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DETERMINACAO DE RESIDUOS DE HERBICIDAS EM AGUAS UTILIZANDO
EXTRAGCAO EM FASE SOLIDA SEGUIDA DE SEPARACAO POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Autora: Glaucia Maria F. Pinto

Orientadora: Prof? Dr® Isabel Cristina Sales Fontes Jardim

O sucesso da produgée agricola depende da aplicagéo de substancias quimicas,
os pesticidas, que controlam as pestes. Se por um lado a aplicagdo de pesticidas é
indispensavel, por outro lado, pode ser muito perigosa para © meio ambiente e & salde
humana. Os pesticidas podem ser transportados para fontes de agua causando
contaminacdes. No mundo, tem crescido a preocupagdc com a qualidade das aguas e
devido a isto, torna-se necessario o desenvolvimento de métodos para analisar estes
contaminantes no meio ambiente.

No presente trabalho, foi desenvolvido um método rapido, simples e eficiente
para separar, identificar e quantificar nove herbicidas presentes em amostras de agua,
sdo eles: bentazona, 2,4D; cianazina; simazina; acido fluazifop; atrazina; diuron:
linuron e ametrin. O método consiste de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
por fase reversa, utilizando fase estaciondria Nova-Pak C-18, fase movel MeQH:H,0O
60:40, viv, pH=4,6 (ajustado com acido fosférico) e detecgdo UV em 230 nm. Para
atender o rigoroso limite permitido, que é de 0,1 ug/L para pesticidas individuais, foi
feita uma etapa de extragdo e pré-concentragdo dos herbicidas, empregando a
extracdo em fase solida (EFS) com tubos C-18.

Depois do desenvolvimento do método o mesmo foi validado utilizando os
parametros: preciséo (repetibilidade) e exatidao, calibragéo, linearidade, recuperacéo e
sensibilidade (limites de quantificacdo e de detecgdo). As precisbes e exatiddes
obtidas foram menores que 15%, a linearidade foi boa para todos os herbicidas (r >
0,999), as recuperag¢des obtidas ficaram entre 63,1 € 97,8% e o limite de detecgéo
medio foi aproximadamente 21,4 ng/L, exceto para o acido fiuazifop (12,0 ug/l),
conseguindo desta forma atingir os baixos limites estabelecidos pelos érgéos
internacionais.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF HERBICIDE RESIDUES IN WATER UTILIZING SOLID PHASE
EXTRACTION FOLLOWED BY SEPARATION BY HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY

Author: Glaucia Maria F. Pinto

Supervisor: Prof Dr? Isabel Cristina Sales Fontes Jardim

The success of agricultural production depends on the application of chemical
substances, pesticides, that control the pests. If on the one hand, the application of
pesticides is indispensable, on the other hand, it can very be dangerous for the
environment and to human health. The pesticides can be carried to sources of water,
causing contamination. Worldwide, concern with the quality of water has grown and,
thus, the development of methods to analyze these contaminants in the environment
becomes necessary.

In the present work, a fast, simple and efficient method was developed to
separate, identify and quantify nine herbicides present in water samples. They are:
bentazon; 2,4D; cyanazine;, simazine; fluazifop acid; atrazine, diuron, linuron and
ametrin. The method consists of high performance liquid chromatography (HPLC) with
reversed phase, using, as stationary phase Nova-Pak C-18, and as mobile phase,
MeOH:H.0 60:40, v/v, pH=46 (adjusted with phosphoric acid), with UV detention at
230 nm. To obtain the allowed limits, that is 0.1 pug/L of each pesticides, an extraction
and pre-concentration step of these herbicides was made, using solid phase extraction
(SPE) with C-18 tubes.

After the development of the method, it was validated using the parameters:
precision (repeatability) and accuracy, calibration, linearity, recovery and sensitivity
(detection and quantification limits). Precision and accuracy were less than 15%, the
linearity were good for all herbicidas (r > 0.999), the recoveries were between 63.1 and
97.8% and the average detection limits were approximately 21.4 ng/l., except for
fluazifop acid (12.0 ug/L), thus reaching the low limits established by international

organizations.
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INTRODUCAO 2

1.1. Importancia da Pesquisa Realizada

O homem moderno tem usado recursos da natureza sem a preocupagéo
de reposic@o ou de preservacado. Devido a esta mentalidade varias regides do
globo terrestre estdo ameacgadas por causa da poluicdo provocada pelo homem.
A situacdo se complicou de tal forma que aos poucos vem crescendo a
conscientizacdo de que os recursos naturais ndo sdo infinitos, como
convenientemente se acreditou, € que por isto, precisam de cuidados e controle.

Um dos recursos que a natureza fornece e que tem carater essencial para
o homem, & a agua. Sem agua um ser humano aduito pode sobreviver apenas
por dois dias € mesmo assim as fontes de agua, principalmente os rios, estdo
bastante comprometidas pela poluicdo provocada pelo homem.

Quais e que tipo de contaminantes estio presentes na agua que se bebe,
e em qual quantidade? Esta pergunta esta se tornando muito freqliente e para
respondé-la corretamente € necessario a andlise destas aguas.

Desta forma, pode-se compreender o importante papel desempenhado
pela quimica analitica, que é a ciéncia que estuda o desenvoivimento de
metodos capazes de estabelecer quais os constituintes de uma amostra (quimica
analitica qualitativa) e qual a concentragcéo destes constituintes (quimica analitica
gquantitativa).

1.2. Os Pesticidas Como Contaminantes

Desde o inicio de seu desenvolvimento, a produgdo agricola esta
diretamente relacionada com a aplica¢éo de substancias quimicas que controlam
as pestes, que atacam os produtos agricolas, prejudicando as colheitas. Toda
substancia quimica que age no controle de pestes, no sentido de extermina-las,
€& chamada de pesticida. Assim, tém-se as definicdes especificas para cada

pesticida de acordo com o seu uso: herbicidas séo pesticidas que matam ervas,
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fungicidas s&o pesticidas que matam fungos, raticidas s&o pesticidas que matam
roedores, moluscocidas sio pesticidas que matam moluscos, entre outros [1]. A
aplicacéo de pesticidas gera trés grandes problemas: um é que os pesticidas sdo
necessariamente toxicos, podendo ser cancerigenos, mutagénicos e
mimetizadores. de horménios [2]; outro € que s&o aplicados em uma grande
quantidade, em uma area bastante extensa, e possuem uma grande persisténcia
no meio ambiente [1].

A producéao anual global de compostos orgérﬁcos é de 100-200 milhdes de
toneladas. Aproximadamente um ter¢o de todos os compostos organicos
produzidos tem como destino 0 meio ambiente, incluinde a 4gua. Cerca de 700
compostos quimicos, incluindo mais de 600 compostos orgénicos, muitos dos
quais s&o biologicamente ativos, t€m sido detectados em amostras de agua [1].

Pesticidas s&o, particularmente, poluentes importantes dentre os
compostos organicos, devido ao seu uso comum e descontrolado. De acordo
com Pimentel e Levitan, dos 455.10° kg de pesticidas que sdo aplicados nos
Estados Unidos, os herbicidas representam 60%, os inseticidas 24% e os
fungicidas 16%. De acordo com um relatério publicado recentemente nos
Estados Unidos, pela US Environmental Protection Agency (EPA), mais de
500.000 toneladas de pesticidas foram usados em 1985. Na Europa, o uso de
pesticidas é dificil de estimar, porém o UK reportou 0 uso de 14000 toneladas
por ano durante o periodo de 1980-1983. Observando os dados para ¢ uso de
pesticidas especificos, como por exemplo a atrazina, verifica-se que ele foi de
90000 toneladas em 1980 [3]. O Brasil, desde a década de 70, destaca-se como
um dos maiores consumidores mundiais de agrotéxicos, estando em terceiro
lugar no mercado mundial, sendo antecedido somente pelos Estados Unidos e
pelo Japéo, que ocupa o primeiro lugar [4].

Os pesticidas que s&o aplicados na lavoura, eventualmente, sao
transportados para as aguas superficiais através de varios mecanismos e seus
residuos podem permanecer no meio ambiente, devido a sua persisténcia e
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carater apolar, causando riscos potenciais & saide humana [5,6]. As principais
vias de entrada de compostos organicos nos organismos humano e animal sdo a
gastrointestinal, respiratoria e dérmica. Uma vez no organismo, tanto de animais
como de humanos, os pesticidas sofrem fransformacbes e sdo excretados na
urina, fezes e leite. Os pesticidas acumulam-se no organismo em tecidos
lipidicos, figados, rins, cérebro e coragdo. Como um agravante, muitos dos
alimentos que fazem parte da dieta humana sofrem enriquecimento em relagdo a
concentracao inicial de pesticidas, como o leite, peixes de agua doce ou salgada,
crustaceos e vegetais. A cadeia alimentar aquatica € um bom exemplo de como
ocorre a acumulagdo. Se for considerada uma concentragdo arbitréria de 1 para
tracos de um inseticida na agua, entdo a concentragdo em um plancton sera de
10, em um crustaceo sera de 500, em um peixe pequeno sera de 2500, em um
peixe carnivoro sera de 5000 e em um passaro, que come peixes, sera de
125000 [1].

A figura 1 apresenta um diagrama esquemdtico da contaminagéo
ambiental por pesticidas [7].
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Figura 1. Diagrama esquematico da contaminagio ambiental por pesticidas [7].

Dessa forma, como muitos contaminantes orgénicos s&o direta ou
indiretamente introduzidos no ambiente aquatico, a determinacéo de residuos de
pesticidas em agua tornou-se de importancia fundamental para solucionar
problemas ambientais e biologicos.

Devido ao fato dos mananciais de agua serem fontes de agua potavel,
muitas agéncias ambientais tém imposto legislagdo rigorosa a respeito da
qualidade dessas &aguas. Por exemplo, a Unido Européia estabeleceu a
concentracdo maxima permitida de 0,1 ug/L para pesticidas individuais em agua
potavel [5,8,9,10], 0,5 pg/L para soma de pesticidas, incluindo produtos de
transformacéo toxicos e 1-3 ug/l. em aguas superficiais [5].
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1.3. Analise de Pesticidas

1.3.1. Métodos Cromatograficos de Anélise

O alto padréo de pureza da agua potével, imposto pela Unido Européia,
requer o desenvolvimento de métodos analiticos de sensibilidade, seletividade,
exatidao e precisédo elevadas para determinagdes quantitativas de pesticidas
compativeis com os crescentes niveis de exigéncia [11,12]. A exatiddo e
precisao da analise dependem do método de preparacdo da amostra e da
performance do equipamento utilizado. No passado, utilizaram-se varias técnicas
para a determinacdo da qualidade das aguas, como técnicas
espectrofotométricas, método de halogénio total e métodos biolégicos. A
situacéo foi modificada com a introdugdo de métodos cromatograficos [13]. As
analises de tracos de pesticidas em amostras biolégicas e do meio ambiente,
desde meados de 1950, basearam-se, primeiramente, na cromatografia gasosa
(CG), e em outras técnicas como a cromatografia em camada delgada (CCD). O
uso de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em determinacdes de
residuos € de ocorréncia recente, a primeira publicagio neste sentido foi a de
Henry et al. em 1971. Residuos de inseticidas foram determinados em
reservatorios de agua com limite de detecgéo de 0,05 pg/L.. Um ano mais tarde
Krzeminski et al. usaram a CLAE para isolar *C-difenamida. Nos anos seguintes
Kirkland e Kirkland et al. empregaram CLAE para a determinacéo de residuos de
benomil [14].

Osselton e Snelling (1986) [15] mediram as propriedades cromatograficas
de 51 pesticidas utilizando sete diferentes sistemas cromatogréficos, entre eles
cromatografia gas-liquido (CGL), CLAE com detector de arranjo de diodos (DAD)
e CCD com diferentes reagentes. Eles calcularam os coeficientes de correlacéo
para a combinagcdo dos trés sistemas, concluindo-se que a melhor combinagdo
para os sistemas estudados, para identificagcdo de um pesticida desconhecido, é
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CGL com OV-17, CLAE com ODS-Hypersil e CCD usando isooctanc-acetato de
etila. |

Patumi et al. (1987).[16]} descreveram um método, utilizando CG acoplado
a espectrometria de massas (CG-EM) ou CLAE para anélise de fluazifop-butil e
seu produto de degradacao acido fluazifop, que se forma devido a processos de
hidrélise. O iimite de detec¢cdo do metodo foi de 0,05 mg/kg para CLAE e
0,01mg/kg para CG-EM.

Pacakova et al. (1988) [17] estudaram a dependéncia do fator de retencéo
de acordo com o conteudo de metanol, pH e forga idnica, para separagdo de
algumas ftriazinas e seus derivados. Eles utilizaram a fase estacionaria Separon
SIC 18 e fase mével de diidrogenofosfato de sddio e metanol, e detecgdo UV.
Eles verificaram que a fotdlise das triazinas depende do pH e dos substituintes.

Hamann et al. (1989) [18] determinaram acidos fenoxidos (incluindo 2,4-D)
usando CLAE. A eficiéncia da separagao de algumas fases estacionarias, como
silica octadecil, silica aminopropil e silica nitril, foi estimada com diferentes fases
moveis, concluindo-se que somente silica octadecil e silica aminopropil foram
bem sucedidas. Estas fases estacionarias também foram utilizadas por Meier et
al. (1989) [19] na analise de acidos fendxidos em amostras de solo mostrando
recuperagdes de 68 a 92%.

Schuette et al. (1990) [8] apresentaram um meétodo para isolamento de
herbicidas (incluindo atrazina, simazina e cianazina), oriundos de amostras de
agua, utilizando extracdo em fase sélida (EFS), com C18, seguido por andlise
cromatografica. As exatiddes obtidas foram de + 5% para concentragbes
maiores que 0,20 pg/L.

Geerdink et al. (1991) [20] apresentaram um método para determinacgéo de
bentazona e oito acidos fenéxidos (incluindo 2,4-D) em amostras de &gua,
utilizando EFS seguida por CLAE. O métcdo mostrou recuperagbes maiores que
85%, com estimativa de desvio padrdo relativo de 9%, para conceniragbes de
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0,25 ng/L e de 2% para concentragdes de 1 ug/L, obtendo o limite de deteccéo
de 0,05-0,1 ug/L.

Loconto (1991) [21] descreveu um método para determinagéo de acidos
clorofenéxidos, em amostras de agua, também utilizando EFS seguida por CLAE
com DAD. O método proposto eliminou interferentes ndo-polares.

Orinak et al. (1991) [22] descreveram um método para eliminacdo de
interferentes na determinagé@o de bentazona em diferentes amostras, utilizando
EFS e CLAE com detecgdo UV a 219 nm. Eles verificaram que Separol SI C18 e
SI C1 eliminaram, com sucesso, interferentes de matrizes complexas como
tecidos de orgaos.

Brauch e Schullerer (1991) [23] mostraram diferentes estratégias para o
monitoramento de pesticidas (tais como atrazina, simazina e bentazona) em
agua potavel. Eles empregaram CG e CLAE para os pesticidas mais polares,
ambas precedidas de EFS. O limite de determinagdo ficou entre 0,05 e 0,1
mg/m?®.

Barceld (1991) [3] apresentou uma revisdo sobre a ocorréncia,
manipulacdo e determinacdo cromatografica de pesticidas em ambientes
aquaticos, no qual discute diferentes métodos de extracdo e sistemas
cromatograficos, concluindo que a EFS tem graduaimente superado a ELL, e
que a facilidade de automacao de EFS com CL tem favorecido seu uso.

