18]. A amostra sem adigdo do padrao e cada
uma das amostras com o padréo adicionado devem ser analisadas e as quantidades medidas relacionadas com

aquantidade adicionada.
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1.3.8 Precisao

A precisdao é um termo geral para avaliar a dispersao de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condigdes definidas [164]. A
precisao é avaliada usualmente pela estimativa do desvio padrao absoluto (s) e através da estimativa do desvio
padréo relativo (RSD), também conhecida como coeficiente de variagcdo (CV), em um numero estatisticamente

significativo de amostras.

_—

D (x,=%)’

g = 1II,'—— :
e (Equagio 13)

onde:

s é aestimativa do desvio padrao das medigoes

* & amédia aritmética de um pequeno nimero de medi¢cdes (média das determinagdes)
X; € o valor individual de uma medicao

n é o numero de medigcbes

RSD (%) ou CV (%) =~ x100
X (Equacao 14)

Normalmente, métodos que quantificam compostos em macro quantidades requerem um RSD de 1 a
2%. Em métodos de analise de tragos ou impurezas, sdo aceitos RSD de até 20%, dependendo da
complexidade da amostra [168]. Uma maneira simples de melhorar a precisdo é aumentar o nimero de
replicatas.

A precisdo é determinada para condigbes especificas de medi¢cdo e € considerada em trés niveis

diferentes: repetibilidade, precisao intermediaria e reprodutibilidade.

1.3.8.1 Repetibilidade
A repetibilidade representa a concordancia entre os resultados de medi¢des sucessivas de uma mesma
amostra, efetuadas sob as mesmas condi¢bes de medi¢cdao, mesmo procedimento de extracdo, mesmo analista,

mesmo instrumento usado sob as mesmas condi¢cdes, mesmo local e repeticbes em um curto intervalo de
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tempo. O termo repetitividade € adotado pelo Vocabulério Internacional de Metrologia [180], sendo utilizado
pelo INMETRO. Por outro lado, a ANVISA utiliza o mesmo conceito para o termo repetibilidade [159].

A repetibilidade envolve varias medi¢gdes da mesma amostra, em diferentes preparagdes e €, algumas
vezes, denominada precisdo intraensaio [167] ou intra-corrida [159]. Ha pode ser expressa através da
estimativa do desvio padrao relativo (RSD). O INMETRO [160] recomenda sete ou mais repeti¢cbes para o
calculo da estimativa do desvio padrao. A ICH [164] e ANVISA [159] sugerem que a repetibilidade seja
verificada a partir de um minimo de nove determinacdes cobrindo o limite especificado do procedimento (ex.:
trés niveis, trés repeticdes cada um), ou a partir de um minimo de seis determinag¢des a uma concentragao

similar ao valor esperado.

1.3.8.2 Precisdo intermediaria

Indica o efeito das variagdes dentro do laboratério devido a eventos como diferentes dias ou diferentes
analistas ou diferentes equipamentos ou uma combinacido destes fatores [164].

A preciséo intermediaria é reconhecida como a mais representativa da variabilidade dos resultados em
um Uunico laboratério e, como tal, mais aconselhavel de ser adotada. O objetivo da validagdo da precisdo
intermediaria é verificar que no mesmo laboratério o método fornecerd os mesmos resultados.

O ndmero de ensaios necessarios para se avaliar a precisdo intermediaria segue a mesma
recomendacado da ICH [164] e ANVISA [159] para o célculo de repetitividade. A precisio intermediaria pode ser

expressa através da estimativa do desvio padréo relativo (RSD).

1.3.8.3 Reprodutibilidade

E o grau de concordancia entre os resultados das medigcées de uma mesma amostra, efetuadas sob
condigdes variadas de medig¢ao, como mudancga de operador, local, equipamentos, etc. [180].

A reprodutibilidade nao é avaliada em validagdes rotineiras realizadas em um Gnico laboratério. Elas sdo
requeridas em estudos de colaboragdo entre laboratérios para a padronizagdo de procedimentos analiticos a
serem incluidos, por exemplo, em farmacopéias, procedimentos do CODEX Alimentarius, etc. Estudos
colaborativos ndo sao somente indispensaveis para avaliagdo da reprodutibilidade, eles também podem ser de
grande ajuda para testar a exatiddao do método [181]. A IUPAC ndo aconselha tirar conclusbes com menos de

cinco laboratérios e recomenda oito laborat6rios em seu guia atual [173].
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1.3.9 Robustez

E a medida da capacidade de um método de ndo sofrer alteracdes em decorréncia de pequenas
variagoes, deliberadamente introduzidas nos parametros do método.

Embora nao faga parte de alguns procedimentos de validagado, como do ICH [164], a robustez deve ser
incluida em um procedimento completo de validagdo, uma vez que ela mede a confiabilidade do método em
condi¢cdes normais de operacado, permitindo fixar as tolerancias dos fatores do método. A influéncia dos
fatores na resposta da analise pode ser verificada individualmente (método univariado) ou simultaneamente
(método multivariado).

No caso da cromatografia, os varios parametros experimentais, como temperatura da coluna, vazao da
fase movel, composi¢cdo da fase movel, entre outros, devem ser variados dentro de uma faixa de valores
realista, e a variacido da resposta deve ser conhecida. Assim, pode-se especificar a faixa de tolerancia para cada
parametro do método, dentro do qual o mesmo é considerado robusto [182].

Finalmente, é importante esclarecer que a validacdo de métodos deve ser planejada antes de seu
desenvolvimento e execugdo. A estratégia de validacdo é especifica e é influenciada pelo procedimento
analitico utilizado, pela natureza e concentragdo do composto de interesse e pela matriz. Correlacionando-se o
desenvolvimento, otimizacdo e validagcdo de métodos de uma maneira légica e organizada, os laboratérios
podem gerar resultados bastante eficientes e produtivos. A validagcdo de métodos pode ser um processo
tedioso, mas a qualidade dos resultados gerada esta diretamente relacionada com a qualidade deste processo

[182].
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Objetivos

Capitulo II - Objetivos

Verificar a potencialidade dos sorventes de SPE e das fases estacionarias preparadas com PMOS
imobilizado por tratamento térmico na silica, na extragdo, separagdo e quantificagdo de diversos agrotdxicos
em matriz agua e caldo de cana por cromatografia liquida em fase reversa.

Para alcangar o objetivo proposto, o trabalho foi dividido nas seguintes etapas:

(a) preparar os sorventes e as FESO,(PMOS);

(b) caracterizar os sorventes e as FE por meio de testes cromatograficos;

(c) aplicar os sorventes e FE SO,(PMOS) na determinacdo de agrotéxicos em &agua por SPE-HPLC no
modo off-line.

(d) aplicar os sorventes e FE SO,(PMOS) na determinagdo de agrotdxicos em agua por SPE-HPLC no
modo on-line.

(e) aplicar o método QUEChERS de preparacdo de amostra e as FE SO,(PMOS) na determinagdo de
agrotoxicos em caldo de cana por HPLG;

(f) validar os métodos desenvolvidos através dos pardmetros de seletividade, linearidade, faixa linear,

limite de detecgao, limite de quantificagao, precisao, exatidao e robustez.
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Procedimento Experimental

Capitulo IIT - Procedimento Experimental

Ill.1. Reagentes e Solventes
B Acenafteno 99%, Aldrich
® Acetato de etila, Tedia
B Acetonap.a., Merck
B Acetonitrila grau HPLC, Tedia
® Acido formico, Merck
® Acido fosférico, Merck
® Acido nitrico p.a, Nuclear
® Agua deionizada, sistema Milli-Q Plus, Millipore
B Aldicarbe, Riedel-de-Haén Pestanal
B Amitriptilina, Aldrich
B Anilina p.a., Merck
® Atrazina 98%, Chem Serv
® Benzeno p.a., Synth
® Benzilamina 99% Merck
® Benzonitrila p.a., Riedel-de Haén
® Butilbenzeno 99%, Aldrich
® Butilparabeno, Aldrich
B Cafeina, Aldrich
® Carbofurano, , Riedel-de-Haén Pestanal
® Cianazina, Supelco
® Citrato de trissédio diidratado, Sgma
B Cloreto de sédio, Vetec
B Cloroférmio grau HPLC, Mallinckrodt ChromAR
® Diclometano, grau HPLC, Tedia
® Dihidrogenofosfato de potéssio, Merck
B Dipropilftalato, Aldrich
B Diurom 99,3%, Dupont
B Eilbenzeno, Aldrich

B Fenol, 99%, Aldrich Chemical Company
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B Hexano, Mallinckrodt ChromARHPLC

B Hidrogenocitrato de disdédio sesquiidratado, Sgma
B |midacloprido, , Riedel-de-Haén Pestanal
B linurom 99,3%, Dupont

® Metanol, Mallinckrodt ChromARHPLC

® Naftaleno, p.a. Carlo Erba

® N,N-Dimetilanilina, 98%, Fluka

B O-terfenil, Merck

B Pentano, Merck

B Pentilbenzeno 99%, Aldrich

B Propazina, Supelco

® Propranolol, Aldrich

® Smazina, , Riedel-de-Haén Pestanal

B Sulfato de magnésio anidro, Synth

B Tebutiurom 99%, Chem Serv

® Tolueno, Merck

B Trifenilieno, Fluka

® Uracil 98%, Aldrich Chemical Company

111.2. Equipamentos
B Agitador magnético, Corning modelo PC-351
B Agitador Roto Torque, Cole-Parmer Instruments Company, Model n® 7637-01
B Agitador vortex, Phoenix, modelo AP 56
B Analisador elementar, Perkin Elmer, modelo 2400 Series |l
B Analisador Micromeritics ASAP 2010.
B Balanga analitica, Fischer Scientific, modelo A-250
B Banho de Ultra-som, Thornton, modelo T14
® Bomba a vacuo, Marconi
B Bomba de alta pressdao LC-10AD Shimadzu (Kyoto, Japao)

B Bomba de enchimento de colunas, marca Haskel, com faixa de pressao disponivel entre 0-50000 psi,
modelo n® 51769




Procedimento Experimental

® Centrifuga, Fisher Scientific, modelo 225

® Cromatografo a liquido utilizado para avaliar o desempenho das colunas, constituido por bomba de alta
pressao, do tipo pistao cabeca dupla, Waters modelo 510; detector UV/ Visivel, de comprimento de onda
variavel entre 190 a 600 nm, com cela de caminho 6tico de 10 mm, Waters, modelo 486; injetor do tipo
Rheodyne 7725i (Cotati, CA, EUA); microcomputador tipo Pentium, 90 MHz, com sistema de aquisi¢ao e
tratamento de dados Chrom Perfect e Report Write Plus, Justice Innovations.

B Estufa a vacuo, Yamato modelo ADP 21

B Forno controlador de temperatura e processo, tipo tubular, EDG 10 P-S, EDG Equipamentos e Controles
(Sao Carlos, SP) dotado com sistema construido no laboratério para controlar a atmosfera nos tubos.

B Sstema de extragdo em fluxo continuo, constituido de bomba de alta pressdo, Waters, modelo 510,
acoplada a um forno de coluna, Edex, modelo CH-150

B Sistema para extragdo em fase s6lida (Manifold) Supelco.

B Sistema purificador de agua, Millipore, modelo Milli Q-Plus.

111.3. Preparo das fases estacionarias do tipo PM OS

A fase estacionéria utilizada nesse estudo foi o poli(metiloctilsiloxano)(PMOS) (United Chemical

Technologies) que é um liquido apolar de massa molar média 16000 Da (Figura 1).

GH, |(CH,, | cH,
CH8i—0 —{-8i—0~ |-Si-CH,
CH, CH, CH,

Figura 1: Estrutura do poli(metiloctilsiloxano) (PMOS).

O suporte cromatografico escolhido foi a silica Kromasil (fabricante Akzo Nobel, Bohus, Sweden), forma
esférica, tamanho de particula 5 pim, tamanho de poro 11,1 nm, volume de poro 0,88 cm?® g'1 e area superficial
especifica Sserde 320 m? g™

As FE sorvidas foram preparadas pela adicdo de quantidades apropriadas de PMOS em diclorometano,
de maneira a obter uma solugdo 10 % (m/v) do polimero. A esta solugdo, foram adicionadas quantidades
apropriadas da silica, previamente ativada a 150 °C por 24 h, obtendo uma carga de polimero (massa de

polimero em relagdo a massa do suporte) de 44 % (m/m). Esta carga foi escolhida partir do célculo da

quantidade minima de PMOS necessaria para preencher todos os poros da silica (mPMOSporos cheios )+ O valor
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de MpMOS poros cheios © obtido a partir da equacéo M pNOSporos cheios = Ve X PPMOS: onde v, é o volume total de

porosda silica (0,88 cms/g) e prvos € a densidade do PMOS (0,91 g/ mL).

O béquer com a suspensao foi fechado com papel aluminio contendo pequenos furos para facilitar a
evaporacdo do solvente e impedir a contaminagdo de pequenas particulas. Em seguida, a suspensao foi
agitada por 3 h a temperatura ambiente e deixada em repouso, na capela, para evaporagao do solvente,
resultando em uma fase (fase sorvida), na qual o PMOS se encontra adsorvido a superficie e poros do suporte

cromatografico.

111.3.1 Condicoes de imobilizacao térmica do PM OS no suporte de silica
As fases estacionarias sorvidas Kromasil/PMOS foram mantidas a temperatura ambiente por 6 dias na
capela, para que ocorresse 0 processo de auto-imobilizagao, e, em seguida, submetidas ao tratamento térmico
por 8h a 120 °C. Utilizou-se um forno controlador de temperatura, Figura 2, como fonte geradora de calor,
contendo uma coluna de ago inox preenchida com a amostra. Tal coluna foi acoplada diretamente a um tubo
pelo qual passava um fluxo de nitrogénio, fazendo com que todo o processo de tratamento térmico da fase
ocorresse em atmosfera ndo-oxidante.
A temperatura foi escolhida dentro da faixa (80 — 120 °C) onde sdo obtidas espessuras do polimero do

tipo monocamada nos poros da silica [2] e baseando-se nos melhores resultados de outros trabalhos[3].

T Fluxo de N, (atmosfera nao-oxidante)

Coluna de ago inox
preenchida
com aamostra

A
|2
L

Figura 2: Esquema do forno controlador de temperatura utilizado para o tratamento térmico.
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111.3.2 Extracao do excesso de polimero apésimobilizacao térmica

Apés a imobilizagdo, todas as FE foram extraidas para retirar o excesso de polimero ndo-imobilizado,
utilizando-se tubos de ago inox, dentro de um forno de coluna a 50 °C, acoplado a uma bomba cromatografica.
O solvente de extragado hexano foi bombeado através do material contido no tubo por 3 horasa 1,0 mL/min e
o eluato foi coletado num béquer [4]. A extragdo foi realizada sempre no dia seguinte aos tratamentos
térmicos. Ap6s a extragdo, transferiu-se a FE contida no tubo para um béquer, o solvente residual foi
evaporado na capela e o material foi seco em estufa a 45 °C por 2 h. Em seguida, estas fases foram usadas no
enchimento de colunas.

A quantidade de polimero extraido da silica foi calculada a partir dos resultados da andlise elementar de

carbono (% C) do material contido no tubo antes e apés a extragao.

l1l.4. Preparo das colunas cromatograficas
111.4.1 Polimento das paredesinternasdas colunas

Foram usados tubos de ago inoxidavel 316 L, sem costura, de formato cilindrico, com comprimento de
60 mm e 3,9 mm de diametro interno. A superficie interna do tubo foi polida segundo um procedimento
desenvolvido no LabCrom [5]. O procedimento consiste na passagem, através do interior do tubo de ago, de
uma haste de metal giratéria envolvida em palha de ago e pasta de polimento, fixada em uma furadeira de
bancada.

Apés o polimento, os tubos foram lavados com acido nitrico 50 % (v/v), agua e etanol. Este processo foi
feito até se obter uma superficie interna altamente polida e livre de imperfei¢des.

O acabamento e confecgdo dos terminais da coluna (Figura 3) foram realizados na oficina mecanica do

Instituto de Quimica da Unicamp.

Tubo de Alinhamento
e Filtro da Coluna

N

Terminal
@ Redutor
Coluna

Figura 3: Esquema da coluna cromatogréfica e conexdes.

2
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111.4.2 Preparo da suspensao de fase estacionaria

O material obtido apds a extracgao foi utilizado para preparar uma suspensao da fase estacionaria em um
solvente de densidade e viscosidade apropriadas para o subseqliente recheio da coluna cromatogréfica. As
concentragdes ideais de suspensao ainda sdo polémicas e variam entre 1 e 30 % massa/volume (m/v). Muitos
pesquisadores preferem suspensdes diluidas, entre 1 e 10 % (m/v), para evitar o risco da formagao de
aglémeros das particulas. Baseado em trabalhos anteriores [6], escolheu-se a concentragao de 10 % (m/v) das
fases estacionarias para o preparo das suspensoes no solvente cloroférmio. Dessa forma, pesaram-se 0,90 g de
FEem um tubo de ensaio com tampa e adicionaram-se 9 mL do solvente cloroférmio previamente filtrado. Em
seguida, o tubo de ensaio contendo a suspensao foi colocado em um agitador roto-torque por um periodo
aproximado de 16 horas, antes do enchimento da coluna cromatogréafica. A massa de FE utilizada para o
preparo da suspensao foi a quantidade necessaria para o enchimento de uma coluna cromatografica (60 x 3,9

mm de d.i.) acrescentando 20 % deste valor para garantir um excesso de FE no enchimento da coluna.

111.4.3 Procedimento de recheio das colunas com a fase estacionaria

As colunas cromatograficas foram recheadas utilizando o método de suspensdo a alta pressao,
representado na Figura 4, que consiste de coluna, reservatoério de suspensao de 32 mL, bomba de enchimento
Haskel e cilindro de nitrogénio.

Antes de iniciar o procedimento de enchimento, todo o sistema é passado por uma vistoria, para se
certificar que ndo ha vazamentos na linha e nem a presenca de residuos no interior do reservatério de
suspensdo e conexdes. Vazamentos podem gerar variacdo da pressdo, causando um enchimento né&o

homogéneo da coluna, resultando na perda de sua eficiéncia.
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7 —

e Suspensdoda
Reservatorio E— sre
faze estacionaria

Solvents

propulsar

Vahula H BOMBA _n_ Reservatirio

do gas de suspensio
3 HASKEL
N, ! !

Controlador da Valula do
pressac do gas  solvente propulsor

n Coluna
H n y cromatografica

lsc-mL n

Figura 4: Representacdo esquematica do sistema de enchimento de colunas|[7].

O procedimento de enchimento consiste em preencher o reservatério de solvente (1) com metanol
previamente filtrado (solvente propulsor) e ajustar a pressdo da bomba (2 e 3) em um valor fixo de 5500
psi (34,5 MPa) (1 e 2). Em seguida, conecta-se a coluna cromatografica (7) ao reservatério de suspensao (6),
transfere-se a suspenséo (5) para o reservatério e completa-se o seu volume com cloroférmio filtrado. Logo
apos, a valvula do solvente propulsor (4) é aberta e a pressdo exercida pelo gas nitrogénio empurra
inicialmente a suspensdo para o interior da coluna e em seguida o solvente propulsor metanol pela fase
estacionaria, que fica retida gracas a presenca de um filtro (didmetro de poro de 2 um) ao final da coluna (7). O
sistema é mantido sob pressido até se coletar 80 mL de solvente (8). A pressdo constante durante todo o
procedimento de recheio da coluna ira resultar em um leito bem compactado e homogéneo, ideal para as
separacgdes cromatograficas. Terminado o enchimento, o sistema é despressurizado e a coluna é desconectada
do reservatoério, fechando apropriadamente sua extremidade superior com as conexdes um filtro, redutor e

porcaterminal.

111.4.4 Condicionamento das colunas
Ap6s o enchimento, a coluna deve ser condicionada para que seja atingido o equilibrio entrea FEe a FM

na composicdao a ser empregada nas analises e para eliminar os residuos do solvente de propulsdo. O
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condicionamento da coluna foi feito sem acopla-la ao detector para evitar que particulas que porventura
pudessem sair da coluna obstruissem a tubulagédo de entrada ou saida do detector ou, principalmente, a cela
de detecgdo. As colunas foram condicionadas por no minimo 1 h em diferentes fases moveis e vazdes,
dependendo do estudo realizado. Todos os solventes usados como FM foram filtrados em membrana de 0,45
um e degaseificados em banho ultrassénico por 15 minutos para eliminar bolhas de ar que podem prejudicar o

processo cromatogréfico.

I1.5. Preparo dos sorventes do tipo PM OS e confeccao dos cartuchos para SPE

Os sorventes foram preparados baseando-se em estudos anteriores previamente descritos [8-10],
utilizando a silica Acros Organics, de particulas irregulares de 0,035-0,070 mm (200-400 mesh) com tamanho
de poro de 5 nm e afase estacionaria PMOS.

Queiroz desenvolveu sorventes através de imobilizagdo térmica do PMOS sobre silica a 120°C por 4h a
pressdao atmosférica, com carga do polimero de 40 % (m/m) [11]. Neste estudo, os sorventes foram obtidos
seguindo 0 mesmo procedimento descrito para as fases estacionarias, porém em atmosfera inerte, e
utilizando-se uma carga do polimero de 35 % (m/m).

Os cartuchos de SPE preparados no laboratério utilizados no modo off-line foram confeccionados
utilizando seringas tipo hipodérmica de 3 mL, com corpo de polipropileno e preenchida com 500 mg do
sorvente (enchimento a seco), retidos por dois filtros de polietileno, com tamanho de poro de 20 um.

Os cartuchos comerciais usados foram Supelclean ENVI-8 e Supelclean LC-8, ambos da Supleco.

lll.6. Caracterizacao fisico-quimica dos sorventes

Os materiais desenvolvidos foram analisados por area superficial especifica (Sgr), volume especifico,

diametro de poros e analise elementar.

11.6.1 Area superficial especifica (Sger), volume especifico e diametro de poros

As amostras de sorvente foram submetidas a determinagdo da area superficial especifica, volume e
didmetro de poros. Estas medidas foram obtidas pela adsorg¢ao e dessorgao de nitrogénio a -195,5 °C. Porém,
antes das medidas, as amostras foram degaseificadas a 100 °C por 24 h sob vacuo. A area superficial especifica
foi calculada de acordo com o método BET [12] a pressdes relativas (p/py) entre 0,06 e 0,25, na qual p € pg séo,
respectivamente, pressdo de equilibrio e pressao de saturagao do nitrogénio a -195,5 °C. O volume total de

poro foi determinado empregando o método do ponto Unico, pela conversdao do volume de nitrogénio
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adsorvido na p/po de 0,995 para o volume do adsorbato liquido. O didametro médio dos poros foi determinado

a partir dos valores de volume total de poro e area superficial Sger (4 v/ Sger)-

111.6.2 Analise elementar

Na analise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio é utilizado o método de combustao para
converter os elementos da amostra em gases simples como CO,, H,O e N,. A amostra € primeiramente oxidada
em uma atmosfera de oxigénio puro usando reagentes clédssicos. Os gases resultantes sdo homogeneizados e
controlados em condigOes exatas de pressao, temperatura e volume e, entdo, despressurizados através de
uma coluna, separados, detectados em funcdo de suas condutividades térmicas e convertidos em
porcentagem de C, H e N naamostra[13].