Bolygd e Atreya (1991) [9] descreveram um método para andlise de
multiresiduos de pesticidas em agua utilizando EFS seguida de CLAE ou CG. O
limite de determinagcdo variou entre 0,003 e 0,1 ug/L dependendo da
sensibilidade instrumental, e as recuperacdes foram de 80-107% com coeficiente
de variacéo de 9-15%.

Conaway (1991) [24] discutiu novas tecnologias analiticas e métodos
(como EFS, extracgdo com fluido supercritico, eletroforese capilar) para andlise
de residuos de pesticidas em agua, e defende que a andlise de pesticidas esta
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em desenvolvimento sendo necessario a formagdo de profissionais
especializados.

Legler e Forschungsanstalten (1991) [25] apresentaram a anélise de 10
herbicidas em agua potavel, utilizando CLAE com detecgédo UV, CG e CCD. No
estudo com doze diferentes compostos as recuperacdes variaram entre 72-115%
com estimativa de desvio padrio relativo de 21%.

Schulett (1991) [26] apresentou um método para anéalise de multirresiduos
de pesticidas, por CLAE, apés EFS, determinando concentragdes abaixo de 0,05
ug/L. Ele concluiu que o uso de DAD fornece uma boa seguranga na
identificacdo de substancias.

Durand et al. (1982) [27] compararam os métodos de CG e CLAE para
determinacédo de tracos de herbicidas (incluindo atrazina, simazina, linuron,
bentazona e 2,4-D) em agua. As recuperacdes variaram entre 60 e 100% com
estimativa de desvio padro relativo de 10%. Empregando CG eles conseguiram
determinar herbicidas a nivel de 5-10 ng/L, enquanto a CLAE permitiu a
determinacao a niveis de 0,1 a 0,5 ug/l.. Apesar da LC ser menos sensivel que
CG ela permitiu a determinagao dos herbicidas acidos sem derivatizacio.

-~ Zanco et al. (1992) [28] descreveram um novo método para determinacéo
simulténea de fluazifop butil e acido fluazifop utilizando CLAE com fase reversa,
fase fenil, e reagente de par idnico. Os limites de determinagéo encontrados
foram de 1 e 2 ng para fluazifop-butit e acido fluazifop, respectivamente.

Balinova (1993) [12] desenvolveu um método de EFS seguida de CLAE
para monitoramento de herbicidas (tais como 2,4-D, acido fluazifop, bentazona,
diuron, linuron, atrazina e simazina) em agua potavel, utilizando tampao acetato
para a separacdao dos herbicidas. Ela encontrou limites de determinagdo que
variaram entre 0,01 e 0,1 pg/L.

Font ef al. (1993) [29] apresentaram uma revisao sobre EFS em analise de
muitirresiduos de pesticidas em agua. Eles discutiram os mecanismos de EFS,
adsorcao e particdo, e também os fatores que afetam a EFS: tipo de agua,
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volume de amostra, pH e o tratamento do sorvente (ativagdo, lavagem e
dessorgéo).

Chiron et al. (1993) [30] compararam EFS e extragdo liquido-liquido (ELL)
para monitoramento de pesticidas em aguas ambientais. Os autores concluiram
que a ELL oferece menor interferéncia na analise por CL-UV, comparada com a
EFS, pois as substancias humicas n&o sdo extraidas da matriz, entretanto a ELL
apresenta as desvantagens comumente conhecidas: formacéo de emulsées, uso
de grande quantidade de solventes orgénicos, é trabathosa, etc..

Sacchero ef al. (1994) [31] fizeram um estudo comparativo entre Cl-
triazinas (atrazina, simazina, cianazina, entre outras) e S-triazinas (ametrin e
outras), utilizando CLAE com detec¢do UV. Eles investigaram os fatores de
retencdo em funcéo de varios parametros da fase movel: pH, forga idnica e
modificador orgénico e concluiram que as Cl-triazinas, geraimente, t8m menor
retencéo que as S-triazinas.

Lagana et al. (1994) [32] desenvolveram um método para determinagéo de
herbicidas fenitureias, incluindo diuron e linuron, utilizando EFS e CLAE com
deteccéo UV. As recuperacgdes variaram entre 65,1 e 97,9%. _

Chiron et al. (1994) [33] descreveram o isolamento de herbicidas acidos,
como 2,4-D e bentazona, utilizando EFS e CLAE com DAD. As recuperacgdes
encontradas apresentaram valores de 40-76%, uma vez que eles observaram a
presenca de substancias humicas.

Pichon e Hennion (1994) [34] determinaram pesticidas (incluindo atrazina,
linuron e simazina) em agua ambientais por EFS seguida de CLAE com DAD. O
limite de detecgéo encontrado foi de 0,1 pg/L, usando 150 mL de agua de rio.

Chiron et al. {1995) [35] utilizaram CLAE acoplada a espectrometria de
massas para a determinacéo de herbicidas acidos, como bentazona e 2,4-D, em
aguas ambientais, apés EFS. Para encontrarem uma boa separacao por CLAE,
a fase movel foi acidificada (pH=2,9 ajustado com acido formico). O limite de
detecgdo variou entre 0,01 e 0,03 ng/L.
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MacCarthy ef al. (1995) [36] apresentaram uma revisdo sobre a
determinacdo de pesticidas, herbicidas e fungicidas, em agua, utilizando EFS
para extracéo e pré-concentracéo, e CG e CLAE com detecgéo espectrométrica
e eletroquimica para separagao.

Rouberty e Fournier (1995) [37] realizaram a otimizagdo e propuseram um
modelo para a separagdo cromatografica de simazina e atrazina, usando a CG,
na qual estudaram o volume de injecdo, pressdo de gas carregador e
temperatura, e CLAE, na qual analisaram o volume de injegdo, a vazéo e a
composicéo da fase moével. Eles concluiram que o modelo para CG é de primeira
ordem e para CLAE é de segunda ordem.

Butz e Stan (1995) [38] fizeram uma varredura de 265 pesticidas em aguas
por CCD. O limite de detecgéo foi superior a 100 ng.

Schilein ef al. (1995) [39] compararam diferentes materais e técnicas de
EFS, aplicados a métodos de determinacdo de multirresiduos em &gua, 33
pesticidas basicos e neutros, 10 pesticidas acidos e 3 metabdlitos, separados por
CLAE com deteccéo UV, e concluiram que os cartuchos de extragcdo C18 podem
ser - aplicados universaimente, entretanto eles n&o s&o apropriados para
pesticidas muito polares ou bastante apolares.

Sherma (1995) [40] apresentou uma revisao contendo a literatura referente
a anélise de pesticidas, no periodo de 1982 a 1994.

Gennaro et al. (1995) [41] desenvolveram um método de CLAE com
interacéo idnica para a separagdo de feniluréias (incluindo diuron e linuron),
usando fase estacionaria C18. O limite de detec¢ao foi menor que 9 pg/l, sem o
emprego de pré-concentracio.

Hupe et al. (1995) [42] descreveram a metodologia e instruméntagéo
usada em uma varredura cromatogréfica de amostras de agua. Eles
demonstraram que é possivel o uso de sistemas on-line, com pequenas colunas,
para realizar tanto a extragdo quanto o enriquecimento e a separacao.
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Marce et al. (1995) [43] determinaram um grupo de pesticidas utilizando
CLAE com DAD, acoplado a EM, em amostras de aguas do meio ambiente. Eles
empregaram EFS on-line, que permitiu a determinacéo de pesticidas a niveis de
0,2 e 5 ug/L e limites de deteccéo na faixa de 0,05-0,5 pg/L com DAD, e 0,02-0,5
ug/L com EM.

Dean et al. (1996) [44] apresentaram uma revis&o para extracéo e
subsequente analise cromatografica de triazinas em amostras ambientais. Foi
dada énfase a extragéo de herbicidas de amostras de agua. Vantagens e
desvantagens dos sistemas de extragéio e cromatograficos foram discutidos, bem
como as caracteristicas das metodologias envolvidas na determinagéo de
triazinas.

Pacékova et al. (1996) [45] apresentaram uma revisdo sobre a analise de
triazinas e seus residuos. Depois de uma breve introducdo contendo as
propriedades das triazinas e seus metabdlitos, foram discutidas técnicas de pré-
concentracdo, como EFS, ELL e extracdo em fluido supercritico, e métodos
cromatograficos, como CLAE, CG combinadas a diferentes detectores.

Vera-Avila ef al. (1996} [46] descreveram uma técnica para a determinacéo
de seis herbicidas acidos clorofentxidos. Apds a extracdo e pré-concentracdo
dos analitos, a pH =~ 1, em coluna de EFS de estireno-divivilbenzeno, foi utilizada
CL de troca idnica. As recuperag¢des foram préximas a 100% com estimativa de
desvio padrio relativo < 10%. O método mostrou-se linear em uma faixa de 1-80
ung/L.

Barcelé e Alpendura (1996) [47] apresentaram uma revisdo com 35
referéncias sobre a estabilidade e preservacdo de amostras de tracos de
pesticidas em agua. Eles concluiram que a EFS é uma boa altemativa para a
estocagem de pesticidas pré-concentrados de amostras de agua mantidas a
-20 °C. |

Gokmen e Acar (1996) [48] estudaram um método para a determinacéo de
2,4-D em tomates. Quatro diferentes fases moveis e duas vazdes foram
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analisadas para definir as melhores condigbes cromatograficas. Os melhores
resultados foram obtidos usando a mistura de acetonitrilazagua 50:50, viv,
contendo 2% de acido acético, com vazdo de 1 mL/min para a separagéo de
solugdes padrdes de 2,4-D. '

Nakamura et al. (1996) [49] investigaram o uso de oito cartuchos de EFS
de fase reversa, na determinagéo de vinte agroquimicos, sendo as recuperacoes
correlacionadas com coeficientes de particdo octanol-agua. Eles observaram que
0s compostos com alto coeficiente foram facilmente sorvidos, mas dificilmente
eluidos e que os parametros de EFS podem ser definidos de acordo com o
coeficiente de particio octanol-agua.

Wan e Wong (1996) [50] apresentaram uma revis8o com varias
possibilidades de reducio do uso de solventes consumidos na andlise de
residuos de pesticidas. Consideravel redugdo do consumo de solventes pode ser
obtida com a miniaturizagac da escala de extracéo da amostra e de limpeza.
Dessa forma, a microextragao em fase sélida e a extragcdo com fluido supercritico
s40 uma boa op¢ao.

Aguilar et al. (1996) [5] descreveram o uso de discos de EFS C18 e
compararam com discos de estireno-divinilbenzeno. Eles verificaram que discos
de estireno-diviniibenzeno apresentaram menores recuperacoes que os de C18.
A repetibilidade e reprodutibilidade foram boas para ambos os tipos de discos e
os limites de deteccdo foram de 0,02-0,1 ng/L para C18 e 0,03-0,2 pg/L para
estireno-divinilbenzeno.

Liska e Slobodnik (1996) [13] apresentaram uma revisdo na qual
descreveram as aplicagoes de CG e CL na analise de grupos de pesticidas,
como feniluréias, triazinas e acido fendxidos, em agua. Eles empregaram CG e
CLAE e usando procedimentos adequados de tratamento de amostra
conseguiram atingir limites de detec¢&o na faixa de 0,001-1 ng/L.

Jinno et al. (1996) [51] utilizaram extracao em fase sélida seguida de CLAE
para analise de pesticidas em agua. Eles utilizaram duas colunas
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cromatograficas C18, uma de 4,6 mm de didmetro interno (d.i.) e outra de 1,5
mm d.i.. Os limites de deteccdo foram de 0,5 a 8 ng/L para as colunas
convencionais e 0,1 a 5 ng/L para a microcoluna. '

Junker-Buchheit e Witzenbacher (1996) [52] compararam as eficiéncias de
extracdo em fase solida obtidas com sorvente polimérico e com C18, utilizados
na extracéo de pesticidas. A separagdo foi realizada por CLAE com DAD. As
recuperagdes obtidas para os pesticidas de alta polaridade foram um pouco
superiores usando-se sorvente polimérico.

Balinova (1996) [11] estudou as melhores condigdes para determinacéo de
pesticidas acidos em amostras de agua. Trietilamina foi adicionada na fase
movel, como reagente de par-idnico, para aumentar a retencdo dos pesticidas
acidos em coiuna C18, a pH neutro. O método mostrou-se reprodutivel e
suficientemente sensivel.

Tolosa ef al. (1996) [563] avaliaram a performance da extragdo em fase
sélida utilizando diferentes sorventes, para exiracdo de pesticidas em 4gua. A
eficiéncia de recuperacdo dos analitos em C18 e em estireno-divinilbenzeno
variaram com a polaridade do composto e com a solubitidade em agua.

Gennaro et al. (1996) [54] desenvolveram uma metodologia para
determinagao simulténea de feniluréias, triazinas e acidos fenéxidos, utilizando
CLAE com detecgdo UV . Eles estudaram o melhor comprimento de onda para a
analise e concluiram gque os melhores resultados foram obtidos em 228 nm..

Sanchez-Martin et al. (1996) [55] desenvoiveram um método analitico
baseado em CLAE com DAD, para determinag&o de linuron em extratos aquosos
de solo. O limite de detecgéao foi de 0,010 ug/mL e a estimativa de desvio padréo
para a repetibilidade, baseada na area do pico, variou entre 0,7 e 3,1%.

Hogendoorn et al. (1996) [56] analisaram pesticidas polares utilizando CL-
CL e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CL-EM), e .
compararam com CG-EM. Os resultados monstraram que CL-EM é uma técnica
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util para determinacéo de pesticidas polares a niveis inferiores a 0,1 ug/L (limite
estabelecido pelos Estados Unidos para agua potavel).

Bizuik et al. (1996) [1] apresentaram uma revisdo na qual descreveram a
‘poluicdo ambiental causada pelos pesticidas e discutiram os dados da literatura
em relagcdo a concentragéo destes em aguas. Varias técnicas de isolamento e
pré-concentragéo dos pesticidas em agua foram apresentadas, dando énfase a
EFS.

Balinova (1996) [57] apresentou uma revisdo das técnicas modernas e do
aprimoramento de métodos para a determinagdo de residuos de pesticidas em
agua. A situac&o recente dos passos individuais ( extracéo, limpeza, separacéo,
identificacdo e quantificacdo) dos métodos cromatograficos, aplicados & anélise
de pesticidas, foi mostrada com énfase no aumento da sensibilidade de detecgéo
e confiabilidade da identificagéo e quantificagdo a baixos niveis de concentracéo,
exigidos pela comunidade européia.

Hartrik e Tekel (1996) [58] reviram o contemporénec estado da
determinagdo cromatografica de residuos de pesticidas (herbicidas, inseticidas e
fungicidas) e muitos de seus produtos de transformacdo. As vantagens e
desvantagens de CLAE e CG foram discutidas, enfocando métodos
multirresiduos com limite de quantificac&o inferiores a 0,1 ng/L. Varios aspectos
de extracdo, pré-concentracio e limpeza também foram discutidos.

Aguilar et al. (1996) [59] determinaram um grupo de pesticidas, tais como
simazina, atrazina, ametrin e cianazina, usando EFS e CLAE com DAD. Eles
obtiveram boa linearidade na determinacio a niveis de 0,1 ug/L.

Ibéfez et al. (1996) [6] determinaram pesticidas, a nivel de tracos, em
agua, utilizando separagao por CLAE com deteccdo UV. O limite de deteccéo
ficou abaixo de 20 ng/L, depois de uma pré-concentragao.

Aguilar et al. (1996) [60] determinaram um grupo de pesticidas por CLAE
com DAD. Utilizando EFS eles determinaram os pesticidas em amostras reais a
niveis de 0,2-5 nug/L, com limite de deteccéo entre 0,05 e 0,5 ng/L. Em amostras
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reais os pesticidas foram identificados com um DAD e confirmados por
espectrometria de massas.