A analise elementar foi calculada para os sorventes e para as fases estacionarias antes e apds a extragao.
A partir dos resultados de porcentagem de carbono obtidos foram calculadas as quantidades adsorvidas e/ou
extraidas de polimero, apds aimobilizagdo térmica e/ou extragdo aplicadas.

Foram utilizadas as seguintes equagoes, sabendo-se que 62 % da massa de PMOS é referente a carbono

e, utilizando o termo massa especifica (my,,, ), isto €, massa de polimero por grama de silica:

_ M08 % C ~
m = = (Bquagao 1)
MO mg 62-%C
m, .
% PM OS,o1iqe = —M0Sretido o 10 ( Equacao 2)

MpyoSinical

Os valores de Mpyoseiide © Mpmosinicia [0F@M Obtidos da equagao 1, apds as medidas de % C para o

material residual da extragdo e para o material ndo extraido, respectivamente e, finalmente, a % extraida foi

calculada:

% PM OS,iraida = 100 - % PM OS;ctido (Equagéo 3)
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Através dos resultados obtidos de massa especifica, pdde-se calcular também a espessura da camada de

polimero depositado nos poros da silica (t), conforme a equagéao 4.

(Equacao 4)

[ Vd? —Fd* —d
2

onde F é a fragao auto-imobilizada ou imobilizada termicamente [2] e d € a medida do didametro médio de poro
da silica. Para este calculo, assume-se que os poros da silica tém um didmetro uniforme e que o polimero
imobilizado é caracterizado por uma camada de espessura constante nas paredes dos poros da silica.

A fracao F € obtida a partir da equagéo 5:

m )
F= — PMOSretido (Equagéo 5)

mPMOSporos cheios

A massa especifica de PMOS necessaria para encher os poros da silica, Mpyog o5 cheios * € OPtIda @

partir do volume de poro especifico da silica (v, = 0,88 cms/g para a Kromasil), e da densidade do PMOS, p =

0,91 g¢/mL, segundo a equagao 6:

mF’MOSporos cheios = Vpsilica (mL/g)X ppolimero (g/mL) (Equagé‘o 6)

Dessa forma, temos para a Kromasil mpmosporos cheios = 0:80 9 PMOS/ g silica.

Célculos da espessura da camada de polimero vém sendo feitos para muitas FE desenvolvidas no
laboratério, a partir dos polimeros polissiloxanos C-8 [14-16], C-18 [16] e polibutadienos [17] imobilizados
sobre a silica por tratamento térmico ou por radiacdo gama. Esses estudos consideram que sdo formadas
estruturas de monocamadas de ~ 1,1 nm e bicamadas de 2,2 nm. Consideram ainda que a camada formada

cobre toda a superficie do poro e a cadeia do polimero fica estendida diretamente para o espago vazio do poro.

lll.7. Caracterizag¢dao cromatografica das fases estacionarias PM OS preparadas no laboratério

Inicialmente, todas as colunas foram avaliadas cromatograficamente com base na separacdo dos

compostos de duas misturas-teste comumente empregadas no LabCrom:
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- Mistura-teste 1: uracila (1 mg/L), benzonitrila (30 m /L), benzeno (25 mg/L), e), tolueno (30 mg/L) e

acenafteno (30 mg/L) [2];

E constituida de compostos neutros de polaridades variadas e foi empregada para avaliacdo da
seletividade, expressa pelo valor de resolucdo (Rs), e a hidrofobicidade das fases estacionarias ou o grau de
recobrimento da silica através do fator de retencao (k).

- Mistura-teste 2: uracila (1 mg/L), fenol (20 mg/L), N,N-dimetilanilina (20 mg/L), naftaleno (30 mg/L) e

acenafteno (50 mg/L) [2];

E constituida de compostos &cidos, basicos e neutros e foi empregada para avaliagdo da interacdo dos
analitos, principalmente o de carater basico, com o suporte cromatografico. Estas informacdes sdo obtidas pelo
tempo de retencéo e pela simetria de pico destes compostos, obtida através do valor de fator de assimetria a
10 % (Asq0). Além disso, o desempenho das colunas foi analisado também pelo valor de eficiéncia (expressa em
nimeros de pratos por metro, N/m).

As duas misturas foram dissolvidas em fase moével metanol:agua (70:30, v/v) e armazenadas na
geladeira. A uracila foi adicionada as misturas para se obter o valor do ty, tempo necessario para que a fase
moével passe através de toda a extensdo do sistema cromatografico, desde o momento da injecdo até o
registro do maximo do pico da uracila pelo sistema de detecgdo. O ty € usado nos calculos do parametro
cromatografico fator de retencao (k) e fator de separacgdo (a).A avaliagdo cromatografica foi feita em vazao de
fase movel de 0,2 mL/min para a misturateste 1 € 0,4 mL/min para a mistura teste 2.

Outras misturas citadas na literatura foram usadas na avaliagdo das colunas:

- Mistura-teste de Engelhardt: uracila (1 mg/L), anilina (15 mg/L), fenol (20 mg/L), N,N dimetilanilina (20 mg/

L), tolueno (30 mg/L) e etilbenzeno (30 mg/L) [18].

Para a avaliacdo da mistura foi empregada fase moével metanol:agua (55:45, v/v), a uma vazao 6tima de
0,3 mL/min, temperatura de analise de 40 °C e detecgdo a 254 nm. As principais informagdes fornecidas por
este teste sdo:

“# Seletividade hidrofobica: esta propriedade é obtida pela razdo entre os fatores de retencgédo do etilbenzeno
e do tolueno (Oguz = Ketibenzeno/ Ktoweno), que diferem entre si por um grupo CH,, também denominada de
seletividade metilénica. O valor de aCH, fornece informagdes a respeito da hidrofobicidade das fases
estaciondrias.

& Atividade silanofilica: medida pelo fator de assimetria do pico da N,N-dimetilanilina a10 % de sua altura

e também pela ordem de eluicdo dos compostos basicos (anilina e N,N-dimetilanilina). Para uma coluna com

baixa atividade silanofilica, a anilina deve eluir antes do fenol. Em alguns casos pode haver a co-elui¢cdo destes
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dois compostos: A N,N-dimetilanilina deve ser eluida antes do tolueno. Além disso, a razao entre os fatores de

assimetria para o pico da anilina e do fenol deve ser inferior a 1,3 [7].

- Misturas-teste de Tanaka
No teste de Tanaka e colaboradores [19], quatro misturas-teste foram avaliadas empregando uma

determinada composigao de fase mével para cada uma destas misturas. Todas as misturas foram analisadas a

40 °C, empregando uma vazao de fase mével 6tima de 0,3 mL/min e detecgdo a 254 nm. As misturas e suas

respectivas fases moveis utilizadas foram:

Mistura A: uracila, butilbenzeno, pentiloenzeno, o-terfenila e trifenileno. Fase mével: metanol:adgua (80:20,

v/ V).

Mistura B: uracila, cafeina e fenol. Fase movel: metanol:agua (30:70, v/ v).

Mistura C: uracila, benzilamina e fenol. Fase movel: metanol:0,020 mol/L de KH,PO,/ K;HPO, pH 7,6 (30:70,

v/ V).

Mistura D: uracila, benzilamina e fenol. Fase mével: metanol:0,020 mol/L de KH,PO,/H;PO, pH 2,7 (30:70,

v/ V).

Com arealizacdo deste teste foi possivel avaliar cinco diferentes propriedades cromatograficas das fases

PMOSpreparadas no laboratério:

4 Hidrofobicidade ou seletividade hidrofobica (aCH,): medida pela razido dos fatores de retencdo do
pentilbenzeno e do butilbenzeno, aCH, = Kgentienzeno! Koutibenzeno- ESta € uma forma de se analisar o
recobrimento superficial da fase, pois a seletividade entre alquilbenzenos, diferenciados por um grupo CH2,
€ dependente da quantidade de polimero imobilizado.

“# Seletividade estérica (ay0): medida pela razdo entre os fatores de retencéo do trifenileno e da o-terfenila,
010 = Kuriteniteno / Ko-terfenita- O Oy0 € uma medida da seletividade estérica, a qual é influenciada pelo
espacamento dosligantes e também pela funcionalidade do polimero.

4 Capacidade de ligacdo de hidrogénio (agg): esta propriedade é obtida pela razdo entre os fatores de
retengcao da cafeina e do fenol, 0gp = Kcaeina/ Ktenol- O Ogr € uma indicagdo do numero de grupos silandis
disponiveis para formarem ligagdes de hidrogénio com os constituintes da amostra (grau de capeamento
da FE).

“4 Capacidade de troca ionica total (agr pH 7,6): propriedade medida pela razdo entre os fatores de retengao
da benzilamina e do fenol, og/r pH 7,6 = Kpenzitamina/ Krenoi- O resultado obtido é uma estimativa da atividade

silanofilica total da fase estacionaria.
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“4 Capacidade de troca i6nica em meio acido (og r pH 2,7): Propriedade medida pela razao entre os fatores
de retengao da benzilamina e do fenol, ag/r PH 2,7 = Kpenzilamina/ Krenol- O resultado obtido é uma estimativa

da acidez dos grupos silandis residuais [7].

111.8. Agrotoxicos estudados
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Grupo quimico: metilcarbamato de benzofuranila

Classe: inseticida, cupinicida, acaricida e nematicida
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I11.9. Determinacao de agrotoxicos em amostras de agua
111.9.1 Procedimento de SPE-HPLC no modo off-line

Inicialmente, a etapa de concentragdo dos agrotéxicos atrazina, propazina, simazina, linurom e diurom
em aguade torneira fortificada foi feita no modo off-line.

As solucdes estoque dos agrotédxicos individuais foram preparadas na concentracdo de 1000 mg/L em
acetonitrila, solvente no qual os agrotdxicos tém boa solubilidade. Estas solugbes foram armazenadas em

geladeira a4 °C. A partir dessas solugdes foram feitas as diluicdes para se obter as solugdes de trabalho usadas
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para construir a curva analitica e para fortificar as amostras, preparadas em fase mével a 50 e 10 mg/L,
respectivamente.

As etapas usadas na extragdo em fase sélida estao descritas a seguir:

1. Condicionaram-se os cartuchos PM OS preparados no laboratério passando 5 mL de metanol, seguido por 5
mLde agua deionizada.

2. Ajustou-se o pH das amostras de agua para 3 com &cido fosférico. Em seguida, fortificou-se as amostras na
concentracdo de 1 pg/L.

3. Percolou-se 100 mL de amostra acidificada a pH 3 (volume de breakthrough) através dos cartuchos a uma
vazdo de 5 mL/min e descartou-se o filtrado.

4. Efetuou-se a secagem do cartucho, sob vacuo, durante 20 min.

5. Hluiu-se os extratos com 1 mLde metanol.

6. Coletou-se o extrato que foi seco sob fluxo de nitrogénio e redissolvido em 1 mLde fase mével.

O mesmo procedimento foi realizado com uma amostra de agua nao-fortificada (amostra testemunha), para
identificacdo dos compostos interferentes provenientes da matriz. Denomina-se amostra testemunha uma
amostra que nao tenha sido submetida ao tratamento com o ingrediente ativo que sera determinado.

O volume de breakthrough é o volume maximo de amostra que pode ser percolado através da colunade
concentragdo ou do cartucho, para um dado analito, sem que haja prejuizos nas recuperagdes das amostras.
Neste estudo, varios volumes de amostra, entre 50 e 500 mL, foram concentrados. Construiu-se uma curva da
area do pico versuso volume de amostra e, o ponto onde a curva declinou da linearidade foi considerado ser o
volume de breakthrough.

A etapa de concentragdao também foi reproduzida utilizando os cartuchos comerciais Supelclean ENVI-8
e Supelclean LC-8 da Supelco, ambos contendo 500 mg de sorvente em seringas de 3 mL As recuperagoes

obtidas paratodos os cartuchos foram comparadas.