Li et al. (1996) [61] determinaram, a niveis de 0,05 ng/L, sulfoniluréias
extraidas do solo utilizando CL-EM. O tempo de retengéo foi reprodutivel, = +
2%.

Baez et al. (1997) [62] apresentaram um estudo critico usando EFS com
C18 e cromatografia para determinagdo de pesticidas em aguas, incluindo
triazinas. Os autores estudaram vérios parametros da EFS concluindo que para
os niveis de concentracdo dos testes (150-1000 ng/L) a recuperacéao foi linear,
sendo que ocorreram perdas, durante a evaporagdo, de alguns pesticidas como
o dimetoato (>50%) e o prometon (30%) e que a pré-filtracdo das amostras de
agua néo causou variacéo significante no processo de extracao.

Hidalgo et al. (1997) [10] utilizaram CLAE com C18 e detec¢do UV para
determinar pesticidas como simazina e atrazina em amostras de agua ambiental.
As recuperagbes variaram entre 86-104% com coeficiente de variagéo entre 1-
6%. Limites de deteccdo entre 0,02-0,05 pg/L foram obtidos apos pré-
concentracdo com EFS.

Kim et al. (1997) [63] fizeram um modelo de regressdo para explicar a
retencdo de pesticidas triazinas, fenoxidos e acetanilidas em CLAE com fase
reversa. A retencéo de triazinas e fendxidos foram explicadas por energia de
solvatacdo e polarizabilidade. A retencdo das acetanilidas dependem da
acessibilidade & érea superficial do solvente e da conformacéo do soluto.

Galera et al. (1997) [64] utilizaram a calibragéo multivariada e a regresséo
de componentes principais para determinagéo simultdnea de cinco pesticidas,
por CLAE com DAD. Os modelos de calibragdo foram avaliados usando o
cromatograma € a primeira derivada do cromatograma para predizer a
concentraclo dos pesticidas em testes independentes. Apés isto, o modelo foi
aplicado, com sucesso, na determinacéo de pesticidas em amostras de soio e de
agua.
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- Field et al. (1997) [65] desenvolveram um método simples e rapido para
determinacéo de diuron e trés metabdlitos em aguas. O método utilizou EFS com
C18 e CLAE com deteccéo UV. As recuperagdes obtidas foram de 98,8-77,8%, a
precisdo, indicada pela estimativa de desvio padrdo relativo, foi de =+ 5%. Os
limites de deteccéo e quantificagao foram de 0,5 e 1 ug/L, respectivamente.

Jimenéz ef al. (1997) [66] desenvolveram um procedimento para a
determinacao de residuos de pesticidas em agua. Para este propésito, foi usada
a EFS com (C18, otimizando os parémetros de eluicdo e a influéncia da
concentracdo dos pesticidas. Os extratos foram analisados por CG e CLAE com
DAD para garantir uma identificacdo e determinagdo confiaveis de vinte e trés
pesticidas de diferentes familias quimicas, incluindo triazinas e feniluréias. A
otimizacdo dos parametros de eluicdo foram importantes para aumentar as
recuperagdes, que variaram de 70-101%.

Rodolico et al. (1997) [67] compararam as técnicas de CG, CLAE e
deteccdo enzimética na determinacdo de pesticidas, tais como 2,4-D e atrazina,
em agua. O método de detecgcido enzimatica pode ser considerado de menor
custo, principaimente de investimento inicial, mas estd sujeito a maiores
interferéncias ao usar pesticidas de mesma classe quimica, quando comparado
com CG ou CLAE.

Ruiz et al. (1997) [68] desenvolveram um método, baseado em EFS,
otimizando os parametros que poderiam afeta-lo. porcentagem de solvente
organico usado na extracio, volume e forga idnica da amostra aquosa que passa
através do sorvente na extracdo. O método foi usado para a determinacdo da
concentracdo de pesticidas em extratos de solo. As recuperacoes obtidas com e
sem adi¢do de 15% de cloreto de sodio, utilizando 100 mL de amostra ¢ 2,5 mL
de dimetilformamida, mostraram que a adicéo de cloreto de sodio pode diminuir
a recuperagéo de pesticidas muito polares como o carbofuran.

Slobodnik ef al. (1997) [69] acompanharam a polui¢do do rio Nitra (na
Eslovaquia) durante 1993 e 1994, utilizando EFS, CLAE com DAD, CL-EM e CG-
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EM. As estimativas de desvio padréo relativo, calculadas com os valores de area
do pico, foram de 1-15% para EFS-CLAE-DAD, 10-16% para EFS-CG-EM e 17-
31% para EFS-CL-EM.

Hemandez et al. (1998) [70] compararam CL-CL e EFS-CL para a
determinacgo de residuos de triazinas e seus produtos de degradacdo em agua.
A identidade dos compostos foi confirmada pelos espectros de absorcéo no UV e
por CG-EM. A EFS-CL mostrou um consideravel aumento de sensibilidade com
um decréscimo de seletividade, em relagédo a CL-CL.

A expansdo do emprego da CLAE na separagdo e quantificacdo de
pesticidas deve-se as vantagens reais que ela possui em relacdo a CG, na qual
€ dificil a analise de algumas classes de residuos que possuem instabilidade
térmica, n&o volatilidade, alta polaridade e baixa sensibilidade frente a
determinados detectores. Alguns destes problemas podem ser solucionados
usando técnicas de derivatizagdo, mas aumenta-se o tempo de analise,
introduzem-se erros adicionais, 0 que torna este procedimento ndo atrativo para
muitos quimicos [14] Para evitar a etapa de derivatizacdo, a CLAE com fase
reversa com deteccdo UV ou por arranjo de diodos tem sido usada
freqUentemente.

O progresso da CLAE também se deve ao fato de ter ocorrido um
desenvolvimento de materiais de recheio mais eficientes e pela introdugéo da
fase reversa.

A ciéncia dos pesticidas € uma éarea hastante dinadmica e hd uma
tendéncia no desenvolvimento de produtos que atendam as normas que tém
surgido. Por exemplo, ha um aumento no desenvolvimento e uso de pesticidas
de carater mais polar, considerados mais facilmente degradaveis, em
substituico aos pesticidas mais apolares, como os organoclorados, que
possuem maior acumulagcdo no meio ambiente e em tecidos lipidicos [55]. Este
fato tem colaborado para o aumento do uso de CLAE.
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Publicagdes recentes mostram que ha uma tendéncia em utilizar, na
determinagdo de residuos de pesticidas em aguas, técnicas sofisticadas como a
Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometro de Massa (CG/EM), a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplada a Espectrometro de
Massas (CL/EM) tipo feixe de particulas ou termospray, a CLAE com detectores
por arranjo de diodos e CLAE com colunas capilares [12].

Entretanto, outros estudos mostram que o monitoramento, em aguas, de
pesticidas de alta polaridade, baixa volatilidade e instabilidade térmica também é
possivel com o uso de métodos simples e rapidos empregando instrumentos
menos sofisticados como a CLAE com fase reversa, usando detector
ultravioleta (UV) [10,12] ou detecgdo eletroquimica ou por fluorescéncia [5]. O
DAD pode ser usado para fazer uma varredura do espectro UV/Vis, identificando
interferentes e picos sobrepostos bem como confirmando a presenca de
pesticidas [44].

1.3.2 Técnicas de Extracdo e Pré-Concentragao

Com a intensificagdo do uso de CLAE aumentou-se a necessidade do
emprego de técnicas de extragdo e pré-concentracéo de pesticidas das matrizes.
Isto se deve ao fato de que os detectores utilizados em CLAE possuem
sensibilidades menores que as obtidas com os detectores empregados em CG.

A determinacdo de concentragbes baixas de pesticidas em amostras
complexas requer o uso de sistemas de extracao e pré-concentragdo, tais como
a extracao liquido-liquide (ELL) e a extracdo em fase sdlida (EFS).

A ELL, técnica mais usada em métodos padrdes, sendo recomendada pela
EPA [30] e conhecida pela sua simplicidade, baseia-se na particdo de diferentes
analitos entre a fase aquosa e o solvente orgénico [3]. A ELL tem inumeras
desvantagens como o fato de poder formar emulséo, requerer grandes volumes
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de solventes, muitas vezes toxicos e inflamaveis, demandar longo tempo de
extracao, ser cara, trabathosa e de dificil automacéo [3,29].

Uma alternativa a ELL & a EFS que est4 ganhando ampla aceitagdo como
uma ferramenta poderosa na extragéo e enriquecimento de tragos de pesticidas
em solucdes muito diluidas como a &gua, para gerar concentragbes suficientes
do analito para detecg¢do [29). A EFS utiliza uma coluna contendo um adsorvente
apropriado para reter o analito. A eluicdo da amostra e a vazio da fase movel
através da coluna se da por gravidade, pressdo de uma seringa ou bomba de
vacuo. A EFS tem as vantagens de possuir pequeno tempo de analise, consumo
reduzido de solvente orgénico, ser menos trabalhosa e de facil automacgo [3].

A EFS esta com popularidade crescente devido ao uso de uma variedade
de adsorventes sélidos como resinas poliméricas, polimeros como C-8 e C-18, e
grupos amino ou ciano ligados ao suporte de silica ou ao carbono grafitizado ou
alumina [3]. '

A extragdo em resinas poliméricas ocorre devido a adsor¢do dos analitos
por meio de forgas de van der Waals, que permitem uma dessorcdo facil. As
resinas poliméricas mais comumente utilizadas s&o as do copolimero estireno-
divinilbenzeno, tais como Amberlite XAD-2, XAD-4 e polimeros acrilatos
(Amberlite XAD-7 e XAD-8) [52]. ‘ ,

O adsorvente mais popular de EFS de pesticidas em agua é o grupo
octadecil (C-18) ligado a silica. Os dois principais mecanismos de retengéo séo a
adsorggo do analito sobre o suporte solido e a particdo devido as interagdes
apolares entre as ligagdes C-H do grupo C-18 e C-H do analito [52).

Adsorventes de siiica quimicamente ligada possuem muitas vantagens
sobre as resinas poliméricas. Eles ndo requerem etapa de limpeza, ha
normalmente pouca interferéncia cromatografica durante a analise e com o seu
uso obtém-se analises mais rapidas, com menor consumo de solventes [52].



INTRODUCAQ 21

1.4. Os Herbicidas Estudados

No presente trabalho foram selecionados nove herbicidas: bentazona;
2.4D; cianazina; simazina; atrazina; ametrin; acido fluazifop; diuron e linuron.
Estes herbicidas foram escolhidos por serem os principais componentes ativos
presentes nos agrotéxicos mais utilizados no Brasil. Aléem disso, por possuirem
carater acido, basico ou neutro, a mistura destes herbicidas permite uma
completa avaliacio da potencialidade da CLAE.

As principais caracteristicas e propriedades de cada um dos herbicidas
estudados estao relacionadas a seguir.

.4.1. Bentazona

A bentazona € um herbicida utilizado exclusivamente em pds-emergéncia,
devido a reduzida absor¢do radicular. No Brasil ele é aplicado, principaimente,
em culturas de amendoim, arroz, feijdo, milho, soja e trigo. Em outros paises é
utilizado em diversas culturas de gramineas, leguminosas, e outras
dicotileddnias [71-74].

Os principais produtos de degradacéo da bentazona s&o os 6- € 8- hidroxi
derivados [35]. |

A bentazona & um composto de carater polar e por isto sé pode ser
analisada por CG ap6s uma etapa de derivatizacdo com diazometano, gerando a
N-metilbentazona [22,23]. Utilizando a CLAE este herbicida pode ser analisado
diretamente.

e grupo quimico: tiodiazinas

¢ nome quimico: 3-isopropil-2,1,3-benzotiodiazina-(4)-2,2-didxido
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o férmula molecular: C;gH2N,0:S

férmula estrutural:

¢ massa molar: 240,3

« classe toxicoldgica: classe Il, mediamente toxico

« irritabilidade: pele - ndo irritante, olhos - moderada

» sintomas de envenenamento: apatia, prostacédo, tremores, irritacdo central,
caimbras tipo clénico, vomito e diarréia.

¢ dose letal: oral 1100 mg/kg (em ratos)

¢ nomes comerciais: Banir e Basagran

1.4.2. 2,4-D
(

O 2,4-D foi o primeiro herbicida seletivo a ser desenvolvido. Durante a
guerra do Vietné, 0 2,4-D, junto com o0 2,4,5-T e com o pentaclorofenol formaram
o famoso "agente laranja”, que foi utilizado pela forca aérea americana como
agente desfolhante. Apds a guerra, em 1947, ele foi introduzido como herbicida
substituindo a capina mecéanica e rapidamente tornou-se o herbicida mais
amplamente usado no mundo. Depois de cinglienta e um anos de uso, 0 2,4-D é
ainda o terceiro herbicida mais usado nos Estados Unidos [7,75].

O 2,4-D € um herbicida utilizado, normalmente, em pés- emergéncia das
ervas mas, uma vez que também & absorvido via radicular, pode ser usado em
pré- emergéncia e em pré- plantio incorporado. No Brasil, € em outros paises, é
registrado para culturas de café, cana-de-agucar, cereais, milho, trigo, controle
de ervas aquaticas [71-74].

Ha muitas controvérsias quanto a toxidez deste herbicida. Ha estudos que
d-izem que o 2,4-D é carcinogénico, mutagénico e neurotéxico, porém outros

M e SVE G L e,
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estudos afirmam que este herbicida tem pouco potencial para apresentar estas
caracteristicas [75].

0 2,4-D é um herbicida de carater altamente polar e acido, portanto, sé
pode ser analisado por CG apos derivatizago, principaimente por metilagdo [48].
Empregando a CLAE este herbicida pode ser analisado diretamente.

e grupo quimico: acido fendxiacético
 nome quimico: 2 4 diclorofenoxiacético
+ férmula estrutural: Cl

0
Cl@o-m—g—({
OH

o férmula molecular: CsHsClo03

« massa molar; 221,04

o classe toxicoldgica: classe |, altamente téxico (formulagtes amina)

» irritabilidade: pele - moderadamente irritante, olhos - irritante

+ sintomas de envenenamento: mal-estar, vomito, enfraquecimento
muscular,dificuldade respiratoria, braquicardia, suor excessivo, oliglrgia;
pessoas diabéticas séo especialmente sensiveis a0 2,4-D.

o dissociagdo acida (pk,): 2,73 (T=25°C)

o dose letal: oral 375 mg/kg (em ratos)

e nomes comerciais: Aminol, DMA 806 BR, 2,4-D Isamina, Esteron 400 BR e
etc..

1.4.3. Cianazina

A cianazina € um herbicida mais eficiente em pré que em pés-emergéncia,
devido a maior facilidade de ser absorvido por via radicular. No Brasil &
registrada para culturas de algodao, café, cana-de-agucar, milho e soja. Em
outros paises também é usada em ervilha, cevada, amendoim, batata, cebola e
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fruticultura. E mais eficaz no controle de ervas de folhas largas que de
gramineas [71-74].

A cianazina pertence a classe das triazinas e apresenta carater fracamente
basico. Este herbicida pode ser analisado diretamente por CG ou por CLAE.

grupo quimico: triazinas

¢ nome quimico: 2-(4-cloro-6-etitamino-1,3,5-triazina-2-ilamino)-2-
metilpropionitrila
o férmula estrutural: Cl
fc:H:,g)2 N~ |N

NC—C—HH" N™ > NH—C,H
formula molecular: CgHzCINg

massa molar: 240,7

classe toxicolégica: classe I, mediamente tbéxico

irritabilidade: pele - n&o irritante, olhos - n&o irritante

* )sintomas de envenenamento: letargia, respiragio rapida, queda de pressao
arterial e redugio da tensdo muscular.