111.9.2 Procedimento de SPE-HPLC nho modo on-line

O sistema cromatografico adaptado em laborat6ério para extragdo on-line consistiu em duas bombas de
alta pressao, um detector UV-vis e uma valvula tipo injecdo de seis vias [11,20]. A extracdo foi realizada
conectando uma coluna cilindrica de ago inoxidavel de 40 mm x 3,9 mm d.i. chamada de coluna de
enriquecimento, preenchida a seco com 300 mg do sorvente PMOSpreparado no laboratério, no lugar do /oop

do injetor.
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O procedimento de extragdo foi o mesmo descrito no item 9.1, porém foi utilizada vazdo de 1 mL/min e
as etapas 4, 5 e 6 foram eliminadas. A fase moével acetonitrila:dgua em pH 3 ajustado com acido fosférico
20:80 v/v foi utilizada tanto para a eluicdo dos componentes do coluna de como para a separagao
cromatografica na vazao de 0,3 mL/min. Um diagrama do sistema de SPE on-line acoplado a um HPLC
adaptado no laborat6rio é mostrado na Figura 9.

Uma solucdo de amostra de agua fortificada com a mistura de agrotoxicos é introduzida na coluna de
enriquecimento a uma vazdo de 1 mL/min pela Bomba 1 durante 20 min, enquanto a valvula do injetor se
mantém na posicédo ‘carregar’ (Figura 5a). Dessa forma, 20 mL de amostra sdo concentrados pela coluna e o
solvente apdés e extragcdo € descartado para o lixo. Em seguida, os analitos sorvidos na coluna de
enriquecimento sao eluidos para a coluna de separagao utilizando a Bomba 2 mudando a valvula do injetor
para a posicio ‘injetar’ (Figura 5b). Logo apds a andlise, a valvula do injetor é redirecionada novamente para a

posicio inicial ‘carregar’ e a coluna de enriquecimento é lavada com metanol por 10 minutos na mesma vazao

para minimizar qualquer possivel efeito de carry over antes da préxima concentracdo de amostra.
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Figura 5: Diagrama esquematico da extracdo em fase s6lida on-line acoplada ao HPLC utilizada neste estudo.

Neste caso, também foi determinado o melhor volume de extragdo (volume de breakthrough) para a

analise testando-se volumes entre 20 e 200 mL.

111.9.3 Avaliacao cromatografica dos agrotoxicos

A separacado cromatografica dos extratos foi realizada utilizando-se a coluna PMOS preparada no

laboratorio de 60 x 3,9 mm d.i. desenvolvida [3].

As condigdes cromatograficas de analise foram:
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B Fase movel acetonitrila : agua deionizada com pH ajustado em 3 com &cido fosférico (30:70 v/v) para o modo

de SPE off-line e fase movel acetonitrila : agua deionizada com pH ajustado em 3 com acido fosférico (20:80
v/v) para o modo de SPE on-line.

Em HPLC de fase reversa, quanto mais hidrofébico for o analito, mais ele é retido. Quando o analito se
torna ionizado, fica menos hidrofébico, e sua retencao diminui. Por isso, para garantir uma maior interagao
dos agrotéxicos em estudo com a FE utilizada € necesséria a acidificacdo da fase mével. Dessa forma, utilizou-
se uma FM onde a fase aquosa foi acidificada com acido fosférico. Escolheu-se o acido fosférico porque esse
apresenta uma baixa absorgéo naregido do UV.

Vazao 0,3 mL/min (eluicao isocratica)
Deteccao UV-visa 220 nm

O comprimento de onda de trabalho de 220 nm foi selecionado apdés a andlise dos padrdes de
agrotoxicos na concentracdo de 1 mg/L em espectrofotébmetro, obtendo o espectro de absorgédo no
ultravioleta de cada composto no intervalo de 180 a 800 nm. Como os comprimentos de onda de absorgao
maxima variaram, foi escolhido um comprimento de onda intermediério, no qual todos os compostos
apresentam absorbancia.

Volume de injecdo de 5 pL
Todas as separagdes foram conduzidas a temperatura ambiente e em triplicata.
Cada agrotoxico também foi injetado separadamente e seu tempo de retengéo (tg) foi comparado ao

tempo de retengao obtido na mistura, para confirmar sua identidade.

111.9.4 Validacdo da metodologia

Os métodos foram avaliados seguindo os parametros analiticos descritos na se¢do 3 do capitulo I.

Os parametros de LD e LQ foram determinados baseados na razdo sinal/ruido de 3 e 10,
respectivamente, tomado pela medida da instabilidade da linha de base antes e apds cada sinal do agrotéxico,
usando injecdes individuais. As curvas analiticas foram obtidas a partir da injecdo dos padrdes puros usando
oito niveis de concentragdes, com trés replicatas cada. A linearidade foi estimada pela andlise da regressao
linear, com o auxilio do programa Origin 6.1.

A exatidao foi determinada como o percentual de recuperagio, em trés diferentes niveis de fortificacao.
A precisdo foi avaliada em termos de repetibilidade e precisdo intermediaria, também em trés diferentes
niveis de concentracdo e em triplicata. O resultado foi apresentado como RSD das medidas em triplicata dos

analitos.
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111.9.5. Analise de amostras de agua de rio

Amostras de agua foram coletadas num lago localizado no campus da Unicamp na cidade de Campinas,
Brasil (95 km ao noroeste de Sao Paulo) para estudo da matriz. Os frascos de vidro usados para guardar as
amostras foram lavados com detergente, 4gua, metanol e 4gua deionizada
e secados antes do uso. As amostras foram filtradas através de filtros de 0.45 um e armazenadas em geladeira

a4 -°C.

I11.10. Determinacao de agrotoxicos em amostrasde caldo de cana
111.10.1 Procedimento de extracdo usando método QUEChERS

Os agrotéxicos selecionados para analise em caldo de cana sao: imidacloprido, aldicarbe, tebutiurom,
simazina, cianazina, carbofurano e atrazina. Eles foram escolhidos entre os 64 ingredientes ativos cuja
utilizagdo é permitida para a cana-de-agucar. A escolha considerou o fato de os agrotéxicos selecionados
serem sistémicos, ou seja, penetrarem na seiva da cana, e nao ficarem apenas na superficie.

As etapas seguidas para o método QUEChERS de extragao foram baseadas no método desenvolvido para

amostras com baixa porcentagem de gordura[21], conhecido como QUEChERS modificado.

ETAPA 1: Preparacao da amostra e extracao
#fortificou-se 15 mL de amostra testemunha (isenta de agrotoxicos) na concentragao de 15xLQ de cada
agrotoxico, homogeneizou-se e deixou-se em repouso por 1 hora;
#adicionou-se 15 mLde acetato de etila e agitou-se por 1 minuto no agitador vortex;
#adicionou-se & mistura 6 g de sulfato de magnésio anidro, 1,5 g de cloreto de sédio, 1,5 g de citrato de
sodio, 0,75 g de hidrogenocitrato sesquiidratado de dis6dio e agitou-se por mais 1 minuto no agitador
vortex;

#centrifugou-se a 10 000 rpm por 15 minutos e transferiu-se a fase organica para outro frasco;

ETAPA 2: Limpeza do extrato
4 adicionou-se 0,375 mg de Bondesil-PSA (40 um, da marca Varian) , 2,25 g de sulfato de magnésio anidro

e agitou-se por 1 minuto no agitador vortex;
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ETAPA 3: Analise da amostra
# centrifugou-se a 10 000 rpm por 15 minutos e transferiu-se a fase liquida para outro frasco ao qual foi
adicionado 150 plLde uma solugéo 5 % de acido férmico em acetato de etila;
#0 extrato foi levado a secura utilizando-se um fluxo continuo de gés nitrogénio, ressuspendido em 1 mL
de acetonitrila utilizando-se o banho de ultra-som e injetado no sistema cromatogréafico.
O método QUEChERS foi inicialmente desenvolvido para ser utilizado com as técnicas cromatograficas
acopladas a espectrometria de massas em série, isto ¢, GCGMSMS e LC-MSMS [22], mas neste trabalho

propds-se utiliza-lo com a HPLC com deteccao por UV (CLAE-UV).

111.10.2 Avaliacao cromatografica dos agrotoxicos

A separacdo cromatografica dos extratos foi realizada utilizando-se a coluna PMOS preparada no
laboratério de 60 x 3,9 mm d.i. desenvolvida [3].

As condigcdes cromatograficas de analise foram:

B Fase mével acetonitrila : 4gua deionizada com pH ajustado em 3,5 com acido fosforico (20:80 v/v)

Vazao 0,3 mL/min (eluicao isocratica)

Deteccao UV-visa 220 nm

B Volume de injecéo de 5 uL

111.10.3 Validacdao da metodologia

Os métodos foram avaliados seguindo os parametros analiticos descritos na se¢éo 3 do capitulo I.

111.10.4 Analise de amostras de caldo de cana

A cana de aglcar utilizada isenta de agrotoxicos foi adquirida numa pequena plantagdo pessoal,
localizada na regido de Arthur Nogueira. O caldo de cana ou garapa, obtido ap6s a moagem da cana, foi
filtrado com papel de filtro comum e filtrosde 20 um e 0,45 pum.

Pratti mostrou que o suco de cana de acgulcar fresco, quando estocado a 5°C, mantém sua qualidade
apenas por 9 dias. Dessa forma, as amostras foram conservadas em geladeira a -4°C e utilizadas apés no
maximo 7 dias[23].

Para a aplicagdo do método e determinagao de possiveis residuos de agrotéxicos, amostras de caldo de cana
foram obtidas no comércio de Campinas, em barracas de ambulantes. O caldo de cana foi condicionado em

frascos de vidro com tampa e mantidos em freezer a cerca de - 4 °C até o momento de serem utilizados. Antes
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de ser utilizado, o suco foi mantido no frasco tampado sobre uma bancada do laboratério até que entrasse em

equilibrio térmico com o ambiente.
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Capitulo IV - Resultados e Discussao

IV.1. Caracterizacdo cromatografica de fases estacionarias PM OS preparadas no laboratoério

Um grande namero de testes cromatograficos tem sido discutido na literatura. Estes testes possibilitam
a avaliacdo de qualquer fase estaciondria reversa e sao desenvolvidos para medir e especificar interagdes
discretas entre compostos simples, a fase estacionaria e a fase moével. Alguns destes testes foram
desenvolvidos por Engelhardt e Jungheim [1] e Tanaka et al. [2]. Estes autores propuseram misturas-teste
bastante simples, que, quando analisadas em fases moéveis adequadas, fornecem informacgdes relevantes
sobre as propriedades e a conveniéncia analitica da fase estacionaria.
Além da simplicidade e da possibilidade de uma comparacao geral entre fases aparentemente idénticas, estes

testestambém contribuem para um entendimento mais detalhado da retencéo e seletividade em HPLC.

IV.1.1 Misturasteste 1 e 2

Inicialmente, a FE PMOS preparada no laboratério imobilizada termicamente foi avaliada com base na
separacdo dos compostos de duas misturas-teste comumente empregadas no LabCrom (Figura 1). A primeira
mistura (Mistura teste 1) constituida de compostos neutros de polaridades variadas, foi empregada para
avaliagcdo da seletividade e hidofobicidade das FE. A segunda mistura (Mistura teste 2), constituida por
compostos acidos, basicos e neutros foi empregada para avaliagdo da interagdo dos analitos, principalmente o
de carater basico, com o suporte cromatografico.

Foi observado um bom desempenho cromatografico da FE, com valor de eficiéncia de coluna de 65000
N/m e fator de retencéao de 3,0, mostrando que houve interagido do soluto com a fase estacionaria. O fator de
assimetria para o naftaleno da mistura 1 foi de 1,3, dentro dos limites aceitaveis para compostos apolares,
entre 0,8 e 2,0 [3]. Observou-se separagdo e resolugido também para os compostos da mistura 2, com valor de
eficiéncia de 72000 N/m para o composto acenafteno. Porém, o composto basico N,N-dimetilanilina
apresentou valor de assimetria de 1,8, um pouco maior do que o recomendado (> 1,6) [4], indicando que néo

houve uma completa cobertura dos grupos silanéis pelo polimero desta FE, de forma uniforme.

75



Aplicacao de Polissiloxanos Imobilizados sobre Silica como Fase Estacionaria e como Sorvente na Determinacio de Agrotéxicos em
Agua e Caldo de Cana

Mistura 1 Mistura 2
1-uracila 1-uracila
2-benzonitrila 2-fenol
2 3-benzeno 3 3-N,N-dimetilanilina
4-tolueno 4-naftaleno
5-naftaleno 5-acenafteno
: -
o
8 3
)
3 o
'8 4 ©
®© 1 =
3 3
o
8 73
(0] 2 4
Q
o 3 -
5
L 1
L B e S e | LA LA IR I INNLEN RN B |
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 1: Cromatogramas da separagao das misturas 1 e 2 pela FE PMOS imobilizada termicamente a 120°C
por 8h. Condigbes cromatograficas: FM MeOH:H,O 70:30 (v/v), vazdo 0,3 mL/min para mistura 1 e 0,4 mL/min
para mistura 2, volume de injecdo: 5 uL, detecgdo UV a 254 nm, temperatura 25°C.

IV.1.2 Mistura teste de Engelhardt

O teste sugerido por Engelhardt e Jungheim [1] pode ser utilizado pra fornecer informagdes a respeito
da atividade silanofilica da FE (atividade dos grupos silanéis residuais), medida pelo fator de assimetria do pico
da N,N-dimetilanilina e, a sua seletividade hidrofébica obtida pela razado entre os fatores de retencdo do
etilbenzeno e do tolueno (Achz = Kaetivenzeno/ Kiolueno)- A Figura 2 apresenta o cromatograma da separacao dos

compostos pela FEPMOSpreparada no laboratoério.
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2,3
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2-anilina

3-fenol
4-N,N-dimetilanilina
4 5-tolueno
6-etilbenzeno

Resposta do detector

Tempo (min)

Figura 2: Cromatograma obtido para a FE PMOS preparada no laboratdrio com alguns compostos da mistura
de Engelhardt. Condi¢des cromatogréaficas: FM MeOH:H,O 55:45 (v/v), vazdo 0,3 mL/min, volume de injecdo 5
ul, detecgédo UV a 254 nm, temperatura 40 °C.

O fator de assimetria mais acentuado para o pico da N,N-dimetilanilina (1,8) confirma a maior atividade
silanofilica, ou seja, a maior atividade dos grupos silanéis residuais nesta fase. De acordo com Engelhardt, a
assimetria de pico de solutos basicos pode ser correlacionada com a cobertura da superficie da silica pelo
polimero, jaque o aumento da quantidade de carbono imobilizado geralmente produz picos mais simétricos. A
co-eluicdo da anilina e do fenol também demonstra atividade silanofilica da FE. Para uma coluna com baixa
atividade silanofilica, a anilina deve eluir antes do fenol. A razdo entre os fatores de assimetria para o pico da
anilina e do fenol (Asaniina/ ASrenol) foi de 1,2, inferior ao valor de 1,3 recomendado.

O valor da seletividade hidrofébica calculada foi de ogy, = 1,9 € a hidrofobicidade (valor do fator de
retencdo do etilbenzeno) foi igual a 6.

Esses resultados indicam que o grau de recobrimento polimérico (15,3 %C) alcangado, comparavel as FE
comerciais, ainda nao foi suficiente para melhorar o desempenho cromatografico diante de compostos

basicos, sugerindo a presencga de sitios residuais.

IV.1.3 Misturasteste de Tanaka
O protocolo de caracterizagdo desenvolvido por Tanaka [2], € um método bem estabelecido, o qual tem
sido estudado por diversos grupos académicos e muitos fabricantes para avaliar a qualidade de suas FE. Dentre

as propriedades avaliadas incluem-se: o recobrimento superficial, a seletividade hidrofébica, a seletividade
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espacial e a capacidade de ligagado de hidrogénio e a capacidade de troca ibnicaem pH 2,7 e 7,6. Os resultados
encontrados para estas FE foram comparados com base em outros trabalhos publicados sobre caracterizagao

de FE comerciais. Os cromatogramas obtidos para as FE PMOS preparada no laboratério utilizando as quatro

misturas de Tanaka sao apresentados na Figura 3.
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Figura 3: Cromatogramas da separagao dos compostos da mistura de Tanaka com a FEPMOS preparada
no laboratério. Condi¢gdes cromatograficas: fase mével (A) MeOH:H,O 80:20 (v/v), (B) MeOH:H,O 30:70
(v/v), (C) MeOH:tampao KH,PO,K;HPO, 0,02 mol/L pH 7,6 30:70 (v/v), (D) MeOH:itampéo
KH,PO,4/ KoHPO, 0,02 mol/ LpH 2,7 30:70 (v/v), vazéo 0,3 mL/min, volume de injegdo: 5 uL, detecgéo:
UV a254 nm. (*)impureza.

A hidrofobicidade (Kpentiibenzeno), @ Seletividade hidrofébica (Olgio= Kpentilbenzeno/ Koutibenzeno) € @ Seletividade
espacial (0l70= Kurifeniteno/ Ko-terfenit) fOram obtidas pela eluigdo da mistura A do protocolo de Tanaka, ilustrada no
cromatograma da Figura 3A. Observa-se que os compostos foram separados com boa resolugao, fornecendo
uma seletividade hidrofébica foi de 1,5. O valor do fator de retencdo do pentilbenzeno (4,9) obtido indica que

a quantidade de polimero imobilizado foi satisfatério, resultando em uma boa separagdo entre os compostos
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hidrofdbicos. Os valores obtidos se encontram dentro da faixa determinada para fases estacionarias comerciais
abase de C8 e C18 quimicamente ligadas a superficie de silica nua [5,6].

A FE PMOS preparada no laboratério apresentou boa seletividade espacial (1,5), devido a 6tima
resolugao entre os picos do O-terfenil e trifenileno. Engelhardt et al.[2] propuseram que um amplo didmetro de
poros € essencial para que as fases estacionarias obtenham resolugao para o o-terfenil e o trifenileno.

A capacidade de formar ligacdo de hidrogénio da fase foi obtida pela razdo dos fatores de retengao da
cafeina e do fenol (0gr= Keafeina/ Kienotl) €mpregando a mistura B do protocolo de Tanaka (Figura 3B). Este teste
mostra possiveis interagoes de ligacdo de hidrogénio entre a cafeina e grupos silandis residuais na superficie
da silica. O valor de ogr = 1,5 calculado demonstra uma alta capacidade de formar ligagcdo de hidrogénio,
resultando na inversdo da ordem de eluicdo dos picos do fenol e da cafeina. Este resultado é atribuido a
atividade silanofilica da FE: a cafeina, de carater basico, formou ligacdo de hidrogénio com os silanéis residuais
presentes, aumentando aretencao deste composto na coluna durante a corrida.

A misturas 3C do protocolo de Tanaka foi usada para a determinagdo da atividade sulanofilica total da
FE, através do calculo da capacidade de troca idénica em valor de pH>7 (Olg/Fph 7,6= Koenzilamina/ Ktenol)- J& @ mistura
3D avalia a acidez dos grupos silandis residuais, através do valor da capacidade de troca ibnica em valor de
PH<3 (Og/F pr 27= Koenzlamina/ Krenol). O valor calculado de ogr = 3,4 em meio basico indica uma atividade
silanofilica total elevada, fato que pode ser confirmado pelo alto tempo de retengdo do composto basico
benzilamina. Em valor de pH 7,6, a maioria dos grupos silandis residuais se encontram na forma desprotonada
(SO) e podem interagir através do mecanismo de troca idbnica com aminas (que se encontram protonadas
nesta condicao).

Em meio acidoa pH 2,7, a benzilamina nao é muito retida e praticamente co-elui com a uracila,
resultando num valor quase nulo de agr=0,1. Este dado aponta a baixa acidez dos grupos silanéis residuais, o
que ja era esperado, devido a pureza do suporte de silica utilizado. Em valor de pH 2,7, os grupos silandis se

encontram naforma protonada (SOH) e ndo interagem muito com benzilamina.

IV.2. Determinacao de agrotdxicos em amostras de agua
IV.2.1 Determinacao das condicoes cromatograficas de separacao

No desenvolvimento das condigdes cromatograficas para a separagao dos agrotoxicos, buscou-se o uso
das condigbes mais simples, utilizando eluigao isocratica e detecgdo UV-vis.

A fase movel foi testada inicialmente sem ajuste do pH. Porém, alguns compostos apresentam baixa ou

nula retengdo na coluna cromatografica nessa condigdo. Isto esta associado as caracteristicas acidas
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apresentadas pela maioria dos agrotéxicos usados neste estudo que, em contato com a fase movel,
permanecem na forma dissociada, tendo pouca interagcdo com a fase estacionaria. Dessa forma, passou-se a
trabalhar com fase mével onde o pH da fase aquosa foi acidificada para 3, usando acido fosforico.
Otimizaram-se as condi¢des de separagao testando algumas proporgoes de fase mével acetonitrila: agua
(acidificada a pH 3), sendo que a melhor separagao foi obtida na proporgao 30:70 (v/v). O cromatograma da

solugéo padrao encontra-se na Figura 4.

1-simazina
2-atrazina
3-diurom
4-propazina
5-linurom

Resposta do detector
'S

0 5 10 15 20 25 30

Tempo (min)

Figura 4: Cromatograma da separacdo dos agrotoxicos a partir de uma solugéo padrao de 1 mg/L. Condi¢des
cromatograficas: coluna PMOS preparada no laboratorio imobilizada termicamente 60x3,9 mm d.i., diametro
de particula 5 um, FM ACN: H,O ajustada a pH 3 com H;PO, 30:70 (v/v), vazdo 0,3 mL min™', detecgdo UV a 220
nm, volume de amostra 5 L, elui¢éo isocratica.

1V.2.2 Confirmacéao da identidade dos agrotéxicos
Apos serem definidas as condigbes cromatograficas de separagao, realizou-se a identificacdo dos
agrotoxicos estudados injetando-se solugdes individuais de cada um deles. Os tempos de retencao foram
utilizados para identificacdo dos agrotéxicos quando estes estavam presentes em misturas e nas matrizes
estudadas.
Na Figura 5 se apresentam os espectros de absorcdo no UV que fornecem os comprimentos de onda de

absorcdo maxima de cada um dos agrotéxicos.

80



Resultados e Discussao

Absorbdncia [UA)

Absorbancia (UA)

0,24

0,04

-AL

0,6 4

0,44

T T T T T T T T T T T T 1
160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Comprimento de onda (nm)

T T T T T T T T T T T T |
160 16@ 0@ ZI¥0 W@ 2760 A 300 3@ 30 3O 360 W0

Comprimento de onda {nm)

sbsorbdncia (UA)

Absorbancia (UA)

T T T T T T T T T T T T 1
160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Comprimento de onda (nm)

-

|60 180 200 220 200 260 MM 300 3 A0 WA 360 W
Comprirmerto de onda {nm)

81



Aplicacao de Polissiloxanos Imobilizados sobre Silica como Fase Estacionaria e como Sorvente na Determinacio de Agrotéxicos em
Agua e Caldo de Cana

16— Linurarn

Absorbdncia (UA)

0,k

-

160 1ED 00 230 70 260 W 30D 3m 3o M0 3o o
Comprmento de onda {nm)

Figura 5: Espectros de absorcdo no UV dos agrotdxicos na concentragéo de 1 mg/L.