» dissociagdo acida (pk,): 0,63 (T=25°C)

¢ dose letal: oral 182 mg/kg (em ratos)

¢ nomes comerciais: Bladex 500.

.4.4. Simazina

A simazina € um herbicida utilizado exclusivamente em pré-emergéncia
das ervas, devido a absor¢do foliar do produto ser extremamente reduzida. E
registrada no Brasil para culturas de miiho, plantagbes de abacaxi, bananeira,
cacau, café, cana-de-agucar, €itrinos, macieira, videira, roseira e seringueira. Em
outros paises € utilizada também em feijdes, milho, aspargo, morango e plantas
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ornamentais. Controla essencialmente gramineas anuais e, tamhém, uma ampia
gama de ervas de folhas largas [71-74].

A simazina é uma das mais importantes triazinas, sendo um dos herbicidas
mais usados na agricultura atual. Sua persisténcia no solo & bastante acentuada.
Seu transporte no meio ambiente causa polui¢éo do sistema aquatico [13,17].

As triazinas sdo degradadas por processos quimicos e biolégicos. No solo
a degradacéo das triazinas ocorre devido a hidrélise, radiagdo UV, oxidagéo e
microorganismos. Seu principal produto de decomposi¢&o no solo e na agua séo
as respectivas hidroxi-triazinas, as quais sdo formadas principalmente por
reac¢des hidroliticas quimicamente induzidas [13,17].

A simazina pode ser analisada diretamente tanto por CG quanto por CLAE
[13,17].

 grupo quimico) triazinas
e nome quimico: 2-cloro-4,6-bis-etilamino-S-triazina
» férmula estrutural: Cl

A

N~ |N
-
C,HzNH A N A
e férmula molecular: C;H;5CINg

NH’"’ C2H5

e massa molar: 201,66

o classe toxicolégica: classe i, pouco toéxico

¢ irritabilidade: pele - levemente itritante, olhos - moderadamente irritante

* sintomas de envenenamento: ataxia, dispnéia e convulsoes.

o dissociagdo acida (pk,): 1,62 (T=25°C)

« dose letal: > 5000 mg/kg (em ratos)

e nomes comerciais: Gesatop 800 PM, Herbazin 800 PM, Sipazina 800 PM,
Simanax SC e etc.
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1.4.5. Atrazina

A atrazina € um herbicida mais eficiente em pré que em pds-emergéncia,
devido ser de absorgéo foliar moderada. E registrada no Brasil para as culturas
de abacaxi, bananeira, cacau, café, cana-de-agUcar, mangueira, milho,
pessegueiro, seringueira, pimenta do reino e roseira. Em outros paises &
utilizada em sisal e pastagem de alfafa. Controla, essenciaimente, ervas de
folhas largas anuais, mas, também, algumas gramineas [71-74].

A atrazina é a mais utilizada das triazinas. Sendo uma triazina tambem
apresenta carater fracamente basico, e juntamente com a simazina € a mais
persistente no meio ambiente [13].

e grupo quimico: triazina
« nome quimico: 2-cloro-4(etilamino)-6-(isopropilamino)-s-triazina
o férmula estrutural: - Cl

.
csz—NH’j\\N’J\

o formula molecular: CgH 4CINs

NH— CH(CHa),

e massa molar: 215,68

« classe toxicolégica: classe iil, pouco tdxico

« irritabilidade: pele - irritagdo minima, olhos - irritag&o minima

« sintomas de envenenamento: fragueza muscular, apatia, dispnéia e
prostragéo.

« dissociagao acida (pka): 1,70

» dose letal: oral 1750 mg/kg (em camundongos)

« nomes comerciais: Atrazinax 500, Gesaprim 800 PM, Herbitrin 800, Siptran
800 PM, Stauzina 80C PM e etc..
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.4.6. Ametrin

O ametrin € um herbicida que controla um vasto nimero de gramineas e
ervas de folhas largas anuais, quando utilizado em pré ou pés-emergéncia das
ervas. E registrado no Brasil para as culturas de abacaxi, bananeira, café, cana-
de-acUcar, citrinos, milho e videira. Em outros paises também é utilizado em cha,
sisal, ervilha, como dessecante de rama de batata e em controle total em areas
nao cultivadas [71-74].

O ametrin pertence a classe das triazinas e, portanto, valem as
propriedades gerais ja descritas.

Este herbicida pode ser analisado diretamente tanto por CG quanto por
CLAE [13].

. grupo'quimico:triazinas
e nome quimico: 2 etilamino-4-isopropilamino-6-metiltio-s-triazina
o formula estrutural: S— CH,

A

N )N; /'NK
C/;H—NH N~ ~NH—C.Hs

H,C
e férmula molecular: CgHq7NsS
e massa molar: 227,33
o classe toxicolégica: classe lll, pouco toxico
e irritabilidade: pele - ndo irritante, olhos - levemente irritante
o sintomas de envenenamento: ataxia, dispnéia, fraqueza muscular e perda

de reflexos.

o dissociagao acida {pk,): 4,1
o dose letal: oral 1100 mg/kg (em ratos)

¢ nomes comerciais: Gesapax 800 PM, Herbipak 800 BR, Metrimex e etc..
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1.4.7. Acido fluazifop

O é&cido fluazifop é um herbicida, encontrado nas formulacbes na forma de
ester (como fluazifop butil ou fluazifop p-butil), aplicado em pés-emergéncia, por
ser essencialmente de absorgédo foliar, mas também é absorvido, em menor
escala, por via radicular. Este herbicida esta registrado no Brasil para as culturas
de alface, algodao, cebola, cenoura, soja, tabaco e tomate e para as plantagbes
de café, eucalipto, laranjeira, pinho e roseira. Este herbicida controla gramineas
anuais, no estadio de até quatro perfilhos e algumas perenes [71-74].

No solo o fluazifop butil hidrolisa, numa taxa que depende da temperatura,
resultando no acido livre fluazifop, € € a forma que reaimente tem atividade
herbicida [16,28].

O acido fluazifop tem carater acido e polar e, portanto, ndc pode ser
analisado diretamente por CG. A melhor opgdo para analise direta deste
herbicida é por CLAE.

e grupo quimico: aril oxi-fenéxi-proprionato

¢ nome quimico: acido 2-(4-(5-triflurometil-2-iloxipiridina)fenoxi) propidnico

™ o
—N OH

e férmula molecular: CisH,F;NQO,

o formula estrutural:

e massa molar: 383,4

o classe toxicolégica: ciasse |, mediamente téxico

» irritabilidade: pele - irritante, olhos - levemente irritante

¢ sintomas de envenenamento: mal estar, vomito, enfraquecimento muscular,
dificuldade respiratoria, suor excessivo, braquicardia, oliguria.

o dose letal: oral 4662 mg/kg para formulagao 250 g/L de fluazifop butil (em
ratos)

« nomes comerciais: Fusilade e Fusilade 125.
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1.4.8. Diuron

O diuron € um herbicida utilizado preferencialmente em pré-emergéncia
por ser a via radicular a mais importante absor¢g&o do produto. Este herbicida é
registrado no Brasil, e em diversos paises, para culturas anuais (alfafa, algodao
€ soja), plantacbes perenes (abacaxi, bananeira, cacau, café, cana-de-agucar,
citrinos, pimenta-do-reino, seringueira e videira), areas nao cultivadas e canais
de irrigacio e drenagem [71-74].

Este herbicida é considerado o terceiro mais perigoso pesticida para fontes
de aguas subterréneas. O diuron degrada por N-demetilacdo, sob condigdes
aerdbicas, resultando em metabdlitos que incluem o N’-(3,4- diclorofenil)-N-
metiluréia, 3,4-diclorofeniluréia e 3 4-dicloroanilina. Sob condi¢bes anaerdbicas
do solo ocorre a formagao dos produtos declorinados [65].

O diuron pertence a classe das uréias substituidas. As uréias substituidas
s8o quimicamente persistentes e podem permanecer no soio por varios meses
apos a aplicagdo [13]. Além disso, as fenil uréias sdo soluveis em agua, tendo
grande capacidade de migracéo para o solo e de entrar na cadeia alimentar,
onde s&o degradadas e metabolizadas por mamiferos [32]. Considera-se que
esta classe de compostos é dificiimente detectado através da analise direta por
CG devido a decomposicdo térmica, resultando em isocianatos e aminas
alifaticas. Esta ruptura térmica é atribuida a atomos hidrogénio-amida, pois a
substituicdo nesta posicdo, com um grupo metila, proporciona compostos
termoestaveis [13]. Dessa forma, o diuron, sendo pouco volatil, &€ analisado por
CG apés derivatizacdo por acilacdo ou metilagdo, hidrolise para sua anilina
correspondente ou pirélise para isocianato de fenila [65]. Andlises por CLAE
podem ser realizadas diretamente.

e grupo quimico: uréia substituida

¢ nome quimico: 3-(3-4 diclorofenil)1,1-dimetil uréia
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férmula estrutural: o]

O CH,
m@-w—”—r\(

o formula molecular: CoH,,CLLN-O

e massa molar: 233,1

e classe toxicoldgica: classe II, mediamente toxico

o irritabilidade: pele - néo irritante, olhos - levemente irritante

e sintomas de envenenamento: ndo conhecidos

« dose letal: oral 3400 mg/kg para formulagdo de 500 g/L (em ratos)

* nomes comerciais: Cention 800, Diuron 500 SC, Diuron Nortox, Diuromex,
Herburon, Karmex 800, Staron SC e efc.

1.4.9. Linuron

O linuron € um herbicida utilizado em pré ou pbs-emergéncia precose. E
registrado no Brasil para as culturas horticolas (aipo, alho, alho-porro, ervilha, e
outras), culturas anuais (algod&@o, amendoim, mandioca, milho, soja, sorgo e
trigo) e plantagdes de abacaxi, cacau, café, cana-de-acgucar, castanheiro,
eucalipto, pereira e videira. Ele é utilizado em outros paises, também, para
beterraba, feijdo e areas ndo cultivadas. Controla uma gama de ervas de folha
larga [71-74].

O linuron pertence a classe das uréias substituidas, valendo as
propriedades gerais descritas para o diuron.

e grupo quimico: uréia substituida
e nome quimico: 3-(3-4 diclorofenil)-1-metoxi-1-metil uréia

s férmuia estrutural: Cl
@) , O-CH,
Ci NH—LL N

CH,
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o férmuia molecular: CgH1oCIN-O,

e massa molar: 249,1

¢ classe toxicolégica: classe lll, pouco téxico

« irritabilidade: pele - moderadamente irritante, olhos - moderadamente
irritante

+ sintomas de envenenamento: nio conhecidos

o dose letal: oral 4000 mg/kg (em ratos)

« nomes comerciais: Afalon 500 SC, Linurex 50 PM, Lorox 500 e etc.

1.5. Parametros Cromatograficos

A seguir serdo descritos os parametros cromatograficos que foram
utilizados, no presente trabalho, para avaliar a separagido dos herbicidas
estudados.

O fator de retencao (k) diz respeito a retencéo do soluto e € determinado
pela razdo entre os tempos em que as moléculas do soluto ficam retidas na fase
estacionaria e percorrendo a coluna na fase mével, de acordo com a expressao
(1) [76,77]:

k=[tR _tM)=tR (1)

2y ty

onde:
tr= tempo de retencdo de um soluto, que € o tempo que um soluto gasta
desde ao momento da injecao até a saida do maximo do pico;
tw= tempo de retengdo de um soluto ndo retido;
'r = tempo de retencdo ajustado.

Os valores ideais de k devem variar entre 1 e 10 para dois componentes, e
para multiplos componentes séo aceitos valores entre 0,5 € 20 [76,77].
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A resolugéo (Rs) refere-se & separagédo entre dois picos adjacentes e pode
ser obtida pela expresséo (2) [76,77]:

R 2[ tR2 _tR1 J 4 177( tR2 _tR{ ] @)
s = =1,
Wy + W Wi + Wiy

onde:

tr1 € tre = tempo de retencéo de dois picos adjacentes;

Wp1 € Wy = largura dos picos na base, em unidades de tempo;

Wh1 © Wy2 = largura dos picos a meia-altura, em unidades de tempo.

Considera-se que: Rs =1 tem-se 98% de separacdo; Rs =1,25 tem-se
99,5% de separagdo e Rs =1,5 tem-se 100% de separacdo, para picos
gausianos [76,77].

Outro parémetro cromatogréfico relacionado com a separagédo de dois
picos adjacentes € o fator de separacdo (), que é calculado pela razdo entre os

respectivos fatores de retengdo que sdo, por sua vez, relacionados aos tempos
de retencao ajustados, conforme a equagéo (3) [76,77]:

k t’
o= 2 = 'R2 (3)
k1 t Rl

O fator de separagéo mede a seletividade de um sistema cromatografico.
Assim, quanto mais seletivamente a fase estacionaria retiver o segundo
componente que esta sendo analisado, maior sera o fator de separacdo. Se o =
1, ndo existem diferengas termodindmicas entre os dois componentes de um
dado sistema e eles ndo podem ser separados. Entretanto, quando a > 1 ndo
significa que os picos estéo totalmente separados, porque eles podem ser largos
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e estarem sobrepostos. Consequentemente, um valor elevado de a s$6 implica
em boa separagao se 0s picos forem estreitos [76,77].

Na caracterizagdo cromatogréafica de uma coluna aconselha-se construir a
curva de van Deemter para determinar a vazéo que se deve trabalhar a fim de
obter a eficiéncia (N) maxima da coluna. Uma interpretacdo desta curva é que
existe uma vazao (F) étima, que esta relacionada com a velocidade linear étima
(n), na qual a altura equivalente a um prato (H) tera um valor minimo e portantc o
valor de eficiéncia sera maximo. As equag¢des para calculo de N, He p séo

apresentadas a seguir (equagdes 4,5 e 6, respectivamente) [76].

N = 5,545 [;vt—%]z 4)
H= = (5)
us (6)

onde:
L= comprimento da coluna cromatografica

A eficiéncia da coluna , expressa por H, também pode ser determinada pela
equacao de van Deemter (equacgéo 7) [76]:

H=A+2 +Cp (7)
H

O termo A, difusdo turbilhonar, refere-se ao alargamento dos picos devido
aos diferentes caminhos percorridos pelas moléculas do soluto, e pode ser
minimizado utilizando-se colunas de didmetro interno reduzido. O termo B,
difusdo longitudinal, esta relacionado com a difusdo molecular do soluto na fase
movel e pode ser minimizado utilizando-se altas velocidades lineares de fase
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mével. O termo C, transferéncia de massa, corresponde ao alargamento da
banda devido a dificuldade de transferéncia de massa do soluto entre a fase
moével e a fase estacionaria, este pode ser minimizado diminuindo-se a
espessura do filme liquido que recobre as particulas do suporte [76].

1.6. Validacao de Método

Uma vez desenvolvido um método de andlise cromatografica, como em
qualquer outra técnica analitica, torna-se importante fazer a validaggo do método
para avaliar se ele fornece resultados confiaveis, de forma a poder ser aplicado
rotineiramente [78].

A validagéo também é parte integral de qualquer documentacio submetida
as agéncias governamentais de regulamentacdo da Comunidade Européia,
Japéo, EUA e outros paises, quando se pretende o registro de métodos usados
para a quantificacdo de produtos como farmacos em fluidos biolégicos e
determinagéo de residuos de pesticidas em varios tipos de matrizes.