Na Tabela 1 encontram-se os tempos de retencdo dos agrotéxicos injetados separadamente e seus
respectivos comprimentos de onda de absorgdo maxima (Amay)-

Tabela 1: Valores de tempos de retengédo (tg) obtidos para cada
agrotoxico estudado e seus respectivos comprimentos de onda de
maxima absorcao (Ama)-

agrotoxico tr (min) Amax (nm)
simazina 4,4 222
atrazina 7,7 222
diurom 10,6 212
propazina 14,7 214
linurom 24,4 210

Foi escolhido o comprimento de onda de 220 nm para anélise da mistura de agrotéxicos.

IV.2.3 Caracterizacao dos sorventes PM OS preparado no laboratério
A Tabela 2 mostra as caracteristicas do sorvente PMOS preparado no laboratério e dos sorventes

comerciais usados neste estudo, além da %C obtida para esse material.
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O sorvente PMOS preparado no laboratoério apresentou % C similar ao sorvente comercial Supelclean
ENVI-8, indicando que o método proposto para obter PMOS imobilizado termicamente sobre a silica resulta
num material com caracteristicas similares aos materiais disponiveis no mercado.

Tabela 2: Caracterizagdo do sorvente PMOS preparado no laboratério e dos sorventes comerciais
utilizados.

Nome comercial Fornecedor % C Tipo de ligacao

PMOSpreparado
LabCrom 14 PMOSimobilizado termicamente sobre silica
no laboratorio

C8 ligado a silica capeada

Supelclean LC-8 Supelco 7* (indicado para extragdo de compostos néao-polares a
polares)
C8 ligado a silica capeada

Supelclean ENVI-8 Supelco 14* (mais indicado para extracdo de compostos nao

polares; maior resisténcia a condi¢des extremas de pH)

*dados oferecidos pelo fabricante.

Os valores de area superficial especifica (Sger), volume especifico de poros (vp) e didmetro médio de
poros (dp) foram realizadas pelas medidas de adsorgéo e dessorgdo de N, a-195,5 °C. Os resultados obtidos
para o sorvente PM Os preparado no laborat6rio em comparagdo com os sorventes comerciais, estao dispostos
na Tabela 3.

Tabela 3: Area superficial especifica, volume e diametro de poros do sorvente PMOS preparado no
laboratério e dos sorventes comerciais usados neste estudo.

Sger (M?/ g) v, (cm®/ g) d, (nm)
sorvente PMOSpreparado no laboratério 310 0,3 5
Supelclean LC-8 475" 0,8* 6*
Supelclean ENVI-8 475* 0,8* 6*

*dados oferecidos pelo fabricante.

1V.2.4 Procedimento de SPE-HPLC no modo off-line
1V.2.4.1 Avaliacao do PM OS preparado no laboratério
Vérios eluentes, incluindo metanol, acetonitrila, acetato de etila e diclorometano, foram avaliados

para elui¢gao dos agrotdxicos usando os cartuchos preparados.
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A capacidade de retengao dos cartuchos foi avaliada para determinagao do volume de breakthrough.
Amostras contendo a mesma quantidade de analito foram testadas com diferentes volumes (50 a 500 mL),
resultando em concentragdes cada vez menores de acordo com o aumento do volume de amostra. Quando o
volume de breakthrough é alcangado, a quantidade de amostra extraida é reduzida [7]. Os resultados indicam
que o volume de breakthrough do linurom ocorre acima de 100 mL de solugdo de agrotoxicos para todos os
cartuchos usados. Para todos os outros agrotéxicos, o volume de breakthrough ficou acima de 250 mL. Dessa
forma, 100 mLfoi selecionado como volume de amostra para a validagao da metodologia.

Os valores das recuperagdes foram calculados através da razdo entre as areas dos picos ap0s a etapa de
concentragcdo e as areas obtidas pela injecao direta dos padrdes (concentragbes conhecidas). A Tabela 4
mostra as recuperagoes obtidas usando o cartucho PMOS preparado no laboratério e os cartuchos comerciais
em um mesmo nivel de fortificacdo (1 pg/L). De acordo com a USEPA [8], valores de recuperacdo de

agrotoxicos aceitaveis devem estar entre 70 e 130 %.

Tabela 4: Porcentagens de recuperacbes dos agrotoxicos® em &gua de torneira
fortificada no modo off-line usando cartuchos de SPE comerciais e PMOS preparados
no laboratério.

Recuperacao (%)

Agrotodxico PM OS preparado Supelclean ENVI-8 Supelclean LC-8

no laboratorio

simazina 99 98 85
atrazina 87 92 80
diurom 86 89 82
propazina 89 89 84
linurom 79 90 85

®concentragio de 1 ug/L para cada agrotéxico em 100 mL de agua.

Os resultados indicaram valores de recuperagao aceitaveis (entre 79 e 99%) para todos os agrotoxicos
com os cartuchos utilizados. Como ja& era esperado, os cartuchos PMOS preparados no laboratério e
Supelclean ENVI-8 apresentaram desempenhos similares ja que possuem cadeias de hidrocarbonetos

semelhantes para interagir com os agrotéxicos. A analise elementar indica que ambos os materiais possuem a
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mesma quantidade de carbono (14 %) [24], sendo que a diferenga encontra-se na maneira como 0S grupos
PMOS foram incorporados na silica. Estes resultados confirmam que a imobilizagdo do PMOS na silica pode
promover uma boa cobertura do suporte e proporcionar materiais Uteis e faceis de serem preparados para
uso em extragado em fase sélida. O cartucho Supelclean LC-8 apresentou menores valores de recuperagao, o
que pode ser atribuido a menor quantidade de carbono presente no material (8 %) [9].

Na Figura 6 estao ilustrados os cromatogramas obtidos a partir dos extratos de amostra de agua de

torneira fortificada e ndo-fortificada (testemunha).
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Figura 6: Cromatogramas dos extratos obtidos para a amostra testemunha néo fortificada (a) e fortifcada (b)
com os agrotéxicos em 1 pg/L. Condigdes cromatograficas: coluna PMOS preparada no laboratério imobilizada
termicamente 60x3,9 mm d.i., didmetro de particula 5 um, FM ACN: H,O ajustada a pH 3 com H;PO, 30:70
(v/v), vazao 0,3 mL/min, deteccdo UV a 220 nm, volume de injegdo 5 L, eluigédo isocratica.

1V.2.4.2 Avaliacao de diferenteslotes de cartuchos de PM OS preparados no laboratoério

Um dos grandes inconvenientes dos cartuchos comerciais é a baixa repetibilidade dos valores de
recuperagdo quando diferentes lotes de cartucho sdo usados. Pesquisadores que trabalham com SPE
geralmente tém a preocupagao de garantir que havera cartuchos suficientes do mesmo lote para completar e
terminar sua pesquisa. Em alguns casos, quando o lote de cartucho precisa ser mudado durante o estudo, é
necessario repetir a otimizagao do método de SPE e até mesmo executar uma nova revalidagdo do método
analitico [10,11]. Essa desvantagem resulta no aumento do tempo e do consumo de solvente, aumentando
desse modo o custo da andlise.

A Tabela 5 apresenta as recuperagdes dos agrotéxicos obtidas para quatro diferentes lotes de cartuchos

PMOS preparados no laborat6rio testados. Os lotes de sorventes e os cartuchos resultantes foram preparados

85



86

Aplicacao de Polissiloxanos Imobilizados sobre Silica como Fase Estacionaria e como Sorvente na Determinacio de Agrotéxicos em
Agua e Caldo de Cana

em dias diferentes, mas as extragdes de SPE foram realizadas no mesmo dia. A repetibilidade foi expressa

como a estimativa do RSD do numero de amostras estatisticamente significativas.

Tabela 5: Recuperagdes (%) e RSD para os agrotéxicos em agua de torneira
usando lotes diferentes de cartuchos PMOSpreparados no laboratério.

Recuperacao (%)

Agrotéxico RSD (%)®
A° B c D®
simazina 101 102 87 89 5,5
atrazina 96 92 91 89 3,8
diurom 92 96 93 87 3,0
propazina 100 101 89 95 41
linurom 89 86 91 85 2,3
*n=4
®lotes

Todas as recuperagodes ficaram dentro do intervalo aceito (70 - 130%). Os valores de RSD para todos os
agrotoxicos foi < 5,5 %, mostrando que o sorvente PMOS preparado no laboratério apresenta boa
repetibilidade e que, quando necessério, pode-se utilizar diferentes lotes para completar um estudo analitico.
Dessa forma, a validagdo do método neste estudo foi feita com diferentes lotes de sorvente PMOS preparado

no laboratério.

1V.2.4.3 Validacdo do método analitico
1V.2.4.3.1 Seletividade

No desenvolvimento de metodologias que envolvem a separagao de varios compostos, como em
métodos multirresiduos, pode-se afirmar que o método é seletivo quando nao héa sobreposi¢cdo de picos
ou a co-eluicdo de interferentes com o composto de interesse.

Comparando-se os cromatogramas obtidos para a amostra testemunha e a amostra testemunha
fortificada com os agrotoxicos (Figura 6) pode-se afirmar que a metodologia desenvolvida para a

determinacgdo dos cinco agrotéxicos é seletiva na matriz agua.

1V.2.4.3.2 Linearidade e faixa linear
Foram construidas as curvas analiticas a partir de padrdes puros dos agrotéxicos, ou seja, por

padronizagao externa sem superposicdo de matriz, as quais se encontram na Figura 7. Neste caso, como a
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matriz de estudo ndo é complexa, optou-se por ndo usar método de padronizagdo externa com superposi¢ao

de matriz, indicado para corrigir efeitos da matriz provocados por interferentes coextraidos.
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Figura 7: Curvas analiticas obtidas para os cinco agrotéxicos estudados por calibracdo externa sem

superposi¢cao de matriz.

A partir das curvas analiticas construidas foram obtidos os pardmetros da regressdo linear e os

coeficientes de correlagao (r) que se encontram descritos na Tabela 6. Todos os coeficientes de correlagao

obtidos foram superiores a 0,99, confirmando a linearidade do método e estdo de acordo com as normas da

ANVISA [12].

As faixas lineares foram consideradas satisfatorias, uma vez que abrangem um amplo intervalo de

concentracgdo, no qual o método pode ser aplicado.

Tabela 6: Parametros das curvas analiticas para os agrotéxicos por padronizagdo externa sem

sobreposicao da matriz.

Curva analitica

Agrotodxico Coeficiente de Faixa linear (ug/L)
a (intercepto) b (slope)
correlagao (r)
simazina 3349 34 0.9919 75-1125
atrazina 963 61 0.9962 124-1860
diurom 310 4 0.9963 121-1815
propazina 942 40 0.9991 106-1590
linurom 111 13 0.9955 103-1545
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1V.2.4.3.3 Limite de detecc¢ao e de quantificagao

Os limites de detecgdo e quantificagdo descritos na Tabela 7 foram obtidos através do método da
razao sinal/ruido 3:1 e 10:1, respectivamente. Os valores de LDE e LQE mostram que os agrotéxicos estudados
tém boa detectabilidade no sistema cromatografico. Levando-se em consideragao que na etapa de extragao os
agrotoxicos foram concentrados 100 vezes, os valores de LQM obtidos foram satisfatorios para a andlise

destes agrotoxicos em aguas de superficie, pois atendem aos LMRimpostos pela legislagéo (1 -5 pg/L) [13].

Tabela 7: Limites de deteccéo (LD) e de quantificagado (LQ) do equipamento e do
método desenvolvido sem superposi¢cao da matriz.

LDE® LQFE® Lam®
Agrotoxico

(ng/L) (ng/L) (ng/L)
simazina 25 75 0,75
atrazina 40 124 1,24
diurom 32 121 1,21
propazina 28 106 1,06
linurom 27 103 1,03

% sem concentracao (valoresdo instrumento)
bapc'Js a concentragdao com SPE (fator de concentracao = 100).

1V.2.4.3.4 Exatidao e precisio

A exatiddo da metodologia desenvolvida foi determinada por meio de ensaios de recuperagao
realizados em trésdiferentes niveis de concentragao (1 x LQ, 2 x LQ e 10 x LQ) e em triplicatas, resultando num
total de nove determinagdes conforme sugerido pela ICH [14] e pela ANVISA [12]. Os resultados dos ensaios de
recuperagao apresentados na Tabela 8 encontram-se dentro do intervalo permitido para analise de residuos
nostrés niveis de concentragao avaliados (70 a 120%).

A precisdao foi avaliada em termos de repetibilidade e precisdo intermediaria, em trés niveis de
fortificagdo e em triplicatas. A precisdo intermedidria foi avaliada realizando-se ensaios em dias diferentes
para verificar se a metodologia desenvolvida apresenta 0 mesmo comportamento quando mudam algumas
variaveis como temperatura, umidade, fase mével, entre outras. Tanto para a repetibilidade quanto para a
precisdo intermediaria, determinada em trés dias consecutivos, foram obtidos coeficientes de variacdo
inferiores a 15 % (Tabela 8), comprovando que a metodologia é repetitiva ndo sé quando os ensaios sdo

realizados no mesmo dia, mas permanece constante mesmo com a mudanga de algumas variaveis.
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Tabela 8: Recuperagdes (n = 3) e precisao (repetibilidade, n = 3 e precisao intermedidria, n = 3) para
os agrotéxicos em agua; niveis de fortificagdo: F1 (1 x LQE), F2 (2 x LQE), F3 (10 x LQE), para a
metodologia desenvolvida.

Recuperacao (%) Repetibilidade RSD (%) Precisdo intermediaria RSD (%)

Agrotoxico
F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3
simazina 80 75 79 7,0 5,8 4.5 4.6 5,7 3,1
atrazina 93 86 93 4,6 3,8 2,8 5,1 24 3,6
diurom 81 98 88 59 4.8 3,7 1,4 1,9 2,6
propazina 95 92 89 2,4 1,7 1,4 2,0 2,9 3,6
linurom 100 98 91 3,3 2.1 1,9 4,0 3,2 2,8

1V.2.4.3.5 Robustez

A metodologia desenvolvida pode ser considerada robusta por nao ter sido afetada quando pequenas
mudangas, como variagdes no pH da fase mével em + 0,05 e variagbes na temperatura da coluna foram
introduzidas.

1V.2.4.4 Analise de amostra de agua de rio

Na amostra de agua de rio analisada nao foram detectadosresiduosde nenhum dos agrotdxicos em estudo e a
matriz teve o mesmo comportamento apresentado pela amostra testemunha, como pode ser verificado na
Figura 8, na qual esta apresentado um cromatograma da amostra e um cromatograma dessa mesma amostra

fortificada com os agrotéxicos, mostrando a eficiéncia do método desenvolvido.
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Figura 8: Cromatogramas dos extratos obtidos para a amostra testemunha sem fortificagao (a) e fortificada (b)
com 1 pg/L dos agrotéxicos. Condicdes cromatograficas: coluna PMOS preparada no laboratério imobilizada
termicamente 60x3,9 mm d.i., didmetro de particula 5pm, FM ACN: H,O ajustada a pH 3 com H3PO, 30:70 (v/v),
vazdo 0,3 mL/min, deteccéo UV a 220 nm, volume de amostra 5 L, elui¢do isocratica.
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Osresultados de recuperagéo se apresentam na Tabela 9:

Tabela 9: Porcentagens de recuperagdes dos agrotoxicos® em agua de rio fortificada
usando cartuchos de SPE comerciais e PMOS preparados no laborat6rio no modo off-

line.
Recuperacao (%)
Agrotoxico PM OS preparado Supelclean ENVI-8 Supelclean LC-8
no laboratério

simazina 102 105 81
atrazina 96 93 86
diurom 95 96 88
propazina 108 109 86
linurom 89 92 80

®concentragio de 1 ug/L para cada agrotéxico em 100 mL de agua.

Os valores de recuperagao ficaram dentro dos limites aceitaveis, indicando que nao foram afetados

pelasimpurezas da amostra de agua de rio.

IV.2.5 Procedimento de SPE-HPLC no modo on-line

Em determinacgdes utilizando SPE no modo off-line, as recuperagdes podem ser conhecidas desde que
sejam feitas analises quantitativas com curvas analiticas construidas independentemente com valores obtidos
por injecao direta. Com sistemas de SPE no modo on-line, ndo é aconselhavel realizar andlises quantitativas
por comparagao com injecdes diretas, pois se introduz o erro associado a alga de amostragem e ha o problema
da ocorréncia de dispersdo do pico cromatografico [15]. Portanto, as recuperagdes obtidas e apresentadas na
Tabela 10 devem ser analisadas com cautela. O ideal seria construir a curva analitica com base em areas de
picos obtidos a partir de injecdes de padrdes no sistema on-linetambém.

Dessa forma, a Tabela 10 mostra as recuperagdes obtidas para os agrotdéxicos em uma amostra de agua
de rio usando a coluna de enriquecimento preenchida com o sorvente PMOS preparado no laboratério,

adaptada para ser usada em um sistema de extragdo no modo on-line.
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Tabela 10: Porcentagens de recuperagdes dos agrotéxicos®
em aguade rio fortificada no modo on-line.

Recuperacao (%)

Agrotoxico coluna de enriquecimento

(PM OS preparado no laboratério)

simazina 81
atrazina 80
diurom 86

propazina 94
linurom 79

®concentragio de 1 ug/L para cada agrotéxico em 20 mL de amostra.

Os resultados indicaram valores de recuperagao aceitaveis (entre 79 e 94%) para todos os agrotéxicos,

comparaveis aos obtidos para a etapa de extragao realizada no modo off-line. Na Figura 9 estao ilustrados os

cromatogramas obtidos a partir dos extratos de amostra de agua de rio fortificada e nao-fortificada

(testemunha).

a) b)

ctar
Y

Respostado dete

D ——— T

1-simazina
Z2-atrazina
3-diurom
4-propazina
S5-linurom

3 10 15 20 25 30 5 10 15

Tempa (min) Tempo (min)

Figura 9: Cromatogramas dos extratos obtidos para a amostra testemunha nao fortificada (a) e fortificada (b)

com os agrotéxicos em 1 pg/L. Condi¢des cromatograficas: coluna PMOS preparada no laboratério imobilizada

termicamente 60x3,9 mm d.i., didmetro de particula 5pm, FM ACN: H,O ajustada a pH 3 com H3PO, 30:70 (v/v),

vazédo 0,3 mL/min, detecgdo UV a 220 nm, volume de amostra 5 pL, elui¢do isocratica.
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IV.3. Determinacao de agrotéxicos em amostras de caldo de cana

IV.3.1 Determinacao das condicoes cromatograficas de separacao

Inicialmente, otimizou-se as condi¢gdes cromatograficas de separagdo para os 7 agrotéxicos estudados,

variando-se a proporgéo e o pH da fase movel. O cromatograma com a melhor condi¢cdo de separagéo para a

solucdo padréo encontra-se na Figura 10.
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Figura 10: Cromatograma da separagéo dos agrotéxicos a partir de uma solugado padrdao na concentragao
15 x LQE. Condigbes cromatograficas: coluna PMOS preparada no laboratério imobilizada termicamente 60x3,9
mm d.i., didmetro de particula 5 um, FM ACN: H,O ajustada a pH 3 com H;PO,4 20:80 (v/v), vazéo 0,3 mL/min,
deteccdo UV a 220 nm, volume de amostra 5 pL, elui¢édo isocratica.

1V.3.2 Confirmacao da identidade dos agrotéxicos

Apés serem definidas as condi¢gbes cromatograficas de separagdo, realizou-se a identificagdo dos

agrotéxicos estudados injetando-se solugdes individuais de cada um deles. Os tempos de retencado foram
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utilizados para identificacdo dos agrotoxicos quando estes estavam presentes em misturas e nas matrizes

estudadas.

Na Figura 11 se apresentam os espectros de absorgao no UV que fornecem os comprimentos de onda de

absorgdo maxima de cada um dos agrotéxicos.
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Figura 11: Espectros de absorg¢ao no UV dos agrotéxicos na concentracdo de 1 mg/L. Os espectros da simazina
e atrazinaja foram apresentados na Figura 5.

Na Tabela 11 encontram-se os tempos de retencdo dos agrotéxicos injetados separadamente e seus
respectivos comprimentos de onda de absorgdo maxima (Amay)-

Tabela 11: Valores de tempos de retencao (tg) obtidos para cada
agrotoxico estudado e seus respectivos comprimentos de onda de
maxima absorcao (Amax)-

agrotoxico tr (min) Amax (nm)
imidacloprido 5,1 270
aldicarbe 9,9 192
tebutiurom 10,9 251
simazina 11,9 222
cianazina 15,5 218
carbofurano 21,6 200
atrazina 26,5 222

Foi escolhido o comprimento de onda de 220 nm para analise da mistura de agrotéxicos.
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1V.3.3 Extracdo usando método QUEChERS

QUuEChERS trata-se de uma técnica de extragdo que minimiza o niumero de etapas de preparo de
amostra, uma vez que envolve apenas 2 etapas, sendo uma de extracdo com acetonitrila com partigéo,
utilizando-se uma mistura de sais, e outra de limpeza do extrato por EFSdispersiva, empregando um sorvente
que possui aminas primarias e secunddrias em sua estrutura (PSA). Esta técnica é capaz de extrair agrotoxicos
altamente polares, assim como aqueles de carater acido e basico a partir de matrizes complexas[16].

Neste estudo, o método QUEChERS foi empregado no preparo de amostra de caldo de cana na tentativa
de se obterem extratos mais limpos, com boa recuperagao para os agrotéxicos e de forma mais rapida. Alguns
estudos preliminares foram realizados testando os cartuchos PMOS preparados no laboratério na etapa de
concentracdo da amostra de caldo de cana. Porém, sempre ocorria entupimento dos cartuchos apés a
passagem de um certo volume de amostra, devido as caracteristicas do caldo de cana que, apesar e ser
constituido basicamente de agua (78%), também contém varia substancias sélidas soltveis [17]. Dessa forma,
julgou-se interessante aplicar o método QUEChERS na matriz em estudo neste trabalho, pois, apesar de ser um
método relativamente novo, tem sido amplamente aceito pela comunidade internacional de analistas de
residuos de agrotéxicos. Em um estudo recente no LabCrom, aplicou-se 0 método QueChERS na extragdo de
amostras de laranja e tangerina, com resultados bastante satisfatérios [16]. Além disso, apesar dos varios
trabalhos publicados empregando QUEChERS em diferentes matrizes [18-20], ainda ndo ha estudos recentes
da aplicacdo deste método na analise de caldo de cana (garapa) usando HPLC. Furlani et al. usaram QuUEChERS
na andlise de trifluralina, atrazina, endossulfamalfa, endossulfam beta, endossulfam sulfato, acetocloro e
alacloro em caldo de cana, porém, neste caso os extratos obtidos foram analisados por GC[21].

A acetonitrila, utilizada na primeira etapa deste método de extragao, foi substituida por acetato de etila.
Testes preliminares indicaram o acetato de etila como sendo um solvente extrator mais eficiente que a
acetonitrila paraa matrizem estudo.

Na Figura 12 estdao os cromatogramas dos extratos obtidos utilizando-se 0 método QUEChERS para as
amostras testemunha e testemunha fortificada de caldo de cana. Os cromatogramas apresentados na Figura
15 mostram que o método foi capaz de gerar extratos mais limpos e conseguiu uma boa recuperagao dos

agrotoxicos estudados com esta metodologia de extragao.
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Figura 12: Cromatogramas dos extratos obtidos usando o método QUEChERS para as amostras testemunha (a)
e testemunha fortificada (b) com concentracdo 15 x LQ de caldo de cana. Condig6es cromatograficas: coluna
PMOS preparada no laboratério imobilizada termicamente 60x3,9 mm d.i., didmetro de particula 5 pm, FM
ACN: H,O ajustada a pH 3 com H3;PO, 20:80 (v/v), vazdo 0,3 mL/min, detecgao UV a 220 nm, volume de
amostra 5 pL, eluicdo isocrética
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1V.3.4 Validacdo do método analitico

1V.3.4.1 Seletividade

Comparando-se os cromatogramas obtidos para a amostra testemunha e a amostra testemunha

fortificada com os agrotoxicos (Figura 12) pode-se afirmar que a metodologia desenvolvida para a

determinagao dos sete agrotdxicos é seletiva na matriz caldo de cana, ja que ndo houve sobreposi¢cao de picos

ou a co-eluicao de interferentes com os compostos de interesse.