Na literatura existem varias referéncias sobre validagdo de métodos
uitizando a CLAE, sendo que elas s&o mais facilmente encontrados para
amostras biologicas ou biomédicas [79-86). Para amostras de pesticidas, os
procedimentos s&o basicamente os mesmos, entretanto ha poucas publicacoes.

Foi desenvolvido, pela Coordenag¢éo de Laboratério Vegetal do Ministério
da Agricultura, um roteiro para validacdo de metodologia desenvolvida para
analise de residuos de pesticidas [87], o qual apresenta normas especificas para
os pesticidas.

A avaliacéo total de um método que emprega técnicas cromatograficas,
como CLAE, pode ser considerada como a soma de diferentes etapas de
validagdc a serem incluidas no processo analitico. Em geral, a validacdo do
método envolve a execucdo e a interpretacdo de uma série de experimentos
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planejados a fim de avaliar as caracteristicas do método. Desta forma, todas as
variaveis de um método devem ser consideradas.

Variaveis do Método

| U
U Y U U U
procedimento de  preparagédo separacao deteccdo avaliacao
amostragem da amostra cromatografica dos dados

Os parametros geraimente envolvidos no procedimento de validacdo de
métodos analiticos s&o: curva analitica, linearidade, seletividade, recuperacgéo,
exatidao, precisao (repetibilidade e reprodutibilidade) e sensibilidade ( limite de
deteccdo e limite de quantificagio) [88].

1.6.1. Curva Analitica

A calibracdo &€ um dos estagios mais importantes na analise guimica. Sem
um bom procedimento de calibrac&o, preciséo e exatiddo ndc podem ser obtidas
[88].

Para a maioria das técnicas analiticas cromatograficas, uma relagio linear
(de primeira ordem) & observada entre a resposta do detector (y) e a
concentragéo (x) do composto em estudo, podendo ser descrita pela equacao de
regresséo linear: y = a + b x, onde a é a intersecgéo da curva analiticae b é a
inclinacdo da reta. [dealmente, a ndo deve ser estatisticamente diferente de zero
e b deve ser reprodutivel. A regress&o linear deve também ter alto coeficiente de
correlacéo (r > 0,99) [88].
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1.6.2. Linearidade

A linearidade de um método é a sua capacidade de produzir resultados
que sdo diretamente, ou através de uma transformagcdo matemética bem
definida, proporcionais & concentragdo do soluto na amostra, dentro de uma
determinada faixa [88].

1.6.3. Recuperagio

Recuperagcdo é a medida da eficiéncia do procedimento de extracao do
soluto, a partir da matriz. A recuperagdo geraimente é dependente da
concentracao, por isso deve ser avaliada na faixa de concentragdo esperada
para a amostra.

A recuperacao (R) foi calculada através da equacéo (8) [87]:

R = massa obtida
massa real

. 100 (8)

.6.4. Exatidao e Precisao

A exatid&o e a precis&o (repetibilidade) determinam respectivamente o erro
e o desvio de uma analise e s80 os critérios mais importantes para o julgamento
do desempenho de um método analitico.

A exatiddo € expressa em porcentagem de erro sistematico, podendo ser
calculada pela equacéo (9) [87,88]; |

valor obtido - valor real
valor real

Exatidao = [ J . 100 (9)
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A precisdo pode ser determinada em termos de repetibilidade e
reprodutibilidade:
Repetibilidade € o grau de aproximacdo dos resultados de testes individuais
quando o procedimento é aplicado repetitivamente a amostragens multiplas de
uma amostra homogénea ou a amostras artificialmente preparadas. A
repetibilidade é expressa pela estimativa do desvio padréo relative (RSD),
também denominado de coeficiente de variagdo (CV), ou pela estimativa do
desvio padrdo absoluto (s). Este teste é realizado pelo mesmo analista, no
mesmo laboratério e utilizando o mesmo instrumento [88].

O valor numérico usado para avaliar a precisdo, RSD, pode ser calculado
através da equacio (10) [86-88):

RSD = - . 100 (10)

Xm

onde:
s = estimativa de desvio padrao absoluto
s = {Z(X - Xm)? /N - 1}
X; = valores individuais
Xm= média das medidas em replicatas
N = nimero de medidas

1.6.5. Sensibilidade (Limite de Detec¢ao e de Quantificagdo)

O limite de detecgéo (LOD) é a menor concentracéo de soluto detectada
pelo método em estudo e é geralmente expresso em unidades de concentracéo
[83].

O limite de quantificacdo (LCQ) € a menor concentracdo de soluto que
pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis nas condicdes
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experimentais e também é geralmente expresso em unidades de concentragao
[83].
Neste estudo os LOQ e LOD foram determinados baseando-se na

definicao de Francotte et al., e podem ser calculados empregando as equacoes
(11) e (12) [83] :

LOD = (C; . 2h,) / hg (11)

LOQ = (C;.6h,)/h, (12)
onde:
C; = concentracdo do analito
h, = altura do pico do analito (h, deve ser 2 a 10 vezes maior que h,)
h, = maior desvio da linha base medido no t; do analito numa faixa de
10 wh ( largura do pico a meia-altura)

A figura 2 ilustra as medidas dos parametros utilizados nos célculos de
LOQ e LOD.

Figura 2. Medidas de LOD e LOQ [83].
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1.6.6. Robustez

A robustez de um método analitico corresponde aos estudos que indicam
o grau de confiabilidade do ensaio perante a mudangas de variaveis comuns.
Estas mudancas podem ser ligeiras diferengas operacionais, de equipamento,
analista, laboratérios, colunas, etc..

E evidente que um método deve ser robusto (reprodutivel) frente a
variagbes de analistas ou instrumentos, mas ndo necessariamente deve ser
robusto frente a todas as varia¢des que se estude [78].



CAPITULO I

Il. OBJETIVOS



OBJETIVOS a

Este trabalho teve como objetivo primordial o desenvolvimento de um
método, por CLAE, simples, rapido e eficiente, para analise simultanea de
multirresiduos dos herbicidas: bentazona; 2,4-D; cianazina; simazina; acido
fluazifop; atrazina; diuron; linuron e ametrin, presentes em matrizes de agua.

Para atingir o objetivo proposto, este trabalho foi divididc em quatro
etapas:

a) selecionar as melhores condigcbes cromatograficas de separacdo dos
herbicidas, estudando pH, vazdo e composi¢céo de fase movel (FM);

b) desenvolver o método de extracdo em fase sélida, utilizando tubos de
extracdo recheados com C-18, para extrair e enriquecer tracos dos
herbicidas estudados;

c¢) realizar a validagcdo do método desenvolvido, abrangendo a etapa de extragdo
e pré-concentragéo, realizadas utilizando EFS, e a separacéo, identificagéo e
quantificacdo dos herbicidas, realizadas através de CLAE;

d) aplicar o método desenvolvido para andlise de agua potavel de diferentes
fontes: filtro doméstico e agua proveniente de uma lavoura da regido de
Campinas, ap6s irrigacdo, a fim de verificar a sua eficiéncia.
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Ill. PARTE EXPERIMENTAL
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iil.1. Materiais e Métodos

{1l.1.1. Reagentes e Solventes

Foram empregados os seguintes reagentes e solventes, no
desenvolvimento deste trabalho:

Metanol - grau cromatografico, Mallinckrodt e Ominosolv (Merck).
 Acido Fosférico - PA, Synth.

¢ Cloreto de Sddio - PA, Mallinckrodt.

o Agua Milli-Q, sistema Millipore.

» Acido Acético Glacial - grau cromatografico, Mallinckrodit.

» Acetato de Sddio - PA, Carlo Erba.

» Acido Sulfarico - PA, CPQ ( Cromato Produtos Quimicos).

e Amostra sintética: acetona, benzonitrila, benzeno, tolueno e naftaleno; todos
PA.

OBS: Os solventes usados no preparo da FM, como agua e metanol, foram
filtrados em filtro Millipore (GVWP 04700, 0,22 um, 47 mm) e depois foram
desgaseificados em banho ultrassdnico por aproximadamente 15 min..
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li1.1.2. Herbicidas Selecionados

Os herbicidas selecionados para este estudo estio listados na tabela 1,
juntamente com os respectivos fornecedores, grau de pureza e a familia quimica.

Tabela 1. Herbicidas, fornecedores, grau de pureza e familia.

HERBICIDA FORNECEDORES GRAU DE PUREZA FAMILIA[71-73]
(%)
bentazona Basf 999 tiodiazina
ac. fluazifop Zeneca 97,4 aril-oxi-fendxi-
acido
24D Dow - + 99 fenoxiacético
cianazina Cyanamid 98,0 triazina
simazina Novartis 98,3 triazina
atrazina Novartis 97,7 triazina
ametrin Novartis 96,8 triazina
linuron Hoescht 99,5 uréia substituida
diuron Du Pont 99,27 uréia substituida

OBS: Todos os padrdes dos herbicidas foram estocados em
geladeira.
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I11.1.3. Gas Empregado
Nitrogénio, 98,999% de pureza, super seco, Aga.
lIl.1.4. Coluna Cromatografica

Coluna Cromatografica Analitica Nova Pak - Waters, 150 mm x 3,9 mm d.i,,
recheada com C-18 quimicamente ligado 2 silica, tamanho de particula de 4
pm e 6 nm de didmetro de poro.

Coluna de Guarda Nova Pak - Waters, 20 mm x 3,9 mm x d.i., recheada com
C-18 quimicamente ligado a silica, tamanho de particula de 4 um e didmetro
de poro de 6 nm.

l11.1.5. Cartuchos e Tubos de Extragao em Fase Sélida
Cartuchos de EFS, 500 mg Sep-Pak C-18, Waters.

Tubos de EFS, tipo coluna, Supelclean™ Envi C-18, de 500 mg, Supelco.

Ill.1.6. Equipamentos
Cromatdgrafo a Liquido marca Waters, composto por:

- Bomba de alta press&o, reciproca, tipo pistéo cabeca dupla, modelo 510

- injetor Rheodyne, 7725i, com alga amostradora de 10 L

- detector espectrofotométrico de absorgdo no UV/Vis de comprimento de
onda variavel, caminho ético de 10 mm, modelo 486-Tunable Absorbance
Detector
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- detector espectrofotométrico por arranjo de diodos, caminho ético de 10 mm,
modelo 991.

Computador IBM Pentium de 90 MHz, contendo placa DT 2804 e sistema
Chrom Perfect instalados para aquisicdo e tratamento de dados
cromatograficos.

Cromatégrafo a Liquido HP Series 1I/M constituido por:

- Bomba de alta presséo, reciproca, tipo pistdo cabeca dupia, modelo

DRS;

- Injetor automatico com volume de inje¢&o variavel de até 25 pL;

-Detector espectrofotométrico por arranjo de diodos, cela de 8 pl. de volume,
modelo 1090;

- sistema de aquisi¢éo de dados ChemStation, série Pascal.

Espectrofotdmetro por Arranjo de Diodos HP 8452A, acoplado ao sistema de
aquisicio de dados HP 89532A UV-Vis RevA.

Bomba de véacuo - Primar, modelo 141.

Bomba Dosadora Peristaltica - Millan.

Banho Ultrassdnico - Thornton, modelo T14.

pHmetro, DM 21 - Digimed, utilizado com os seguintes eletrodos:

- Eletrodo de vidro combinado, Digimed
- Eletrodo Termocompensador, Digimed
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I11.2. Estudo das Condigbes Cromatograficas de Separacio dos
Herbicidas

11.2.1. Estudo da Vazédo Otima da Coluna Cromatografica

Foi feito um estudo da vazdo étima da coluna através da construcio da
Curva de van Deemter, obtida tracando-se H x u, que foram calculados variando-
se a vazao de fase movel, no intervalo de 0,2 a 0,6 mL/min.

Juntamente com o valor de vazdo otima, obtido pela curva de van
Deemter, também foram consideradas a pressdo e o tempo de andlise na
escolha da melhor vazéo.

Neste estudo de determinacio da vazédo 6tima foi utilizada uma amostra
sintética composta por acetona, benzonitrila, benzeno, tolueno e naftateno. O
comprimento de onda empregado foi de 254 nm, FM MeOH:H,O 70:30, viv e
volume de injec&o de 10 plL.

l.2.2. Estudo da Fase Mével

Para realizar a separagdo dos herbicidas selecionados foram estudadas as
seguintes composicdes de FM MeOH/H,0: 50/50, viv; 60/40, v/v; e 70/30, viv.

Estas FM tiveram o pH variado para verificar a influéncia desta variavel na
separagao dos herbicidas. Assim, foram estudadas FM nos seguintes valores de
pH: 6,0 - 7,0 (sem adig&o de acido), 3,0 - 4,6 (com adigdo de acido acético ou
fosférico). Os pH foram medidos com o auxilio de um pHmetro, calibrado com
solugbes tampéo de pH 4,01 e 7,01 (+ 0,01,a 25 °C - Hanna Instruments).

Também foi empregada uma FM 50% MeOH: 50% tampéao HAc:NaAc (pH
3,8).

Durante todo estudo, a ordem de elui¢do e identificagdo dos picos dos
herbicidas foi feita comparando-se os 1z, tempo de retencdo, dos picos na
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mistura com os tr dos picos dos padrdes, injetados iscladamente. No caso de
duvidas, foi feita a adigdo do padrédo referente ao pico que se queria identificar na
mistura completa, assim se o pico em questdo aumentasse de tamanho sua
identidade estava confirmada, ou seja, foi feita a co-cromatografia.

111.3. Avalia¢do da Separacdao Cromatografica

Os parametros empregados para avaliar a separagdo cromatografica dos
herbicidas foram: fator de retencéo (k), resolucéo (Rs) e fator de separacio (o).
Eles foram calculados a partir de valores extraidos dos cromatogramas,
utilizando as equagdes definidas no capitulo I, item 1.5.

liL.4. Obtencao dos Espectros de Absor¢do no UV dos Herbicidas

Para obtenc&o dos espectros de absor¢do no UV injetou-se uma mistura
dos herbicidas selecionados em um cromatografo a liquido HP acoplado com
detector de arranjo de diodos. Deste modo foi possivel obter os espectros de
todos os solutos, exceto do acido fluazifop, devido a problemas de aquisicédo de
dados e de intensidade do pico.

Com este detector também realizou-se a confirmacéo da pureza dos picos
dos padrdes. Para isto, compararam-se o0s espectros UV obtidos em trés
diferentes pontos do pico cromatografico: no inicio, no topo e no fim. Se os
espectros destes trés pontos fossem coincidentes o pico era considerado puro.

Também foram feitas aquisicoes de espectro de absor¢do UV utilizando o
detector de arranjo de diodos Waters acoplado ao sistema Waters utilizado nos
demais experimentos. Com este sistema, além dos espectros UV de todos os
herbicidas em estudo, em duas e trés dimensdes, também obteve-se a pureza
dos picos. Nestes experimentos a FM utilizada foi MeOH:H-0O 60:40,viv (pH=4,6,
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com &cido fosforico), a vazéo foi de 0,8 mL/min e o volume de injecdo foi de 25

pl.

1I1.5. Medida de Absortividade Molar (z) dos Herbicidas

Com o uso do espectrofotdmetro por arranjo de diodos foi obtido o
espectro de absorgéo no UV, na faixa de 190 a 450 nm, dos herbicidas em
estudo. Para isto foram usados os padrées dos herbicidas preparados nas
concentragbes de 10 a 1000 ng/L, exceto para o acido fluazifop, cuja faixa de
concentragéo variou de 1000 a 100000 ng/L. A finalidade deste estudo foi
determinar a absortividlade molar dos herbicidas e assim ter mais uma
informac&o sobre a sensibilidade do método, também determinada pela
inclinagao da curva anaiitica.