1V.3.4.2 Linearidade e faixa linear

Foram construidas as curvas analiticas a partir de padrbes puros dos agrotoxicos, ou seja, por

padronizagao externa sem superposicao de matriz, as quais se encontram na Figura 13.
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Figura 13: Curvas analiticas obtidas para os sete agrotdxicos estudados por calibragdo externa sem
superposi¢cao de matriz.

A partir das curvas analiticas construidas foram obtidos os pardmetros da regressdo linear e os
coeficientes de correlagdo (r) que se encontram descritos na Tabela 12. Todos os coeficientes de correlacao
obtidos foram superiores a 0,99, confirmando a linearidade do método e estdo de acordo com as normas da
ANVISA [16].

As faixas lineares foram consideradas satisfatorias, uma vez que abrangem um amplo intervalo de

concentracgdo, no qual o método pode ser aplicado.
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Tabela 12: Curva analitica para os agrotoxicos.

Curva analitica

Agrotoxico a (intercepto) b (slope) Coeficierjte de Faixa linear (ng/ L)
correlacao(r)

imidacloprido 828 12 0.9967 124-1860

aldicarbe 717 5 0.9956 300-5430

tebutiurom -56 5 0.9958 646-9690
simazina 2933 34 0,9921 69-1035

cianazina 355 40 0,9977 104-1560

carbofurano 537 36 0.9996 503-7545

atrazina 12 21 0.9905 124-1860

1V.3.4.3 Limite de deteccao e de quantificagao
Na Tabela 13 sdo apresentados os resultados de LD e LQ, antes e apés a concentracdo, e os LMR
designados pela ANVISA para os agrotoxicos em cana-de-agucar. Estes valores de LM R foram utilizados para a
realizacdo deste trabalho porque as principais agéncias reguladoras nao definem LMR para agrotoxicos em
caldo de cana especificamente [21].
Os valores de LQ obtidos para todos os agrotoxicos, apés a concentragéo, estdo bem abaixo dos valores

de LMRestabelecidos para esses agrotéxicos em cana-de-agucar [12].

Tabela 13: Limites de detecgao (LD), limite de quantificagao (LQ) e LMR
para os agrotoxicos estudados (n = 3).

LDE* LQE® Lam”® LM R°
Agrotoxico
(ng/L) (hg/'b) (ng/L) (ng/L)
imidacloprido 19 124 8,3 50
aldicarbe 150 300 20 20
tebutiurom 204 646 43 1000
simazina 21 69 4.6 20
cianazina 31 104 6,9 20
carbofurano 157 503 33,5 100
atrazina 43 124 8,3 250

% sem concentracao (valoresdo instrumento)
bapc'Js a concentragdo com SPE (fator de concentracao =15)
°limite maximo de residuos para cana-de-agticar (ANVISA 2008).
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1V.3.4.5 Exatidao e precisao

A exatiddo da metodologia desenvolvida foi determinada por meio de ensaios de recuperagao
realizados em trés diferentes niveis de concentragao (1 x LQ, 2 x LQ e 10 x LQ) e em triplicatas, resultando num
total de nove determinagdes conforme sugerido pela ICH [14] e pela ANVISA [12]. Os resultados dos ensaios de
recuperagao apresentados na Tabela 14 encontram-se dentro do intervalo permitido para andlise de residuos
nostrésniveis de concentragao avaliados (70 a 120%).

A precisao foi avaliada em termos de repetibilidade e precisdo intermediaria, em trés niveis de
fortificacdo e em triplicatas. A precisdo intermediaria foi avaliada realizando-se ensaios em dias diferentes
para verificar se a metodologia desenvolvida apresenta 0 mesmo comportamento quando mudam algumas
variaveis como temperatura, umidade, fase mével, entre outras. Tanto para a repetibilidade quanto para a
precisdo intermediaria, determinada em trés dias consecutivos, foram obtidos coeficientes de variacdo
inferiores a 15 % (Tabela 14), comprovando que a metodologia é repetitiva ndo s6 quando os ensaios sdo

realizados no mesmo dia, mas permanece constante mesmo com a mudanga de algumas variaveis.

Tabela 14: Recuperagdes (n = 3) e precisdo (repetibilidade, n = 3 e precisdo intermediaria, n = 3) para os
agrotoxicos em caldo de cana; niveis de fortificagdo: F1 (1 x LQE), F2 (2 x LQE), F3 (10 x LQE), para a
metodologia desenvolvida.

Recuperacao (%) Repetibilidade RSD (%) Precisdao intermediaria RSD (%)
Agrotoxico

F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3
imidacloprido 79 87 102 3,9 4.5 4.3 4.6 5,7 5,9
aldicarbe 78 89 103 2,9 6,1 2,2 3,1 2,5 3,9
tebutiurom 90 97 98 3,2 5,0 5,9 5,0 4.0 4.0
simazina 98 94 90 2,5 5,8 2,0 2,9 1,9 5,0
cianazina 87 100 99 1,8 49 2,5 2,4 5,0 3,0
carbofurano 96 89 100 3,0 3,9 2,0 4.1 4,9 2,7
atrazina 78 90 88 2,0 1,9 1,0 49 3,9 3,0

1V.3.4.6 Robustez
A metodologia desenvolvida pode ser considerada robusta por nao ter sido afetada quando pequenas
mudangas, como variagdes no pH da fase mével em + 0,05 e variagbes na temperatura da coluna foram

introduzidas.
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1V.3.4.7 Aplicacdo para amostra de caldo de cana

Nao foram detectados residuos de nenhum dos agrotéxicos em estudo nas 5 amostras de caldo de cana
analisadas. Na Figura 14 estao apresentados os cromatogramas obtidos a partir dos extratos de amostra de
caldo de cana fortificado e nao-fortificado (amostra testemunha).
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Figura 14: Cromatogramas dos extratos obtidos para a amostra testemunha sem fortificagéo (a) e fortificada
(b) a 15xLQ de cada agrotéxico em caldo de cana. Condigbes cromatogréficas: coluna PMOS preparada no
laborat6rio imobilizada termicamente 60x3,9 mm d.i., didmetro de particula 5um, FM ACN: H,O ajustada a pH
3 com H3;PO, 20:80 (v/v), vazdo 0,3 mL/min, deteccdo UV a 220 nm, volume de amostra 5 uL, elui¢éo isocratica.

Osresultados de recuperagao se apresentam na Tabela 15:

Tabela 15: Porcentagens de recuperacdes dos agrotéxicos®
em amostra de caldo de cana do comércio de Campinas

(SP).

Agrotoéxico Recuperacao (%)
imidacloprido 89
aldicarbe 83
tebutiurom 79
simazina 91
cianazina 87
carbofurano 95
atrazina 83

®concentragio de 15xLQ para cada agrotoxico em 15 mLde amostra.
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As amostras analisadas estdao de acordo com a regulamentagao brasileira para cana-de-aglcar em

relacéo aos agrotoxicos estudados.
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Conclusoes

Capitulo V- Conclusoes

Podemos dizer que os resultados obtidos vém para ressaltar e complementar outros trabalhos ja
reportados na literatura em nosso grupo de pesquisa. O processo de deposigdo do polimero num suporte e
posterior imobilizagdo com tratamento térmico € um método alternativo promissor para preparagdo de
sorventes e fases estacionarias baseadas em silica, em substituicio aos materiais ligados disponiveis
atualmente. A preparagao dos sorventes preparados no laboratério € simples, rdpida e de menor custo. Além
disso, todos os materiais usados para a preparacao e imobilizagao sao facilmente adquiridos e seu custo final €
significativamente menor que os cartuchos comerciais. A FE PMOS utilizada propiciou uma boa separagao
entre os agrotéxicos estudados nas matrizes de agua e de caldo de cana, similar as fases comerciais, com boas
eficiéncias e resolucgao.

No método de SPE proposto para extracdo dos agrotdxicos simazina, atrazina, diurom, propazina e
linurom em amostras aquosas, o cartucho PMOS preparado no laboratério apresentou valores de recuperagao
similares aos cartuchos comerciais Supelclean ENVI-8 e LC-8 avaliados. Bons resultados também foram obtidos
quando extragbes foram feitas com lotes diferentes do sorvente PMOS preparado no laboratério. A
repetibilidade ficou entre 2,3 e 5,5 %, indicando que o processo para obter os sorventes PMOSé reprodutivel.

O sorvente PMOS também foi utilizado para rechear pequenas colunas para uso em extragcdo on-line.
Este tipo de extragdo apresenta uma série de vantagens: aumento da detectabilidade, contaminagdo minima
daamostra e a possibilidade de obtencdo de um sistema analitico totalmente automatizado. A detectabilidade
melhorada faz com que seja possivel diminuir a quantidade de amostra necesséaria para a andlise. O sistema
SPE-HPLC on-line testado demonstrou ser viavel, mais rapido, de menor custo, com menor nimero de etapas
em relagdo ao modo off-line, resultando em uma alternativa interessante a ser usada na determinagao de
agrotoxicos em aguas e outras matrizes em analises de rotina.

A validacdo da metodologia desenvolvida apresentou recuperacgdes entre 75 % e 100 % e coeficientes de
variagdo inferioresa 7 % para todos os agrotéxicos estudados, de forma que o método foi considerado exato e
preciso, uma vez que estes valores estdo dentro da faixa indicada na literatura, para andlise de residuos de
agrotoxicos. Verificou-se, também, que o método é linear, com coeficientes de correlagado superiores a 0,99.
Os LQ obtidos para o método permitiram que os LMRimpostos pelas agéncias reguladoras fossem atingidos.

O método QUEChERS aplicado as amostras de caldo de cana gerou extratos, resultando em uma boa
eficiéncia de extragdo dos agroto6xicos. Aliando-se este resultado a rapidez e ao menor niumero de etapas do

método QUEChERS, ele foi considerado o mais eficiente para a extragao dos agrot6xicos das matriz estudada.
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Desenvolveu-se um método para a determinagdo de sete agrotéxicos (imidacloprido, tebutiurom,
aldicarbe, atrazina, carbofurano, cianazina, simazina) dentre os apontados como os mais empregados na
cultura de cana-de-agucar.

A validagdo da metodologia desenvolvida apresentou recuperagdes entre 78 % e 102 % e coeficientes de
variagao inferiores a 6 % para todos os agrotéxicos estudados, de forma que o método foi considerado exato e
preciso, uma vez que estes valores estdao dentro da faixa indicada na literatura, para analise de residuos de
agrotoxicos. Verificou-se, também, que o método é linear, com coeficientes de correlagédo superiores a 0,99.
Os LQ obtidos para o método permitiram que os LMRimpostos pelas agéncias reguladoras fossem atingidos.

As amostras de caldo de cana analisadas, obtidas no comércio local, ndo continham residuos dos
agrotoxicos estudados em quantidades detectaveis, mas apresentaram um comportamento semelhante ao
das amostrastestemunha fortificadas, demonstrando que o método desenvolvido é eficiente.

Os resultados apresentados mostram a eficiéncia dos métodos desenvolvidos e indicam que os objetivos
propostos para este trabalho foram alcancados de maneira satisfatéria, uma vez que os métodos
desenvolvidos e validados puderam ser aplicados para a determinacédo dos agrotéxicos estudados em agua e

caldo de cana (garapa).
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