O caminho ético, b, utilizado foi de 10 mm.

II1.6. Estudo da Extragdo em Fase Sélida dos Herbicidas

1i.6.1. Utilizacao de Cartuchos Sep-Pak

Alguns testes preliminares de recuperacéo foram realizados utilizando-se
cartuchos Sep-Pak. Com estes cartuchos testaram-se a recuperagdo de
amostras fortificadas com 0,067ug de 2,4-D e atrazina e também realizaram-se
testes em branco apenas com &gua destilada, 4gua Milli-Q e agua Milli-Q + acido
sulfurico + NaCl.

111.6.1.1. Procedimento de Extracdo

a) Condiciona-se o cartucho de extracdo passando-se por ele 10 mL de metanol:
b) Equilibra-se o cartucho pela passagem de 10 mL de agua Milli-Q;
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¢) Ajusta-se o pH<2 e a forga ibnica da amostra aquosa (500 mL) pela adigéo
respectiva de &cido sulfurico e 10 g de NaCl;

d) Forca-se a amostra a percolar através do cartucho, com o auxilio de uma
bomba peristaltica, com vazao de 5 mL/min;

e) Lava-se o cartucho com 5 mL de agua Milli-Q;

f) Descarta-se o eluato e seca-se o leito adsorvente pela passagem de ar;

g) Elui-se o analito com metanoi*,

h) Evapora-se o eluato até secura, em capela;

i) Dissolve-se o residuo com um volume total de 0,5 mL**.

* Variou-se o volume de metanol em 1 mL, duas fracdes de 1 mL e 2 mL.
** Utilizaram-se 0,25 mL de metanol + 0,25 mL de FM; 0,5 mL de metanol e 0,5
mL de FM.

111.6.1.2. Regeneracéao do cartucho

' Os cartuchos podem ser regenerados pela passagem de volumes e
solventes iguais aos utilizados no condicionamento e equilibragao dos cartuchos.

111.6.2. Utilizagdo de Tubos de Extracao

A figura 3 apresenta um esquema do sistema utilizado na EFS, realizada
em duplicata. A figura 4 apresenta um esquema das quatro etapas de EFS.
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Figura 3. Esquema do sistema utilizado na extracdo em fase sélida, em
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Figura 4. Esquema das etapas de extraco.
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Com os tubos de extragdo realizaram-se testes de recuperacdo com as
amostras aquosas fortificadas com todos os herbicidas em estudo. Também
fizeram-se testes em branco com agua Milli-Q + acido fosférico + NacCl.

Seguiram-se 0s mesmos procedimentos descritos para o uso do cartucho
Sep-Pak, com a modificacdo que para percolar a amostra foi adaptado um
sistema. de extracdo, que utiliza uma bomba de vacuo. Este sistema foi
modificado para permitir a extracéo simultanea de duas amostras (figura 3).

Outras modificacdes realizadas foram a variagdo do nivel de fortificacdo,
0,067 e 0,33 ng, a utilizagdo de um volume de amostra de agua de 500 mL e de
250 mL, e a substituicdo do acido sulfurico pelo fosférico, devido as mudancas
ocorridas na FM.

Evaporou-se o eluato em cuba fechada, com passagem suave de corrente
de N..

HL.7. Validagdo do Método de Determinagao de Herbicidas em Amostras

Aquosas

Definida as melhores condicdes de separag&o dos herbicidas, a
composicdo da FM MeOH:H,O 60:40 viv (pH= 4,6 - com adicdo de acido
fosforico) e o comprimento de onda de 230 nm (0,001 AUFS) , o passo seguinte
foi a validacdo do método para a andlise da bentazona; 2,4-D; cianazina;
simazina; acido fluazifop; atrazina; diuron; linuron e ametrin, segundo os
parédmetros que sao descritos a seguir.

1.7.1. Preparo das Solugdes

Prepararam-se 100,0 mL de solugao estoque dos herbicidas, em metanol,
com concentracdo da ordem de 1.10° pg/L. A partir desta, prepararam-se 0s
padrbes nas concentragbes de aproximadamente 10; 50; 250; 500; 750 e 1000
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ug/L, diluidas na FM para que o pico do metanol néo interferisse. Apenas para o
acido fluazifop as concentragbes dos padrdes preparadas foram de 1000, 5000,
25000, 75000 e 100000 pg/L, por este apresentar uma menor sensibilidade.
Estas solugbes foram estocadas em geladeira a 4 °C.

l.7.2. Curva Analitica

~ Obteve-se a curva analitica dos herbicidas na faixa de 10 a 1000 ng/L.
Injetaram-se 10 uL de cada padréo, pelc menos trés vezes, e obtiveram-se as
areas e as alturas dos picos com o uso do software Chrom Perfect. Os dados
foram adquiridos a uma taxa de 15 pontos /seg para que o pico fosse definido
com um minimo de 30 a 50 pontos e assim garantisse uma integrac&o do pico
com menor erro, sem comprometer demasiadamente os limites de detecgdo e
quantificacéo, devido ao aumento do ruido.

Tracaram-se as curvas colocando os valores de concentracdo dos
herbicidas no eixo das abcissas e as médias das areas ou das alturas no eixo
das ordenadas e calcularam-se as respectivas estimativas de desvio padréo
absoluto e as estimativas de desvio padrao relativo.

As curvas analiticas foram tragadas com o auxilio do programa Origin 3.5,
o qual fomeceu os coeficientes de correlacio das retas obtidas, os coeficientes
lineares e angulares e as respectivas estimativas de desvio padrdao, com as
quais se pode julgar se os coeficientes eram estatisticamente significativos (teste
t-Student) e se o modelo linear era valido.

I.7.3. Linearidade

Através da curva analitica obtida na faixa de trés ordens de maghnitude de
concentragao dos herbicidas (10 a 1000,0 pg/L), avaliou-se a linearidade do
método. No caso de duvida, se um ponto encontrava-se ou n&o dentro da regiao
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linear da curva, foi feito o teste da razéo entre o sinal (4rea) e a concentragéo,
definida por (S/Q;) = (S; - b) / Q; ; onde a razéo sinal/concentragéo para o i-ésimo
ponto da curva analitica, (S/Q);, € calculada a partir do correspondente sinal
medido S;, da concentragéo Q; correspondente e do intercepto da curva analitica
a. A definicdo exata dos valores S e Q depende da técnica analitica; no caso de
cromatografia a curva analitica & construida através dos parametros area do pico
e concentragdo [89].

l11.7.4. Recuperagao

Este teste foi feito individualmente para amostras sintéticas de agua Milli-Q
(250 mL) fortificadas com cerca de 0,33 ug de solucdo estoque de cada herbicida
em estudo.

Tambem foi realizado um teste de recuperacéo fortificando uma amostra
de agua Milli-Q com todos os herbicidas juntos, cada um em quantidade
aproximada de 0,33 pg.

Il.7.5. Exatiddo e Precisdo

No estudo da exatid&o utilizaram-se amostras das solugbes padréo dos
herbicidas analisadas cromatograficamente. Os valores de massa obtidos apés
extragao em tubos de extracdo foram chamados "valor obtido", e o "valor real" foi
aquele adicionado na fortificacéo.

O estudo da repetibilidade foi feito para trés ou cinco injegdes de diferentes
padrbes dos herbicidas. Também foi avaliada a precisdo do método de extragdo
através da realizagcdo do mesmo em duplicatas.
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Il.7.6. Sensibilidade

A sensibilidade do método, em relagdo aos herbicidas, foi avaliada através
da determinac&o do limite de detecgdo (LOD) e do limite de quantificacdo (LOQ)
de cada um dos herbicidas estudados.

Na determinacéo destes pardmetros existem varias definicbes feitas por
diferentes autores. No presente trabalho foi utilizado a definicio de Francotte et
al. (1996)[83].

ll.7.7. Robustez

O teste de robustez foi realizado pela técnica Priscila Andrade da Silva, no
laboratério de Cromatografia da Central Analitica (IQ/UNICAMP), utilizando o
cromatografo a liquido Waters, constituido por: ,

v bomba de alta pressé&o, reciproca, tipo pistéo de cabeca dupta, modelo 600 E;

v’ detector espectrofotométrico UV/Vis de comprimento de onda variavel, com
caminho otico de 10 mm, modelo 484;

v injetor UBK, com volume de injeco de 10 pL;

v" integrador modelo 746.
As colunas analitica e de guarda utilizadas eram de marca e dimensdes
idénticas as do presente trabalho, porém pertencente ao laboratério de
Cromatografia da Central Analitica. As demais condigbes cromatograficas
(comprimento de onda, FM, vazdo de FM e volume de injecdo) foram
idénticas as otimizadas no desenvolvimento do método.

I1.8. Aplicacao do Método Desenvolvido

Para verificar a aplicabilidade do método de extragdo, enriquecimento,
separacgao e quantificacéo desenvolvido, utilizaram-se amostras reais de agua.
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Uma amostra foi recolhida de filiro doméstico, tipo talha com vela e suporte
de barro. Foram recothidos 500 mL desta amostra, que foi sujeita ao método
desenvolvido, utilizando a EFS e CLAE com detector de arranjo de diodos e com
detector UV.

Uma outra amostra foi recolhida de uma lavoura na regido de Bardo
Geraldo, na qual é sabido que se utilizam herbicidas. Foi recolhida a agua
acumulada em uma valeta apés a irrigacdo da lavoura com agua proveniente de
uma torneira. A amostra de agua primeiramente filtrada em filtro analitico para
eliminar residuos de solo e impurezas sodlidas nela contida, e depois em
membrana de nylon Rainin (0,45 um), sendo que mesmo apds este tratamento a
agua permaneceu com cor castanha. Apds este tratamento prévio, a amostra foi
submetida a EFS. Os tubos de extracdo ficaram castanhos e o eluato ficou
incolor. Os residuos dos tubos de extragdo foram eiluidos com metanol, seguindo
o procedimento ja descrito, resultando em um residuo castanho, que foi injetado
no cromatoégrafo a liquido. |
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IV.1. Estudo das Condigdes Cromatograficas de Separagido dos
Herbicidas

IV.1.1. Estudo da Vazdo Otima da Coluna Cromatografica

O fabricante da coluna cromatografica sugere o uso da vazdo de 1,0
mL/min, mas de acordo com a curva de van Deemter (Figura 5), obtida para a
coluna analitica empregada, as melhores eficiéncias foram conseguidas com
vazdes mais baixas, sendo a vazéo &tima de 0,2 mL/min.

1.70E-006 .
cuva de van Deemter para
: coluna Waters
1.656-006 =

T  1.60E006
I
b -
1.56E-006 J
i - .
L]
1.50E-006

T T T T Y T T
0.02 003 0.04 005 0.08 0.07 0.08 0.09 0.10

u (m.min“)

Figura 5. Curva de van Deemter obtida para a coluna analitica Nova-Pak,
Waters C-18, 4 um, de 150 x 3,9 mm d.i..

Para selecionar a melhor vazio a ser empregada na separacgio
cromatografica dos herbicidas estudados analisaram-se também as pressdes,
obtidas a diferentes vazdes, e os tempos de analise da mistura dos herbicidas.
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Desta forma concluiu-se que a methor vazéo a ser utilizada é de 0,8 mL/min, pois
permite separagdes com pressdées de ~1500 psi (~ 10,3 MPa) e tempos de
analise (~ 14 min) adequados, sem grande perda da eficiéncia da coluna.

IV.1.2 - Estudo da Fase Mdvel

Primeiramente foi definida a melhor composicdo da FM MeOH:H:0.
Analisando os cromatogramas obtidos, figura 6, com as diferentes composig¢des
‘de FM MeOH:H;O 50:50; 60:40 e 70:30, v/v, determinou-se que a melhor
composi¢do da FM & a MeOH:H,O 60:40, v/v, pois com a 50:50 v/v a separacao
entre a maioria dos picos é excessiva e praticamente ndo se detectou 0 ametrin,
o ultimo composto a ser eluido. Com 70:30 v/v ndo se tem resolugdo suficiente
entre alguns herbicidas.

As diferentes composicées de FM foram testadas alterando o pH de 6,0 a
7.0 (FM sem adicdo de acido) para pH de 3,0 a 4,6. As figuras 7a, 7b e 7c
apresentam os cromatogramas obtidos utilizando-se as FM MeOH:H,0 50:50, v/v -
pH=4,6; MeOH:H,0 60:40, v/v pH=4,6 e MeOH:H0 70:30, v/v pH= 3,6. Nota-se
que a ordem de eluigdo altera bastante com pequenas mudangas de pH. [sto
acontece pois 0s compostos mais acidos como a bentazona, o 2,4-D e o acido
fluazifop passam a ter diferentes interagdes com a FM e a FE, uma vez que
ocorre supressdo idnica das respectivas dissociagbes. Quando o pH da FM
torna-se menor, 0s compostos acidos passam a ter maiores interacbes com a
fase estacionaria e tendem a ficar mais tempo retidos na FE. Uma diminuigéo do
pH da FM é indispensavel para a analise, pois com FM neutras ou quase neutras
os compostos acidos praticamente ndo tém retengéio na coluna, saindo muito
proximos ac tempo de retencéo de um composto néo retido (tm), medido para o
pico do metanol. Neste trabalho, ty foi calculado através do volume da coluna:
Vu = Veol / 2 = L.n.r? / 2, onde L = comprimento da coluna = 15 cm, r = raio da
coluna=0,195cm => ty = Vn {F =1,12 min [90].
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Figura 6. Cromatogramas obtidos na separagéo da mistura de herbicidas. F= 0.8
mL/min; volume de injegdo= 10 uL; detecgdo UV, 230 nm (0.001 AUFS). a) FM
MeOH:H.0 50:50, viv; b) FM MeOH:H,0Q 60:40, v/v e ¢) FM MeOH:H.Q 70:30,

viv, sem adic&o de acido.
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MeOH:H,0 50:50, v/v pH=4,6; b} FM MeOH:H,0 60:40, v/v pH=4,6 e ¢) FM

MeOH:H,0 70:30, viv, pH=3,6.
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Determinou-se que a composigdo mais adequada de FM foi MeOH:H,0
60:40, v/iv e o pH que forneceu uma eluicdo com melhor performance
cromatografica dos nove herbicidas foi pH=4,6, ajustado com acido fosférico.
Caso n&o haja preocupagéo de tempo de andlise {(~30 min.), a FM MeOH:H,0
50:80, viv pH=4,6 também forneceu &étimos resultados. Para a FM MeOH:H.0
70:30, viv pH=3,6 os resultados obtidos foram os piores, mostrando que esta
composicéo de FM n&o € adequada e que um valor baixo de pH ndo forneceu
bons parametros cromatograficos, pois reduziu a resolucio.

Para o ajuste das FM &cidas optou-se pelo acido fosforico ao invés do
acetico, pois, pelo espectrograma dos acidos (figura 8), observa-se que o &cido
fosférico apresenta uma absor¢do muito menor que a do acido acético e, além
disto, como o acido fosforico € mais forte, 0,1% deste é capaz de acidificar uma
amostra, enquanto se precisa de 1% do acido acético para obter-se 0 mesmo pH.

o.onu a)

0,15
0,10 4

0,05

0 250 246 T —?——

{nm)
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Figura 8. Espectrogramas: a) acido fosforico 0,1%; b) acido acético 1% [20].
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Verificou-se se a medida de pH de uma solugdo contendo grande
gquantidade de solvente orgénico, como o da FM empregada, forneceria valores
confiaveis. Para isto mediu-se o pH de amostras contendo somente agua, agua e
metanol € somente metanol, com iguais concentracboes de &acido fosforico.
Observou-se que, no caso de amostras contendo somente metanol, o valor de pH
medido € ligeiramente superior ao valor obtido para a mesma concentragdo de
acido em uma amostra contendo somente agua. Para amostras contendo 50, 60
ou 70% de metanol ndo ha diferenca significativa no valor de pH quando
comparada com uma amostra de agua pura. Assim, decidiu-se ajustar o pH apds
preparar a mistura de metanol/ agua.

O uso da FM 50% MeOH: 50% tamp&o HAc / NaAc pH 3,8 (figura 9)
resultou em uma separacéo muito boa, fornecendo boa resolugdo para todos os
picos porém, o uso desta FM ndo é conveniente para amostras muito diluidas,
como é o presente caso, ja que com o tampéo a sensibilidade € menor. Isto
ocorre, pois a FM contendo tampéo tem uma absorbancia muito grande e aiém
disto, com o tampado a linha base apresenta-se com maior ruido. Outra
desvantagem que o uso de FM contendo tamp&o apresenta é que a presenca do
sal (NaAc) é indesejavel, pois ndo se pode parar esta FM no sistema e, depois
de cada analise, € necessarioc javar todo © sistema com metanol
(aproximadamente 10 mL) e depois com agua durante toda a noite, a uma vazéo
de 0,2 mL/min. O sistema deve ser bem lavado para evitar que o sal encruste e
assim obstrua o sistema cromatografico e provogque danos na bomba de alta
presséo.
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Figura 9. Cromatograma obtido para a separa¢io da mistura de
herbicidas. FM 50% MeOH : 50% HAc/NaAc, viv pH=3,8, F= 0,8 mL/min, volume
de injegao= 10 uL; detecgdo UV, 230 nm (0.001 AUFS).

O pico negativo que aparece na figura 9 ocorre devido a menor absor¢éo
do solvente (MeOH:H,O 60:40, v/v) da amostra de herbicidas, em relacdo a FM
50% MeOH : 50% HAc/NaAc, viv.

IV.2. Avaliacdo da Separagdo Cromatografica

A tabela 2 apresenta os valores de tg, k, Rs e a obtidos para a separacio
da mistura de herbicidas, utilizando as mei_hores condi¢cdes cromatograficas, FM
MeQOH:H,0 60:40, v/v pH= 4,6 e F= 0,8 mL/min.
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Tabela 2. Parametros cromatogréaficos tr, K, Rs e a obtidos para a separagéo de

herbicidas nas melhores condigdes cromatograficas (cromatograma da figura 7b).

"HERBICIDA tz (min) k Rs o
bentazona 1,58 0,444
2,4-D 2,36 1,15 2,38 2,61
cianazina 2,58 1,35 1,50 1,17
simazina 3,24 1,95 2,21 1,44
ac. fluazifop 4,07 2,70 4,52 1.38
atrazina 462 3.20 2,57 119
diuron 536 3,87 3,34 1.21
linuron 7,36 5,69 2,88 1.47
ametrin 1,7 3,66 3,78 1.70

Obs: tm = 1,12 min.

. Analisando os resultados da tabela 2 observa-se que os valores de k, Rs e
a Sd0 bons para todos os herbicidas, estando dentro dos intervalos ideais
descritos na literatura. O Unico pardmetro que estd um pouco abaixo do
recomendado & o k para a bentazona, entretanto ele ndo afetou os resultados de
validagdo, uma vez que a precisédo e exatiddo obtidas para este herbicida foram
boas. Portanto, a analise da mistura de herbicidas nas condigdes cromatograficas
selecionadas apresenta boa reten¢do, resolucéo e seletividade.

IV.3. Analise da Reten¢io e Comportamento Cromatografico dos

Herbicidas

O grupo SO,, juntamente com os dois nitrogénios e o oxigénio (item 1.5),
conferem a bentazona um caréater acido, pois tornam o hidrogénio (do grupo -
NH) bastante labil. O 2,4-D e o &cido fluazifop apresentam carater acido devido
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ao grupo carboxilico (-COOH) presente na estrutura destes herbicidas (item L5).
Portanto, a ordem de eluicéo destes trés herbicidas é governada pelo pH da fase
moével e pelo seus respectivos valores de pka. Dessa forma, os herbicidas
bentazona; 2,4-D e &cido fluazifop, por possuirem carater acido e idnico,
apresentam pouca retencdo na coluna cromatografica C-18, sendo que esta
retencéo aumenta a medida que eles estiverem na forma nao dissociada. Assim,
um ajuste de pH € responsavel por grandes variagbes na retencdo destes
compostos, e um valor de pH menor que o pKa destes herbicidas é necessario
para garantir que eles estejam na forma néo dissociada.

As propriedades fisico-quimicas das triazinas (cianazina, simazina, atrazina
€ ametrin) sdo, em primeiro lugar, determinadas pelo substituinte em -Ry (figura
10). Se este for -Cl 0 nome comercial do herbicida termina em -azina, se for -
SCHs termina em -trin e se for -OCH; termina em -ton. A basicidade destes
herbicidas aumenta de acordo com estes substituintes: -Cl < -SCHs < -OCHs. As
substituicbes nas posi¢des 4 e 6 afetam menos a basicidade, gque aumenta com o
aumenio do nimero de H no grupo amino substituinte € com o comprimento da
cadeia alquil [45].

Figura 10. Estrutura basica das triazinas: heterociclo de trés membros com N
localizados simetricamente. Quando R= Cl, tem-se Cl-triazinas; Ry= SCHs, tem-
se S-triazinas.
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O efeito indutivo (-) mais forte do ion -CI" (substituinte R, da cianazina,
simazina e atrazina), na posi¢&o 2, em relagdo ao grupo -SCHs (substituinte R,
do ametrin), gera um aumento na densidade de carga no anel da triazina, em
particular no atomo de N da posigéo 1 e 3, fazendo com que a espécie fique mais
polar e com menor afinidade pela fase estacionaria. Assim, as Cl-triazinas tém
menor retenc&o que as S-triazinas, concordando com o que foi observado na
prética: cianazina, simazina e atrazina apresentaram menor valor de k (menor
retencéo) que o ametrin [31].

Comparando diferentes compostos com o mesmo substituinte -R4, o valor
de k pode ser explicado considerando a estrutura dos grupos nas posicoes 4 e 6.
Assim, os valores de k para as Cl-triazinas mostram a seqiiéncia: cianazina <
simazina < atrazina, na qual a cianazina tem o menor valor de retengéo devido ao
substituinte -NHCH(CHs)CN, que € um grupo polar por causa da presenca do -
CN [31].

Os valores de pKa mostram que ha uma protonag&o significante em pH< 2
para Cl-triazinas, e em pH< 4 para S-triazinas. Portanto, no caso da FM usada,
de pH =4,6, n&o deve ocorrer protonagéo para nenhuma das triazinas estudadas.
Porém, os valores de pH influenciam outros pardmetros, como a resolugéo,
sendo que, de acordo com o valor de pKa, o efeito do pH é maior para as S-
triazinas. Isto também é confirmado pelo valor de assimetria dos picos, pois S-
triazinas mostram maior assimetria em pH acidos de FM [31].

IV.4. Obtengao dos Espectros de Absorgéido no UV dos Herbicidas

A figura 11 apresenta os espectros de absor¢do no UV, obtidos na faixa de
220 a 400 nm, para todos os herbicidas estudados, utilizando para tal um
detector por arranjo de diodos.
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Figura 11. a) Cromatograma obtido para a mistura de herbicidas mostrando b) os
respectivos espectros de absorgdo UV. FM MeOH:H,O 60:40, viv pH=46
(HsPOy); F= 0,8 mL/min ; volume de injecéio = 10 uL; deteccdo UV, 230 nm
(0.001 AUFS). Picos: 1= bentazona, 2= 2,4D, 3= cianazina, 4= simazina,
5= acido fluazifop, 6= atrazina, 7= diuron, 8= linuron, 9= ametrin.

Analisando os espectros de absorcéo no UV observa-se que 230 nm é o
melhor comprimento de onda para detectar todos os herbicidas presentes em
uma mesma amostra. Observa-se também que os herbicidas pertencentes a uma
mesma familia, como por exemplo triazinas: simazina, atrazina, cianazina e
ametrin, e uréias substituidas: diuron e linuron, apresentam espectros bem
semelhantes.

A andlise de pureza dos padroes confirmou a pureza dos mesmos.
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IV.5. Medida de Absortividade Molar dos Herbicidas

Tendo os valores medidos para absorbéncia dos diferentes herbicidas em
concentracOes variadas e utilizando a Lei de Beer, Abs= conc x b x ¢, tragou-se
uma curva de absorbancia versus concentraco, cujo coeficiente angular € igual
a b.g, sendo b = 10 mm. Considerando que as solu¢bes padrao dos herbicidas

eram puras, pode-se aproximar que o £ € a absortividade molar dos herbicidas
em estudo. A tabela 3 apresenta estes valores.

Tabela 3. Valores de £ obtidos para os herbicidas em estudo (230 nm)*.

HERBICIDAS e (L / mol cm)
bentazona 33642
2,4D - 11052
cianazina - 33688
simazina 54448
acido fluazifop 15336
atrazina 40979
diuron 9324
linurcn 9964
ametrin 38646

* solvente das solugdes dos herbicidas: FM MeOH:H,0 60:40, v/iv pH=4,6.

Analisando os valores da tabela 3 nota-se que a absortividade moiar de
alguns herbicidas sdo bem menores que as de outros. Estes valores séo
concordantes com as inclinagdes das curvas analiticas obtidas, e ddo um bom
indicativo da sensibilidade do método para cada herbicida.

O resultado para o acido fluazifop € discordante, pois ele apresentou a
menor sensibilidade cromatografica, mas ndo o menor valor de absortividade
molar. Isto pode ser explicado pois foi medida a absorgdo da solugcédo do padrao
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do herbicida considerando que o &cido fluazifop fosse a Unica espécie em
solucdo, porém, o padréo de &cido fluazifop disponivel, provavelmente, deve
conter uma certa quantidade de fluazifop butil, do qual o acido fluazifop deriva.

Deve-se lembrar que os valores de absortividade dependem do solvente,
da solugéo e do pH do meio, pois alterando-se estes parametros varia-se o
cromoforo, estrutura responsével pelo espectro de absorcéo.

IV.6. Estudo da Extragcdo em Fase Sélida dos Herbicidas

A substituicdo do &cido suifurico por fosférico ndo modificou os resultados
obtidos na extracdo, entdo passou-se a empregar o acido fosférico, ja que este
também foi utilizado na preparagao da FM.

A extragcdo da agua Milli-Q pura e da agua destilada pura mostraram
praticamente os mesmos picos desconhecidos. Amostras de agua Millii-Q
contendo NaCl e &cido, sem os herbicidas, portanto o branco, apresentaram
resuitados similares aos das &guas puras. Isto indica que os picos ndo
identificados devem ser provenientes da propria matriz de agua. Tentou-se, sem
sucesso, realizar limpezas prévias do tubo de extracio e utilizar diferentes
solventes de eluicao.

Os tubos de extrag@o apresentaram melhores recuperagdes com o uso de
volumes de amostras aquosas de até 250 mL (que corresponde ao volume
de “breakthrogh” do tubo de extragéo, isto &, volume maximo de amostra para o
qual a eficiéncia de recuperagdo permanece inalterada). Assim, passou-se a
utilizar volume de amostra de 250 mL e fortificagbes de 0,3 ug. O aumento do
nivel de fortificacéo visou melhorar a quantificacdo do pico do herbicida obtido
apés a extragdo, pois o0s picos ndo identificados causavam aigumas
interferéncias, principalmente para a bentazona que eluia com tg pequeno. Esta
interferéncia afetava a quantificacdo do pico.
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O fator de concentrag&o, partindo-se de 250 mL de amostra aquosa e
chegando em 0,5 mL no final, € de 500 vezes. Este fator & bastante adequado,
pois apos fortificagdo de 0,3 pg, fornece picos que se encontram
aproximadamente no centro da curva analitica ( entre 500 a 600 ng/L) com
recuperagdes proximas a 100%.

IV.7. Validacdo do Método de Determinagéo dos Herbicidas em

Amostras Aquosas

IV.7.1 - Curva Analitica

A tabela 4 apresenta os resultados das equacdes das curvas analiticas
obtidas para os herbicidas bentazona, 2,4D, cianazina, simazina, acido fluazifop,
atrazina, diuron, linuron e ametrin. A figura 12 mostra as curva analiticas dos
herbicidas, menos do acido fluazifop que foi preparado em uma faixa de
concentracao diferente.

Analisando as equagdes das retas obtidas conclui-se que o modelo linear é
bastante adequado j& que o coeficiente de correlacdo foi maior que 0,99.
Fazendo o teste t-Student para os coeficientes linear e angular obtém-se
coeficientes angulares estatisticamente diferentes de zero, mostrando que a
equacdo obtida é adequada. Este teste realizado para o intercepto da curva,
mostra que a naéo é estatisticamente diferente de zero. Na verdade, para
determinar a de maneira adequada teria que se construir uma curva que
englobasse a regido do zero, como este ndo foi o caso, &€ esperado que este
parametro contenha erro.
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Tabela 4. Equagdes de curvas analiticas obtidas para os herbicidas estudados.
FM MeOH:H,0 60:40, v/v pH=4,6; F= 0,8 mL/min; detec¢do UV, 230 nm: volume
de injecdo =10 pul..

iﬁiE_l'@Q_BtaE}A:-S:JE CLFAD b AQ- kT ceEFD-E 3
bentazona 13,3-1330,0 (-1,6+0,8) 0,99921
24D 14,0-1400,0 (-0,6 £0,7) (29,4 £0,9) 0,99871
cianazina 11,1-1110,0 (-0,8 £1) (81+2) 0,99898
simazina 10,5-1050,0 (-1,1£0,9) (1571 2) 0,99981
ac. fluazifop | 1320,0-18800,0 (-0,1 £0,3) (0,16 £ 0,01) 0,99880
atrazina 11,2-1120,0 (0,5 1) (111 +£2) 0,99953
diuron 13,2-1320,0 (0,7 £ 0,5) (31,2+0,8) 0,99926
linuron 12,2-1220,0 (-0,2+£0,2) {(25,9+0,3) 0,99983
ametrin 17,9-1790,0 (-3,5+2) (89 £ 2) 0,99948
160000 /' +
140000 / o
] / . P
120000 = = / e
g mm: / . 4 & asimazina
S 800004 / walr azina
s 1 : Lty
* so000 + Clanazina
. sbentazona
40000 = 24D
l ELron
20000 v linuron
8 ' e . , ’ '
8 200 400 600 8O0 1000 1200 1400 1800
canc, {uglLy

Figura 12. Curvas analiticas da bentazona, 2,4-D, cianazina, simazina, atrazina,

diuron, linuron e ametrin.
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Através da figura 12 pode-se avaliar a sensibilidade cromatogréfica para
cada herbicida, ja que quanto maior inclinagdo da curva analitica mais sensivel é
o método. Assim, nota-se que a sensibilidade & maior péra as triazinas, sendo
melhor para a simazina, € menor para as uréas substituidas e para o 2,4-D, por
estes apresentarem o0 maximo de absor¢g&o um pouco afastado do comprimento
de onda utilizado para deteccéo, que foi de 230 nm.

IV.7.2 - Linearidade

Na auséncia de erros indeterminados, isto &, com r? = 1, e dentro da faixa
linear, pode-se provar que (S/Q) = b para todos os pares de valores
experimentais usados para construir & curva. Na presenca de erros
indeterminados (2 < 1), que é 0 que ocorre na pratica, e dentro da faixa linear,
(S/Q): ~ b. Se (S/Q) << b ou (S/Q); >> b, entdo o resultado pode ser assumido
como estando fora da faixa linear. Assim, no presente trabatho foi considerado na
faixa linear os pontos com valores de (SIQ){no intervalo (1,00 £ 0,05) b, isto &,
pontos cujas razdes sinal/concentragdo ndo diferiram mais que 5% do coeficiente
angular da reta. Este intervalo de toleréncia foi sugerido com base nas normas da
IUPAC para cromatografia [89].

Os valores obtidos para as curvas analiticas evidenciaram linearidade
satisfatéria. A tabela 5 apresenta os intervalos de linearidade para os herbicidas
estudé
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Tabela 5. Valores de intervalo de linearidade para os herbicidas em estudo.

HERBICIDA INTERVALO LINEAR (ug/L)
bentazona 6,95 - 1330,0
2,4D 11,6 - 1400,0
cianazina 4,9-1110,0
simazina 6,2 - 1050,0
ac. fluazifop 6000,0 - 90000,0
atrazina 9,3-1120,0
diuron 8,7 - 990,0
linuron 20,3-915,0
ametrin 16,7 - 1790,0

IV.7.3 - Exatidao e precisido

A precis&o (repetibilidade), medida pelo RSD, e as exatidées obtidas s&o
mostradas na tabela 6.

Tabela 6. Valores de precisdo e exatidao obtidos para os herbicidas.

HERBICIDA PRECISAO (%)* EXATIDAO (%)*

bentazona 2,2 -1,4
2,4D 1,3 3,7

cianazina 1,5 -3,9
simazina 3,1 2,1
ac. fluazifop 13,5 1.4
atrazina | 23 0,3
diuron 2,8 -1,0
linuron 3,3 0,5
ametrin 0,2 2,2

* Valores calculados para concentragdes de herbicidas de aproximadamente 500 pg/L,

exceto para o acido fluazifop cuja concentragéo foi de da ordem de 60000 pg/l.. n=5
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Os resultados de preciséo e exatiddo obtidos para a concentracéo da
ordem de 500 pg/L (exceto para o acido fluazifop cuja concentragio é de 60000
ug/L), bem como para as demais concentracbes estudadas, sdo considerados
bons, uma vez que estao dentro do limite aceito pelo roteiro de validagio de
métodos cromatograficos aplicados a pesticidas [87], no qual tanto as precisdes
quanto as exatidbes devem ser <15% e + 15%, respectivamente.

IV.7.4 - Recuperacgéao

A tabela 7 apresenta os valores de recuperagdo e RSD, obtidos com

fortificac&o de aproximadamente 0,3 nug, para os herbicidas estudados.

Tabela 7. Valores de recuperacdo e RSD para os herbicidas estudados.

HERBICIDAS RECUPERACKO (%) RSD (%)
Bentazona 97,8 0,9 (n=2)
2,4D 80,6 9.4 (n=3)
Cianaziana 80,7 0,8 (n=3)
Simazina 77,8 0,8 (n=2)
ac. Fluazifop 63,1 5,0 (n=2)
Atrazina 76,0 1,9 (n=2)
Diuron 72,0 9,5 (n=3)
Linuron 81,4 2,7 (n=2)
Ametrin 97,4 0,2 (n=2)

O teste de recuperacéo realizado com a fortificacdo de todos os herbicidas
conjuntamente apresentou resultados muito préximos a 100%, para todos os
herbicidas, mostrando que é possivel realizar a extragdo simultdnea dos nove
herbicidas estudados.
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De acordo com o roteiro de validagdo de métodos cromatograficos
aplicado aos pesticidas [87] as recuperacbes devem estar entre de 70 a 110%,
portanto os valores obtidos, com excegdo do 4cido fluazifop, apresentam-se
dentro deste intervalo. Os valores de RSD apresentados de um modo geral, sdo
muito bons, uma vez que s&o aceitos valores de até 15%.

IV.7.5 - Sensibilidade

A tabela 8 apresenta os resultados de LOD e LOQ obtidos para a
bentazona, 2,4D, cianazina, simazina, &cido fluazifop, atrazina, diuron, linuron e
ametrin.

Tabela 8. Resultados cromatograficos de LOD e LOQ obtidos para os herbicidas
estudados.

HERBICIDAS LOD (ug/L) LOQ (ugll) ~
Bentazona 7,0 20,8
2,4D 11,6 34,9
Cianazina 49 14,8
Simazina 6,2 18,6
acido fluazifop 6000,0 18000,0
Atrazina 9,3 27.9
Diuron 8,7 26,2
Linuron 20,3 61,0
Ametrin 16,7 50,1

Estes valores de LOD e LOQ séo bastante satisfatorios, pois lembrando-se
que a etapa de pré-concentracdo permite concentrar uma amostra até 500 vezes,

com estes limites torna-se possivel analisar amostras aquosas com C = 36 ug/L
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para o &cido fluazifop e menos de 0,1 pg/L para os demais herbicidas,
atendendo as exigéncias da legislagio.

A tabela 9 apresenta os valores de LOD e LOQ- para os herbicidas em
estudo considerando a etapa de pré-concentragédo, de aproximadamente 500
vezes. Nestes valores também foram levados em conta as recuperagdes obtidas
para cada herbicida, na etapa de extragio.

. Tabela 9. Valores de LOD e LOQ para os herbicidas incluindo a etapa de pré-
concentracéo e os resultados de recuperacao.

HERBICIDAS LOD (ug/L) LOQ (ug/L}
Bentazona 0,014 0,042
24D 0,024 0,069
Cianazina 0,0098 0,024
Simazina 0,012 0,037
acido fluazifop 12,0 36,0
Atrazina 0,018 0,055
Diuron 0,018 0,053
Linuron 0,041 0,12
Ametrin 0,034 0,10

Foi realizada uma extragcdo em branco, isto &, uma extragdo com uma amostra
de agua Milli-Q sem fortificagdo com herbicidas. Esta analise mostrou alguns picos
cromatogréficos de pequena intensidade, mas estes n&o interferem na determinagao
dos herbicidas, e portanto ndo prejudicam o célculo do LOD e LOQ.



RESULTADQS E DISCUSSAQ : 78

IV.7.6. Robustez

A figura 13 apresenta o cromatograma obtido no teste de robustez,
empregando analista, instrumento, colunas e laboratério diferentes dos que foram
utilizados no desenvolvimento do método.
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Figura 13. Cromatograma obtido para amostra completa de herbicidas utilizando
diferentes analista, instrumento, colunas e laboratério. Demais condigbes
cromatograficas idem a figura 11. [1] bentazona; [2] 2,4-D; [3] cianazina; [4]
simazina; [5] acido fluazifop; [6] atrazina; [7] diuron; [8] linuron; [9] ametrin.
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Analisando o cromatograma da figura 13 verifica-se que o tempo de
analise foi menor que o obtido no desenvolvimente do método e que todos os
herbicidas encontram-se bem resolvidos.

IV.8. Apiicagido do Método Desenvolvido

O principal problema de analise de amostras reais é a contaminacdo com
substancias himicas, como acidos himicos, que apresentam pouca retengéo na
coluna C-18. Esta interferéncia foi observada, em todos os cromatogramas
obtidos para amostras de agua, como um pico de grande intensidade iocalizado
no inicio do cromatograma. Além deste pico intenso, foram obhservados picos de
pouca intensidade, sendo que alguns destes apresentaram tr coincidentes com
os dos herbicidas em estudo. Estas caracteristicas podem ser observadas na
figura 14, que apresenta um cromatograma para amostra de agua recolhida de

um filtro doméstico de uma regido urbana.
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Figura 14. Cromatograma obtido para analise de amostra real (agua de filtro
doméstico), apés pré-concentragdo. Condigdes idénticas a da Figura 11.
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A confirmagdo da identidade dos picos com tg coincidentes n&o foi
conseguida por co-cromatografia, devido a pequena quantidade de amostra
disponivel apos a etapa de pré-concentragdo (ao todo 0,5 mL). Assim, na
tentativa de confirmar a identidade dos picos, a deteccdo da amostra foi feita
utilizando um detector de arranjo de diodos (figura 15).
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Figura 15. a)Cromatograma da amostra real (agua de filtro domeéstico).
b)Espectros referentes aos picos cromatograficos detectados. Detector de
arranjo de diodos, volume de injecao 25 ulL, demais condigbes idénticas as da
Figura 11.
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Entretanto, o DAD disponivel para a andlise possui sensibilidade menor
que o detector UV/Vis utilizado nas demais analises, portanto alguns picos nio
foram detectados e outros, de pequena intensidade, nZo apresentaram os
espectros de absorgéo UV ou apresentaram com muito ruido. Comparando os
espectros disponiveis com os obtidos para os padrdes dos herbicidas (figura 11)
nota-se uma grande semelhanga entre o espectro n® 2 da amostra real e o
espectro do &cido fluazifop, sendo que os tr também foram coincidentes.
Assumindo que este pico correspondesse ao do herbicida acido fluazifop, este
estaria presente em uma concentragéo de aproximadamente 54 ug/L. Contudo,
para uma identificac&o mais segura seria necessario o uso de um cromatografo a
liquido acopiado a um espectrdometro de massas, que nio estava disponivel.

A amostra de agua recolhida na lavoura apresentou diversas dificuldades
de analise devido a grande concentragdo de compostos, provavelmente de
natureza orgénica, que foi responsével peia coloracdo castanha do material
extraido. Ao injetar este residuo no sistema cromatografico houve retencéo na
coluna, a partir da segunda injecdo, e para reverter esta retengio foram
necessarias diversas injecdes de metanol puro, que arrastou o material
adsorvido. Isto prejudicou as tentativas de identificagcdo dos picos.

A figura 16 apresenta o cromatograma obtido na analise desta amostra.
Através da analise desta figura nota-se que se obteve uma boa separacédo dos
componentes e que alguns picos apresentaram tempo de retencéo coincidentes
com 0s herbicidas estudados, mas infelizmente a identificagdo dos compostos
nao foi possivel pelas razbes expostas acima.

Estes resultados mostraram que o método desenvolvido € mais adequado
para amostra de agua tratada, pois, no caso de amostras de aguas de outra
natureza € necessario um tratamento prévio da amostra, antes de injeta-fa no
cromatégrafo, de modo a eliminar os residuos, protegendo, desta forma, a coluna
cromatografica.
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Figura 16. Cromatograma obtido para andlise de amostra real (4gua de lavoura),

apos pré-concentragdo. Condices idénticas a da Figura 11.
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Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que se conseguiu
desenvolver um método rapido, simples e eficiente, utilizando CLAE, para a
analise simultdnea de multiresiduos dos herbicidas, bentazona; 24-D:
cianazina; simazina; acido fluazifop; atrazina; diuron; linuron e ametrin, presentes
em matrizes de agua. A etapa de extracdo e pré-concentragdo foi realizada por
extragéo em fase sélida, utilizando tubos C-18. Esta técnica mostrou-se bastante
adequada & matrizes de agua.

As condigbes cromatograficas foram otimizadas através do estudo da
melhor composicédo e pH de fase mével. A FM MeOH:H,0O 60:40, viv, pH=46,
ajustada com 4cido fosforico, foi a que permitiu a melhor separagio
cromatografica, avaliada visualmente e através da andlise dos parametros
cromatograficos k, o e Rs. A vazdo da FM de 0,8 mL/min foi considerada a que
apresentou o melhor compromisso entre resoiucdo e rapidez de analise.

O comprimento de onda utilizado na determinagdo simultanea dos nove
herbicidas foi de 230 nm, pois permitiu uma boa sensibilidade para todos os
herbicidas em estudo. Este comprimento de onda foi escolhido apoés a andlise
dos espectros de absorcdo no UV dos herbicidas, que mostraram que somente o
diuron e o linuron (uréias substituidas) apresentaram absorgéo minima préxima a
este comprimento de onda, entretanto isto no prejudicou a determinacdo destes
herbicidas.

As melhores condigcdes de andlise para o emprego da extracdo em fase
solida foram avaliadas e determinadas, sendo que o volume de amostra deve ser
de 250 mL, o que permite uma pré-concentragédo dos herbicidas de quinhentas
vezes, o volume de metanol para eluicdo dos herbicidas da coluna de extracdo
deve ser de 1 mL e a vazdo de eluicéo da amostra deve ser menor ou igual a 3
mL/min. Também foi desenvolvido um sistema para realizagcdo desta etapa em
duplicata.

Depois de estudadas e otimizadas as methores condicées de analise
realizou-se a validagdo do método desenvolvido.



CONCLUSOES

85

As curvas analiticas obtidas mostraram bons coeficientes de correlagéo
(r > 0,999).

A linearidade das curvas foi muito boa, se estendendo até trés ordens de
grandeza. As recuperacdes obtidas estavam dentro dos valores aceitos na
literatura [87], 70-110%, exceto para o acido fluazifop.

A exatiddo e precisdo para todos os herbicidas tiveram valores muito
bons, uma vez que n&o ultrapassaram os valores aceitos na literatura [87), que
chegam até 15% para precisdo e de + 15% para exatiddo.

A sensibilidade do método ( LOD e LOQ) em relacdo aos herbicidas em
estudo foi da ordem de dezenas de ng/L para a maioria dos herbicidas, apés a
etapa de extracdo e pré-concentracdo. Mais uma vez o acido fluazifop
apresentou-se como uma excecao, tendo resultados discrepantes em relacdo
aos demais herbicidas. Este fato pode estar associado a uma contaminacédo do
padréo de acido fluazifop com 0 seu precursor, o fluazifop butil.

A robustez do método cromatografico foi demonstrada com outro analista
realizando a separagdo dos nove herbicidas, utilizando outra coluna, outro
equipamento e outro iaboratorio, porém nas mesmas condicdes de andlise
estabelecidas. Os resultados obtidos mostraram que o método apresenta
robustez frente a estas variaveis.

Ao comparar o método desenvolvido com o estabelecido pela EPA, que
utiliza ELL, pode-se dizer que o novo método & menos trabathoso, nao apresenta
o problema de formacéo de emuisdes, utiliza volumes reduzidos de solventes
orgénicos, mantendo a eficiéncia comparavel a ELL. Em relagéo ao custo, pode-
se dizer que a redugdo do uso dos solventes orgénicos diminui o custo
operacional da técnica de EFS, porém a aquisicdo de tubos de extragao,
necessarios para extracio e pré-concentracio, elevam o custo total da EFS.

Durante todo o trabalho foi utilizada a mesma coluna comercial, o que
comprova que, se forem tomados os devidos cuidados, FM acida e até mesmo a
tamponada, podem ser usadas sem danos a coluna e ao sistema cromatografico.
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Para aumentar o tempo de vida Gtil da coluna analitica o uso de coluna de
guarda é imprescindivel.

A aplicagé&o do método & amostras reais de agua mostrou-se bastante
eficiente. Nas aguas analisadas foram detectados picos que provavelmente
correspondem a alguns pesticidas estudados, tal como o acido fluazifop. Mesmo
utilizando-se os espectros de absorgéo no UV dos componentes encontrados na
amostra, obtidos com DAD, e comparando-os com os espectros dos padrées nao
foi possivel identificar os analitos, permanecendo a suspeita de que,
possivelmente, um dos picos seria o 4cido fluazifop. A partir destes resuttados
concluiu-se que o detector de arranjo de diodos, disponivel para os testes, nio
apresenta sensibilidade suficiente que permita uma identificacdo de herbicidas
presentes a niveis de tracos. Na realidade, para uma confirmagdo segura da
identidade dos picos detectados seria mais adequado a utilizacdo de um
espectrometro de massas acoplado ao cromatégrafo a liquido.
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